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1 Grundlagen und Kenntnisstand

1.1 Sekundire Pflanzenstoffe: Polyphenole

Polyphenole werden den sekundidren Pflanzenstoffen zugerechnet. Innerhalb der Pflanze
besitzen sie die Funktion, z.B. als Giftstoffe ,,Schadlinge* zu vertreiben oder als Geruchs-
oder Geschmacksstoffe Insekten zur Fortpflanzung anzulocken (MANACH et al., 2004;
BELITZ et al., 2008). Daneben schiitzen sie die Pflanze nicht nur vor den schédlichen
Effekten der UV-Strahlung, sondern spielen auch eine entscheidende Rolle in der
geschlechtlichen Fortpflanzung (KOES et al., 1994).

Der Begriff ,,Polyphenole® wird in der Literatur uneinheitlich verwendet. So kennzeichnet er
etwa Verbindungen, die mindestens zwei aromatische Ringe besitzen, von denen jeder
mindestens eine Hydroxylgruppe trigt (CLIFFORD, 1999). Diesem Einteilungsschema
folgend, gehoren Hydroxyzimtsduren wie z.B. Caffeoylchinasduren zu den nichtflavonoiden

Polyphenolen bzw. ,,einfachen Phenolen* (Abbildung 1.1).

Polyphenole

Flavonoide nichtflavonoide
Polyphenole
| ——
Flavone Flavonole Flavanole | | Anthocyanidine | | Flavanone Hydr.(.)xy- HYdr03<Y'
zimtsduren || benzoesduren

Proanthocyanidine |

Abbildung 1.1: Klassifizierung der Polyphenole (nach MANACH et al., 2004; IRITI & FAORO,
2009)

Die grofite Bedeutung unter den Polyphenolen haben die Flavonoide, deren Name sich von
der gelben Farbe (lat. flavus = gelb) einiger Vertreter dieser Stoffklasse ableitet. Gegenwértig
sind einige Tausend verschiedene Verbindungen dieser Gruppe in hoheren Pflanzen
charakterisiert worden, einige Hundert sind in essbaren Pflanzen anzutreffen (WATZL &
RECHKEMMER, 2001b; MANACH et al., 2004).

In Abbildung 1.2 ist das Flavonoidgrundgeriist (Cs-C3-Co-Korper) dargestellt. Dieses besteht

aus zwei aromatischen Ringsystemen (A- und B-Ring), die {iber den heterozyklischen C-Ring




2 Grundlagen und Kenntnisstand

verbunden sind. Die einzelnen Flavonoidklassen ergeben sich aus dem Oxidationszustand des
C-Rings (Pyran-Ring). Hauptunterklassen der Flavonoide sind die Flavonole, Flavan-3-ole,
Flavanone, Flavone und Anthocyanidine. Chalkone, Dihydrochalkone, Flavan-3,4-diole und

Cumarine stellen Nebengruppen dar.

OH

l \ Flavan-3-ol

D e O

OH

Anthocyanidin ) o

Flavanon
Flavon

Abbildung 1.2: Grundgeriist der Flavonoide (2-Phenyl-benzopyran) und chemische Struktur der
Hauptunterklassen (nach CROZIER et al., 2009)

Die enorme Vielfalt und -zahl der Flavonoide innerhalb der Klassen ergibt sich durch
Substitution mit funktionellen Gruppen. Hydroxylgruppen liegen beispielsweise bevorzugt am
C-4’, C-5 und C-7 vor. Die Mehrheit der Flavonoide kommt natiirlicherweise als Glykoside
vor. Die glykosidische Bindung befindet sich zumeist an den Hydroxylgruppen der C-Atome
C-3 (bei Flavanolen) und C-7. Oft sind auch C-Glykoside vorzufinden. Hier sind die Zucker
am C-6 und C-8 gebunden. Wihrend polare Substituenten wie Zucker und Hydroxylgruppen
die Wasserloslichkeit der Flavonoide erhohen, bewirken unpolare Substituenten wie
Methylgruppen den umgekehrten Effekt und verstirken die Lipophilie (MANACH et al.,
2004; CROZIER et al., 2009).

Flavonole, Flavone und Flavanone

Flavonole sind die verbreitesten Flavonoide in Lebensmitteln und kommen in grolen Mengen
in Zwiebeln, Griinkohl und griinen Bohnen vor (WATZL & RECHKEMMER, 2001b;
CROZIER et al.,, 2009). Oft treten in der Natur Konjugate der Aglyka Quercetin und
Kéampferol auf (MANACH et al., 2004 — Abbildung 1.3). Allein von Kdmpferol sind rund 200
Glykoside bekannt (CROZIER et al., 2009).

Flavone sind ungeachtet ihrer strukturellen Verwandtschaft in Obst und Gemiise weniger
verbreitet als Flavonole. Die tiberwiegende Zahl der Verbindungen sind Glykoside (zumeist
7-O-Glykoside) der Aglyka Apigenin und Luteolin (Abbildung 1.3). Weiterhin sind

methylierte, hydroxylierte sowie O- und C-alkylierte Flavone bekannt. Reich an Flavonen
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sind einige Kriuter (z.B. Petersilie und Sellerie). Bestimmte Getreidearten (Weizen und
Hirse) enthalten ebenso Flavon-C-glykoside (MANACH et al., 2004; CROZIER et al., 2009).

Flavonole Flavone Flavanone

OH O OH O OH O
R, =O0H; R, =R, = H: Kémpferol R, =H; R, = OH: Apigenin R, =H; R, = OH: Naringenin
R, =R, =OH; R, = H: Quercetin R; =R, = OH: Luteolin R, =R, = OH: Eriodictyol
R, =R, =R; =OH: Myrecitin R, = OH; R, = OCH;: Hesperetin

R, = OCHj;; R, = OH; R; = H: Isorhamnetin
Abbildung 1.3: Chemische Strukturen einiger Flavonoide

Flavanone wie Naringenin, Hesperetin und Eriodictyol (Abbildung 1.3) treten in hoheren
Konzentrationen in Zitrusfriichten (z.B. Grapefruit, Zitrone und Orange) auf. Sie sind im
Allgemeinen durch ein Disaccharid an Position 7 glykosyliert. Eine Neohesperidose verleiht
thnen einen bitteren Geschmack (z.B. Naringin in Grapefruit), wihrend eine Rutinose
geschmacklos ist. Strukturell zeichnen sie sich durch das Fehlen der Doppelbindung am C-2
und C-3 des C-Rings aus, wodurch am C-2 ein Chiralitdtszentrum entsteht (MANACH et al.,
2004; CROZIER et al., 2009).

Flavan-3-ole (Catechine) und Proanthocyanidine

Die Flavan-3-ole sind die komplexeste Untergruppe der Flavonoide, da sie sowohl in
monomerer (— Catechine) als auch polymerer Form (— Proanthocyanidine) auftreten. Die
Struktur der Catechine ist gekennzeichnet durch die Einfachbindung am C-2 und C-3 des
heterocyclischen C-Rings, wodurch zwei Chiralitdtszentren entstehen. Dadurch fiihrt eine
Hydroxylierung am B-Ring zur Bildung von insgesamt vier Isomeren. Zu den wichtigsten
zdhlen die Diastereomerenpaare (+)-Catechin und (-)-Epicatechin, (+)-Gallocatechin und
(-)-Epigallocatechin, (+)-Afzelechin und (-)-Epiafzelechin sowie die korrespondierenden
Gallate (CROZIER et al., 2009 — Abbildung 1.4).

Im Gegensatz zu den anderen Flavonoidklassen kommen die Flavan-3-ole nur selten
glykosyliert vor (RAAB et al., 2010). Catechine sind in vielen Friichten (z.B. Aprikose,
Kirsche und Pfirsich), Rotwein sowie insbesondere in griinem Tee und Schokolade enthalten.
Schwarzer Tee weist normalerweise nur geringe Gehalte monomerer Catechine auf, da diese
wéhrend der ,,Fermentation* der griinen Teebldtter enzymatisch zu Oxidationsprodukten wie
den orange-roten Theflavinen (Dimere mit einem charakteristischen 1,2-Dihydroxy-3,4-
benzotropolonringsystem) und den strukturell kaum charakterisierten, braunlichen,
Thearubiginen (heterogene Polymere) reagieren (MANACH et al., 2004; MENET et al.,
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2004; GU et al., 2004; CROZIER et al., 2009; TANAKA et al., 2009), die u.a. fiir den bitteren
Geschmack und die dunkle Farbe verantwortlich sind (TANAKA et al., 2001).

R, R, R; R,

Flavan-3-ol

(+)-Afzelechin (2R, 3S) H H H OH
(-)-Epiafzelechin (2R, 3R) H H OH H
(+)-Catechin (2R, 35) OH H H OH
(-)-Epicatechin (2R, 3R) OH H OH H
(+)-Gallocatechin (2R, 3S) OH OH H OH
(-)-Epigallocatechin 2R,3R) OH OH OH H

Abbildung 1.4: Chemische Struktur einiger Flavan-3-ole

Proanthocyanidine, auch als kondensierte Tannine bezeichnet, sind Mischungen von dimeren,

oligomeren und polymeren Flavan-3-olen, die hauptsidchlich tiber Position C-4—C-8, aber
auch tiber C-4—C-6 (beides B-Typ) verkniipft sind (ARON et al., 2008). Die Flavan-3-ol-

einheit kann ebenfalls {iber eine zusitzliche Etherbriicke zwischen C-2—0O-7 konjugiert sein

(A-Typ) (Abbildung 1.5).

a)

HO

— Dimer B, Dimer B2
..... " Dimer B3’ Dimer B4

o) : HO
—= Dimer B5, Dimer B7

---- " Dimer B6, Dimer B8

R, R, R; R, R, R, R; Ry
DimerBl OH H H OH DimerB5 OH H OH H
DimerB2 OH H OH H DimerB6 H OH H OH
DimerB3 H OH H OH DimerB7 OH H H OH
DimerB4 H OH OH H DimerB8 H OH OH H

HO
A2: Epicatechin-(2—07, 4p—8)-
Epicatechin

Abbildung 1.5: Chemische Struktur der dimeren Procyanidine des B-Typs (links & Mitte) und des A-

Typs am Beispiel des Procyanidins A2 (rechts)

Die GroBle des Proanthocyanidinmolekiils wird durch den Polymerisationsgrad beschrieben

(2-7 Flavan-3-ol-Einheiten: oligomere bzw. niedermolekulare Proanthocyanidine; > 7 Ein-
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heiten: polymere bzw. hohermolekulare Proanthocyanidine — GUYOT et al., 2001; GU et al.,
2004). Proanthocyanidine, die ausschlieBlich aus (Epi)catechineinheiten bestehen, werden
auch als ,,Procyanidine* bezeichnet. Hauptquellen von Proanthocyanidinen sind verschiedene

Friichte, Getreidekorner, Niisse, Schokolade oder auch Getrinke wie Tee, Wein, Kakao und
Bier (GU et al., 2004; PEREZ-JIMENEZ et al., 2010).

Phenolische Siuren

Neben den Flavonoiden spielen auch die phenolischen Séuren, die sich in die Hydroxy-
benzoesduren (Cq-C-Korper) und Hydroxyzimtsduren (Cs-Cs-Korper) unterteilen lassen, eine
wichtige Rolle in der Natur. Einige Vertreter dieser Stoffklassen werden in Abbildung 1.6

vorgestellt.
R, R,

a) R, a) Hydroxybenzoesiure
COOM p-Hydroxybenzoesiure H H
HO Protocatechusdure OH H
R Vanillinsdure OCH; H

b) R? b) Hydroxyzimtsiiure
p-Cumarsdure H H
HO N\ Kaffeesdure OH H
R COOH " Ferulasiure OCH; H
2 Sinapinsédure OCH; OCH,

Abbildung 1.6: Chemische Struktur einiger phenolischer Sduren

Die Hydroxybenzoesduregehalte essbarer Pflanzen sind mit Ausnahme derjenigen in
Zwiebeln insgesamt niedrig. Tee ist daneben eine wichtige Quelle fiir Gallussdure. Hydroxy-
benzoesduren sind auch Bestandteil komplexer Strukturen wie hydrolysierbarer Tannine (z.B.
Gallotannine in Mangos) (MANACH et al., 2004; CROZIER et al., 2009).
Hydroxyzimtséduren sind verbreiteter als Hydroxybenzoesduren. Bedeutende Vertreter sind
p-Cumar-, Kaffee-, Ferula- und Sinapinsiure, die abgesehen von verarbeiteten Erzeugnissen
(z.B. fermentierte oder sterilisierte Produkte) nur selten in freier Form auftreten. Uberwiegend
kommen glykosylierte Derivate oder Ester mit China-, Shikimi- und Weinsdure vor. Zu den
Hauptquellen von Hydroxyzimtsduren zdhlen Heidelbeeren, Kiwis, Pflaumen, Kirschen und
Apfel, wobei Kaffeesiure (in freier und veresterter Form) iiblicherweise 75-100 % des
Hydroxyzimtsduregesamtgehalts der meisten Friichte ausmacht (WATZL & RECH-
KEMMER, 2001a; MANACH et al., 2004; CROZIER et al., 2009, PEREZ-JIMENEZ et al.,
2010).

Sehr oft ist Chlorogenséure anzutreffen, die aus Kaffee- und Chinasdure aufgebaut ist. Diese
Verbindung kommt in vielen Friichten und in hohen Konzentrationen im Kaffee (70-
350 mg/Tasse) vor (MANACH et al, 2004). Die Hauptuntergruppen der Chlorogen-
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sdureisomere im Kaffee sind die Caffeoyl-, Feruloyl- und Dicaffeoylchinasédureester, die 98 %
der Chlorogensdurezusammensetzung ausmachen (CLIFFORD, 1999; PERRONE et al.,
2008). Das Chlorogensdureprofil stellt einen wichtigen Parameter zur Evaluierung der
Qualitit eines Kaffees dar (MOREIRA et al., 2001).

1.1.1 Biosynthese der Polyphenole

Die Biosynthese der Flavonoide und phenolischen Sduren ist ein komplexer Prozess, der
vornehmlich unter Beteiligung des Shikimisdure- (Ce-Ci-Ko6rper), Phenylpropanoid- (Ce-Cs-
Korper) und Flavonoid-Wegs ablduft. Die nichtflavonoiden Polyphenole werden auf dem
Shikimisdure- und Phenylpropanoid-Weg synthetisiert, wéahrend die Flavonoidstruktur (Cs-
C3-Ce-Grundgeriist) durch Kombination dieser beiden unabhingigen Biosynthesewege
entsteht (CROZIER et al., 2009).

Der erste Schritt des Shikimisdure-Wegs umfasst die aldolartige Kondensation von Phospho-
enolpyruvat und Erythrose-4-Phosphat (DEWICK, 1994). Uber mehrere Zwischenstufen
entsteht Shikimiséure, die {iber Phenylalanin nach Desaminierung zu Zimtsédure und
schlieBlich p-Cumaroyl-CoA umgesetzt wird. Die beiden zuletzt genannten Verbindungen
stellen die Ausgangsstoffe fiir die Substanzklassen der Hydroxyzimtsduren und -benzoesduren
sowie der Depside (Ester einer aliphatischen mit einer aromatischen Hydroxycarbonsdure) dar
(CROZIER et al., 2009).

Die Synthese der Flavonoide erfolgt durch die Kondensation von drei Malonoyl-CoA-
Einheiten mit der aktivierten p-Cumarsdure zu einem Naringeninchalkon, von dem sich
letztendlich alle Flavonoidklassen ableiten (Abbildung 1.7). Der aromatische B-Ring sowie
die Verbindung von A- und B-Ring des Chalkons gehen auf die aktivierte p-Cumarsdure
zuriick, der A-Ring auf die Malonyl-CoA-Einheiten (HELLER & FORKMANN, 1988;
CROZIER et al., 2009).

Die an den Umsetzungen beteiligten Enzyme sind in Tabelle 1.1 zusammengefasst.

Tabelle 1.1: An der Biosynthese der Flavonoide, Stilbene und phenolischen Saduren beteiligte Enzyme

Abkiirzung Enzym Abkiirzung Enzym

PAL Phenylalanin-Ammonium-Lyase  IFS Isoflavon-Synthase

C4H Zimtsdure-4-Hydroxylase FNS Flavon-Synthase

COMT-1 Kaffeesdure O-Methyltransferase F3H Flavanon-3-Hydroxylase

ACoAC Acetyl-CoA-Carboxylase FLS Flavonol-Synthase

4CL 4-Cumarat:CoA-Ligase F3'H Flavonoid-3'-Hydroxylase

SS Stilben-Synthase DFR Dihydroflavanol-4-Reduktase
CHS Chalkon-Synthase LAR Leucoanthocyanidin-4-Reduktase

CHI Chalkon-Isomerase ANS Anthocyanidin-Synthase
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Kohlenhydrate
OH #
HOOC OH on
~ SCoA
OH HOOC OH \n/
Gallussédure o)
OH Acetyl-CoA
et Shikimisdure
HOOC
\ on |
NH,
OCH; HOOC ACOAC
Sinapinsiure
T Phenylalanin Hydroxyzimtsauren,
Hydroxybenzoesiduren
HOOC \ P Aw N
oH SCoA
‘\_Qi HOOC A <:> 3y Hooc/\n/ ©
OCH3 Ie}
Ferulasiure Zimtsiure Malonyl-CoA
TCOMT—I C4H¢
HOOC HOOC
OO
5-pCoQA
OH p-Cumarséure 5_%6;8
Kaffeesdure 4CL¢
p-Cumaroyl-CoA
ssy CHS

OH OH O
Stilbenoide: z.B. trans-Resveratrol Naringeninchalkon Isoflavone: z.B. Daidzein
cH

OH

OH

OH O OH O OH O
Flavonole: z.B. Kampferol Dihydroflavonole: z.B. Dihydrokdmpferol Dihydroflavonole: z.B. Dihydroquercetin
oH oH #DFR OH
OH OH
OH
OH OH
Anthocyanidine: z.B. Cyanidin Flavan-3,4-diole: z.B. Leucocyanidin Flavan-3-ole: z.B. (+)-Catechin

+ Proanthocyanidine

Abbildung 1.7: Biosynthese der Polyphenole (nach HELLER & FORKMANN, 1988; CROZIER et
al., 2009). 5-pCouQA, 5-p-Cumaroylchinasdureester; 5-CQA, 5-Caffeoylchinasiureester
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Wihrend die Biosynthese der Chalkone und die daran beteiligten Enzyme schon lédnger
bekannt sind, wurde der Biosyntheseweg der verwandten Dihydrochalkone erst vor kurzem
aufgeklart (GOSCH et al., 2010). Der entscheidende Schritt besteht in der Bildung von
p-Dihydrocumaroyl-CoA aus p-Cumaroyl-CoA durch eine NADPH-abhingige Dehydro-
genase (Abbildung 1.8 — GOSCH et al., 2010).

HO
NADPH
e e e—
SCoA NADP", FAD SCoA

(0]
p-Dihydrocumaroyl-CoA

SCoA
3 Hooc/\n/
X
CHS Malonyl-CoA
OH
Ho\,:’(l/‘/ HO ‘ OH O

OH O OH O

Narlngenlnchalkon Phloretin
P2'GT P3'CGT (9)

OH OH
Flavonmde
HO OH
Glu l

OGlu O OH O

p-Cumaroyl-CoA

Phloridzin Nothofagin

Abbildung 1.8: Biosynthese von Phloridzin, Nothofagin und Flavonoiden (modifiziert nach GOSCH
et al.,, 2010). CHS, Chalkon-Synthase; DH, Dehydrogenase; P2'GT, Phloretin-2"-O-glycosyl-
transferase; P3"CGT, Phloretin-3"-C-glycosyltransferase; Glu, glucosid

Studien an Chalkon-Synthasen konnten belegen, dass die Bildung der Dihydrochalkone aus
p-Dihydrocumaroyl-CoA und drei Malonyl-CoA-Einheiten aufgrund struktureller Ahnlich-
keit mit den Chalkonen ebenfalls durch Chalkon-Synthasen (CHS) katalysiert wird (GOSCH
et al., 2009).

1.2 Rooibos (Aspalathus linearis)

Rooibos (4Aspalathus linearis) ist ein zu den Leguminosen (Fabaceae) gehorender Busch mit

nadelartigen Blittern, der an den Berghédngen der Zederberge im Siidwesten der Republik
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Stidafrika beheimatet ist. 70 % der Pflanze werden in der Region um die Stadt Clanwilliam
angebaut (CHENEY & SCHOLTZ, 1963).

Rooibos gehort zu den wenigen Pflanzen mit wirtschaftlicher Bedeutung, die den Wandel von
einem lokalen wildwachsenden Rohstoff zu einer kultivierten Nutzpflanze vollzogen haben
(MORTON, 1983). Sein Anbau richtete sich anfangs groBtenteils auf die nationale
Vermarktung, weshalb CHENEY (1947) die Pflanze aus 6konomischer Sicht als zu unbe-
deutend erachtete, um in seine Bestandsaufnahme zur Biologie und Okonomie der Getriinke-
industrie aufgenommen zu werden. Sechzehn Jahre spiter untersuchten CHENEY &
SCHOLTZ (1963) seine Botanik, Kultivierung, Ernte und Vermarktung.

Erstmalige Erwdhnung fand die Pflanze 1772 durch den Botaniker Carl Thunberg. Die
Vermarktung des Rooibostees in Siidafrika und Europa begann 1902 und wurde insbesondere
durch den russischen Teehéndler Barend Ginsberg intensiviert. Der feldmédBige Anbau wurde
ab den 1930er Jahren vorangetrieben und ist dem Arzt Dr. P. le Frais Nortier zu verdanken
(South African Rooibos Council — http://rooibosforlife.com/rooibos-geschichte/9-rooibos-ein-
tee-mit-geschichte).

Andere Bezeichnungen fiir Rooibos sind Rotbusch, Redbush-, Redbos- und Koopmans-Tea.
Urspriinglich kommt der Name aus dem Afrikaans, einer der elf Amtssprachen in Siidafrika
(rooi: "rot"; bos: "Busch”). Auf dem deutschen Markt wurde der Tee frither auch als Roter
Busch-Tee oder Massai-Tee vertrieben (BENK, 1961).

Vom Aussehen her handelt es sich um einen niedrigen, aufrecht wachsenden und kaum
gestielten Halbstrauch mit Wuchshéhen von etwa 1,4-2m und rutenartigen, leicht
zerbrechlichen Zweigen. Die Pflanze besitzt eine feste Pfahlwurzel; die Zweige sind rot-braun
gefdrbt und ca. 60 cm lang. Die Blétter sind linear, nadelartig und haben eine Gréfle von 2-
6 cm. Die gelben, ca. 6,5 mm langen Bliiten besitzen eine erbsenartige Form und sind in
kleinen Gruppen angeordnet. Die etwa 1,5 cm grofle und flaumige Samenschale beinhaltet
einen einzigen kleinen, harten, gelben und nierenférmigen Samen (MORTON, 1983).
Rooibos erfreut sich auf dem deutschen Markt wachsender Beliebtheit. Der Absatz betrug
2009 2588 Tonnen und lag damit auf Platz fiinf der Monosorten-Kriuter- und Friichtetees.
Spitzenreiter in dieser Gruppe ist nach wie vor die Pfefferminze mit 5950 Tonnen (WKEF,
2010).

1.2.1 Anbau, Kultivierung und Technologie

Fiir sein Wachstum benétigt der frostempfindliche Rooibos mediterranes Klima. Er gedeiht
ausschlieflich in Hohenlagen von 450 bis 900 m. Weitere essentielle Voraussetzungen fiir
einen ertragreichen Anbau sind addquate Niederschlagsmengen (380-635 mm) und tiefe, gut
durchléssige, sandige und saure Boden (pH: 4,5-5,5). Typisch fiir Leguminosen bildet die
Pflanze Knollchen auf ihren etwa 2 m tief reichenden Wurzeln. Diese dienen als Stick-
stoffquelle zur Proteinsynthese (CHENEY & SCHOLTZ, 1963).
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Setzlinge werden im Abstand von 0,9 m in 2,7 m entfernten Reihen im Hochsommer
gepflanzt, wenn diese 3-4 Monate alt sind und Wuchshohen von 13-18 cm besitzen. Nach 8-
12 Monaten werden die Pflanzen auf eine Hohe von ungefihr 30 cm zuriickgeschnitten, um
eine Veridstelung voranzutreiben. Die Ernte kann nach zwei Jahren erfolgen. Der aus-
gewachsene Strauch liefert 113-226 g trockenen Tee pro Ernte (MORTON, 1983), wobei zur
Teeproduktion ausschlieBlich dessen Blétter und Pflanzenstingel eingesetzt werden.

Die Ernte erfolgt in der Wachstumsruhephase des Strauches vom Sommer bis Frithherbst. Bei
einer Hohe von ungefihr 45 cm werden die Stiele abgeschnitten, in Biindeln zusammen-
geschniirt und zu Sammelstellen transportiert. Nach einer Welkphase wird das Pflanzen-
material in 2-5 mm groBe Stiicke geschnitten, auf Betonflichen ausgelegt, mit Wasser
befeuchtet (10 L pro 35 kg Pflanzenmaterial), zum Austreten des Zellsaftes maschinell
gequetscht sowie gewendet und zur Anregung der Enzymaktivitidt dreimal gewdissert. Das
Pflanzenmaterial wird aufgehduft und mit Séicken bedeckt. Im Anschluss erfolgt die
»~Fermentation® fiir 8-24 h. Der griine (unfermentierte) Rooibos wird diesem Prozess nicht
unterzogen. AbschlieBend wird das Pflanzenmaterial auf Trocknungsfeldern auf einen
Wassergehalt von ungefdhr 11 % eingestellt, mehrfach gesiebt, mit Wasserdampf bei 100 °C
sterilisiert, erneut auf eine Restfeuchte von rund 10 % gebracht, verpackt und zum Rooibos
Tea Control Board nach Clanwilliam verfrachtet. Diese Institution dokumentiert und
kontrolliert Produktionsmengen, Hygiene und Qualitdt der Ware. Der Rooibos lagert dort
mindestens drei Monate, bevor er zur Auslieferung freigegeben wird (CHENEY &
SCHOLTZ, 1963; MORTON, 1983; BRAMATI et al., 2002). Fiir eine weltweite Versendung
wird der Tee via LKW und Zug in den rund 250 km entfernten Containerhafen Kapstadts
transportiert.

1.2.2 Inhaltsstoffe und Zusammensetzung

Eine Tasse Tee enthilt je nach Zubereitung ungefihr 0,07 mg Eisen, 0,22 mg Fluor, 7,12 mg
Kalium, 1,09 mg Calcium, 0,07 mg Kupfer, 1,67 mg Magnesium, 0,04 mg Mangan, 6,16 mg
Natrium und 0,04 mg Zink (HEGNAUER & HEGNAUER, 2001).

Unklarheit besteht beim Vitamin C. HESSELING et al. (1979) und MORTON (1983)
publizierten Gehalte von 121,8-154,9 umol/L im Teeaufguss bzw. < 15,7 mg/100 mg in der
Trockensubstanz. Bei einer neueren Studie gelang der Nachweis des Vitamins jedoch weder
im griinen noch im fermentierten Rooibos (ERICKSON, 2003).

Im #therischen Ol des Rooibostees konnten insgesamt 99 Verbindungen charakterisiert
werden (HABU et al., 1985). Zu den Hauptbestandteilen gehdren Guaiacol (24,0 %), ein
Isomer von 6-Methyl-3,5-heptadien-2-on (5,2 %) und Damascenon (5,0 %).
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1.2.2.1 Polyphenolische Bestandteile

Die erste Charakterisierung phenolischer Rooibosbestandteile wurde von KOEPPEN et al.
(1962, 1965, 1966) mittels Papierchromatographie vorgenommen. Dabei gelang der Nachweis
des Dihydrochalkon-C-glucosids Aspalathin, der Flavon-C-glucoside Isoorientin (Luteolin-6-
C-glucosid) und Orientin (Luteolin-8-C-glucosid) sowie der Flavonol-O-glykoside Iso-
quercitrin (Quercetin-3-O-glucosid) und Rutin (Quercetin-3-O-rutinosid). SNYCKERS &
SALEMI (1974) identifizierten Luteolin und Quercetin im fermentierten Rooibos. Ebenfalls
in diesem Pflanzenmaterial wurden von RABE et al. (1994) die Flavon-C-glucoside Iso-
vitexin (Apigenin-6-C-glucosid), Vitexin (Apigenin-8-C-glucosid) sowie Chrysoeriol (3'-O-
Methylluteolin) und einige phenolische Séuren (Vanillin-, Protocatechu-, Kaffee-, Ferula- und
p-Cumarsdure) erstmalig charakterisiert. FERREIRA et al. (1995) und MARAIS et al. (2000)
bestitigten das Vorkommen des Dihydrochalkon-C-glucosids Nothofagin, der Flavanon-C-
glucoside (S)- und (R)-Eriodictyol-6-C-glucosid sowie Syringasdure und (+)-Catechin. Die

chemische Struktur dieser Verbindungen ist in Abbildung 1.9 zusammengefasst.

OH O
R, R, R,
Flavone & Flavonole &
Flavon-C-glykoside Flavonol-O-glykoside
Apigenin H H H Quercetin H
Luteolin H H OH Isoquercitrin glu
Chrysoeriol H H  OCH, Hyperosid gal
Isovitexin gu H H Rutin rut
Vitexin glu H OH
Isoorientin glu H OH OH
Orientin H glu OH R,
R, HO 0]
HO OH OH
SOV
OH O
R R, R
OH O Flavanone &
R; R, Flavanon-C-glucoside
Dihydrochalkone Eriodictyol H H
Aspalathin glu OH (R/S)-Eriodictyol-6-C-glu  glu H
Nothofagin glu H (R/S)-Eriodictyol-8-C-glu H  glu

Abbildung 1.9: Chemische Struktur einiger Flavonoide des Rooibos. glu, glucosid; gal, galactosid;
rut, rutinosid
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Die quantitative Zusammensetzung des Rooibos stellt insofern eine Besonderheit dar, als dass
die Dihydrochalkone die dominierende Flavonoidklasse insbesondere des unfermentierten
Erzeugnisses sind. Aspalathin (2°,3,4",4,6 -Pentahydroxy-dihydrochalkon-3"-C-glucosid) ist
hier mit 4,5-12 % das Hauptflavonoid, gefolgt von dem strukturell verwandten Nothofagin
mit 0,3-1,3 % (BRAMATI et al., 2003; SCHULZ et al., 2003).

p-Hydroxy-dihydrochalkone kommen selten im Pflanzenreich vor. Neben Aspalathin und
Nothofagin ist lediglich Pterosupin bekannt (YOSHIDA et al., 1993; JOUBERT, 1996).
Gegenwirtig ist Rooibos die einzige bekannte natiirliche Quelle fiir Aspalathin und neben der
Scheinbuche (Nothofagus fusca) die einzige fiir Nothofagin (HILLIS & INOUE, 1967;
JOUBERT, 1996). Wihrend der , Fermentation“ werden beide Dihydrochalkone abgebaut
(siche 1.2.3), was sich negativ auf den antioxidativen Status des fermentierten Rooibos
auswirkt (siche 1.2.4).

1.2.3 Fermentation

Der Gesamtpolyphenolgehalt des unfermentierten Rooibos ist signifikant groBer als der des
fermentierten Erzeugnisses (MARNEWICK et al., 2000; STANDLEY et al., 2001). Diese
Diskrepanz wird durch die enzymatischen und chemischen Vorgidnge verursacht, die sich
wihrend der ,Fermentation® und Verarbeitungsschritte abspielen (JOUBERT, 1996;
STANDLEY et al., 2001). Aspalathin wird wéhrend dieser Prozesse stark abgebaut
(Abbildung 1.10). BRAMATI et al. (2003) beobachteten einen betrdchtlichen Abfall der
Aspalathingehalte von 49,9 mg/g im Teeaufguss des griinen Rooibos auf 1,2 mg/g in dem des
fermentierten Produkts. Auch die C-glykoside Isoorientin, Orientin, Isovitexin, Vitexin und

Nothofagin unterliegen einem Abbau, der allerdings deutlich geringer ausfillt.

Aspalathin wird bei der ,,Fermentation durch oxidative Cyclisierung zu den Flavanonen
(R)- und (S)-Eriodictyol-6-C-glucosid sowie (R)- und (S)-Eriodictyol-8-C-glucosid umgesetzt
(KOEPPEN & ROUX, 1966; JOUBERT, 1996; MARALIS et al., 2000). Die beiden 6-C-
glucoside konnen iiber Isoorientin zu Orientin weiterreagieren (KRAFZCYK & GLOMB,
2008). Der erste Schritt dieser Umsetzungen beginnt mit der Bildung eines intermedidren
o-Chinons, das sich zu einem Chinonmethid umlagern kann. Dieses kann in Gleichgewichts-
reaktionen in die (R/S)-Eriodictyol-6-C- und -8-C-glucoside iiberfiithrt werden, wobei die
Bildung der beiden 6-C-glucoside begiinstigt ist. Die Umsetzung von Isoorientin zu Orientin
erfolgt iiber die Offnung des heterocyclischen C-Rings, Bindungsrotation und Recyclisierung
(KRAFZYK & GLOMB, 2008).

Nothofagin reagiert vermutlich entsprechend zu den korrespondierenden Flavanonen (R/S)-
Naringenin-6/8-C-glucosid (KRAFZCYK & GLOMB, 2008; STALMACH et al., 2009).
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Abbildung 1.10: Oxidative Cyclisierung von Aspalathin zu den (R/S)-Eriodictyol-6- und -8-C-
glucosiden sowie Weiterreaktion der 6-C-glucoside zu Orientin (nach KRAFZCYK & GLOMB,
2008). Glu, glucosid

1.2.4 Physiologische Effekte

Rooibos weist eine Vielzahl physiologischer Effekte auf. Dazu gehoren u.a. antikanzerogene,
-mutagene, -oxidative, -HIV und -proliferative Wirkung(en), die durch wissenschaftliche
Untersuchungen belegt werden konnten.

Etwaige antikanzerogene FEigenschaften ethanol- bzw. acetonloslicher Fraktionen des
verarbeiteten und unverarbeiteten Rooibos wurden mit einem speziellen Karzinogenese-
Testsystem im Tierversuch an Méausen tiberpriift (MARNEWICK et al., 2005): Der Tumor
(Hautkrebs) bildete sich nach einmaliger und lokaler Applikation von 7,12-Dimethyl-
benz[a]anthracen (DMBA) auf die Haut der Méuse aus (Initiation). Das Wachstum der
infizierten Zellen wurde durch wiederholte lokale Auftragung des Tumorpromotors
12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA) stimuliert (Promotion). Im Gegensatz zum
irreversiblen Initiationsschritt ist dieser Prozess reversibel. Die ortliche Auftragung der
Rooibosextrakte inhibierte die Promotion deutlich, wobei der fermentierte Rooibos eine
75 %ige und das unfermentierte Produkt eine 60 %ige Hemmung zeigte.

STANDLEY et al. (2001) untersuchten das antimutagene und antioxidative Potential von
Rooibostee im Verlauf seiner Herstellung. Die Ergebnisse zeigten, dass das fermentierte

Produkt ein signifikant niedrigeres Potential als das unfermentierte Erzeugnis besitzt. Die
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grofiten Verluste ergaben sich durch die ,,Fermentation®. Als Ursache wurde der wesentlich
geringere Gesamtpolyphenolgehalt des fermentierten Produkts angefiihrt (siehe 1.2.3).

In einer weiteren Studie von SASAKI et al. (1993) wurden die supprimierenden Effekte von
Extrakten dreier Teesorten, darunter auch Rooibostee, auf die Induzierung von strukturellen
Chromosomenaberrationen in geziichteten und immortalisierten Zelllinien des Chinesischen
Hamsters (CHO-Zellen = Chinese Hamster Ovary) und an Maiusen nach Gabe des zyto-
toxischen Antibiotikums Mitomycin C sowie des Karzinogens Benzo[a]pyren analysiert. In
beiden Fillen fiihrte die Applikation des Rooibosextrakts zu einer Verringerung dieser
Effekte.

Ferner wurde der Ames-Test unter Verwendung eines histidinauxotrophen Salmonella
typhimurium-Stamms zur Einstufung der antimutagenen Eigenschaften von wéssrigen
Extrakten des unfermentierten und fermentierten Rooibos herangezogen (MARNEWICK et
al., 2000). Beide Produkte besitzen eine antimutagene Aktivitdt gegeniiber der durch das
synthetische Karzinogen 2-Acetylaminofluoren (2-AAF) und das Schimmelpilztoxin
(Aspergillus flavus & A. parasiticus) Aflatoxin B; induzierten Mutagenese. Gegen direkt
wirkende Mutagene (z.B. Methylmethansulfonat) war die Wirkung allerdings wesentlich
geringer. Der griine Rooibos zeichnete sich in allen Versuchen durch eine hohere Aktivitit im
Vergleich zum fermentierten Produkt aus.

Das antioxidative Potential des Rooibos wurde bereits vielfach untersucht. Aspalathin triagt zu
ungefdhr 43 % zum antioxidativen Gesamtpotential wissriger Extrakte des unfermentierten
Ausgangsmaterials bei (SCHULZ et al., 2003) und ist dhnlich potent wie das Flavonol
Quercetin (VON GADOW et al., 1997b). Zur Beurteilung der Radikalfingereigenschaften in
vitro setzten JOUBERT et al. (2005) ein Modell zur Simulation der Lipidperoxidation ein.
Unter Lipidperoxidation versteht man den durch Radikale initiierten Abbau von Lipiden. In
diesem Fall wurde die dreifach ungesittigte Fettsdure Linolensdure verwendet und die
Radikale (Hydroxylradikale) auf Basis der Fenton-Reaktion mit FeCl;-EDTA und H,O,
erzeugt. Die Zugabe des fermentierten und griinen Rooibos fiithrte sowohl zu anti- als auch
prooxidativen Effekten. Reines Aspalathin zeigte eine prooxidative Wirkung. Im Einklang mit
diesem Ergebnis wurde fiir den fermentierten Rooibos eine Abnahme dieses Effekts
festgestellt.

Alkalische Extrakte des Rooibos zeigten eine starke anti-HIV-Aktivitéit bei gleichzeitig sehr
geringer Cytotoxizitdt (NAKANO et al., 1997). Das Potential der Testsubstanzen wurde durch
den Grad des Schutzes vor HIV-induzierten Zellschidden abgeschitzt. Dazu wurden Zellen
(MT-4-Zellen) mit HIV-1-Erregern in vitro infiziert und mit den Extrakten behandelt.
LAMOSOVA et al. (1997) untersuchten den Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen (2,
10 und 100 %) von Rooibosextrakten auf das Wachstum embryonaler Skelettmuskelzellen
von Hithnern. Dabei war eine signifikante Hemmung des Wachstums der Zellen sowie der
Fibro- und Myoblasten (Vorlduferzellen der Skelettmuskelfasern) zu beobachten, die auf die

Radikalféngereigenschaften des Rooibos zuriickgefiihrt wurden.
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Bei weiteren Studien zeigte Rooibos auch neurologische (Schutz vor Schidigung des
zentralen Nervensystems) und immunmodulierende Effekte (Unterstiitzung der Antigen-
spezifischen Antikorperproduktion) (INANAMI et al., 1995; SIMON et al., 2000).

1.3 Metabolismus und Nutrikinetik

Der Begriff , Nutrikinetik® ist der Oberbegriff fiir die Gesamtheit aller Prozesse, denen
Nahrungsmittelbestandteile im Organismus unterliegen, und &hnelt der Definition der
»~Pharmakokinetik” in Bezug auf Arzneistoffe. Im Unterschied zu pharmakokinetischen
Studien ist der Einfluss didtetischer Interventionen auf die endogenen und exogenen
Metabolitlevel in Blut, Urin oder Stuhl der Probanden iiblicherweise klein und unterliegt
aufgrund genotypischer Vielfiltigkeit sowie unterschiedlicher Lebensgewohnheiten und
Zusammensetzung der Darmflora starken, individuellen Schwankungen (NICHOLSON et al.,
2002; REZZI et al., 2007, VAN VELZEN et al.,, 2009). Wichtige Voraussetzung zur
Ableitung potentiell gesundheitsférdernder Effekte des untersuchten Lebensmittels ist daher,
Kenntnis tiiber dessen Zusammensetzung und (bio)aktive Bestandteile sowie deren
Metabolismus und Wirkmechanismus zu haben (VAN VELZEN et al., 2009). Die Prozesse,
die fiir diese Einschitzung eine Rolle spielen, sind die Resorption, Distribution,
Metabolisierung und Exkretion dieser Wirkstoffe (Abbildung 1.11).

Wirkstoff im Lebensmittel

Resorption Mundhéhle

Magen, Darm

weitere Organe
und Gewebe

v 1

o=
Distribution é_ Blutkreislauf |
[«
. 8
Metabolismus ﬁf)
[=] e e e e e
E :r /\ entero- :
' | | hepatischer E
' | Kreislauf 1

Exkretion >
\’ \’

Stuhl Urin

Abbildung 1.11: Nutrikinetik von Nahrungsmittelbestandteilen im Organismus (modifiziert nach
GREIM & DEML, 1996; NAU et al., 2002)

Ungeladene und ausreichend lipophile Wirkstoffe konnen bereits in der Mundhdhle in den

zentralen Blutkreislauf gelangen. Das Blut kann sowohl wasserlosliche (im Plasma geloste),
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als auch lipophile (reversibel an Plasmaproteine - z.B. Plasmaalbumin - gebundene) Stoffe
transportieren. Der Hauptresorptionsort sind jedoch die Epithelien des Magen-Darm-Trakts
mit ihrer sehr groBBen Oberfldache (0,05-100 mz).

Der Transfer der Wirkstoffe durch biologische Zellmembranen kann auf unterschiedlichen
Wegen erfolgen. Lipophile Substanzen koénnen durch die Doppellipidschicht der Zell-
membranen diffundieren (passive Diffusion). Unter konvektivem Transport (Filtration)
versteht man die Membranpermeation durch Membranporen (Gap Junctions), die von Trans-
membranproteinen (Connexine) gebildet werden. Dieser Resorptionsweg stellt ebenfalls einen
passiven Transportmechanismus dar und ist fiir ionisierte sowie kleine hydrophile Molekiile
(z.B. Harnstoff) zugénglich. Daneben kann der Transport aktiv unter Energieverbrauch gegen
einen Konzentrationsgradienten mittels Carrier-Proteinen erfolgen. Bei dem Trigermolekiil
handelt es sich um ein membranfixiertes Enzym, zumeist eine Adenosin-triphosphatase.
Neben dem aktiven Transport ist auch die erleichterte Diffusion entlang eines Konzentrations-
gradienten Carrier-vermittelt, verbraucht aber keine Energie (Sattigungskinetik) (GREIM &
DEML, 1996; NAU et al., 2002; LOFFLER, 2008).

Ein bekannter aktiver Transporter ist der Natrium/Glucose-Cotransporter 1 (SGLT1 — siehe
1.3.1.1), der daftir verantwortlich ist, in einem sekundir aktiven Transport bevorzugt
Galactose und Glucose aus dem Darm zu resorbieren. Unter dieser Transportform versteht
man die passive Beforderung eines Ions (Na') entlang eines elektrischen Gradienten unter
Ausnutzung der potentiellen Energie dieses Gradienten zum Transport eines zweiten Substrats
gegen dessen Konzentrationsgradienten in gleicher (Symport) oder entgegengesetzter (Anti-
port) Richtung (GREIM & DEML, 1996; NAU et al., 2002; LOFFLER, 2008).

Uber die Pfortader werden die resorbierten Wirkstoffe zur Leber, dem Hauptmetaboli-
sierungsorgan, transportiert. Die ersten Biotransformationen finden bereits wihrend der
Darmwandpassage (First-Pass-Effekt — siehe 1.3.1.1) und anschlieBend vor allem in der Leber
statt. Erst danach erreichen die metabolisierten Verbindungen (und der unmetabolisierte Teil)
die systemische Blutzirkulation. Der First-Pass-Effekt fiihrt somit zu einer verringerten
Bioverfiigbarkeit der intakten Wirkstoffe. Diese ist definiert als Anteil der Wirkstoffe, der
unverdndert in den groBen Blutkreislauf gelangt, und ist proportional der Fliache unterhalb der
Blut/Plasma-Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC, Area under the Curve) (GREIM & DEML,
1996, NAU et al., 2002). Die Bioverfiigbarkeit polyphenolischer Nahrungsbestandteile wird
durch verschiedene Faktoren beeintrachtigt, die diese direkt oder durch Verringerung des
Polyphenolgehalts beeinflussen konnen. Beispiele sind externe (Umwelteinfliisse wie Sonnen-
einstrahlung und Reifegrad), herstellungs- (z.B. Wéarmebehandlung und Homogenisierung),
lebensmittel- (Matrix) und stoffspezifische (z.B. chemische Struktur, Gehalt im Lebensmittel
und verabreichte Dosis) sowie wirtbezogene (z.B. Alter, Geschlecht, Erkrankungen,
Zusammensetzung der Mikroflora und Enzymaktivit) Faktoren (D’ ARCHIVIO et al., 2010).

Die Biotransformationen in Leber, Darm und Niere werden durch metabolisierende Enzyme,

die im endoplasmatischen Retikulum und Zytosol lokalisiert sind, katalysiert und fithren zu
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einer Zu- oder Abnahme der biologischen Aktivitdt des jeweiligen Wirkstoffs. Ziel dieser
Umsetzungen ist, dessen Exkretion aus dem Korper durch Erhohung der Hydrophilie zu
verbessern. Die Biotransformationen lassen sich in zwei Phasen einteilen. In der Phase-I
werden funktionelle, polare Gruppen (OH-, SH-, NH,- oder COOH-Gruppen) in die Molekiile
eingefiigt (Funktionalisierung). Fiir eine Exkretion nicht ausreichend wasserloslicher Phase-I-
Metabolite dienen diese als Substrate fiir Phase-II-Reaktionen, die durch Transferasen
katalysiert werden. Hier findet eine Konjugation mit endogenen, meist polaren Stoffen statt
(Hydrophilisierung) (GREIM & DEML, 1996; NAU et al., 2002).

Zu den Reaktionen der Phase-I gehoren beispielsweise mikrosomale Monooxygenierungen,
zytosolische und mitochondriale Oxidations- und Reduktionsreaktionen, Epoxidierungen,
sowie Hydrolysen. Die bedeutendsten Enzyme der Phase-I-Biotransformationen gehéren zu
den Cytochrom P450-Monooxygenasen, die ein Sauerstoffatom in das Substrat einfiigen. Die

Reaktion lduft nach folgender allgemeinen Formel ab:
R-H +2¢ +2H" + 0, — R-OH + H,0

Die Cytochrom P450-Monooxygenasen sind Hdm-Proteine, die aus ca. 500 Aminoséduren
bestehen. Das aktive Zentrum ist ein Eisen-(I1I)-Ion, das dquatorial durch vier Stickstoffatome
des planaren Protoporphyrin IX-Ringsystems als prosthetische Gruppe koordiniert ist. Uber
den hydrophoben N-terminalen Teil ist das Enzym in der Membran des endoplasmatischen
Retikulums verankert (GREIM & DEML, 1996; NAU et al., 2002). Die Variationsbreite der
Cytochrom P450-Enzymfamilie ist der Grund fir die groBe Vielfalt der katalysierten
Reaktionen. Die Zahl der Cytochrom P450-Familien liegt inzwischen bei tiber 500, die
ihrerseits noch zahlreiche Unterfamilien besitzen (SOUCEK & GUT, 1992). Die Einteilung
der Cytochrom-Enzyme erfolgt nach dem Verwandtschaftsgrad der korrespondierenden Gen-
sequenzen (NAU et al., 2002). Beim Menschen sind 18 Familien (Sequenzhomologie > 40 %)
bekannt (CYP1-18). Innerhalb dieser Familien werden CYPs mit Homologien > 55 % in
Unterfamilien (beim Menschen 43) eingeteilt (z.B. CYP1A) und deren Isoenzyme (beim
Menschen 57) durch eine weitere Zahl definiert (z.B. CYP1A1) (WATJEN & FRITSCHE,
2009).

Die Phase-II-Reaktionen umfassen beispielsweise Glucuronidierungen, Methylierungen,
Sulfatierungen und Acetylierungen sowie Glutathion-Konjugationen (GREIM & DEML,
1996; NAU et al., 2002 — siche Tabelle 1.2).

Durch den Blutstrom werden die metabolisierten Verbindungen (und der unmetabolisierte
Teil) im Organismus verteilt, wobei sie zuerst in die gut durchbluteten Gewebe, wie Gehirn,
Herz, Leber, Niere und Lunge, gelangen und mit fortschreitender Eliminierung aus diesen
auch zuerst entfernt werden. Daneben kann es zu einer Umverteilung in weniger gut
durchblutete Kompartimente (Muskel- und Fettgewebe) kommen. Insbesondere lipophile
Substanzen konnen bei langerer Exposition im Fettgewebe akkumulieren (GREIM & DEML,
1996; NAU et al., 2002).
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Die Ausschleusung der gebildeten Metabolite aus dem Korper wird unter dem Begriff der
Phase-III-Reaktionen zusammengefasst. Dieser umfasst den Transport aus der Zelle durch
Transportproteine und Effluxpumpen sowie die Exkretion aus dem Organismus. Letztere
erfolgt zumeist renal und bilidr. Beim Menschen werden Stoffe mit Molmassen unterhalb von
300 hauptsdchlich tiber die Niere eliminiert (Molekulargewicht <300-500 D). GroBere
Substanzen mit polaren Gruppen werden vorwiegend iiber die Galle durch aktive Transport-
mechanismen entfernt. Im Diinndarm kann eine Riickresorption erfolgen, gegebenenfalls nach
bakterieller Dekonjugation der Metaboliten durch Glucuronidasen oder Sulfatasen (entero-
hepatischer Kreislauf —sieche 1.3.1.1). Der enterohepatische Kreislauf vermindert etwaige
gesundheitsfordernde Effekte der Wirkstoffe, da ein erheblicher Teil der Dosis im Kreislauf
gefangen sein kann (GREIM & DEML, 1996; NAU et al., 2002).

Die Eliminierung aus der Zelle wird von membrangebundenen Proteinen oder Protein-
komplexen (ABC-Transporter, ABC = ATP-binding cassette) iibernommen, die sowohl
spezifisch gegeniiber groen, ungeladenen oder kationischen und hydrophoben Verbindungen
(MDR1/P-Glycoprotein, MDR = Multi-drug resistance) als auch negativ geladenen Arznei-
stoff- oder ungeladenen Flavonoidkonjugaten (z.B. MRP1 und -2, MRP = Multi-drug
resistance protein & BCRP = Breast cancer resistance protein) sind (KATRAGADDA et al.,
2005; SESINK et al., 2005). Wiahrend MRP1 in dem meisten Geweben des menschlichen
Korpers exprimiert ist (z.B. in Lunge, Leber und Skelettmuskulatur) und an basolateralen
Zelloberflachen auftritt, haben P-Glycoprotein, MRP2 und BCRP eine begrenzte Verteilung
und sind an der apikalen und teils basolateralen (z.B. MRPs — BORST et al., 2000) Seite von
Epithelzellen lokalisiert. Hohe Gehalte dieser Transporter werden an sensiblen Bereichen
gefunden, deren Schutz vor Fremdstoffen hohe Prioritit hat (z.B. Blut-Hirn-Schranke,
Placenta und Darm) (LESLIE et al., 2005).

1.3.1 Metabolismus von Flavonoiden

Aufgrund der physiologischen Wirkungen von Flavonoiden (siehe 1.2.4) in zahlreichen in
vitro-Testsystemen begann Anfang der 50er Jahre die systematische Erforschung des
Flavonoid-Metabolismus. Das Interesse bestand anfangs darin herauszufinden, ob Flavonoide
intakt im Urin oder Faeces ausgeschieden werden (CLARK et al., 1950). Danach war die
Identifizierung potentieller Flavonoidmetabolite im Fokus (MURRAY et al., 1954; BOOTH
et al.,, 1956). Erst deutlich spiater wurde die Bedeutung der Mikroflora des Gastro-
intestinaltraktes bei der Verstoffwechselung der Flavonoide erkannt (BABA et al., 1983;
BOKKENHEUSER et al., 1987; WINTER et al., 1989; HEILMANN & MERFORT, 1998a).

1.3.1.1 Metabolismus von Flavonolen

Die Flavonole, die zumeist als O-Glykoside vorkommen, wurden bereits intensiv studiert.

Grob skizziert beinhaltet die Aufnahme dieser Verbindungen die Deglykosylierung im
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Diinndarm und die anschlieBende Resorption und Metabolisierung der freigesetzten Aglyka
(DE VRIES et al., 1998; HOLLMAN & KATAN, 1998; ERLUND et al., 2000). Daneben gibt
es Berichte iiber eine Resorption der Glykoside in intakter Form (PAGANGA & RICE-
EVANS, 1997; HOLLMAN & KATAN, 1998). Uber die Konjugation der Flavonole zu
Sulfaten und Glucuroniden sowie die O-Methylierung der Catecholgruppe zu Isorhamnetin
und Tamaraxetin beim Quercetin wurde im Rahmen von Tier- und Humanstudien berichtet
(ZHU et al., 1994; SPENCER et al., 1999; SCALBERT & WILLIAMSON, 2000). Eine
Vielzahl phenolischer Sduren wie Hydroxyhippur- und Hydroxyphenylessigsduren wurden im
Urin als Abbauprodukte der Flavonole identifiziert (GROSS et al., 1996; PIETTA et al., 1997,
RECHNER et al., 2002). Einen Uberblick iiber die Verstoffwechselung von Flavonol-O-
glykosiden gibt Abbildung 1.12. Auf einige Schritte wird im Folgenden niher eingegangen.

Flavonol-O-glykoside
(z.B. im Rooibos: Rutin, Hyperosid und Isoquercitrin)

Spaltung der Glykosidbindung im Diinndarm

Resorption und Ausscheidung HO
als Glucuronide (Leber oder -e—
Diinndarmepithel)

Dickdarmabby OH O

Quercetin (R: OH)

Kéampferol (R: H)
CO,H ¢O-Methylierung von Quercetin

HO R,

3-Hydroxyphenylessigsdure

HO

OH O
Isorhamnetin (R;: OH; R,: OCH;)
Tamaraxetin (R;: OCH;; R,: OH)

DickdarmabbaV
Resorption und Ausscheidung als Glucuronide
HO (Leber oder Diinndarmepithel)
CO,H
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Abbildung 1.12: Schematische Darstellung der Verstoffwechselung von Flavonolen (modifiziert nach
RECHNER et al., 2002)

Deglykosylierung im Diinndarm

Die preabsorptive Deglykosylierung zu den korrespondierenden Aglyka fithrt zu einer
Erhohung der Lipophilie, so dass eine Resorption durch die Doppellipidschicht der
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Zellmembranen iiber passive Transportmechanismen ermdoglicht bzw. erleichtert wird.
Verantwortlich fiir die Abspaltung der/des Zucker(s) sind S-Glykosidasen (z.B. Lactase-
Phlorizin Hydrolase (LPH) und zytosolische f-Glucosidase (CBG)), die in der Biirstensaum-
membran des Diinndarmlumens bzw. im Zytosol der Enterozyten lokalisiert sind (DAY et al.,
2000a; DAY et al., 2003; NEMETH et al., 2003).

Hinsichtlich der O-glykoside von Quercetin beeinflusst die Art des Zuckerrests die Resorption
und ist somit ein wichtiger Faktor fir deren Bioverfligbarkeit. Wihrend Quercetin-3-O-
glucosid und Quercetin-4"-O-glucosid sofort resorbiert wurden, geschah dieses bei Quercetin-
3-O-rutinosid nicht. Dessen Bioverfiigbarkeit lag trotz hoherer Zufuhr nur bei 20 % von der
des Quercetin-4'-O-glucosids (HOLLMANN et al., 1997; OLTHOF et al., 2000). In einer
weiteren Studie wurde die Fiahigkeit zellfreier Extrakte aus menschlichem Diinndarm
untersucht, verschiedene (Iso)flavonoid-O-glykoside zu deglykosylieren (DAY et al., 1998).
Quercetin-4’-O-glucosid sowie Naringenin- und Apigenin-7-O-glucosid wurden sofort
gespalten, wihrend Quercetin-3,4"-di-O-glucosid, Quercetin- und Kampferol-3-O-glucosid
sowie Quercetin-3- und Naringenin-7-O-rhamnoglucosid unverdndert blieben. In einer
dhnlichen Studie an Ratten unter Testung von fiinf Quercetin-O-glykosiden mit einem in situ
Darmperfusionsmodell ging die Abnahme des Gehalts intakter Quercetin-O-glykoside mit
dem verstidrkten Auftreten von freiem Aglykon im Perfusat und konjugierten Metaboliten des
Quercetins im Plasma einher. Bei Quercetin-3-O-glucosid und -4’-O-glucosid wurde eine
Abnahme der Gehalte im Perfusat beobachtet, nicht jedoch fiir Quercetin-3-O-galactosid, -3-
O-arabinosid und -3-O-rhamnosid (ARTS et al., 2004).

Die unterschiedliche Bioverfiigbarkeit von verschiedenen Quercetin-O-glykosiden lésst sich
daher mit der Substratspezifitit der Enzyme erkldaren (BERRIN et al., 2003). Entscheidend fiir
eine Resorption ist der Zuckertyp, nicht seine Verkniipfungsstelle im Molekiil.

Transzellularer Transport

Die Resorption der freigesetzten Aglyka kann durch passive Diffusion erfolgen (WALGREN
et al., 1998; MUROTA et al., 2003). Bei intakten Flavonoiden mit hoherer Polaritéit stehen
aktive Transportvorgédnge durch Transportsysteme wie dem Natrium/Glucose-Cotransporter 1
(SGLT1) im Vordergrund (HOLLMANN et al., 1995). Die Ergebnisse einer neueren Studie
deuten allerdings an, dass SGLT1 Flavonoide nicht transportiert und glykosylierte Flavonoide
und einige Aglyka sogar die Fihigkeit besitzen, diesen Carrier zu hemmen (KOTTRA &
DANIEL, 2007).

Bereits wihrend des transzellularen Transports ist eine Metabolisierung (vorwiegend First-
Pass-Glucuronidierung durch die UDP-Glucuronosyl-Transferasen UGT 1A1, 1A3 und 1A7-
9) der Aglyka und intakten Flavonoide in den Diinndarmepithelzellen zu beobachten
(CRESPY et al., 1999; SPENCER et al., 1999; ZHANG et al., 2007).

Die Untersuchung der Resorption verschiedener Quercetin-O-glucoside mittels eines in vitro-
Resorptionsmodells (CaCo-2-Zellschichtmodell) ergab, dass Quercetin-4'-O-glucosid nicht
und Quercetin-3,4"-O-diglucosid nur zu einem geringen Anteil resorbiert wird (WALGREN
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et al., 1998). Stattdessen wurde ein signifikanter Ausstrom beider Glucoside aus dem Zytosol
der Enterozyten in das Darmlumen beobachtet. Dieses Phinomen wurde mit der Beteiligung
von Transmembranproteinen (ABC-Transporter — z.B. MRP2) begriindet, die in einem
primér aktiven Transport Fremdstoffe unter Energieverbrauch (ATP) direkt aus den Zellen
herausschleusen und somit die Bioverfiigbarkeit einer Verbindung zum Teil drastisch
verringern konnen (WALGREN et al., 2000 — siehe 1.3). Substrate der ABC-Transporter sind
nicht nur Glykoside, sondern auch Flavonoidaglyka (WANG et al., 2005) und deren
Metabolite (— v.a. Glucuronide — WALLE et al., 1999; SESINK et al., 2005). Letztere
werden auch zur serosalen Seite der intestinalen Epithelzellen durch Transporter (MRPs)
befordert (HU et al., 2003; ZHANG et al., 2007). Nach dem Efflux in das Darmlumen kann es
zur Riickresorption der Aglyka kommen. Entsprechendes gilt fiir die glucuronidierten Aglyka
nach Hydrolyse durch f-Glucuronidasen (CHEN et al., 2003; ZHANG et al., 2007). Eine
schematische Ubersicht iiber die wesentlichen Prozesse des Flavonoidmetabolismus im
Diinndarm gibt Abbildung 1.13.

[ F-O-gly — Metabolismus
Z s J AU T, | im Dickdarm
Z =4 S 'FA-GT FA |F-O-gl
LN
A A v T 1
 fEPH passiv “MRP2 & BCRP* SGLTI"
~ \’
e FA F-O-gly
% § JUDP-GT CBG),
= FA-GT FA
4 | UDP-GT
o o~
;|
- 'I'MRPI & MRP3 Z
( PORTALVENE )

Abbildung 1.13: Schematische Darstellung wesentlicher Schritte des Flavonoidmetabolismus im
Diinndarm. F-O-gly, Flavonoidglykosid; FA, Flavonoidaglykon; FA-GT, glucuronidiertes Flavonoid-
aglykon; LPH, Lactase-Phloridzin-Hydrolase; GUS, f-Glucuronidase; UDP-GT, UDP-Glucuronosyl-
Transferase; MRP1-3, Multi-drug resistance protein 1-3; BCRP, Breast cancer resistance protein;
SGLT1, Natriumabhingiger Glucosetransporter, CBG, zytosolische f-Glucosidase

Postabsorptive Verstoffwechselung

Die resorbierten Verbindungen werden an Plasmaalbumin kovalent gebunden, wobei die
Affinitdt zum Albumin von der chemischen Struktur abhédngig ist (MANACH et al., 1996;
BOULTON et al., 1998; KALDAS et al., 2005 — sieche 2.2.5.1). Infolge der Adduktbildung ist
die Gewebegingigkeit, Integration in Zielstrukturen und damit die biologische Aktivitit
vermutlich eingeschrankt (DANGLES et al., 2001).

Metabolismus in der Leber

Im Anschluss erfolgt der Transport der Verbindungen iiber die Portalvene zur Leber, wo eine
ausgedehnte Metabolisierung stattfindet (GALIJATOVIC et al., 1999; DAY et al., 2001;
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O'LEARY et al., 2003 — siehe 1.3). Eine genaue Ubersicht iiber die dort ablaufenden Phase-II-

Reaktionen bietet Tabelle 1.2.

Tabelle 1.2: Detaillierter Uberblick iiber die Phase-1I-Reaktionen. UDP, Uridindiphosphat

Reaktion Enzym Ubertragung von auf (z.B.)

Glucuronidierung UDP-Glucuronosyl-Transferase ~ Glucuronséure aus R-OH
(UDP-GT/UGT) Uridindiphosphatglucuronsiure R-NH,

R-COOH

Sulfatierung Sulfotransferase Sulfat-Gruppe aus R-OH
(SULT) 3’-Phosphoadenosin-5"-phosphosulfat R-NH,

Methylierung Catechol-O-Methyl-Transferase ~Methyl-Gruppe aus R-OH
(COMT) S-Adenosyl-methionin R-NH,

Acetylierung N-Acetyl-Transferase Acetyl-Rest aus R-OH
(NAT) Acetyl-CoA R-NH,

Glykosylierung UDP-Glycosyl-Transferase Glucose aus R-OH
(UDP-GT) Uridindiphosphatglucose

Quercetin-3-O-glucuronid
UDP-GT (Uridin-diphosphat-
glucuronsidure = UDP-GA)

methionin = SAM)

lCOMT (S-Adenosyl-
OCH,

OH O

Quercetin

OH O
Quercetin-3"-O-sulfat

SULT (3’-Phosphoadenosin-5 -

phosphosulfat = PAPS)

COMT (S-Adenosyl-
methionin = SAM)

HO

UDP-GT (UDP-GA)

OH O

Isorhamnetin
SULT (3’-Phosphoadenosin-5 -
phosphosulfat = PAPS)

OH O OH

Isorhamnetin-7-O-sulfat

OH O

UDP-GT (UDP-GA)

OH O

Tamarixetin

SULT (3’-Phosphoadenosin-5 -
phosphosulfat = PAPS)

R,

R, = OCHj;, R, = OH: Isorhamnetin-7-O-glucuronid ~ Tamarixetin-7-O-sulfat

R, = OH, R, = OCH;: Tamarixetin-7-O-glucuronid

Abbildung 1.14: Schematische Darstellung der Bildung einiger Phase-II-Metabolite von Quercetin
unter Angabe der beteiligten Enzyme und Coenzyme bzw. -substrate (siche Tabelle 1.2 — modifiziert
nach HEILMANN & MERFORT, 1998a)
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Zur Veranschaulichung sind in Abbildung 1.14 einige Phase-II-Metabolite von Quercetin
unter Angabe der an den Umsetzungen beteiligten Enzyme sowie Coenzyme bzw. -substrate
dargestellt.

Die Leber ist auch an der Ausscheidung konjugierter Flavonoide beteiligt. Verschiedene
Tierversuche konnten zeigen, dass die metabolisierten Flavonoide liber die Gallenfliissigkeit
in Diinn- und Dickdarm ausgeschieden werden und somit einer enterohepatischen Zirkulation
unterliegen (WALLE et al., 2001; CHEN et al., 2003; CRESPY et al., 2003; LIU et al., 2003).
Nach intravendser Verabreichung von Quercetin wurden etwa 35 % der Metabolite des
Flavonols iiber die Galle ausgeschieden (CHEN et al., 2005). An den Transportvorgidngen
sind auch in der Leber u.a. MRPs beteiligt (ZHANG et al., 2007).

Metabolismus im Dickdarm

Nicht im Diinndarm resorbierte Flavonoide unterliegen im Dickdarm mikrobiellen Abbau-
reaktionen. Diese fithren letztendlich zu niedermolekularen phenolischen Sauren, die
ihrerseits riickresorbiert werden konnen. Die Bildung dieser Katabolite verlduft nach Offnung
des heterocyclischen C-Rings iiber die Abtrennung des A-Rings vom restlichen Flavonoid-
molekiil (AHERNE & O’BRIEN, 2002).

Beim Rutin und Quercetin wurden sowohl im menschlichen als auch im tierischen Urin 3,4-
Dihydroxyphenyl-, 3-Hydroxyphenyl- und 4-Hydroxy-3-methoxyphenylessigsdure (= Homo-
vanillinsdure) sowie 3,4-Dihydroxytoluol als potentielle Abbauprodukte charakterisiert
(MURRAY et al., 1954; BOOTH et al., 1956; BABA et al., 1983). Die Bildung von 3,4-
Dihydroxyphenylessigsdure resultiert vermutlich aus der Spaltung des B-Rings nach der des
C-Rings zwischen den Positionen C-1 und C-2 sowie C-3 und C-4 (DEEDS, 1968 — siche
2.2.7.1). Die anschlieBende Dehydroxylierung bzw. Methylierung dieser Verbindung fiihrt zu
3-Hydroxyphenylessigsdure und Homovanillinsiure.

Bei Flavonolen erfolgt auch die Bildung von Cg¢-Cs-Korpern wie der 3-(3-Hydroxyphenyl)-
bzw. 3-(4-Hydroxyphenyl)-propionsdure, die auch bekannte Metabolite des Dickdarmabbaus
der Flavan-3-ole, Flavanone und Hydroxyzimtsduren (PETRAKIS et al., 1959; JUSTESEN et
al., 2000; RECHNER et al., 2002; RECHNER et al., 2004) sind und als mégliche Vorldufer
der 3-Hydroxyhippurséure diskutiert werden (BOOTH et al., 1957).

3- und 4-Hydroxyhippursdure wurden neben Hippursdure bei diversen Interventionsstudien
als bedeutende renale Ausscheidungsprodukte einer hohen Polyphenolaufnahme identifiziert
(PHIPPS et al., 1998; CLIFFORD et al., 2000; RECHNER et al. 2001). Der hypothetische
Bildungsweg dieser Verbindungen ist in Abbildung 1.15 exemplarisch fiir die Rooibos-
flavonoide Aspalathin und Isoorientin dargestellt. Hauptschritte sind die Biotransformation
beider Ausgangsverbindungen zu 3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-propionsdure, gefolgt von fS-
Oxidation und Glycintransferierung in der Leber. Die Glycinkonjugation ist ein zweistufiger,
enzymatischer Prozess, der aus der Aktivierung der Ausgangsverbindung zum Acyl-CoA-
Thioester und dem Transfer des Acylrestes auf die Aminofunktion der Aminoséure besteht
(HUTT & CALDWELL, 1990).
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3-(3-Methoxy-4-hydroxyphenyl)-propionsédure (Dihydroferulasdure) wurde als weiteres
renales Ausscheidungsprodukt von Flavonolen (z.B. Quercetin) und Hydroxyzimtséduren (z.B.
Derivate der Kaffee- und Ferulasdure) identifiziert (GROSS et al., 1996; RECHNER et al.,
2001) und als mogliche Vorstufe der Vanillinsdure vorgeschlagen, die ebenfalls ein Abbau-
produkt von Flavan-3-olen und Flavonolen ist (RECHNER et al., 2001).

OH
OH
HO I OH 0
Glu /
OH O OH O 0H O
Aspalathin 2',3,4",4,6’-Pentahydroxy-dihydrochalkon Eriodictyol
Abbau d}él Mikroorganismen desN\Qickdarms
OH HO OH
/\/©/ h \Q/
HO,C OH
3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-propionsédure Phloroglucinol
Dickdarm, " Dickdarm| Dickdarm

OH

i O H
H07C HO,C HO7C

3-Phenylpropionsdure 3-(3- Hydroxyphenyl)- 3-(4-Hydroxyphenyl)-

proplonsaure propionséure
&Leber Leber Leber
oH OH O
OH s

D /© /©/ Isoorientin
HO,C HO,C HO,C
Benzoeséure 3- Hydroxybenzoesaure 4-Hydroxybenzoesdure

¢ Leber Leber ¢ Leber

H07C 1107 I Io7

Hippurséure 3-Hydroxyhippursdure  4-Hydroxyhippursiure

Abbildung 1.15: Hypothetischer Bildungsweg der Hippursduren aus Polyphenolen am Beispiel von
Aspalathin und Isoorientin (nach BRAUNE et al., 2001; RECHNER et al., 2002; BLAUT et al., 2003).
Glu, glucosid

Bei den aus dem A-Ring hervorgehenden Verbindungen handelt es sich um Derivate des
Phloroglucinols (PG), die vorwiegend in in vitro-Kulturen von Darmbakterien detektiert
wurden (KALLIANOS et al., 1959).

Aus der Darmflora des Menschen wurden einige Bakterienstimme der Gattungen
Eubacterium und Clostridium isoliert, die Quercetin, Quercitrin (Quercetin-3-O-rhamnosid),
Rutin und Kédmpferol zu Phloroglucinol und 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure abbauen konnen
(WINTER et al., 1989; WINTER et al., 1991). Weiterhin wurden Bakterienarten der Gattung
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Bacteroides identifiziert, die Flavonoid-O-glykoside zu den korrespondierenden Aglyka und
Zucker umsetzen konnen (BOKKENHEUSER et al.,, 1987). SCHNEIDER et al. (1999)
berichteten, dass nach der Deglykosylierung von Quercetin-3-O-glucosid die Freisetzung des
Zuckerrestes den Abbau von Quercetin durch den Bakterienstamm Eubacterium ramulus
ausloste. Dieselbe Arbeitsgruppe identifizierte einen Bakterienstamm (Enterococcus
cassiflavus), der zur alleinigen Verwertung des Zuckerrests befdhigt ist. Als Abbauprodukt
von Quercetin-3-O-glucosid charakterisierten BLAUT et al. (2003) 3,4-Dihydroxyphenyl-
essigsdure.

Die phenolischen Sduren werden nicht nur von den Darmbakterien, sondern auch in der Leber
und im Blutkreislauf verstoffwechselt. Dieses ldsst sich durch den Nachweis von methylierten
Cs-Cs-, C6-Cp- und Cg¢-Ci-Phenolcarbonsduren im Urin belegen, von denen 4-Hydroxy-3-
methoxyphenylessigsdure (Homovanillinsdure) der Hauptvertreter ist (HEILMANN &
MERFORT, 1998a; RECHNER et al., 2002). Die Methylierung kann insbesondere bei
vorhandener o-Dihydroxystruktur durch die Catechol-O-Methyltransferase (COMT) erfolgen
(ZHU et al., 1994). Alternativ werden die phenolischen Abbauprodukte auch in glucuro-
nidierter Form renal eliminiert (RECHNER et al., 2002).

1.3.1.2 Metabolismus von Flavonen

Mit den im Rooibos zahlreich vertretenen Flavon-C-glykosiden (siche 1.2.2.1) wurde ein
Tierversuch mit Ratten durchgefiihrt (ZHANG et al., 2007b). Die vier analysierten
C-glucoside (Isoorientin, Orientin, Isovitexin, Vitexin) wurden nur schwach resorbiert und
erreichten grofBtenteils den Dickdarm, wo sie bakteriellen Abbaureaktionen unterlagen. Bei
Flavonen lauft trotz struktureller Ahnlichkeit mit Flavonolen die Spaltung vorwiegend
zwischen dem C-4 und C-5 unter Bildung von Phenylpropionsduren ab (HEILMANN &
MERFORT, 1998b). ZHANG et al. (2007b) konnten in diesem Zusammenhang neben dem A-
Ring-Metaboliten Phloroglucinol 3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-propionsdure (Dihydrokaffee-
sdure) als Abbauprodukt von Isoorientin und Orientin sowie 3-(4-Hydroxyphenyl)-propion-
sdure (Phloretinsdure) als das von Isovitexin und Vitexin bestédtigen (Abbildung 1.16). Die
Eliminierungsraten der vier Flavon-C-glucoside aus dem Gastrointestinaltrakt waren gering
und damit vermutlich die effektive Verweilzeit zur Entfaltung ihres antioxidativen Potentials
ausreichend genug (ZHANG et al., 2007b).

Bei einem weiteren Tierversuch mit Ratten fiihrte die Verfiitterung von Apigenin zur Bildung
von 3-(4-Hydroxyphenyl)-propionsdure, 4-Hydroxyzimtsidure sowie 4-Hydroxybenzoesidure
(GRIFFITHS & SMITH, 1972). BRAUNE et al. (2001) untersuchten die Umwandlung von
Luteolin durch E. ramulus. Dabei erfolgt zundchst die Reduktion zum Eriodictyol, das nach
Spaltung des C-Rings tiber ein Chalkon zum korrespondierenden Dihydrochalkon abgebaut
wird (sieche Abbildung 1.15). Als einziges Abbauprodukt wurde 3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-

propionsdure identifiziert.
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Abbildung 1.16: Hypothetischer Metabolisierungsweg von Flavon-C-glucosiden am Beispiel des
Isovitexins, initiiert durch die Mikroflora des Darmtrakts (nach ZHANG et al., 2007b). Glu, glucosid

Als A-Ring-Metabolit konnte nach anaerober Inkubation von Bakterien aus der menschlichen
Darmflora mit dem C-glucosid Isoorientin Phloroglucinol nachgewiesen werden (HATTORI
et al., 1988).

1.4 Countercurrent Chromatography (CCC)

Die Entwicklung der Gegenstromverteilungschromatographie begann Anfang der 60er Jahre
mit dem Bau der Coil Planet Centrifuge zur Isolierung von Lymphozyten (ITO et al., 1966).
Auf die hydrostatischen Systeme (z.B. Droplet Countercurrent Chromatography (CONWAY,
1990)) folgten ab Mitte der 80er Jahre die heute weit verbreiteten hydrodynamischen Systeme
wie die High-Speed Countercurrent Chromatography (HSCCC). Allen Verfahren gemein ist
das Fehlen einer stationdren Phase. Dadurch bieten sich Vorteile gegeniiber der
konventionellen Saulenchromatographie, da irreversible Adsorptionen des Analyten ver-
mieden werden (ITO, 2005). Als stationire wie auch mobile Phase fungieren zwei
miteinander nicht mischbare Losungsmittelsysteme, zwischen denen der Stoffaustausch
gemdl dem Nernst’schen Verteilungsgesetz (Gleichung 1-1) stattfindet (CONWAY, 1991).
== 1-1

Cm
K = Verteilungskoeffizient, c;=Konzentration des gelosten Analyten in der stationdren Phase, c,=

Konzentration des gelosten Analyten in der mobilen Phase

Die Trennung beruht somit auf der unterschiedlichen Loslichkeit der Substanzen in den
beiden Phasen: fiir Substanzen, die sich besser in der stationdren Phase 16sen, folgt gemaf
Gleichung 1-1 ein K > 1, fiir den umgekehrten Fall ist K < 1. Optimale Trennungen ergeben

sich bei Verteilungskoeffizienten im Bereich von 0,5 bis 1,5.
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Der Aufbau einer CCC-Anlage ist in Abbildung 1.17 dargestellt. Aus einem Vorratsgefil3
werden mittels einer HPLC-Pumpe die fiir die Trennung eingesetzten Losungsmittel durch
eine Injektionsschleife in das Trennsystem gefordert. Wahrend der Trennung befindet sich der
Coil in Rotation mit der Geschwindigkeit . Durch die entstehenden Krifte verbleibt die
stationdre Phase im Trennsystem und die mobile Phase wird im Gegenstromprinzip durch den
Coil gepumpt. Das in Rotationsrichtung zeigende Coilende wird als ,,Tail* definiert, wiahrend
das der Rotationsrichtung entgegengesetzte Ende als ,,Head” bezeichnet wird. Die Trennung
wird mit einem Detektor verfolgt und die eluierenden Verbindungen mit einem Fraktionen-

sammler aufgefangen.
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Abbildung 1.17: Schematische Ubersicht iiber den Aufbau einer CCC-Anlage mit Single-Coil (nach
SUTHERLAND, 1987)

Neben der (theoretisch) 100%igen Probenwiedergewinnung liegt ein weiterer Vorteil der
Trenntechnik in ihrer universellen Einsetzbarkeit, da durch Modifizierung der FlieB3-
mittelsysteme (siehe 4.4.4) sowohl polare als auch lipophile Substanzen getrennt werden
konnen (ITO, 2005). Voraussetzungen fiir ein geeignetes hydrodynamisches FlieBverhalten
sind eine niedrige Viskositit, hohe Grenzflichenspannung und ein groBer Dichteunterschied
der beiden Phasen.

Ferner eignet sich die Technik durch hohe Probeaufgabemengen bis in den Gramm-Bereich
fur priaparative Trennungen und somit zur Isolierung bioaktiver Fraktionen aus komplexen
Matrices (siche 2.2.3).
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1.4.1 High-Speed Countercurrent Chromatography (HSCCC)

Bei der fiir diese Arbeit eingesetzten HSCCC-Anlage handelt es sich um eine Triple-Coil-
CCC. Eine Auftrennung der Probe erfolgt nach dem Prinzip der Archimedischen Schraube
und auf der Basis von Phasenmischungs- und Entmischungsvorgidngen. Wéhrend der
Trennung befinden sich die drei Coils in Rotation sowohl um sich selbst (planetare Achse) als
auch um die Zentralachse (solare Achse). Anlagen dieser Art werden auch als J-Typ-HSCCC
bezeichnet (Abbildung 1.18).

Phasentrennung P e N

planetare™®
Achsg

Abbildung 1.18: Phasenmischverhalten im Zuge der planetaren Bewegung des Coils (nach ITO &
CONWAY, 1996)

Infolge der planetaren Bewegung kommt es zu einem alternierenden Mischen und Entmischen
der beiden Losungsmittelsysteme. In der Néhe der Zentralachse (Revolutionsachse) wirken
schwache Krifte, so dass eine Durchmischung der Phasen moglich ist (,,mixing zones®).
Umgekehrt bewirken die starken Zentrifugalkrifte im AuBlenbereich des Coils eine Phasen-
trennung (,,settling zone*) (ITO, 2005). Die Trennleistung der HSCCC liegt begriindet in der
hohen Anzahl dieser Verteilungsvorgiange. Bei einer Rotation von 800 U/min finden in der
Sekunde 13 Mischungs- und Entmischungsprozesse statt (ITO & CONWAY, 1986). In einer
Stunde laufen somit 50000 Verteilungsvorgénge ab.

Im Elutionsmodus ,,Head to Tail*“ wird als stationire Phase die leichte, bei ,,Tail to Head* die
schwere Phase eingesetzt. Bei ersterem Modus wird die schwere, mobile Phase kontinuierlich

in das Trennsystem befordert.
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1.5 Zielsetzung und Problemstellung

Krauter- und Friichtetees besitzen ein positives Image als gesundheitsfordernde Getrinke.
Diese Effekte werden zumeist der Stoffklasse der Flavonoide zugeschrieben (siehe 1.2.4), die
in vielen Krduter- und Friichtetees zu den qualitativ und quantitativ dominierenden Bestand-
teilen gehoren.

Ein Hauptziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, zur Verbesserung der unvollstindigen
Datenlage Informationen iiber diese Inhaltsstoffe zu gewinnen. Dabei kommen zur Quanti-
fizierung der individuellen Polyphenole (z.B. Flavanole, Catechine, Proanthocyanidine und

Hydroxyzimtsduren) spezifische Methoden zum Einsatz.

Auf Basis der gewonnenen Daten erfolgt die Bestimmung der Bioverfiigbarkeit, Nutrikinetik
und Metabolisierung der wesentlichen Rooibosflavonoide bei einer in Kooperation mit der
Leibniz Universitdt Hannover (Institut fiir Lebensmittelwissenschaft und Humanernéhrung)
durchgefiihrten Humanstudie im Cross-over-Design, um ihre biologische Aktivitidt in den
Zielorganen evaluieren zu konnen. Verglichen werden dazu der komplexe Teeaufguss und
eine durch ein in vitro-Bioaktivititsscreening (TEAC) identifizierte aktive Fraktion mit
Placebo (Wasser). Die aktive Fraktion wird u.a. durch gegenstromverteilungschromato-
graphische Trenntechniken (HSCCC) isoliert.

Die Urin- und Plasmaproben der Studienteilnehmer werden per LC-MS/MS gegebenenfalls
nach vorheriger Aufarbeitung auf intakte Flavonoide und ihre korrespondierenden Metabolite
analysiert. Als Zielparameter dienen u.a. die Flache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve
(AUC) sowie die maximal gemessene Plasma- bzw. Urinkonzentration (cmax). Grundlage fiir
die Auswertung ist die Bestimmung der Flavonoidgehalte in den einzelnen Rooibos-
formulierungen, um genaue Aussagen iiber die applizierten Dosen treffen zu kénnen. Im
Rahmen der Untersuchung der Nutrikinetik wird vom Kooperationspartner zusétzlich das
antioxidative Potential der Plasmaproben mittels des ORAC-Assays (Oxygen Radical
Absorbance Capacity) bestimmt. Die in vivo nachgewiesenen Hauptmetabolite werden
synthetisiert, isoliert und auf ihr antioxidatives Potential untersucht, um deren Beitrag zum
Gesamtpotential zu ermitteln und gegebenenfalls die Gehalte ihrer Edukte durch gezielte

Steuerung und Modifikation der Technologie zu steigern.

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit besteht in der Betrachtung der Stabilitit von Rooibos-
flavonoiden in Fertiggetrdnken (,,Ready-to-drink Beverages®) bei verschiedenen Lager-
bedingungen, da aufgrund der positiven Beurteilung von Kréuter- und Friichtetees durch den
Verbraucher zunehmend Teeextrakte zur Herstellung solcher Produkte Verwendung finden.
Mit einem frisch hergestellten und einem gelagerten Fertiggetrdnk gleicher Rezeptur findet

eine zweite Humanstudie statt. Beide Erzeugnisse werden im Cross-over mit einem Fertig-
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getrink ohne Zusatz von Rooibosextrakt verglichen. Mit Ausnahme des antioxidativen
Potentials werden auch hier dieselben Parameter wie bei der 1. Humanstudie bestimmt.

Die Ergebnisse der Humanstudien sind von besonderem Interesse fiir die Entwicklung
innovativer Produkte und die Substanziierung gesundheitsbezogener Angaben geméill der
Health Claims Verordnung (VO (EG) Nr. 1924/2006). Wesentliche Neuerung dieses
Gesetzestextes ist, dass solche Angaben in der Werbung und Kennzeichnung von Lebens-
mitteln nur noch gestattet sind (Wissenschaftsvorbehalt), wenn sie ausdriicklich zugelassen
sind (Verbotsprinzip mit Erlaubnisvorbehalt) und den von der Europdischen Behorde fiir
Lebensmittelsicherheit (EFSA) noch zu entwickelnden Nahrwertprofilen entsprechen
(Sachverstidndigenbiiro und Unternehmensberatung fiir Lebensmittel und Kosmetik —
http://www.health-claims-verordnung.de). Dariiber hinaus konnen Aussagen getroffen werden
tiber die fiir eine potentielle Wirkung notwendigen Dosierungen der wertgebenden Rooibos-
bestandteile (KROON et al., 2004).
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2.1 Analyse von Rooibos (Aspalathus linearis)

Zur Identifizierung und Quantifizierung der Inhaltsstoffe des griinen und fermentierten
Rooibos wurden diese zundchst aus dem Pflanzenmaterial extrahiert. Je nach Ziel der
Untersuchung fanden dabei unterschiedliche Verfahren Anwendung.

Die iiber den praxisiiblichen Teeaufguss freigesetzten Verbindungen wurden durch eine rein
wissrige, dem haushaltsiiblichen Aufguss nachempfundene Extraktion bestimmt. Um eine
vollstandige Erfassung der enthaltenen Verbindungen zu ermoglichen, ist der Zusatz von
Losungsmitteln unerldsslich. Fiir die quantitative Bestimmung der Catechine, Flavon- und
Flavonolglykoside sowie der Hydroxyzimtsdurederivate hat sich die Extraktion mit 70 °C
heillem, 70%igem Methanol in Wasser bewidhrt (CLIFFORD, 1985; FINGER, 1991; KUHR,
1993). Dieses Losungsmittelgemisch findet auch Verwendung in der ISO 14502-1 zur
Extraktion von griinem und schwarzem Tee und wurde auf den Rooibos iibertragen.

Die Isolierung einzelner Verbindungen und der aktiven Fraktion erforderte eine Aufarbeitung
in groBerem Malistab. Die Extraktion wurde ebenfalls mit 70 %igem Methanol durchgefiihrt,
die Temperatur jedoch zur schonenden Extraktion auf 60 °C verringert (siehe 2.2.3).

2.1.1 Methanolische Extraktion

Die nach 4.5.1 bereiteten, methanolischen Extrakte von griinem und fermentiertem Rooibos
wurden zundchst mittels HPLC-DAD (Abbildung 2.1) und LC-MS/MS untersucht.
Tabelle 2.1 liefert einen Uberblick iiber die identifizierten Verbindungen.

Die beiden Chromatogramme lassen sich grob in vier Abschnitte einteilen: Im Retentions-
zeitenfenster von 15-25 min eluieren insbesondere Di-C-glykoside der Flavone, Flavanone
und Flavonole (z.B. Luteolin- (3) und Apigenin-6,8-di-C-hexosid (7)); im Bereich von 18-
28 min sind in erster Linie Mono-C-glucoside der Flavone und Dihydrochalkone (z.B.
Isoorientin (11), Aspalathin (16) und Isovitexin (20)) und von 25-38 min Flavonol- und
Flavon-O-glykoside (z.B. Rutin (18) und Isoquercitrin (23)) anzutreffen. Ab 50 min eluieren
unpolarere Flavonoidaglyka wie Luteolin (28) und Quercetin (29). Aufgrund ihrer geringeren
Polaritdt eluieren die Dihydrochalkone jeweils nach ihren korrespondierenden Flavonen
(Aspalathin (16) — Isoorientin (11); Nothofagin (25) — Isovitexin (20)) und diese wiederum
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nach ihren korrespondierenden Flavanonen (Isoorientin (11) — (R/S)-Eriodictyol-6-C-
glucosid (9, 10); Isovitexin (20) — (R/S)-Naringenin-6-C-glucosid) (JOUBERT et al., 1996).
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Abbildung 2.1: HPLC-DAD-Chromatogramme der methanolischen Extrakte von unfermentiertem (a)
und fermentiertem (b) Rooibos (354 nm) - Peakzuordnung: siche Tabelle 2.1.

Tabelle 2.1: Zusammenstellung der nach methanolischer Extraktion des unfermentierten und
fermentierten Rooibos identifizierten (Poly)phenole (Hauptfragmente unterstrichen)”

Rt

[M-HJ

MS?

Peak [min] /e e Verbindung
1 9,7 355 193 Ferulasdure-O-hexosid
2 10,6 353 191, 179, 135 3-CQA
3 15,4 609 519, 489, 429, 399, 369 Luteolin-6,8-di-C-hexosid (Lucenin-2?)
4 16,5 465 375, 345 Dihydroquercetin-C-hexosid
5 17,2 579 519, 489, 459, 429, 399, 369 Luteolin-6-C-pentosid-8-C-hexosid
6 17,4 581 521,491, 461, 431, 401, 371 Eriodictyol-6-C-hexosid-8-C-pentosid
7 18,1 593 503, 473, 383, 353 Apigenin-6,8-di-C-hexosid (Vicenin-2?)
8 18,7 579 519, 489, 459, 429, 399, 369 Luteolin-6-C-hexosid-8-C-pentosid
9 19,6 449 359, 329 (S)-Eriodictyol-6-C-glu
10 20,7 449 359, 329 (R)-Eriodictyol-6-C-glu
11 21,2 447 429,357,327 Isoorientin
12 22,0 563 503, 473, 443, 383, 353 Isoschaftosid
13 23,2 563 503, 473, 443, 383, 353 Schaftosid
14 23,7 447 357,327 Orientin
15" 24,5 449 359, 329 (S)-Eriodictyol-8-C-glu
16 25,1 451 361, 331 Aspalathin
17" 25,9 449 359, 329 (R)-Eriodictyol-8-C-glu
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S 2
Peak R.t [M-H] MS Verbindung
[min] m/z m/z
18 26,2 609 301 Rutin
19 26,5 609 301 Quercetin-O-rutinosid (Isomer)
20 27,1 431 413,341, 311 Isovitexin
21 27,9 431 341, 311 Vitexin
22 28,7 463 301 Hyperosid
23 29,2 463 301 Isoquercitrin
24 30,9 447 285 Luteolin-O-hexosid
25 33,1 435 345,315 Nothofagin
26 36,0 739 619, 613, 523, 493, 361, 331 C-glykosyliertes Derivat von Aspalathin
27 38,7 461 299 Methyl-O-luteolin-O-hexosid
28 50,4 285 257,241,217 Luteolin
29 50,6 301 271,179, 151 Quercetin
30 51,2 287 151,135 Eriodictyol
31 54,9 269 225,201, 183, 149 Apigenin
32 55,3 299 284 Chrysoeriol

“mit ~ markierte Substanzen nur im fermentierten Rooibos nachweisbar (bei 287 nm). glu, glucosid;
gal, galactosid; CQA, Caffeoylchinasdureester; Rt, Retentionszeit

Die iiberwiegende Zahl der Verbindungen gehort strukturell zu den C-glykosiden; O-
glykoside sind im Rooibos deutlich seltener anzutreffen. Das zahlenméBige Verhiltnis
detektierter Mono- und Di-C-glykoside ist ungefdhr gleich; quantitativ dominieren jedoch die
einfach C-glykosylierten Verbindungen (siehe 2.1.1.1).

Uber einen Peakflichenvergleich lassen sich als Hauptverbindungen sowohl im griinen als
auch im fermentierten Rooibos die Flavon-C-glucoside Isoorientin (11), Orientin (14),
Isovitexin (20) und Vitexin (21) sowie die Dihydrochalkon-C-glucoside Aspalathin (16) und
Nothofagin (25) zuordnen. Quantitativ wichtige Inhaltsstoffe sind weiterhin die Flavonol-O-
glykoside Rutin (18), Hyperosid (22) und Isoquercitrin (23).

Der wichtigste Unterschied zwischen beiden Pflanzenmaterialien ist der signifikant geringere
Gehalt von Aspalathin (16) und Nothofagin (25) im fermentierten Produkt (siehe 1.2.3). Die
Ursache liegt in dem sofortigen oxidativen Abbau der Dihydrochalkone nach Zerkleinerung
des Pflanzenmaterials in Gegenwart von Sonnenlicht und Sauerstoff. Dabei wird Aspalathin
(16) durch oxidative Cyclisierung iiber ein o-Chinon zu den Flavanonen (R/S)-Eriodictyol-
6/8-C-glucosid (9, 10, 15, 17) abgebaut (siche Abbildung 1.10), wobei die Bildung der beiden
6-C-glucoside 9 und 10 begiinstigt ist (MARAIS et al., 2000; KRAFZCYK & GLOMB,
2008). Die Bestimmung der Elutionsreihenfolge der beiden Diastereomerenpaare erfolgte auf
Basis der Arbeit von KRAFCZYK & GLOMB (2008). Danach eluiert unter vergleichbaren
Messbedingungen zuerst (S)-Eriodictyol-6- (9), gefolgt von (R)-Eriodictyol-6- (10),
(8)-Eriodictyol-8- (15) und (R)-Eriodictyol-8-C-glucosid (17). Nothofagin (25) reagiert in
deutlich geringerem AusmaB zu den vier Flavanon-C-glucosiden (R/S)-Naringenin-6/8-C-
glucosid (siehe 2.1.4.2), die ebenfalls im fermentierten Rooibos detektiert werden konnten
(m/z 433 [M-H] — 343, 313).

Unter ldangerer Sonnenlichteinstrahlung entstehen braune, polymere Verbindungen unbe-

kannter Struktur, die fiir die charakteristische Farbe des verarbeiteten Erzeugnisses verant-
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wortlich sind. Deutlich wird dieses am sogenannten ,,Polymerhump* ab einer Retentionszeit
von ca.45 min. Hier eluieren eine Vielzahl von Verbindungen unterschiedlichen Poly-
merisationsgrads zu #hnlichen Retentionszeiten, wodurch es zu einer Peakiiberlagerung
kommt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich der Polymerhump beider
Pflanzenmaterialien u.a. aus Procyanidinen zusammensetzt (siche 2.1.3).

Der fermentierte Rooibos enthidlt mit Quercetin (29), Eriodictyol (30) und Apigenin (31)
Flavonoidaglyka, die im griinen Rooibos nicht bzw. nur in Spuren auftreten (siche 2.1.1.1).
Auch sind die Konzentrationen von Luteolin (28) und Chrysoeriol (32) wesentlich hoher als

im unfermentierten Material.

Die Substanzidentifizierung erfolgte durch eine kombinierte Auswertung der UV-Spektren
und LC-MS/MS-Daten. Abbildung 2.2 zeigt die charakteristischen Fragmentierungsmuster
der im Rooibos zahlreich vertretenen Flavon-di-C-glykoside.
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[(M-H)-60] s

OH

HO
[(M-H)-120]
[((M-H)-90]

R =H, Apigenin

A R = OH, Luteoli
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—_— —
[(M-H)-90] [(M-H)-120]"—> R, = CH,OH, Hexose
[(M-H)-60T [(M-H)-90] — R, =H, Pentose

Abbildung 2.2: Fragmentierungsmuster der Zuckereinheiten von Flavon-di-C-glykosiden (nach
FIGUEIRINHA et al., 2008)

Die im MS*Modus gebildeten Hauptfragmente sind auf Spaltungen innerhalb der am
Aglykon gebundenen Zuckereinheiten zuriickzufiihren. Bei symmetrischen Di-C-glykosiden
mit zwei Hexosen sind beispielsweise die Abspaltungen [(M-H)-90], [(M-H)-120], [(M-H)-
180], [(M-H)-210] und [(M-H)-240]" zu beobachten. Einen Hinweis auf einen Pentoserest
gibt das Fragment [(M-H)-60]". Grundsétzlich zeigen 6-C-Zuckerreste eine ausgepragtere und
intensivere Fragmentierung. Bei asymmetrischen Di-C-glykosiden kann daher ermittelt
werden, ob eine Pentosyl- oder Hexosyleinheit am C-6 des Aglykons gebunden ist. Bei
Mono-C-glykosiden treten in Abhéngigkeit vom konjugierten Zucker die Fragmente [(M-H)-
60], [(M-H)-90]" und [(M-H)-120] auf. Die Bestimmung des Zuckertyps gestatten die
Fragmentierungsmuster nicht; eine Aufklidrung war jedoch in den meisten Fillen mit Hilfe
von Referenzsubstanzen und Literaturdaten moglich. Die UV-Spektren geben Aufschluss

iber die Natur des Aglykons, von dem sich die C-glykoside ableiten.



Ergebnisse und Diskussion 35

Die Massenspektren von O-glykosiden zeichnen sich im Vergleich zu denen von C-
glykosiden durch deutlich weniger Fragmente aus. Der Fragmentierungsweg beginnt mit der
Spaltung der glykosidischen Bindung und Eliminierung des/der Zuckerreste(s) unter
Retention der Ladung am Aglykon oder des/der Zuckerfragment(s/e) (Hexose: [(M-H)-162]’;
Pentose: [(M-H)-132]; Rhamnose: [(M-H)-146]; Rutinose: [(M-H)-308]) (STOBIECKI,
2000). C-glykosylierte Flavonoide sind stabiler gegeniiber Sduren und Enzymen als die O-
glykosylierten Analoga (RAWAT et al., 2009).

Die Substanzidentifizierung wird im Folgenden am Beispiel von Luteolin-6-C-hexosid-8-C-
pentosid (8) demonstriert: Die MS-Analyse ergab ein Pseudomolekiilion von m/z 579 [M-H]
und ein mit asymmetrischen Di-C-glykosiden {iibereinstimmendes Fragmentierungsmuster.
Die MS*-Daten zeigen die Fragmente m/z 489 [(M-H)-90] und 459 [(M-H)-120], die auf die
Anwesenheit einer C-gebundenen Hexosyleinheit hinweisen. Im gleichen Spektrum treten
auch die Fragmente m/z 519 [(M-H)-60] und 429 [(M-H)-60-90] auf, die auf eine Pentosyl-
einheit hindeuten. Das Hauptfragment m/z 489 [(M-H)-90] und die hohe Intensitdt der
Fragmente der Hexosyl- im Vergleich zu der der Pentosyleinheit lassen den Schluss zu, dass
die Hexose an Position C-6 gebunden ist. Die geringe Intensitidt des Fragments m/z 519 [(M-
H)-60] unterstiitzt diese Vermutung. Die fiir Flavon-di-C-glykoside charakteristischen Bruch-
stiicke m/z 369 (Aglykon + 83) und 399 (Aglykon + 113), die auf am Aglykon gebunden
verbliebene Zuckerreste zuriickzufiihren sind, legen in Verbindung mit den UV-Daten den
Schluss nahe, dass als Aglykon Luteolin vorliegt (FERRERES et al., 2003). Bei Peak 8

handelt es sich demzufolge um Luteolin-6-C-hexosid-8-C-pentosid.

Neben den in Tabelle 2.1 aufgefiihrten Verbindungen konnten - insbesondere durch eine
selektive Anreicherung polyphenolischer Rooibosbestandteile mittels Polyamidsdulen-
chromatographie (siehe 2.1.1.3)- weitere, bislang nicht in diesem Pflanzenmaterial

beschriebene C-glykoside identifiziert werden.

2.1.1.1 Quantifizierung der Hauptflavonoide

Die im griinen und fermentierten Rooibos vertretenen Hauptflavonoide wurden durch externe
Kalibriergeraden unter Beriicksichtigung der Trockenmassen quantifiziert (siehe 4.5.1). Da
nicht von allen Verbindungen Referenzsubstanzen zur Verfligung standen, wurden die
Gehalte dieser Flavonoide tiber die korrespondierenden Aglyka bestimmt und anschlieBend

tiber die molaren Verhéltnisse auf das jeweilige Glykosid umgerechnet (Tabelle 2.2).

Die Mono-C-glykoside stellen mit einer Gesamtmenge von 10,2 % im griinen bzw. 2,0 % im
fermentierten Rooibos bei einem Gesamtflavonoidgehalt von 11,0 bzw. 2,8 % den gréBten
Anteil der quantifizierten Verbindungen, gefolgt von den O-glykosidisch verkniipften

Flavonoiden mit ca. 0,6 % bzw. 0,5 %, den Di-C-glykosiden mit je ca. 0,2 % sowie den
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Aglyka mit 0,02 % bzw. 0,2 %. Aspalathin (16) macht bei den Mono-C-glykosiden des
unfermentierten Pflanzenmaterials mit 78 % den gréften Anteil aus und tragt zu ca. 62 % zum
Gesamtpolyphenolgehalt bei (siehe 2.1.1.2). Der Vergleich von griinem und fermentiertem
Rooibos zeigt, dass sich die Gehalte der beiden Dihydrochalkon-C-glucoside (Aspalathin:
8,1 bzw. 0,4 %, Nothofagin: 0,9 bzw. 0,2 %) am stidrksten voneinander unterscheiden.
Infolgedessen leistet Aspalathin (16) beim verarbeiteten Erzeugnis lediglich einen Beitrag von
ca. 4 % zum Gesamtpolyphenolgehalt (siche 2.1.1.2).

Tabelle 2.2: Ubersicht iiber die Flavonoidgehalte des Rooibos (sieche 4.1) nach methanolischer
Extraktion®

Gehalt [g/100 g]

Nr. Verbindung

RG (n=5) RF (n=5)
3 Luteolin-6,8-di-C-hexosid 0,037 + 0,001 0,041 + 0,002
5 Luteolin-6-C-pentosid-8-C-hexosid 0,036 £ 0,001 0,036 £ 0,001
7 Apigenin-6,8-di-C-hexosid 0,034 £ 0,001 0,029 £+ 0,002
8 Luteolin-6-C-hexosid-8-C-pentosid 0,066 £+ 0,001 0,069 £+ 0,002
9 (S)-Eriodictyol-6-C-glu ND 0,134 +0,011
10 (R)-Eriodictyol-6-C-glu ND 0,135+0,015
11 Isoorientin 0,579 £ 0,079 0,404 £ 0,041
12 Isoschaftosid 0,016 £0,001 0,038 + 0,002
13 Schaftosid 0,025 + 0,000 0,021 + 0,002
14 Orientin 0,411 + 0,097 0,277 + 0,069
15 (S)-Eriodictyol-8-C-glu ND 0,039 + 0,007
16 Aspalathin 8,069 £ 0,188 0,415 + 0,066
17 (R)-Eriodictyol-8-C-glu ND 0,037 + 0,005
18 Rutin 0,240 + 0,004 0,232 £ 0,008
19 Quercetin-O-rutinosid (Isomer) 0,145 + 0,003 0,044 + 0,008
20 Isovitexin 0,146 + 0,001 0,106 £ 0,017
21 Vitexin 0,096 £+ 0,001 0,088 £ 0,011
22 Hyperosid 0,046 £ 0,001 0,084 + 0,004
23 Isoquercitrin 0,088 + 0,001 0,062 + 0,005
24 Luteolin-O-hexosid 0,042 + 0,001 0,044 + 0,004
25 Nothofagin 0,923 +£0,028 0,187 +0,019
28 Luteolin 0,015+ 0,001 0,042 + 0,002
29 Quercetin ND 0,104 £+ 0,005
30 Eriodictyol ND 0,008 = 0,001
31 Apigenin ND 0,005 + 0,001
32 Chrysoeriol 0,003 £+ 0,000 0,007 £ 0,001

> 11,014 + 0,409 2,836+ 0,0311
“Werte angegeben als Mittelwerte + Standardabweichung (als Glykoside berechnet). RG,
Rooibos griin; RF, Rooibos fermentiert; ND, nicht detektiert; glu, glucosid; gal, galactosid

Vergleichsdaten zu den Flavonoidgehalten nach Extraktion mit 70 %igem Methanol sind
bislang nicht veroffentlicht worden. BRAMATI et al. (2002) fiihrten eine Extraktion von
fermentiertem Rooibos mit reinem Methanol durch. Die Ergebnisse zeigen, dass die
Extraktion nach 4.5.1 der mit reinem Methanol in der Flavonoiderfassung iiberlegen ist. Die
von SCHULZ et al. (2003) in Rooibosproben aus verschiedenen Regionen Siidafrikas
bestimmten Gehalte an Aspalathin (4,5-12,0 %) und Nothofagin (0,3-1,0 %) entsprechen den
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ermittelten Werten. Uber die Konzentrationen von Minorbestandteilen (z.B. Di-C-glykoside)

gibt es bisher keine Literaturwerte.

Der Vergleich von methanolischer und wissriger Extraktion am Beispiel des griinen Rooibos
zeigt, dass die Flavonoidausbeuten erwartungsgemdll bei letzterem Verfahren deutlich
geringer sind. Die prozentualen Abnahmen liegen im Bereich von 53 % (Isoorientin (11)) und
83 % (Hyperosid (22)). Auch Aspalathin (16) wird unter den Bedingungen einer haus-
haltsiiblichen Extraktion weit weniger (Abnahme um 62 %) extrahiert (Abbildung 2.3).
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Abbildung 2.3: Vergleich von methanolischer und wéssriger Extraktion (n=12) am Beispiel der
Hauptflavonoide des griinen Rooibos (Aspalathingehalte auf Sekundirachse aufgetragen)

Die in der Literatur nach wéssriger Extraktion unter vergleichbaren Bedingungen publizierten
Gehalte (Quantifizierung bei 255 und 287 nm) der Hauptflavonoide sind im Vergleich zu den
eigenen Werten etwas hoher (BRAMATI et al., 2003) - die Verhéltnisse der Gehalte unter-

einander sowie zwischen beiden Pflanzenmaterialien stimmen jedoch iiberein.

2.1.1.2 Gesamtpolyphenolgehalt und antioxidatives Potential

Die Extrakte nach 4.5.1 und 4.5.2 wurden auf ihren Gesamtpolyphenolgehalt (nach Folin-
Ciocalteu — siche 4.4.3) und ihr antioxidatives Potential (TEAC-Assay: Trolox equivalent
antioxidative capacity —siche 4.4.2) untersucht (Abbildung 2.4). Die Durchfithrung des
TEAC-Tests erfolgte nach einer modifizierten Methode (RE et al., 1999). Hierbei wird das
gefirbte ABTS-Radikalkation durch Kaliumpersulfat erzeugt und anschlieBend die
Entfarbung des Radikals (Reduktion durch das Antioxidans) zur ungefirbten Ausgangs-
verbindung photometrisch bei 734 nm erfasst.
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Abbildung 2.4: Gesamtpolyphenolgehalte (als Gallussiure-Aquivalente; n = je 4) und antioxidatives
Potential (als Trolox-Aquivalente; n = je 3) der methanolischen (A) und der wissrigen Extrakte (B —
bezogen auf die Einwaage; C — bezogen auf die extrahierbaren Feststoffe). TE, Trolox-Aquivalente

Anhand der Gesamtpolyphenolgehalte ist zu erkennen, dass die methanolische Extraktion (A)
der wissrigen (B) unabhingig vom Pflanzenmaterial in der Erfassung (poly)phenolischer
Rooibosbestandteile iiberlegen ist. Im Einklang mit diesem Ergebnis ergeben sich fiir das
zuerst genannte Verfahren hohere antioxidative Potentiale.

Sowohl nach wissriger als auch methanolischer Extraktion iibersteigen in Ubereinstimmung
mit den Gesamtflavonoidgehalten (siehe 2.1.1.1) die Gesamtpolyphenolgehalte des griinen
Rooibos (3,9 bzw. 13 %) die des fermentierten Produkts (2,3 bzw. 11 %). Die Unterschiede in
den Werten zwischen beiden Pflanzenmaterialien sind auf die Anderung der stofflichen
Zusammensetzung wihrend der ,,Fermentation® zuriickzufithren (— Polymerisierung — siche
2.1.4.1). Entsprechend sinkt das Verhéltnis von antioxidativem Potential zum Gesamtpoly-
phenolgehalt von ca. 1 vor ,,Fermentation* auf ca. 0,6 nach ,,Fermentation* (A), da Aspalathin
(16) aufgrund des geringen Gehalts (0,4 %) beim fermentierten Produkt nur einen sehr
kleinen Beitrag zur Aktivitdt leistet. Anhand dessen lésst sich der gro3e Anteil des Dihydro-
chalkons am antioxidativen Potential des unfermentierten Pflanzenmaterials abschitzen (25-
55 %). Dieses ist ca. 2,2-fach hoher als das des fermentierten Rooibos (1,3 zu 0,6 mmol TE/g;
(A)). Ahnliche Werte sind von BRAMATI et al. (2003) und SCHULZ et al. (2003) ermittelt
worden. Griiner und schwarzer Tee sind im Vergleich zu Rooibos potenter (1,8 bzw.
1,7 mmol TE/g).

STANDLEY et al. (2001) priiften Rooibosproben im Verlauf des Herstellungsprozesses auf
die Fahigkeit, 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl-radikale (DPPH) abzufangen, und stellten eine
Abnahme des antioxidativen Potentials mit fortschreitender Verarbeitung fest. Die
,Fermentation® verursachte den stirksten Abfall. VON GADOW et al. (1997a) verglichen die
antioxidativen Potentiale von unfermentierten, halbfermentierten und fermentierten Rooibos-
tees mit denen von griinem (unfermentiert), Oolong (halbfermentiert) und schwarzem Tee

(fermentiert). Mit zunehmendem Fermentationsgrad wurde eine Abnahme des Potentials
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beobachtet, die bei den Rooibostees weniger stark ausfiel (86,6 % — 83,4 %). Dieselbe
Arbeitsgruppe (1997c) verzeichnete eine Zunahme der Aktivitdt von Rooibostee nach
Steigerung der Briithzeit auf 25-30 min und fithrte dieses auf die Verdnderungen der
stofflichen Beschaffenheit mit zunehmender Extraktionszeit zuriick (z.B. aufgrund des
steigenden Gehalts wenig wasserloslicher Substanzen und groBer Molekiile wie Proantho-
cyanidine).

Bezieht man zur Einschitzung der Wirksamkeit der wissrigen Teeaufgiisse die Werte nicht
auf die Finwaage, sondern auf die extrahierbaren Feststoffe ((C)— siehe 4.4.1), ergibt sich
eine Umkehrung der Verhiltnisse. Im Vergleich zum unfermentierten Erzeugnis (1,7 g/L)
liefert der fermentierte Rooibos (0,9 g/L) nur etwa halb so viel Extrakt, wodurch ein hoherer

Gesamtpolyphenolgehalt fiir dieses Pflanzenmaterial folgt.

Um einen genauen Aufschluss liber den Anteil einzelner Flavonoide am gemessenen
Gesamtpotential zu erhalten und Struktur-Wirkungsbeziehungen aufstellen zu koénnen,
wurden die Hauptflavonoide des Rooibos und einige phenolische Sduren auf ihr anti-
oxidatives Potential mittels des TEAC-Tests untersucht (Abbildung 2.5).
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Abbildung 2.5: Antioxidatives Potential (als Trolox-Aquivalente) von einigen Flavonoiden und
phenolischen Sduren. TE, Trolox-Aquivalente; glu, glucosid

Mit Ausnahme von Quercetin und Gentisinsdure (2,5-Dihydroxybenzoesdure) besitzt
Aspalathin (16) mit 0,87 mmol TE/g die hochste Wirksamkeit, gefolgt von Sinapin- und
Kaffeesdure (je 0,81 mmol TE/g). Im Fall der O-glykoside Rutin (18), Hyperosid (22),
Isoquercitrin (23) und Luteolin-7-O-glucosid ist zu erkennen, dass die korrespondierenden
Aglyka Luteolin (28) bzw. Quercetin (29) mit 0,28 bzw. 0,97 mmol TE/g hohere Potentiale
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aufweisen. Diese Ergebnisse zeigen flir Quercetin die Bedeutung einer freien Hydroxylgruppe
an Position 3 des C-Rings (KRAFZCYK et al., 2009a).

Bei den C-glucosiden liegen heterogene Verhéltnisse vor. Wahrend Orientin (14) weniger
potent als Luteolin (28) ist, liegen bei Isoorientin (11) und Vitexin (21) die umgekehrten
Bedingungen vor. Demnach hat offenbar die Verknilipfungsposition des Zuckers einen
Einfluss auf das antioxidative Potential (siehe 2.2.3). Im Vergleich zu Isoorientin/Orientin
(11/14) enthilt Isovitexin/Vitexin (20/21) nur eine Hydroxylgruppe im B-Ring. Das Fehlen
der o-Dihydroxy-,,catechol® Struktur reduziert somit das Potential weiter, wie auch das
Beispiel von Aspalathin (16) und Nothofagin (25) verdeutlicht.

Auch VON GADOW et al. (1997¢) und JOUBERT et al. (2005) konnten mittels des DPPH
Radikaltests zeigen, dass Quercetin und Aspalathin im Vergleich zu anderen Rooibos-

flavonoiden die hochste Wirksamkeit besitzen.

2.1.1.3 Anreicherung von Polyphenolen durch Polyamid-Siulenchromatographie

Eine gezielte Anreicherung von Polyphenolen ist mit der Polyamidsédulenchromatographie
moglich. Die Adsorption beruht auf der Wechselwirkung der phenolischen Hydroxyl- aber
auch Carboxylfunktionen mit den Carbonyl- und Amidgruppen des Polyamids {iber
Wasserstoffbriickenbindungen (HORHAMMER & WAGNER, 1959). Wihrend des Wasch-
schritts werden zunidchst alle wasserldslichen Stoffe wie Zucker, Sduren und Alkaloide
selektiv abgetrennt und anschlieBend die Polyphenole mit Methanol eluiert. Flavonol-
glucuronide und Hydroxyzimtsdurederivate werden aufgrund ihrer Sdurefunktion stirker am
Polyamid retardiert. Sie lassen sich durch ammoniakalisches Methanol -eluieren
(DEGENHARDT et al., 2004).

Zum Zweck eines Flavonoidscreenings wurden die Aufarbeitung gemiBl 4.5.3 mit einer
zehnfachen Einwaage an fermentiertem und unfermentiertem Rooibos durchgefiihrt und die
Eluate per LC-MS/MS analysiert. Abbildung 2.6 zeigt die resultierenden Base Peak
Chromatogramme (BPC). Einen Uberblick iiber die durch Anreicherung mittels Polyamid-
sdulenchromatographie im Vergleich zur methanolischen Extraktion (siehe 2.1.1) zusétzlich
identifizierten Verbindungen vermittelt Tabelle 2.3.

Im MeOH-Eluat des griinen Rooibos (a) gelang der Nachweis neuer Derivate der Aglyka der
Dihydrochalkon-C-glucoside Aspalathin (27,3,4",4,6 -Pentahydroxy-dihydrochalkon) und
Nothofagin (2°,4,4°,6’-Tetrahydroxy-dihydrochalkon = Phloretin). Von beiden liegen ver-
mutlich die 3°,5'-Di-C-glykoside (36 — m/z 613 [M-H] & 37 — m/z 597 [M-H]") vor, wie
anhand der fiir symmetrische Di-C-glykoside charakteristischen Abspaltungen [(M-H)-90],
[((M-H)-120], [(M-H)-180], [(M-H)-210]" und [(M-H)-240] ersichtlich ist (siche 2.1.1).
Daneben scheinen sowohl von Aspalathin (16) als auch Nothofagin (25) Konstitutionsisomere

zu existieren, wie die Fragmentierungsmuster der Peaks 38-40 nahe legen (38 — m/z 451
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[M-H]; 39 & 40 — m/z 435 [M-H]). Hierbei handelt es sich vermutlich u.a. um die
jeweiligen 5°-C-glucoside der angefiihrten Aglyka.
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Abbildung 2.6: BPC von unfermentiertem (a & b) und fermentiertem (c & d) Rooibos nach Elution
mit reinem (a & ¢) und ammoniakalischem (b & d) Methanol (neu identifizierte Verbindungen unter-
strichen) - Peakzuordnung: siche Tabelle 2.1 und Tabelle 2.3.

Ferner konnten neben frei vorliegenden phenolischen Siuren (z.B. Kaffeesdure — m/z 179
[M-H], Cumarsdure — m/z 163 [M-H], Protocatechusidure — m/z 153 [M-H] und Syringa-
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sdure — m/z 197 [M-H]") auch einige korrespondierende O-Glykoside (Daten nicht alle
aufgefiihrt) detektiert werden. Die freien Sduren wurden bereits von RABE et al. (1993) und
KRAFZCYK et al. (2008) jeweils im Diethyletherextrakt des griinen bzw. fermentierten
Rooibos nachgewiesen. Das ammoniakalische MeOH-Eluat des unverarbeiteten Rooibos (b)
enthielt im Gegensatz zu dem des fermentierten Pflanzenmaterials (d) vorrangig Hydroxy-
zimtsdurederivate (43-47 — siche 2.1.1.5).

Tabelle 2.3: Ubersicht iiber die nach Aufreinigung durch Polyamidsiulenchromatographie zusitzlich
identifizierten Verbindungen (Hauptfragmente unterstrichen); die Daten zu den librigen Verbindungen
befinden sich in Tabelle 2.1"

Z 2
Peak [nl}itn] [1\:;/1;] 1::2 Verbindung
33 8,7 315 153 (MS’ 109) Dihydroxybenzoesédure-O-hexosid
34 11,8 451 289 (MS® 245, (-)-Epicatechin-/(+)-Catechin-O-hexosid
205, 179)
35 15,2 577 451, 425,407, 289, Proanthocyanidin (Dimer)
287, 245
36 29.4 613 523,493,433,403, 27,3,4",4,6"-Pentahydroxy-dihydro-
373 chalkon-3’,5"-di-C-hexosid
37 35,2 597 507,477,417, 387, 2',4,4°,6'-Tetrahydroxy-dihydrochalkon-
357 3’7,5"-di-C-hexosid
38 40,1 451 361, 331 Konstitutionsisomer von Aspalathin (16)
39 &40 42,1;43,2 435 345,315 Konstitutionsisomere von Nothofagin (25)
41 9,7 357 195,151,123 Dihydroferulasdure-O-hexosid
42 13,3 341 179, 135 Kaffeesdure-O-hexosid
43 16,0 337 191,163,119 3-pCouQA
44 18,5 353 179, 173, 135 4-CQA
45 19,2 367 193,191 3-FQA
46 22,8 337 173,163 4-pCouQA
47 24,1 337 191,179,173,163  5-pCouQA
48 & 49 26,2; 33,2 599 509,479,419, 389, 6,8-di-C-hexosid von m/z 275 [M-H]
359
50 36,5 569 509,479, 449, 419, 6-C-pentosid-8-C-hexosid von m/z 275
389, 359 [M-H]
51 49,0 491 315 (MS® 301) Isorhamnetin-O-glucuronid
52 5,1 343 191,169 galloylierte Chinasédure (Theogallin?)
53 15,7 289 245,205, 179 (-)-Epicatechin
54 58,6 447 301 Quercetin-O-rhamnosid

*Rt, Retentionszeit; pCouQA, p-Cumaroylchinasiureester; CQA, Caffeoylchinasdureester; FQA,
Feruloylchinasiureester

Tabelle 2.4 fasst die Gehalte der mengenméfig wichtigsten Flavonoide beider Proben-
materialien nach Aufreinigung durch Polyamidséulenchromatographie zusammen.

Der Vergleich mit den Gehalten nach methanolischer Extraktion (siehe 2.1.1.1) zeigt fiir
einige Flavonoide eine starke Anreicherung. Die stirksten Zuwédchse sind sowohl beim
unfermentierten als auch fermentierten Rooibos fiir Isoorientin (11: +58 bzw. 42 %), Orientin
(14: +57 bzw. 49 %), Rutin (18: +65 bzw. 38 %) und Aspalathin (16: +41 bzw. 64 %) zu

verzeichnen.
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Tabelle 2.4: Quantifizierung der Hauptflavonoide des Rooibos nach Anreicherung durch Polyamid-
sdulenchromatographie”

. Gehalt [g/100 g]

Nr. Verbindung RG (n=3) RE(@=3)

11 Isoorientin 1,385+ 0,040 0,699 £+ 0,023
14 Orientin 0,948 £ 0,016 0,544 + 0,025
16 Aspalathin 13,789 +£ 0,431 0,348 + 0,029
18 Rutin 0,687 £0,022 0,375+ 0,013
20 Isovitexin 0,178 £ 0,005 0,109 £ 0,003
21 Vitexin 0,115+ 0,003 0,088 = 0,004
22 Hyperosid 0,034 + 0,002 0,050 + 0,004
23 Isoquercitrin 0,141 + 0,002 0,073 +£ 0,005
24 Luteolin-O-hexosid 0,039 £ 0,004 0,041 + 0,004
25 Nothofagin 1,653 +£ 0,076 0,070 + 0,004

“Werte angegeben als Mittelwerte + Standardabweichung (als Glykoside
berechnet). RG, Rooibos griin; RF, Rooibos fermentiert

2.1.1.4 Bestimmung von Flavan-3-olen (Catechinen)

Die Proben wurden nach dem in 4.5.1 beschriebenen Verfahren extrahiert und unter
Anwendung der ISO 14502-2 mittels HPLC-DAD analysiert (siche 4.5.4). Zur Quanti-
fizierung wurde eine Kalibriergerade eines Coffein-Standards benutzt und die relativen
Responsefaktoren (RRF) der identifizierten Catechine beriicksichtigt (Tabelle 2.5). Der
Vergleich der Retentionszeiten, individuellen UV-Spektren und MS/MS-Daten gewéhrleistete
die sichere Peakidentifizierung.

Tabelle 2.5: Ubersicht iiber Flavan-3-ole und deren Gehalte im Rooibos (als Mittelwert + Standard-
abweichung)®

Rt [M-HJ MS? Gehalt [mg/kg]
[min] m/z m/z RG(n=4) RF(n=4)
53 14,0 289 245,205, 179 — 203 (MS?) (-)-Epicatechin  121,0 + 8 4 ND
“Rt, Retentionszeit; RG, Rooibos griin; RF, Rooibos fermentiert; ND, nicht detektiert

Nr.

Verbindung

Uber mogliche im Rooibos enthaltene Flavan-3-ole findet man in der Literatur uneinheitliche
Angaben. Wihrend ALMAJANO et al. (2008) im Rahmen einer Studie zur antioxidativen
und -mikrobiellen Aktivitit von 13 Teesorten - darunter auch Rooibos - keine Catechine
detektieren konnten, wiesen KRAFCZYK et al. (2008) bei der Charakterisierung phenolischer
Inhaltsstoffe des Rooibos (+)-Catechin nach. Eine Quantifizierung erfolgte bislang nicht.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte in griinem Rooibos das Flavan-3-ol (-)-Epicatechin (53) in
einer Konzentration von 121 mg/kg bestimmt werden. Nach Anreicherung der Polyphenole
im grofleren Maf3stab (siehe 2.1.1.3) wurden in griinem und auch fermentiertem Rooibos
dartiber hinaus in Spuren (+)-Catechin (m/z 289 [M-H]') via LC-MS/MS detektiert.

KUHR & ENGELHARDT (1991) konnten in griinem (1,03 g/100 g) und schwarzem Tee
(0,64 g/100 g) einen deutlich hoheren (-)-Epicatechin-Gehalt nach methanolischer Extraktion
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(2 g Tr/200 mL) quantifizieren. Nach wissriger Extraktion (1 g Tr/100 mL) ermittelten
KHOKHAR & MAGNUSDOTTIR (2002) im Rahmen der Bestimmung der Catechin- und
Coffeingehalte von in Grofbritannien konsumierten Tees durchschnittliche (-)-Epicatechin-
Konzentrationen von 0,11-0,56 g/100 g in schwarzem und 0,44-0,95 g/100 g in griinem Tee.
Die (+)-Catechin-Konzentrationen lagen mit 0,05-0,17 bzw. 0,07-0,13 g/100 g deutlich
niedriger.

Die Ursache fiir den geringen Gehalt von Flavan-3-olen im fermentierten Rooibos sind
vermutlich die stofflichen Verdnderungen wéhrend der ,,Fermentation®. Beim schwarzen Tee
werden die Catechine beispielsweise enzymatisch oxidiert und kondensieren zu hoher-
molekularen Polyphenolen bzw. Pigmenten (z.B. Theaflavine und Thearubigine — siche 1.1 &
2.1.3). Ahnliche Umsetzungen sind auch fiir den Rooibos wahrscheinlich (siche 2.1.4.2).

2.1.1.5 Bestimmung von Hydroxyzimtsidurederivaten (Chlorogensiuren)

Uber im Rooibos vorliegende Hydroxyzimtsiurederivate gibt es bislang kaum Unter-
suchungen. KRAFCZYK et al. (2008) konnten Chlorogensédure (5-CQA) in fermentiertem
Rooibos nachweisen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Zielverbindungen
durch Festphasenextraktion (SPE) an Polyamid angereichert und mittels LC-MS/MS zunéchst

qualitativ analysiert.
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Abbildung 2.7: EIC charakteristischer lonenspuren (a) m/z 353 [M-H]’, b) m/z 337 [M-H] und c) m/z
367 [M-H]) von Chlorogensduren nach Aufarbeitung von unfermentiertem Rooibos - Peakzuordnung:
siche Tabelle 2.6.

Abbildung 2.7 zeigt Extracted Ion Chromatogramme charakteristischer lonenspuren der
Chlorogensduren. Die Ionenspur mit m/z 353 [M-H] stellt die mono-Caffeoylchinasdureester
(2, 44, 55) dar. Das Fragment m/z 191 [M-H] zeigt China- und m/z 179 [M-H] Kaffeesidure
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an (Tabelle 2.6). Die Ionenspur mit m/z 337 [M-H] ist charakteristisch fiir p-Cumaroyl-
chinasdureester (43a, 43b, 46). Von 3-pCouQA (43a & 43b) existiert vermutlich ein
Stellungsisomer, wie das identische Fragmentierungsmuster andeutet. Dieses zeigt in erster
Linie die Fragmente m/z 163 [Cumarsdure-H]" und m/z 173 [Chinasdure-H,O-H]". Fiir
Feruloylchinasédureester (45) ist die lonenspur m/z 367 [M-H] spezifisch. Das Hauptfragment
m/z 193 [M-H] représentiert Ferulasdure. Ein Schema fiir die Identifikation von Chlorogen-
sduren mittels LC-MS" ist bei CLIFFORD et al. (2003) dargestellt.

Die im griinen und fermentierten Rooibos vertretenen Hydroxyzimtsdurederivate wurden
durch externe Kalibriergeraden der Referenzsubstanzen Chlorogen-, Ferula- und Cumarsédure
tiber die jeweiligen relativen Responsefaktoren (RRF) per HPLC-DAD quantifiziert
(Tabelle 2.6 — sieche 4.5.5).

Tabelle 2.6: Ubersicht iiber Hydroxyzimtsiurederivate und deren Gehalte im Rooibos (Haupt-
fragmente unterstrichen)”

Rt [M-H| MS? . Gehalt [mg/kg]
NC imin]  m4 e Verbindung —p =0 —4) RF(n=4)
2 73 353 191, 179, 135 — 127 (MS’)  3-CQA 534+32  156+06
55 144 353 191,179, 161 — 127 (MS®)  5-CQA 12,2+1,1 1,8+0,2
44 16,1 353 179,173,135 — 111 (MS®)  4-CQA 85+09  5,0+0.2
Y coa 741452 224+10
43a 11,9 337 163,191,173 > 119 (MS®)  3-pCouQA 152+1,0 3,1+0.2
43b 12,7 337 163,191,173 > 119 (MS®)  3-pCouQA 80,9+4,5  7,5+0,2
46 20,6 337 173, 163 — 155, 115 (MS®)  4-pCouQA 54+0,1 1,2+0,1
Yocoon  101,5£56 11,8+0,5
45 157 367 193,191 — 149, 134 (MS®)  3-FQA 39+06  1,1+0,1

D coApCouQaFQa 1795+ 11,4 353 +1,6

“Werte angegeben als Mittelwerte + Standardabweichung. Rt, Retentionszeit; RG, Rooibos griin; RF,
Rooibos fermentiert; CQA, Caffeoylchinasidureester; FQA, Feruloylchinasdureester; pCouQA,
p-Cumaroylchinasdureester

Der Gesamtgehalt an Hydroxyzimtsdurederivaten ist im griinen Rooibos (ca. 180 mg/kg)
ungefihr fiinfmal so hoch wie im fermentierten Pflanzenmaterial (ca.35 mg/kg).
Dominierend im unverarbeiteten Erzeugnis ist 3-pCouQA (43b) mit ca. 81 mg/kg, gefolgt von
3-CQA (2) mit 53 mg/kg. Im fermentierten Produkt tiberwiegt 3-CQA (2) mit ca. 16 mg/kg
und 3-pCouQA (43b) mit 8 mg/kg. 3-FQA (45) stellt in beiden Ausgangsmaterialien den
geringsten Anteil. Fiir schwarzen Tee werden Gesamtgehalte an Chlorogensduren von 3,1-
4,5 g/lkg angegeben (LAKENBRINK et al., 2000), fiir Rostkaffee-Mischungen durch-
schnittliche 3- bzw. 5-CQA-Gehalte von 5,01 bzw. 11,04 g/kg (KIEHNE, 1997).

2.1.2 Bestimmung von Proanthocyanidinen

Die Proanthocyanidinzusammensetzung des Rooibos war bislang kaum Gegenstand der
Forschung. Lediglich JOUBERT (1990) untersuchte den Gesamtproanthocyanidingehalt von
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sprith- und gefriergetrockneten Rooibosextrakten. Identifiziert wurde bisher das Procyanidin
B3 (BRAMATI et al. 2002).

Zur Bestimmung der Proanthocyanidine wurden diese aus dem Probenmaterial selektiv
extrahiert, mittels Polyamidsdulenchromatographie angereichert und via LC-MS/MS
analysiert (siche 4.5.6). Abbildung 2.8 zeigt EIC charakteristischer lonenspuren oligomerer
Proanthocyanidine. Die identifizierten Verbindungen sind in Tabelle 2.7 aufgefiihrt.
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Abbildung 2.8: EIC charakteristischer lonenspuren (a) m/z 577 [M-H] — Dimere, b) m/z 865 —
Trimere und ¢) m/z 1153 — Tetramere) der Procyanidine nach Aufarbeitung von unfermentiertem
Rooibos - Peakzuordnung: siche Tabelle 2.7.

Tabelle 2.7: Uberblick iiber Proanthocyanidine im fermentierten und unfermentierten Rooibos
(Hauptfragmente unterstrichen)®

Rt [M-HJ MS?

Nr. . Verbindung
[min] m/z m/z

56 27,0 577 559,451,425, 407, 289, 287, 245 C/EC-Dimer

57 46,9 577 559,451,425, 407, 289, 287, 245 C/EC-Dimer

58 20,1 865 847,739, 713, 695, 577, 525, 451, 425, 407, 289, 287  C/EC-Trimer
59 279 865 847,739,713, 695, 577, 525, 451, 425, 407, 289, 287  C/EC-Trimer
60 345 865 847,739, 713, 695, 577, 525, 451, 425, 407, 289, 287  C/EC-Trimer
61 35,8 865 847,739, 713, 695, 577, 525, 451, 425, 407, 289, 287  C/EC-Trimer
62 378 865 847,739,713, 695, 577, 525, 451, 425, 407, 289, 287  C/EC-Trimer
63 395 865 847, 739, 713, 695, 577, 525, 451, 425, 407, 289, 287  C/EC-Trimer
64 26,7 1153 1027, 865, 739, 701, 577, 557, 451, 425, 407, 289, 287 C/EC-Tetramer
65 329 1153 1027, 865, 739, 701, 577, 557, 451, 425, 407, 289, 287 C/EC-Tetramer
66 375 1153 1027, 865, 739, 701, 577, 557, 451, 425, 407, 289, 287 C/EC-Tetramer

Rt, Retentionszeit; C, (+)-Catechin; EC, (-)-Epicatechin

Elf Proanthocyanidine mit unterschiedlichem Polymerisationsgrad konnten bestétigt werden.

Dabei handelt es sich ausschlieflich um aus (+)-Catechin- bzw. (-)-Epicatechineinheiten
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aufgebaute Dimere (56, 57), Trimere (58-63) und Tetramere (64-66) mit den Pseudo-
molekiilionen m/z 577, 865 und 1153 [M-H]. Die im negativen Modus beobachteten

Fragmente werden am Beispiel eines C-4—C-8 verkniipften dimeren Procyanidins erldutert
(Abbildung 2.9).

m/z 407

m/z 451 m/z 289

Abbildung 2.9: Fragmentierungsmuster eines dimeren Procyanidins (nach GU et al., 2003)

Das Fragment m/z 451 [M-H] entsteht durch die Abspaltung eines Phloroglucinolringes
(heterozyklische Spaltung), wihrend das Fragment m/z 425 [M-H] aus einer Retro-Diels-
Alder-Spaltung hervorgeht. Durch die Spaltung der interflavanoiden Bindung (Chinonmethid)
ist die Bildung der Fragmentionen my/z 289 und 287 [M-H] moglich (GU et al., 2003;
KARONEN et al., 2004). Da als Hauptcatechin des griinen Rooibos (-)-Epicatechin (53)
identifiziert werden konnte (siehe 2.1.1.4), bestehen die Procyanidine vermutlich haupt-
sdchlich aus (-)-Epicatechineinheiten.

Die Quantifizierung der dimeren und oligomeren Proanthocyanidine erfolgte aufgrund des
Fehlens kommerziell verfiigbarer Standards als Catechin-Aquivalente unter Beriicksichtigung
der relativen Responsefaktoren (HILAL, 2010 — siche 4.5.6). Fiir das Epicatechin/Catechin-
Dimer und -Tetramer lagen keine Werte vor. Die molare Absorption eines dimeren
Procyanidins ist jedoch ungefdhr zweimal so hoch wie die von Catechin; die eines Trimers

dreimal so hoch usw.. Der Einfluss der interflavonoiden Bindung auf die Absorption ist bei
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Procyanidinen aufgrund einheitlicher Bindungsform vernachlédssigbar (ZIMMERMANN &

GALENSA, 2007).

Tabelle 2.8: Uberblick iiber Proanthocyanidingehalte im Rooibos”

Gehalt [mg/kg]

Nr. Verbindung RG (n=5) RF (n=>5)
56 C/EC-Dimer 18,38 ND
57 C/EC-Dimer 32,39 + 8,81 "
> Dimere 51,27 £ 8,81 -
58 C/EC-Trimer b -
59 C/EC-Trimer 634,58 + 36,78 "
60 C/EC-Trimer 58,75 + 4,98 "
61 C/EC-Trimer 117,59 + 5,70 **
62 C/EC-Trimer * *
63 C/EC-Trimer 25,50 "
> Trimere 836,42 + 47,46 -
64 C/EC-Tetramer 35,66 ND
65 C/EC-Tetramer 899,42 + 38,83 **
66 C/EC-Tetramer 325,73 +20,78 "

ZTetramere

1260,81 + 59,61

“Werte angegeben als Mittelwerte + Standardabweichung (als
Catechin-Aquivalente). RG, Rooibos griin; RF, Rooibos fermentiert;
C, (+)-Catechin; EC, (-)-Epicatechin; ND, nicht detektiert; ", nur bei
einer Probe unter Verdopplung der Einwaage quantifizierbar; ~, in
Spuren

Im Gegensatz zu den dimeren und oligomeren Procyanidinen im griinen Rooibos sind im
fermentierten Produkt nur Spuren zu detektieren. Die Ursache liegt vermutlich in der
verstarkten Bildung von hohermolekularen Braunungsprodukten aus den Dimeren und
Oligomeren wéhrend des Fermentationsprozesses. Im unfermentierten Pflanzenmaterial
dominieren mit ca. 1261 + 60 mg/kg die Tetramere (64-66), gefolgt von den Trimeren (58-63)
und Dimeren (56-57).

Um zu zeigen, dass die polymeren Strukturen in beiden Pflanzenmaterialien u.a. aus Pro-

anthocyanidinen bestehen, wurde die Phloroglucinolyse eingesetzt (siche 2.1.3).

2.1.3 Bestimmung von Spaltprodukten nach Phloroglucinolyse

Wihrend die Analyse intakter Proanthocyanidine Aufschluss iiber ihre durchschnittliche
mittlere Molmasse und deren Verteilung gestattet, erhdlt man durch sdurekatalytische
Spaltung der Proanthocyanidine Informationen iiber deren Zusammensetzung (Baustein-
analyse) und die Natur der interflavonoiden Bindung (milde Phloroglucinolyse). Diese ist
leicht spaltbar und fiihrt zu einer Depolymerisierung der Proanthocyanidine, wobei terminale
Untereinheiten (Flavan-3-ole) und positiv geladene Carbokationen (Erweiterungseinheiten)
freigesetzt werden (Abbildung 2.10). Diese elektrophilen Intermediate konnen mittels
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nukleophiler Reagenzien unter Adduktbildung abgefangen und analysiert werden. Als
nukleophile Reagenzien werden z.B. Benzylmercaptan (RIGAUD et al., 1991; GU et al.,
2003) oder Phloroglucinol (PG) eingesetzt (KENNEDY & JONES, 2001).

OH OH
Y oo LY
OH OH
<— Erweiterungseinheit
..\“‘ O H

<— Terminale Untereinheit

OH
Dimeres Procyanidin (C-C)
OH OH
HO 0 \©: HO 0 @:
OH + - OH
OH OH
Carbokation terminale Einheit (C)
l‘* Nukleophil (Nuk) Nukleophile Reagenzien
OH SH
OH
OH
\Q;J\o H HO OH
OH Nuk Phloroglucinol Benzylmercaptan

Abbildung 2.10: Mechanismus der sdurekatalysierten Proanthocyanidinspaltung am Beispiel des
dimeren Procyanidins B3 (C-C) (nach KENNEDY & JONES, 2001). C, (+)-Catechin

Die durchgefiihrten Experimente belegen, dass die Polymere des Rooibos tiberwiegend aus
Proanthocyanidinen bestehen (prozentualer Anteil: 83 % (RG), 67 % (RF)), da sich der
»Polymerhump* im Bereich von 30-50 min durch Phloroglucinolyse nahezu vollstindig
zerlegen ldsst (Abbildung 2.11). Die polymeren Proanthocyanidine wurden anhand einer
modifizierten Methode nach HAMMERSTONE et al. (1999) als (+)-Catechin-Aquivalente
bei 280 nm quantifiziert. Der Gehalt liegt bei ungefihr 4,2 g/100 g im unverarbeiteten und
0,8 g/100 g (als Catechin-Aquivalente) im verarbeiteten Rooibos. Damit machen die
Proanthocyanidine neben den Dihydrochalkonen den groBten Teil der phenolischen
Verbindungen im Rooibos aus.

Die Diskrepanz in den Gehalten hat moglicherweise ihre Ursache in den bei der
»Fermentation® ablaufenden Prozessen. Denkbar wire die Umsetzung der Proanthocyanidine
oder - nach etwaigem partiellem Abbau - deren Bausteine zu hohermolekularen Braunungs-
produkten, die durch die Phloroglucinolyse nicht erfasst werden. Hinweise fiir diese

Annahmen gibt es in Bezug auf den Rooibos nicht. Fiir den schwarzen Tee konnten allerdings



50 Ergebnisse und Diskussion

neuere Untersuchungen zeigen, dass eine betrdchtliche Menge der kaum charakterisierten
Thearubigine aus polyhydroxylierten Catechindimeren besteht, die sich im Redoxgleich-
gewicht mit ihren korrespondierenden Chinonen befinden (KUHNERT et al., 2010 — siehe
1.1).
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Abbildung 2.11: Base Peak Chromatogramm von unfermentiertem Rooibos nach Direktmessung (a)
und Phloroglucinolyse (b) sowie EIC charakteristischer Ionenspuren von Phloroglucinoladdukten (c)
m/z 413 [M-H] und d) m/z 701 [M-H]’) sowie (+)-Catechin (67) (e) m/z 289 [M-H]') - Peakzuordnung:
siche Tabelle 2.9.

Nach Phloroglucinolyse konnten insgesamt 10 Phloroglucinol-Addukte (68-77) anhand ihrer
Fragmentierungsmuster bestétigt werden (Tabelle 2.9). Die Hauptfragmente gehen auf die
Abspaltung von Phloroglucinol [(M-H)-126] zuriick. Als terminale Einheit wurde lediglich
(+)-Catechin (67) freigesetzt. Als Erweiterungseinheiten konnten durch Vergleich der
Retentionszeiten und Fragmentierungsmuster mit den jeweiligen Referenzsubstanzen sowohl
ein C- als auch ein EC-PG-Addukt (68, 69: m/z 413 [M-H] — m/z 289 + m/z 126) identifiziert

werden. Somit liegen in beiden Pflanzenmaterialien polymere Procyanidine vor, die aus etwa
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19 % (RG) bzw. 23 % (RF) (+)-Catechin- und 81 % bzw. 77 % (-)-Epicatechineinheiten
zusammengesetzt sind (Tabelle 2.9).

Die Hydrolyse der polymeren Procyanidine lduft nicht vollstindig zu den monomeren
Bausteinen ab. So lieBen sich zu einem geringen Anteil auch C/EC-C/EC-PG-Addukte (70-
77: m/z 701 [M-H] — 2 x m/z 289 + m/z 126) charakterisieren (Tabelle 2.9).

Tabelle 2.9: Uberblick iiber Phloroglucinol-Addukte und deren Gehalte im Rooibos (Hauptfragmente
unterstrichen)”

Rt [M-H| MS? . Gehalt [mg/kg]

N imin] s m Verbindung RG (n = 4) RF (n=4)
67 30,6 289 245,205, 179 C 464,54 + 1835 71,73 £ 4,36
68 20,2 413 287,261 C-PG 1493,11 + 64,46 290,94 + 16,23
69 222 413 287,261 EC-PG 6468,58 + 256,58 982,41 + 30,69
Serceg 796169 £321,04  1273.35+ 46,92
70 21,1 701 575,549,449, 413,287  C/EC-C/EC-PG i ND
71 293 701 575,549,449, 413,287  C/EC-C/EC-PG 31,77 + 4,63 ND
72 338 701 575,549,449, 413,287  C/EC-C/EC-PG ) ND
73 345 701 575,549,449, 413,287  C/EC-C/EC-PG ) ND
74 419 701 575,549, 449,413,287  C/EC-C/EC-PG ) ND
75 42,6 701 575,549, 449,413,287  C/EC-C/EC-PG 154,53 + 4,96 ND
76 44,1 701 575,549,449, 413,287  C/EC-C/EC-PG " ND
77 46,1 701 575,549, 449,413,287  C/EC-C/EC-PG ) ND
) C/EC-C/ECPG 186,30 = 9,59 -

“Werte angegeben als Mittelwerte + Standardabweichung (als Catechin-Aquivalente). Rt, Retentionszeit; RG,
Rooibos griin; RF, Rooibos fermentiert; C, (+)-Catechin; EC, (-)-Epicatechin; PG, Phloroglucinol; ND, nicht
detektiert; ", in Spuren

Der Vergleich zeigt, dass in Korrelation mit den Ausgangsgehalten der polymeren
Procyanidine (sieche oben) die Gehalte der Phloroglucinoladdukte im griinen Rooibos die des

fermentierten Erzeugnisses deutlich tibertreffen.

2.1.4 Bestimmung der Lagerstabilitit von Rooibosflavonoiden

2.1.4.1 Fertiggetrinke

Aufgrund der positiven Beurteilung von Kriuter- und Friichtetees durch den Verbraucher
werden verstiarkt Extrakte zur Herstellung von Fertiggetranken (,,RTD-Beverages®) ein-
gesetzt. Zur Untersuchung der Stabilitdt von Flavonoiden in solchen Produkten wurden mit
handelsiiblichen Fertiggetranken Lagerversuche durchgefiihrt. Diese setzten sich aus einem
von der Firma Plantextrakt GmbH & Co. KG aus griinem Rooibos gewonnenen Extrakt
(,,Rooibos nativ — Extraktanteil im Fertiggetrank: 1,96 g/500 mL) sowie Zucker, Wasser,
Sdure und Aroma zusammen. Mit Fertiggetrdnken identischer Rezeptur (frisch und nach
neunmonatiger Lagerung) wurden Nutrikinetikexperimente mit einem frischen und einem
gelagerten Produkt durchgefiihrt (siehe 2.3).
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Die Flavonoidgehalte des eingesetzten Extrakts sind im Vergleich zu denen in einem
hausiiblichen Teeaufguss (2 g Tr/200 mL Wasser — sieche 4.5.2) in Tabelle 2.10 angegeben.
Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur mit und ohne Lichtschutz (,,RT m.LS%,
»RT 0. LS*) sowie im Kiihlschrank (+4 °C, ,KS*), Tiefkiihlraum (-18 °C, ,,TK*) und
Trockenschrank (+40 °C, ,,TS). Jeweils zu Beginn sowie nach 1, 3, 6, 12, 16, 22 und 29
Monaten wurden die Flavonoidgehalte erfasst (siehe 4.5.8) und der Gesamtpolyphenolgehalt

nach Folin-Ciocalteu photometrisch ermittelt (siche 4.4.3).

Tabelle 2.10: Flavonoidgehalte (in g/100 g) des zur Herstellung der Fertiggetrinke verwendeten
Extrakts (,,Ro0ibos nativ*)

Rooibosextrakt Haushaltsiiblicher

VeI ,,Ro0ibos nativ* Teeaufguss
Isoorientin (11) 1,41 0,27
Orientin (14) 1,13 0,18
Aspalathin (16) 6,75 2,99
Rutin (18) 0,69 0,08
Isovitexin (20) 0,14 0,03
Vitexin (21) 0,16 0,02
Nothofagin (25) 0,95 0,36

Die Quantifizierung der Flavonoide in den Fertiggetridnken erfolgte durch Doppelbestimmung
mittels HPLC-DAD. Zur sicheren Peakzuordnung wurden fiir jeden Messzeitpunkt LC-
MS/MS-Messungen durchgefiihrt. Exemplarisch ist in den Abbildung 2.12 die Entwicklung
des Orientin- (14) und Aspalathingehalts (16) iiber den gesamten Messzeitraum dargestellt.

Erwartungsgemdl sind bei Trockenschranklagerung die stirksten Abnahmen (nach einem
Jahr — 16: -60 %; 14: -8 %), bei Lagerung im Tiefkiihlraum die geringsten (nach einem Jahr
— 16: -7 %; 14: -3 %) zu verzeichnen. Die Stirke der Abnahme fillt in Abhéngigkeit von der
chemischen Struktur des betrachteten Flavonoids unterschiedlich aus. So ist - unabhéngig von
der Lagerart - das 8-C-glucosid Orientin (14) stabiler als sein Stellungsisomer Isoorientin (11:
6-C-glucosid). Ahnliches gilt fiir das Isomerenpaar Isovitexin (20: 6-C-glucosid) und Vitexin
(21: 8-C-glucosid). Bei den O-glykosiden wird Luteolin-O-hexosid (24) weit weniger stark
abgebaut als die 3-O-glykoside Rutin (18), Hyperosid (22) und Isoquercitrin (23). Die
Lagerung im Tiefkiihlraum bietet gegeniiber der im Kiihlschrank nur geringfiigige Vorteile.

Insgesamt betrachtet liegen bei den Dihydrochalkon-C-glucosiden Aspalathin (16) und
Nothofagin (25) im Vergleich zu den Flavon-C/O- und Flavonol-O-glykosiden die stirksten
Riickginge in den Gehalten (insbesondere bei RT- und TS-Lagerung) vor. Die Ursache ist in
der verstirkten Bildung von polymeren Strukturen aus beiden Dihydrochalkonen mit
zunehmender Temperatur (TS bei 40 °C = fermentative Bedingungen) zu sehen (siehe 1.2.3
und 2.1.4.2). Diese hohermolekularen Substanzen weisen vermutlich eine geringere Anzeige-

empfindlichkeit (Responsefaktor) im Folin-Ciocalteu-Test auf als die intakten Dihydro-
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chalkone. Dieses ist neben der geringeren Loslichkeit der Braunungsprodukte als wesentlicher
Grund fiir die beobachtete stetige Abnahme des Gesamtphenolgehalts anzufiihren. In
Ubereinstimmung mit dieser Annahme ergaben sich fiir diesen Parameter die groBten Verluste

bei der Trockenschranklagerung.
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Abbildung 2.12: Entwicklung des Gehalts an Orientin (a) und Aspalathin (b) in Abhéngigkeit von der
Lagerdauer und -art

2.1.4.2 Inkubation von Aspalathin und Nothofagin

Um genauere Aussagen iber die bei der ,,Fermentation” ablaufenden Prozesse treffen zu
konnen, wurden zur Simulation fermentativer Bedingungen Aspalathin (16) und Nothofagin
(25) in Wasser gelost und bei 40 °C unter Lichteinfluss inkubiert. Abbildung 2.13 stellt die
resultierenden HPLC-DAD-Chromatogramme exemplarisch fiir Aspalathin (16) an drei
verschiedenen Messpunkten vor. Uber LC-MS/MS-Messungen erfolgte die Substanzidenti-
fizierung.

Die qualitative Betrachtung der Chromatogramme zeigt zum einen den bereits beschriebenen
Abbau von Aspalathin (16) unter bevorzugter Bildung der (R/S)-Eriodictyol-6-C-glucoside 9
und 10 (Tabelle 2.11), die im Gegensatz zu den 8-C-glucosiden 15 und 17 zu Isoorientin (11)
und Orientin (14) weiterreagieren konnen (KRAFZCYK & GLOMB, 2008 — siehe 1.2.3).
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Abbildung 2.13: Inkubation von Aspalathin (16 — 5 mg/mL — 287 nm) (a) Lagerungsbeginn; b) nach
60 h bei 40 °C; c) wie b) +24 h bei 60 °C) - Peakzuordnung: siehe Tabelle 2.11

Tabelle 2.11: Uberblick iiber die bei der Inkubation von Aspalathin (16) identifizierten Verbindungen
(Hauptfragmente unterstrichen)®

Rt

[M-HJ

MS?

[min] m/e m/e Verbindung
9 21,4 449 359, 329 (S)-Eriodictyol-6-C-glu
10 22,2 449 359, 329 (R)-Eriodictyol-6-C-glu
14 23,8 447 357,327 Orientin
15 24,1 449 359, 329 (S)-Eriodictyol-8-C-glu
16 24,6 451 361, 331 Aspalathin
17 255 449 359, 329 (R)-Eriodictyol-8-C-glu
78 27,2 901 811, 781, 721, 691, 661, 523, 493, 449  Aspalathin-Dimer 1
79 275 901 811, 781, 721, 691, 661, 523, 493, 449  Aspalathin-Dimer 2
80 387 289 271,245,167, 125 2',3,4",4,6"-Pentahydroxy-

dihydrochalkon

Rt, Retentionszeit; glu, glucosid

Zum anderen ist ein zweiter Prozess zu beobachten: Aspalathin (16) scheint bei Luftkontakt
auf nichtenzymatischem Weg zu héhermolekularen Braunungsprodukten oxidiert zu werden
(Abbildung 2.14). In diesem Kontext konnten zwei aus jeweils zwei Aspalathineinheiten
aufgebaute Dimere (78, 79) mit dem Pseudomolekiilion m/z 901 [M-H] identifiziert werden.
Das Fragment m/z 449 [(M-H)-452] bestitigt die fiir dimere Strukturen zu erwartende
Abspaltung eines Aspalathinmolekiils. Die Fragmente m/z 811 [(M-H)-90], 781 [(M-H)-
120], 721 [(M-H)-180], 691 [(M-H)-210]" und 661 [(M-H)-240] sind charakteristische
Bruchstiicke von Di-C-glykosiden und geben einen Hinweis auf die Dimerisierung des Mono-
C-glucosids Aspalathin (16). KRAFCZYK et al. (2009b) klirten beide Dimere mittels NMR-
Spektroskopie und CD-Messungen (Circulardichroismus) auf und charakterisierten diese als

Atropisomere.
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Nothofagin (25) reagiert iiber die vier (R/S)-Naringenin-6/8-C-glucoside zu den Flavonen
Isovitexin (20) und Vitexin (21), die sich allerdings nur in Spuren im Inkubationsansatz
nachweisen lieBen. Die Oxidationsprozesse laufen aufgrund des Fehlens der o-Dihydroxy-
struktur am B-Ring deutlich langsamer als beim Aspalathin (16) ab. Eine verringerte
Braunung ist die Folge. In Analogie zu Aspalathin (16) deutet das detektierte Pseudo-
molekiilion m/z 871 [M-H] zusammen mit dem Fragment m/z 435 [(M-H)-436]" auf ein
bislang nicht beschriebenes Dimer von Nothofagin (25) hin.

Der in Abbildung 2.14 dargestellte Mechanismus der Dimerisierung spielt ebenfalls eine
Rolle bei der Bildung von Bisflavanolen, die ihrerseits bedeutende Zwischenprodukte auf
dem Weg zu farbigen Strukturen wie Theaflavinen und Thearubiginen sind (TANAKA et al.,
2002; KRAFZCYK et al., 2009b).

OH
HO l OH I OH
Glu
OH O

Aspalathin (16)
¢Oxidation

OH O OH O
Aspalathin-Dimer (78/79) Aspalathin-Dimer (78/79)

Abbildung 2.14: Oxidative Kopplung von Aspalathin (16) unter Bildung der Atropisomere 78 und 79
(nach KRAFZCYK et al., 2009b). Glu, glucosid

Die Gehalte der Abbau-/Umsetzungsprodukte von Aspalathin (16) sind in Abbildung 2.15
graphisch gegen die Messzeitpunkte aufgetragen. Bis zu einer Inkubationsdauer von ca. 24 h
ist eine exponentielle Zunahme der Gehalte von (R)- und (S)-Eriodictyol-6-C-glucosid (9, 10)
zu beobachten, die dann in annidhernd lineare Anstiege tibergehen. Eine dhnliche Entwicklung
liegt fiir das Aglykon von Aspalathin (80) vor. Der Kurvenverlauf der beiden Dimere 78 und
79 ist zu Beginn der Braunungsreaktionen mit denen der (R/S)-Eriodictyol-6-C-glucoside 9
und 10 vergleichbar. Fiithrt man die Inkubation unter drastischeren Bedingungen (24 h

Lagerung bei 80 °C) fort, so ist nach Erreichen der Maximalkonzentration eine Verringerung
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der Dimer-Gehalte unter zunehmender Polymerisierung und Briunung (bei 450 nm erfasst) zu
beobachten. Ferner steigen die Gehalte der (R/S)-Eriodictyol-6-C-glucoside 9 und 10
betrdchtlich, womit sich hohere Konzentrationen von Isoorientin (11) und Orientin (14)

ergeben.
—e— (S)-Eriodictyol-6-C-glu (9) —m— (R)-Eriodictyol-6-C-glu (10)
—A— Aspalathin-Dimer (78+79) — Aglykon von Aspalathin (80)
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Abbildung 2.15: Gehalte der aus Aspalathin (16) entstehenden Abbau- bzw. Umsetzungsprodukte in
Relation zu der Inkubationsdauer (Aspalathingehalt auf Sekundirachse aufgetragen)

Die beschriebenen Umsetzungsprodukte von Aspalathin (16) treten auch in den Fertigge-
trainken auf. So ist eine stetige Zunahme der Gehalte von (S)- und (R)-Eriodictyol-6-C-
glucosid (9,10) bei gleichzeitigem Aspalathinabbau mit steigender Lagerdauer zu
beobachten. In Abhidngigkeit von der Lagerart sind die Bildungssraten der Produkte
erwartungsgemaf unterschiedlich schnell. So werden die Hochstgehalte der Dimere 78 und 79
bei Trockenschranklagerung frither erreicht als bei der Tieftkiihllagerung. Dementsprechend

setzt bei erst genannter Lagerart eine frithere Braunung und Triibung der Fertiggetranke ein.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass mit Blick auf Aspalathin (16) als einem
wertgebenden Rooibosbestandteil eine Lagerung der Fertiggetranke bei 8 °C empfehlenswert
ist, da bei Raumtemperaturlagerung unter Lichtschutz nach nur einem Monat bereits 10 % der

urspriinglich enthaltenen Menge abgebaut werden.
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2.2 1. Humanstudie: Rooibostee & aktive Fraktion

2.2.1 Bioverfiigbarkeitsstudien mit Rooibos

Mit Rooibos wurden bereits zwei Humanstudien durchgefiihrt. STALMACH et al. (2009)
verabreichten zehn Probanden Rooibosgetranke aus dem unfermentierten und fermentierten
Pflanzenmaterial. Acht Metabolite (O-methylierte, -sulfatierte und -glucuronidierte
Metabolite von Aspalathin und zusitzlich Eriodictyol-O-sulfat) konnten im Urin identifiziert
werden. Hauptausscheidungsprodukt nach Verabreichung des unfermentierten Produkts war
methyliertes und glucuronidiertes Aspalathin, dasjenige nach Gabe des fermentierten
Teegetrinks Eriodictyol-O-sulfat. Der Hauptteil der Metabolite von Aspalathin wurde
innerhalb von 5 h nach Teegabe ausgeschieden. Im Plasma konnten keine intakten Flavonoide
sowie deren Metabolite detektiert werden.

Bei einer weiteren Studie mit sechs Probanden wurde ein Teeaufguss aus griinem Rooibos
verabreicht (COURTS & WILLIAMSON, 2009). Methyliertes sowie methyliertes und
glucuronidiertes Aspalathin konnten im Urin der Studienteilnehmer nachgewiesen werden.
Plasmaproben wurden nicht entnommen.

Neben den beiden Humanstudien fithrten KREUZ et al. (2008) einen Tierversuch mit
Schweinen unter Verfiitterung eines aus unfermentiertem Rooibos hergestellten Extrakts iiber
einen Zeitraum von elf Tagen durch. Per LC-MS/MS wurden sechs Verbindungen (intaktes,
methyliertes, glucuronidiertes sowie glucuronidiertes und methyliertes Aspalathin, das
glucuronidierte Aglykon von Aspalathin und ein Metabolit des Eriodictyols) im Urin

identifiziert. Im Plasma konnten keine Zielverbindungen nachgewiesen werden.

2.2.2 Studiendesign

Die Humanstudie wurde in Kooperation mit der Leibniz Universitit Hannover (Institut fiir
Lebenswissenschaft und Humanerndhrung) als placebokontrollierte, monozentrische, offene
und vergleichende Cross-over-Studie durchgefiihrt. Sie umfasste drei separate Untersuchungs-
serien, in denen die einzelnen Priifprodukte verabreicht wurden. Die Planung und Durch-
filhrung erfolgte in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki (in der Version von
Tokio, 2004) und in Anlehnung an die Prinzipien guter klinischer Praxis. Der Ethikantrag
wurde durch die Freiburger Ethikkommission am 29.02.2008 genehmigt.

Bei der ersten, von Juni bis Juli 2008 durchgefiihrten Humanstudie erfolgte die Verabreichung
der Rooibosprodukte in Form eines herkommlichen Teeaufgusses und einer aus griinem
Rooibos isolierten aktiven Fraktion (siehe 2.2.3). Im Rahmen der zweiten Humanstudie im
Februar 2009 wurde ein frisches und ein gelagertes Rooibosfertiggetrank (Lagerung {iber

einen Zeitraum von neun Monaten bei Raumtemperatur und Dunkelheit) zur Testung ein-
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gesetzt (siehe 2.3). Als Placebo kam bei der ersten Humanstudie Wasser und bei der zweiten
ein den Prifprodukten &hnliches Priparat gleicher Rezeptur ohne den Zusatz von Rooibos-
extrakt zum Einsatz.

An beiden Humanstudien nahmen zwolf gesunde, minnliche Probanden teil, die alle Nicht-
raucher waren und weder an kardiovaskuldren, gastrointestinalen sowie hepatischen, noch
renalen und endokrinen Beschwerden litten (siehe 6.1). Das Alter der Teilnehmer variierte
zwischen 21 und 35 Jahren (im Mittel 25,3 Jahre) und der Body Mass Index (BMI) zwischen
20,0 und 27,4 kg/m* (im Mittel 23,4 kg/m?).

Wihrend einer Zeitspanne von zwei Wochen vor dem ersten Untersuchungstag (Depletions-
phase) und im Laufe der zweiwdchigen Humanstudie mussten die Probanden auf den Konsum
flavonoidhaltiger Lebens- und Genussmittel (z.B. Friichte, Gemiise, Tee, Kaffee, Wein und
Fruchtséfte) sowie die Einnahme flavonoidhaltiger Supplemente verzichten (siehe 6.2). Am
ersten Untersuchungstag wurden die Probanden randomisiert in drei Cross-over-Gruppen
eingeteilt und erhielten jeweils 500 mL des Placebos, Teegetrianks oder der aktiven Fraktion.
Standardisierte Mahlzeiten mit geringen Flavonoidgehalten und arm an Antioxidantien
wurden 0,5, 2 und 6 h nach Einnahme der Priifprodukte verabreicht (siche 6.3). Blutproben
wurden vor sowie 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 5 und 8 h nach der Gabe genommen und Urinproben
innerhalb sechs verschiedener Zeitintervalle (vor sowie 0-2, 2-4, 4-6, 6-8 und 8-24 h nach
dem Konsum) gesammelt. Die Gewinnung des Blutplasmas aus dem Vollblut erfolgte nach

dem in 4.4.5.2 beschriebenen Verfahren.

1. Biokinetik 2. Biokinetik 3. Biokinetik
| I |
T,-14 Tage t t, t3
\ A A J
Y Y f

Depletionsphase (14 d) Auswaschphase (7 d)  Auswaschphase (7 d)

| )
Absetzen von flavonoidhaltigen Supplementen und flavonoidreichen und ange-
reicherten Lebensmitteln

Abbildung 2.16: Exemplarische Darstellung des Ablaufs der beiden Humanstudien (d, Tage)

Zur Vermeidung einer gegenseitigen Beeinflussung der Priifprodukte waren die drei Unter-
suchungstage (t, to, t3) durch zwei einwdchige Auswaschphasen voneinander getrennt
(Abbildung 2.16). An den Untersuchungstagen wurden die Priifprodukte getauscht, so dass
jeder Proband alle drei Getridnke erhielt. Zwei der zwolf Probanden brachen die 1. Human-

studie aus personlichen Griinden ab.
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2.2.3 Isolierung der aktiven Fraktion

Eine aus griinem Rooibos isolierte aktive Fraktion wurde neben einem praxisiiblichen
Teeaufguss und Placebo als Priifprodukt bei der 1. Humanstudie eingesetzt. Diese wurde im
praparativen Mafstab mit Hilfe der Gegenstromverteilungschromatographie (HSCCC)
isoliert. Sie ist diejenige CCC-Fraktion, die sich durch das stdrkste antioxidative Potential im
TEAC-Assay (Trolox-Equivalent Antioxidant Capacity) auszeichnete. Die Isolierung erfolgte
nach dem in Abbildung 2.17 dargestellten Arbeitsschema.

| Methanol-Extrakt |

1. Fest-Fliissig-Extraktion

2. Trennung mittels Sdulen
chromatographie an XAD7

XAD7-Extrakt

3. Trennung mittels Gegenstrom-
verteilungschromatographie

| getrennte Fraktionen |

4. Untersuchung auf antioxidatives
Potential (TEAC-Assay)

aktive Fraktion

Abbildung 2.17: Arbeitsschema zur Isolierung der aktiven Fraktion aus griinem Rooibos

Griiner Rooibos wurde zunéchst einer Fest-Fliissig-Extraktion mit 70%igem Methanol unter
standardisierten Bedingungen unterzogen. Zur Gewahrleistung einer moglichst vollstandigen
und schonenden Extraktion der Flavonoide wurde eine Extraktionstemperatur von 60 °C und
-dauer von 60 min unter stindigem Riihren gewihlt. Nach Aufreinigung des methanolischen
Extrakts mittels einer Amberlite® XAD7-Sidule zur Entfernung von Stdrsubstanzen
(organische Séuren, Proteine oder Kohlenhydrate) wurde der XAD7-Extrakt durch HSCCC-
Trennung weiter fraktioniert.

Zur Optimierung der Trennbedingungen wurden vorab geeignete FlieBmittelsysteme durch
Verteilungsversuche ermittelt (siche 4.4.4). Insbesondere das System Ethylacetat/n-Butanol/
Wasser erwies sich mit Verteilungskoeffizienten von 0,5-1 bei Mischungsverhiltnissen im
Bereich von 5/0/5 und 4/1/5 (v/v/v) als geeignet (Tabelle 2.12). Die CCC-Ldufe machten
deutlich, dass das Verhéltnis von Ethylacetat und #-Butanol das Elutionsverhalten der Probe
und damit die Giite der Fraktionierung beeinflusst. Im Vergleich zu einer Absenkung des
Butanolanteils und der damit verbundenen Polaritédtsverringerung fithrt dessen Erh6hung zu
einer unzureichenden Trennung. Eine zusitzliche Reduzierung der Polaritét unter Substitution
des Butanols begiinstigte die Qualitit der Fraktionierung nicht weiter. Die Systeme 1 und 2
fihrten trotz geeigneter Verteilungskoeffizienten zu einer nicht zufriedenstellenden

Separierung in nur zwei Hauptpeaks.
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Tabelle 2.12: Getestete FlieBmittelsysteme fiir die Fraktionierung des XAD7-Extrakts von griinem
Rooibos mittels HSCCC (\BME, tert.-Butylmethylether)

Nr. /BME 2-Propanol Ethylacetat n-Butanol Wasser Verteilungskoeffizient

1 5 6 0 0 10 1,40
2 4 6 1 0 10 1,06
3 0 0 5 0 5 0,38
4 0 0 4,8 0,2 5 0,52
5 0 0 4,6 0,4 5 0,80
6 0 0 4,4 0,6 5 1,00
7 0 0 4,2 0,8 5 1,11
8 0 0 4 1 5 1,20

Zur Fraktionierung des XAD7-Extrakts wurde daher System 5 ausgewdhlt und dieses zur
Erzielung einer schnellen Trennung mit grolen Ausbeuten an aktiver Fraktion hinsichtlich der
Flussrate und Rotationsgeschwindigkeit optimiert. Bis zu einer Extrakteinwaage von ca. 3-4 g
bei 800 U/min und einem Fluss von 4-4,5 mL/min konnten gute Trennungen innerhalb relativ
kurzer Zeit (ca. 6 h) erzielt werden, was eine Isolierung der erforderlichen Mengen innerhalb
der begrenzten Zeit ermoglichte. Abbildung 2.18 zeigt das HSCCC-Chromatogramm einer
Trennung von 500 mg des XAD7-Extrakts. Es ergaben sich insgesamt neun Fraktionen
(inklusive der Coilfraktion), von denen F 5 mit rund 120 mg neben der Durchbruchsfraktion
F 1 (240 mg) den grofBten Anteil stellte.

350 A

300 -

OH O

+ Coil

F8

200 250 300 350 400 450
Zeit [min]

Abbildung 2.18: HSCCC-Chromatogramm (354 nm) des XAD7-Extrakts (FlieBmittel: Ethylacetat/n-
Butanol/Wasser (4,6/0,4/5, v/v/v))

Die Fraktionen wurden mittels HPLC-DAD und LC-MS/MS untersucht (Tabelle 2.13). Durch
den Einsatz der HSCCC konnte eine Fraktionierung des XAD7-Extrakts vorgenommen
werden. Die Rooibosflavonoide wurden dabei in Reihenfolge ihrer Polarititen aufgetrennt.
Hervorzuheben ist, dass sich die einzelnen Fraktionen bereits nach der CCC-Trennung durch

eine hohe Reinheit auszeichneten und eine Anreicherung der Hauptflavonoide erfolgte.
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6

1

Tabelle 2.13: Ubersicht iiber die in den CCC-Fraktionen mengenmiBig wichtigsten Verbindungen
nach Trennung von 500 mg des XAD7-Extrakts (Hauptverbindungen und -fragmente unterstrichen)

. Auswaage [M-H| MS? . Reinheit bei
Fraktion [mg] m/e /s Verbindung 354 nm [%]
F1 238,6 609  519,489,399,369 Luteolin-6,8-di-C-hexosid k.A.
593 503,473, 383,353 Apigenin-6,8-di-C-hexosid
F2 16,6 465 375, 345 Dihydroquercetin-C-hexosid k.A.
609 301 Rutin
F3 25,6 447 429,357,327 Isoorientin 10
609 301 Rutin 82
F4 26,0 447 429, 357, 327 Isoorientin 93
451 361, 331 Aspalathin 2
F5 118,5 447 357,327 Orientin 48
451 361, 331 Aspalathin 52
F 6 6,1 447 357,327 Orientin 76
451 361, 331 Aspalathin 2
431 413, 341, 311 Isovitexin 20
F7 3,1 431 413, 341, 311 Isovitexin 75
431 341, 311 Vitexin 9
F8 2,4 431 413, 341, 311 Isovitexin 2
431 341, 311 Vitexin 94
435 345,315 Nothofagin ND
Coil 27,2 463 301 Isoquercitrin 13
463 301 Hyperosid 29
447 285 Luteolin-O-hexosid 11
435 345, 315 Nothofagin 28
’k.A., keine Angabe (aufgrund komplexer Zusammensetzung); ND, nicht detektiert
E i;gg Isoorientin (11)
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2 1000
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= 0
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Abbildung 2.19: HPLC-DAD-Chromatogramme einiger Fraktionen nach HSCCC-Trennung von
griinem Rooibos (354 nm bzw. 287 nm fiir Aspalathin)



62 Ergebnisse und Diskussion

Zum Zweck der Isolierung von Reinsubstanzen aus dem Probenmaterial konnen die
Fraktionen exakter entsprechend des DC- anstatt des CCC-Chromatogramms vereint werden.
HPLC-DAD-Chromatogramme von HSCCC-Fraktionen, die nach diesem Verfahren ge-
wonnen wurden, sind in Abbildung 2.19 dargestellt. Die Reinheit der Flavonoide betrigt in
allen Féllen tiber 90 % (bei 354 bzw. 287 nm fiir Aspalathin (16)).

Neben den in Tabelle 2.13 aufgefiihrten Hauptverbindungen konnten eine Vielzahl von
Minorkomponenten nachgewiesen werden, die insbesondere in den komplexer zusammen-
gesetzten Fraktionen F 1-3 auftraten. Zu diesen Verbindungen gehoéren u.a. die sehr polaren
Flavon-di-C-glykoside Luteolin- (3) und Apigenin-6,8-di-C-hexosid (7) sowie einige
Hydroxyzimtséurederivate (z.B. 3-CQA (2)). In Abbildung 2.20 sind beispielhaft MS/MS-
Spektren von Flavon-di-C-glykosiden in F 1 aufgefiihrt, die anhand ihrer Fragmentierungs-

muster charakterisiert werden konnten (siehe 2.1.1).

Intens . -MS2(609.2), 16.4min #512
x1053 a) 489.1
27
13 369.0 399.0
] 327.0339.0 4290 4530 4711 51f'0 591.3
% A I\ N A da A A "~
x10 b) “MS2(593.1), 18.8min #598
| 4731
44
] 353.1
2 3831
| 455, 503.1
2970 325.1 397.0 412.9424.9 slso 4857 T} 5151 5330 5751 o
x10%§ MS2(563.2), 21.1min #682
3 C) 353.1
24 4431
E 383.1
= 296.9 4730
0:25,9»1 L 3230 365.1 3951 41314259 4558 | 4851 509_151|5.1 5450
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Abbildung 2.20: MS/MS-Massenspektren verschiedener Flavon-di-C-glykoside (m/z 609 [M-H]"
Luteolin-6,8-di-C-hexosid (a), m/z 593 [M-H]: Apigenin-6,8-di-C-hexosid (b), m/z 563 [M-H]: Iso-
schaftosid (c)) aus F 1

Der TEAC-Test wurde zur Ermittlung des antioxidativen Potentials der CCC-Fraktionen
herangezogen (Abbildung 2.21).
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Abbildung 2.21: Ubersicht iiber das antioxidative Potential (TEAC-Assay — Werte als Trolox-
Aquivalente angegeben) der CCC-Fraktionen. TE, Trolox-Aquivalente
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Die Fraktionen F5 (119mg) und F6 (6 mg), in denen Aspalathin (16) in hohen
Konzentrationen vorlag, zeichneten sich durch ein hohes antioxidatives Potential aus. Dieses
ist mit der o-Dihydroxy-Struktur am B-Ring des Dihydrochalkons zu erkldren, die eine Keto-
Enol-Tautomerie ermoglicht (siehe 2.1.1.2). Als weiterer Grund ist die 2°,6 -Dihydroxyaceto-
phenon-Anordnung innerhalb des Dihydrochalkongrundgeriistes zu nennen (NAKAMURA et
al.,, 2003). F7 (3 mg) und der Coil (27 mg) besitzen ebenfalls hohe TEAC-Werte, die
vermutlich bei F 7 auf Isovitexin (20) und Vitexin (21) sowie im Coil auf Hyperosid (22),
Isoquercitrin (23) und Luteolin-O-hexosid (24) sowie Nothofagin (25) zuriickzufiihren sind
(siehe 2.1.1.2). Der Vergleich der TEAC-Werte der Fraktionen mit denen der Reinsubstanzen
(siche Abbildung 2.5) zeigt, dass die Referenzsubstanz Aspalathin (16) mit 0,87 mmol TE/g
potenter ist als die CCC-Fraktionen, aus denen die Verbindung isoliert wurde (F 5 und F 6).
Somit liegt kein synergistischer Effekt vor. Die Ursache fiir die hohe Aktivitdt von F 7 ist
vermutlich auf die hohe Wirksamkeit von Isovitexin (20) zuriickzufithren. Demnach scheint
das 6-C-glucosid starker wirksam zu sein als das 8-C-glucosid (siehe 2.1.1.2).

Aufgrund der hohen Ausbeuten wurde als aktive Fraktion fiir den Einsatz in der Humanstudie
F S ausgewdhlt. Die zu isolierenden Mengen richteten sich nach dem Gehalt ihrer
Hauptverbindung (— Aspalathin (16)) im Teeaufguss. Dieser liegt im Bereich von 4,5-12,0 %
(SCHULZ et al., 2003). Ausgehend von einem vollstindigen Stoffiibergang aus dem
Pflanzenmaterial in den Aufguss mussten daher mindestens 1,8 g der aktiven Fraktion fiir
jeden der drei Untersuchungstage (=450 mg/Proband) isoliert werden, um vergleichbare
Mengen zu applizieren. Dieses gestattet die Beurteilung der Bioverfiigbarkeit des Dihydro-
chalkons in Abhéngigkeit von der Matrix (komplexes Teegetrink im Vergleich zur definiert
zusammengesetzten aktiven Fraktion). Abbildung 2.22 zeigt exemplarisch das HPLC-DAD-
Chromatogramm der fiir den 1. Untersuchungstag bereitgestellten, aktiven Fraktion (2,0 g).
Hauptbestandteil ist Aspalathin (16, Absorptionsmaximum (Ama): 287 nm), gefolgt von
Isoorientin (11), Orientin (14), Isovitexin (20) sowie Rutin (18).
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Abbildung 2.22: HPLC-DAD-Chromatogramm der aktiven Fraktion fiir den 1. Untersuchungstag
(354 nm): Isoorientin (11), Orientin (14), Aspalathin (16), Rutin & Quercetin-O-rutinosid (Isomer)
(18, 19), Isovitexin (20), Vitexin (21) und Nothofagin (25)
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2.2.4 Quantifizierung der Priifprodukte

2.2.4.1 Rooibostee

Die Flavonoidzusammensetzung des Rooibostees wurde durch HPLC-DAD-Messung
(Doppelbestimmung) von zwolf wissrigen Extrakten, die analog des Herstellungsverfahrens
fir die Humanstudie (siche 4.4.5.1) bereitet wurden, bestimmt. Der Teeaufguss ist zur
Erfassung auch intakter Verbindungen im Plasma und Urin etwas stdrker konzentriert als
praxisiiblich (— 10g Tr statt 5g Tr auf 500 mL Wasser). Abbildung 2.23 zeigt das
resultierende HPLC-DAD-Chromatogramm. Die Substanzidentifizierung erfolgte mittels LC-
MS/MS (Tabelle 2.14).
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Abbildung 2.23: HPLC-DAD-Chromatogramm eines wissrigen Extrakts von griinem Rooibos bei
354 nm (Bereitung analog Herstellungsverfahren fiir Humanstudie) - Peakzuordnung: siehe
Tabelle 2.14

Tabelle 2.14: Flavonoide im wissrigen Extrakt von griinem Rooibos (Hauptfragmente unterstrichen)®

Rt  dmax  [M-H| MS? .
Nr. | [ m/e m/s Verbindung
3 16,2 339 609 591,519, 489, 399, 369 Luteolin-6,8-di-C-hexosid
5 17,9 346 579 519, 489, 459, 429, 399, 369 Luteolin-6-C-pentosid-8-C-hexosid
7 18,9 339 593 575, 503, 473, 383, 353 Apigenin-6,8-di-C-hexosid
8 19,3 346 579 519, 489, 459, 429, 399, 369 Luteolin-6-C-hexosid-8-C-pentosid
11 22,2 348 447 429, 357, 327 Isoorientin
12 22,7 335 563 503,473, 443, 383, 353 Isoschaftosid
14 24,7 348 447 357,327 Orientin
16 26,1 287 451 361, 331 Aspalathin
18 27,6 354 609 301 Rutin
19 27,8 354 609 301 Quercetin-O-rutinosid (Isomer)
20 283 337 431 413, 341, 311 Isovitexin
21 289 337 431 341, 311 Vitexin
22 30,2 352 463 301 Hyperosid
23 30,7 352 463 301 Isoquercitrin
24 322 338 447 285 Luteolin-O-hexosid
25 34,1 287 435 345, 315 Nothofagin

Rt, Retentionszeit; A, Wellenldnge
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Die mengenméiBig relevanten Verbindungen wurden mit Hilfe externer Kalibriergeraden der
jeweiligen Referenzsubstanzen quantifiziert. Die Gehalte sind in Abschnitt 6.4 tabellarisch
aufgefiihrt.

Die Gesamtmenge an C-glykosylierten Dihydrochalkonen sowie C- und O-glykosylierten
Flavonoiden belief sich auf 893 + 21 umol. Hauptbestandteil des wissrigen Extrakts ist
Aspalathin (16) mit 663 =11 ymol (Absorptionsmaximum (Amax): 287 nm), gefolgt von
Nothofagin (25: 83 + 3 umol) und Isoorientin (11: 61 £ 3 gmol).

2.2.4.2 Aktive Fraktion

Die Quantifizierung der Hauptflavonoide der aktiven Fraktionen wurde mit Hilfe externer
Kalibriergeraden der jeweiligen Referenzsubstanzen vorgenommen. Die Ergebnisse sind in
Abschnitt 6.4 dargestellt.

Im Gegensatz zum Rooibostee konnten in der aktiven Fraktion die O-glykoside Hyperosid
(22), Isoquercitrin (23) und Luteolin-O-hexosid (24) nicht detektiert werden. Hauptbestandteil
ist mit ca. 623 £9 ymol Aspalathin (16), gefolgt von Orientin (14: 47 + 1 ymol) und
Nothofagin (25: 19 + 1 ymol). Damit betrdgt der Anteil an Aspalathin (16) in der aktiven
Fraktion ca. 87 %. Dessen Gehalt entspricht mit ca. 281 +4 mg/500 mL etwa dem im
Teeaufguss (300 + 5 mg/500 mL) (siehe 2.2.4.1). Die Gesamtflavonoidmenge war mit
717 £ 12 ymol im Vergleich zum Teeaufguss (893 =21 ymol) um ca. 20 % geringer. Zur
Veranschaulichung sind in Abbildung 2.24 die Flavonoidgehalte beider Rooibos-

formulierungen gegeniibergestellt.
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Abbildung 2.24: Gegeniiberstellung der Flavonoidgehalte in je 500 mL Teeaufguss und aktiver
Fraktion (Aspalathingehalte auf Sekundérachse aufgetragen). rut, rutinosid
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2.2.5 Grundlagen zur Plasma- und Urinaufarbeitung

Plasmaaufarbeitung

In der Literatur sind drei verschiedene Aufarbeitungsstrategien zur Untersuchung von
Blutplasma beschrieben. Sie zielen darauf ab, koeluierende Matrixbestandteile (z.B. Proteine
und Phospholipide) als Ursache von Matrixetfekten, hoher lonensuppression und Verlust an
Nachweisempfindlichkeit abzutrennen (TAYLOR, 2005) und gleichzeitig die Ziel-
verbindungen selektiv zu extrahieren. Matrixeffekte konnen z.B. durch die Fliissig-Fliissig-
und Festphasenextraktion minimiert werden. Beide Verfahren sind Methoden auf Basis einer
alleinigen Proteinfillung tiberlegen (BONFIGLIO et al., 1999).

1) Direktextraktion (Fliissig-Fliissig-Extraktion)

Durch Ausschiitteln mit organischen Losungsmitteln wie z.B. Ethylacetat ist es moglich, die
Zielverbindungen je nach Loslichkeit im Extraktionsmittel selektiv in die organische Phase zu
extrahieren (z.B. WARDEN et al., 2001). Nach Trocknung der organischen Phase im

Stickstoffstrom wird der Riickstand in mobiler Phase aufgenommen und analysiert

(Abbildung 2.25).

2. Extraktion LC-MS/MS
*Plasma corg. Phasen
*ISTD » Zentrifugation Vefelmeen *Riickstand
. PhOSphatprfer . Phasen trennen Wiederaufnehmen
(pH 3,5)
1) Vortex Trocknung im
2) 1. Extraktion N,-Strom

N

Abbildung 2.25: Schema der Plasmaaufarbeitung durch Direktextraktion. ISTD, Interner Standard

Aufgrund der Vielzahl phenolischer OH-Gruppen besitzen Polyphenole eine hohe Affinitit zu
Plasmaproteinen, insbesondere zu Plasmaalbumin. Diese nicht glykosylierte, kettenférmig
aufgebaute Verbindung stellt den 16slichen Hauptproteinbestandteil des Kreislaufsystems dar
und besitzt u.a. eine Speicher- und Transportfunktion fiir eine Vielzahl von Substanzen.
Addukte mit Flavonoiden wurden in einigen in vitro-Studien beobachtet (MANACH et al.,
1995; MANACH et al.,, 1996 —sieche 2.2.7.2). Treibende Kraft fiir Protein-Flavonoid-
Assoziationen sind Wasserstoffbriickenbindungen sowie ionische und hydrophobe Wechsel-
wirkungen (PAPADOPOULOU et al., 2004). Da die Flavonoide im Verbund mit Albumin
der LC-MS/MS-Analytik nicht zugénglich sind, miissen diese Addukte gespalten werden.
Dazu werden saure Puffersysteme oder Séduren wie o-Phosphorsdure, Salzsdure oder
Trichloressigsdure verwendet (ROURA et al., 2005; ZIMMERMANN et al., 2009). Die
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Zugabe von Siure fiihrt zur Denaturierung der Plasmaproteine (siehe Direktextraktion mit
vorgeschalteter Fillung), so dass deren Abtrennung erleichtert wird. Zur Erzielung zufrieden-

stellender Extraktionsausbeuten ist eine mehrfache Extraktion des Plasmas erforderlich.

2) Direktextraktion mit vorgeschalteter Fillung

Bei diesem Aufarbeitungsverfahren wird die Direktextraktion mit einer vorgeschalteten
Proteinfillung kombiniert (z.B. LI et al., 2000), um Plasmaproteine selektiv abzutrennen.
Hierzu eignen sich Alkohole (Methanol, Ethanol, etc.), Acetonitril oder Dimethylformamid
(ZIMMERMANN et al., 2009). Zur Vermeidung zu hoher lokaler Konzentrationen und zu
groBer Wirmeentwicklung ist von entscheidender Bedeutung, dass das Fillungsreagenz
eiskalt und langsam zugegeben wird. Nach Fillung und Zentrifugation wird der Uberstand

abgenommen und einer Fliissig-Fliissig-Extraktion unterzogen oder direkt analysiert.

3) Festphasenextraktion (SPE)

Die dritte Methode beruht auf einer Festphasenextraktion des Plasmas an RP-Material

(Abbildung 2.26).

Trocknung im

¢ Plasma N,-Strom -Rﬁckstand
* ISTD « Prikonditionierung wiederaufnehmen
* Phosphatpuffer * Probenaufgabe
i ¢ Waschschritt
¢ Elution
Festphasen- J
extraktion (SPE) LC-MS/MS

N

Abbildung 2.26: Schema der Plasmaaufarbeitung durch Festphasenextraktion. ISTD, Interner
Standard

Der Waschschritt dient der Abtrennung von Storsubstanzen und Plasmaproteinen, wihrend
die Zielverbindungen an der stationdren Phase retardiert und im nachfolgenden Schritt
sukzessive von der Kartusche eluiert werden (ERLUND et al., 2000; UNNO et al., 2005). Der
Trocknung des Eluats im Stickstoffstrom und Wiederaufnahme des Riickstands in mobiler
Phase schlief3t sich die LC-MS/MS-Messung an.

Die SPE eignet sich insbesondere zur Bestimmung von Analyten in komplexen Matrices (z.B.

in biologischem Probenmaterial wie Vollblut, Plasma und Urin).

Urinaufarbeitung

Fiir die Urinaufarbeitung spielen nur die Verfahren 1 und 3 eine Rolle. Eine vorgeschaltete
Féllung nach Methode 2 ist nicht erforderlich. Neben Methoden auf Basis einer Direkt- und
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Festphasenextraktion findet man in der Literatur auch solche auf Basis einer Direktmessung
des Urins (z.B. MULLEN et al.,, 2004). Es besteht hier allerdings die Gefahr der
Diskriminierung von Spurenkomponenten, da die LC-MS/MS-Messung ohne vorherige

Analytanreicherung aus einer verdiinnten Losung vorgenommen wird (siehe 2.2.8.1).

Enzymatische Behandlung von Plasma- und Urinproben vor der Aufarbeitung

Oftmals beschrieben ist in zumeist dlteren Publikationen der Einsatz von Enzymen (z.B.
Sulfatasen und Glucuronidasen) zur Freisetzung konjugiert vorliegender Flavonoide. Dieses
hatte den Hintergrund, dass vielfach eine sichere Zuordnung dieser Metabolite aufgrund von
Storpeaks mittels HPLC-DAD misslang (z.B. LEE et al., 1995) und massenspektrometrische
Techniken auf Basis der Thermospray (TSP)- oder Elektrospray (ESI)-lonisation zur sicheren
Metabolitidentifizierung zu damaliger Zeit noch nicht weit verbreitet waren. Daneben standen
Metabolite der Polyphenole als Referenzsubstanzen kaum zur Verfiigung.

Der selektive Einsatz von Enzymen gestattet die Bestimmung der individuellen Mengen der
freien sowie der sulfatiert und/oder glucuronidiert vorliegenden Flavonoide (LEE et al.,
1995). Das Aufarbeitungsverfahren umfasst iblicherweise die Messung des Probenmaterials
mit und ohne enzymatische Umsetzung. Die ermittelten Metabolitgehalte sind nicht not-
wendigerweise akkurat, da bislang nur wenig Informationen zur Effizienz der Enzyme,
Polyphenole zu hydrolysieren, verfiigbar sind (MULLEN et al., 2008). Bei einem Tierversuch
mit Ratten fiihrte die enzymatische Behandlung sogar zu einer Unterbewertung von Isoflavon-
metaboliten (GU et al., 2005; D’ARCHIVIO et al., 2010).

Einige Vorversuche wurden zu diesem Themenkomplex durchgefiihrt. Aufgrund der Proben-

zahl und kostspieligen Enzyme wurde auf weiterfithrende Untersuchungen verzichtet.

2.2.5.1 Entwicklung einer Methode zur Plasmaaufarbeitung

Sieben in der Literatur beschriebene Methoden wurden auf ihre Eignung zur Plasmaauf-
arbeitung getestet, wobei drei Vorschriften auf der Direktextraktion, drei auf der kombinierten
Fallung und Direktextraktion und eine auf der Festphasenextraktion (SPE) des Plasmas
basierten (Tabelle 2.15).

Tabelle 2.15: Ubersicht iiber die getesteten Methoden®

Nr. Typ Extraktions-/Fillungs-/Elutionsmittel Literaturstelle
1  Direktextraktion 1 x CH,Cl,, 2 x EtOAc LEE et al., 1995
2  Direktextraktion 2 x EtOAc HENNING et al., 2004
3  Direktextraktion 3 x EtOAc MOON et al., 2001
4  Fillung & Extraktion 1x MeOH ZHANG et al., 2007b
5 Fillung & Extraktion 1x ACN, 1 x MeOH MULLEN et al., 2006
6 Fillung & Extraktion 1x DMF/TCA ZIMMERMANN et al., 2009
7  Festphasenextraktion 4 x MeOH MIYAKE et al., 2000

“CH,Cl,, Dichlormethan; EtOAc, Ethylacetat; MeOH, Methanol; ACN, Acetonitril; DMF, Di-
methylformamid; TCA, Trichloressigsdure
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Zur Uberpriifung der Methoden wurde zu Leerplasma ein Mischstandard aus verschiedenen
Rooibosflavonoiden und Metaboliten zugesetzt (siche 4.5.12), die Aufarbeitung als Doppel-
bestimmung durchgefiihrt und die Wiederfindungsraten der einzelnen Referenzsubstanzen
ermittelt. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die in den jeweiligen Methoden eingesetzten
Mengen an Leerplasma, Mischstandard, Elutions- bzw. Extraktionsmittel angepasst. Die
erfolgversprechendste Methode wurde anschlieBend optimiert.

Die mittels LC-MS/MS erfassten Verbindungen sind abhéngig von der Wahl des Extraktions-
mittels bei der Fliissig-Fliissig-Extraktion bzw. des Elutionsmittels bei der Festphasen-
extraktion sowie der Losungsmittel, die zur Wiederaufnahme des im Stickstoffstrom

eingeengten Riickstands nach Extraktion bzw. Elution Verwendung finden.

Methodenscreening

In Abbildung 2.27 sind die Peakfldchen in Abhéngigkeit von der jeweiligen Aufarbeitungs-
methode am Beispiel von Orientin (14), Aspalathin (16) und Quercetin-O-glucuronid (81)
graphisch aufgetragen.
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Abbildung 2.27: Vergleich der Methoden 1-7 aus Tabelle 2.15 am Beispiel von Aspalathin (a),
Orientin (b) und Quercetin-O-glucuronid (c) (1-3 = Direktextraktionen, 4-6 = Fallung & Extraktion,
7 = SPE)

Die chemische Struktur bestimmt die Loslichkeit im Extraktions- bzw. Elutionsmittel und
somit die Wiederfindungsraten. VerhéltnisméBig hohe Ausbeuten aller im Mischstandard
enthaltenen Flavonoide sind mit den Direktextraktionen (Methoden 1-3) zu erzielen, wahrend
die SPE (Methode 7) und die drei Aufarbeitungen mit Fillung (Methode 4-6) deutlich
weniger geeignet sind.

Drei Extraktionschritte mit Ethylacetat fithren zu keinen Vorteilen gegeniiber von zweien. Die
besten Ergebnisse fiir die Erfassung von Glucuroniden liefert die SPE (siehe 2.2.5.2).
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Allerdings sind die Wiederfindungsraten fiir die restlichen Bestandteile des Mischstandards
deutlich geringer als bei den tibrigen Aufarbeitungsmethoden.

Insgesamt stellt die zweifache Direktextraktion des Plasmas mit Ethylacetat (Methode 2) den
vielversprechendsten Aufarbeitungsansatz dar.

Variation der Extraktionsschritte und -zeit sowie des Extraktionsmittels

Fiir die Optimierung der Methode 2 wurden die Parameter Extraktionszeit, -schritte und
-mittel variiert (Tabelle 2.16).

Tabelle 2.16: Ubersicht iiber die durchgefiihrten Untersuchungen. ISTD, Interner Standard

N Extraktions...
' .schritte ...zeit [min] ...mittel

2.1 2 15 Ethylacetat
2.2 2 30 Ethylacetat
2.3 2 60 Ethylacetat
2.4 3 15 Ethylacetat
2.5 3 30 2 x Ethylacetat
1 x Methanol
ISTD 2 30 Ethylacetat

Die Ergebnisse (Tabelle 2.17) wurden mit denen des internen Standards (ISTD) verglichen,
der unter Substitution von Plasma durch Wasser analog Methode 2 einer zweifachen

Direktextraktion mit Ethylacetat als Referenzmethode unterworfen wurde (Leerwert).

Tabelle 2.17: Prozentuale Wiederfindungsraten in Bezug auf den internen Standard. glcS, glucuronid

Wiederfindungsrate [%]

Nr. Orientin Aspalathin Rutin Isovitexin Isoquercitrin Quercetin-O-glcS  Chrysoeriol
2.1 77 39 28 56 68 2 91
2.2 75 7 29 80 81 2 94
23 79 4 31 82 86 2 94
2.4 37 6 34 54 64 2 59
2.5 32 8 48 47 54 65 56

Eine Verldngerung der Extraktionszeit von 2x15 min (Methode 2.1) auf 2x30 min (Methode
2.2) fithrt zu einer deutlichen Steigerung der Wiederfindungsraten von Isovitexin (20: +24 %)
und Isoquercitrin (23: +13 %), wihrend fiir Aspalathin (16) eine deutliche Abnahme um 32 %
zu registrieren ist. Eine weitere Verldngerung der Extraktionsdauer auf 2x60 min wirkt sich
nicht vorteilhaft aus und fiihrt daneben zu einer unverhéltnisméfigen Steigerung der Auf-
arbeitungszeit. Eine dreifache 15-miniitige Extraktion ruft eine deutliche Abnahme der
Ausbeuten von Orientin (14: -40 %), Aspalathin (16: -33 %) und Chrysoeriol (32: -32 %) im
Vergleich zu der Methode 2.1 hervor.

Der kombinierte Einsatz von Ethylacetat und Methanol (Methode 2.5) ermdoglicht im
Vergleich zu Methode 2.1 eine bessere Erfassung von Quercetin-O-glucuronid (81: +63 %)
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und Rutin (18: +20 %). Fiir die restlichen Bestandteile des Mischstandards ergeben sich
Abnahmen in den Ausbeuten.

Probleme bereitet die Erfassung von Aspalathin (16). Aufgrund dessen thermischer
Instabilitét fiihrt eine Verldngerung der Extraktionszeit im Ultraschallbad moglicherweise zu
einem sukzessiven Abbau. Aus diesem Grund wurde zur Aufarbeitung des authentischen
Probenmaterials Methode 2.1 herangezogen. Ein weiterer Faktor fiir die limitierten Wieder-
findungsraten ist die geringe Loslichkeit des Dihydrochalkons im Extraktionsmittel. Fiir

dessen Substitution gibt es allerdings kaum geeignete Alternativen.

Variation der Riickstandsaufhahme

Der Einfluss verschiedener Losungsmittelsysteme auf die Giite der Wiederaufnahme des

Riickstands nach Einengen im Stickstoffstrom wurde tiberpriift (Tabelle 2.18).

Tabelle 2.18: Versuchsparameter fiir die Variation der Riickstandsaufnahme®

Nr. Extraktionsmittel Losungsmittelsystem Matrix
2.6 2x15 min EtOAc ACN/H,0 (1/1; v/v) Wasser

2.7  2x15 min EtOAc ACN/H,0 (1/1; v/v) Leerplasma
2.8 2x15 min EtOAc ACN/H,O/DMF (3/4/3; v/v/v) Wasser

2.9 2x15 min EtOAc ACN/H,O/DMF (3/4/3; v/v/v) Leerplasma
2.10 2x15 min EtOAc¢/DMF (2/1; v/iv) ACN/H,O (1/1; v/v) Wasser
2.11 2x15 min EtOAc¢/DMF (2/1; v/v) ACN/H,O (1/1; v/v) Leerplasma

“EtOAc, Ethylacetat; DMF, Dimethylformamid; ACN, Acetonitril

Das Leerplasma wurde fiir jeden untersuchten Parameter zusétzlich durch Wasser substituiert
und die Aufarbeitung analog durchgefiihrt (Leerwert). Die Ermittlung der Wiederfindungs-
raten erfolgte aus den resultierenden Peakfldchen unter Vergleich mit dem direkt injizierten
Mischstandard 2 (siehe Tabelle 4.10 b)). Die graphische Auftragung unter Normierung des
Mischstandards nach Direktmessung auf 100 % ist in Abbildung 2.28 dargestellt.

Die Probenmatrix {ibt einen starken Einfluss auf die Wiederfindungsraten der Ziel-
verbindungen aus. Dieses gilt insbesondere fiir das Plasma. Obwohl der Mischstandard
diesem Medium nur zugesetzt wurde, sind die Wiederfindungsraten im Vergleich zur Auf-
arbeitung mit Wasser insbesondere fiir Aspalathin (16: -90 %) und die beiden Glucuronide 81
und 82 deutlich geringer (Abbildung 2.28). Teilweise scheiterte die Detektion einiger
Bestandteile (Versuch 2.11: Aspalathin (16), Versuch 2.7 & 2.11: Luteolin-O-glucuronid
(82)). Als mogliche Ursache ist die unvollstindige Spaltung der Flavonoid-Plasmaprotein-
Addukte anzufiihren (siehe 2.2.5).

Der Einsatz von Dimethylformamid als universelles, polar aprotisches Losungsmittel bei der
zweiten Extraktion im Gemisch mit Ethylacetat (Versuch 2.10 & 2.11) brachte keine
Verbesserung. Die Wiederfindungsraten fallen im Vergleich zu den Versuchen 2.6 & 2.7
deutlich geringer aus. Der Nachweis von Aspalathin (16) und Luteolin-O-glucuronid (82) war

nach Zusatz des Mischstandards zum Leerplasma nicht mehr moglich.
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Abbildung 2.28: Graphische Darstellung der prozentualen Wiederfindungsraten von Isoorientin (11),
Aspalathin (16), Isovitexin (20) und Luteolin-O-glucuronid (82) in Abhéngigkeit von den Versuchs-
parametern (siche Tabelle 2.18). glcS, glucuronid

Wird das Losungsmittelgemisch aus ACN/DMF/H,O (Versuch 2.8 & 2.9) anstelle des
Systems ACN/H,O (2.6 & 2.7) verwendet, ist eine signifikante Steigerung der Wieder-
findungsraten sowohl beim Zusatz des Mischstandards zum Wasser als auch - in abge-
schwéchter Form - zum Leerplasma zu verzeichnen. Fiir den Leerwert erhélt man unter diesen
Bedingungen fiir fast alle Zielverbindungen Ausbeuten von ca. 100 %. Beim Leerplasma ist
eine dhnliche Tendenz zu beobachten; fiir Aspalathin (16: 2 %) und die beiden Glucuronide
(9% fur 81 und 7 % fir 82) gilt dies jedoch nicht. Luteolin-O-glucuronid (82) konnte

zumindest wieder nachgewiesen werden.

Variation der Plasmamenge

Aufgrund des hohen Einflusses des Plasmas auf die Wiederfindungsraten wurde untersucht,
inwieweit das verwendete Plasmavolumen die Extraktion beeintrdchtigt. Dazu wurden
Aufarbeitungen unter Dotierung von 500 und 1000 L Leerplasma mit dem Mischstandard 1
(siehe Tabelle 4.10 a)) durchgefiihrt und die erhaltenen Peakfldchen fiir jeden Mischstandard-
bestandteil verglichen.

Bei Orientin (14), Aspalathin (16), Rutin (18), Hyperosid (22) und Quercetin-O-glucuronid
(81) bt die Plasmamenge einen vernachldssigbar kleinen Einfluss auf die Extraktions-
ausbeuten (< 10 %) aus. Lediglich fiir Isovitexin (20) und Chrysoeriol (32) ergeben sich mit
20 % bzw. 38 % Abweichung starke Abnahmen bei Dotierung von 1000 yL Plasma im
Vergleich bei der von 500 4L Plasma. Zur Erfassung von Spurenkomponenten wurden fiir die

Aufarbeitung des authentischen Probenmaterials 1 mL Plasma verwendet.
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Zusammenfassung

Es bleibt festzuhalten, dass sowohl die Detektion von Aspalathin (16) als auch von Quercetin-
(81) und Luteolin-O-glucuronid (82) bei Verwendung der Direktextraktion im Vergleich zur
Festphasenextraktion Schwierigkeiten bereitet. Allerdings wurde das Hauptaugenmerk bei der
Plasmaanalytik auf die Erfassung intakter Flavonoide gerichtet. Fiir diesen Zweck lieferte die
Direktextraktion insgesamt bessere Ergebnisse. Unter Beriicksichtigung aller Modifizierungen

wurden die authentischen Plasmaproben der Probanden nach dem in Abbildung 2.29
dargestellten Arbeitsschema aufgearbeitet.

- 1000 L Plasma )

« +10 uL ISTD

* +50 4L 0,1 M Phosphatpuffer mit 0,5 mM Na,H,EDTA (pH 3.5)

1. Extraktion | * Vortex (10 sec)

(15 min, Ultra- | * +2,5 mL EtOAc )
schall)

N

* Vortex (1 min)
» Zentrifugation (4200 U/min, 12 min)
. * 2 mL der organischen Phase abnehmen
2, Ex?raktlon * Riickstand: +2,5 mL EtOAc
(15 min, Ultra-

schall) J

* organische Phasen vereinigen & Trocknung im N,-Strom D

* 16sen in 100 uL. ACN/DMEF/H,0 (3/3/4; v/v/v) im Ultraschallbad
(15 min) & Vortex (1 min)

* Zentrifugation (4700 U/min, 12 min)

LC-MS/MS  Fe e b in u-Einsatz

J

Abbildung 2.29: Arbeitsschema zur optimierten Plasmaaufarbeitung. ISTD, Interner Standard;

Na,H,EDTA, Dinatrium-ethylendiamin-tetraacetat; EtOAc, Ethylacetat; ACN, Acetonitril; DMF, Di-
methylformamid

Tabelle 2.19: Prozentuale Abweichung der Peakflichen vom Mittelwert und resultierende
Standardabweichungen STABW. glcS, glucuronid

Nr. Orientin _ Aspalathin _Rutin __Isovitexin _Isoquercitrin __Quercetin-O-glcS  Chrysoeriol
1 8,8 19,6 8,6 8,2 9,5 3,6 -6,4
2 3,8 -9,1 7,6 3,2 1,7 -8,4 -8,6
3 1,1 13,6 -0,6 -0,3 0,1 2,1 -1,3
4 -4,4 -3,3 1,2 -6,8 -5,1 -0,3 1,0
5 -1,9 -7,9 -8,0 0,9 0,5 2,9 8,2
6 -7,4 -12,9 -8,7 -5,2 -6,7 0,1 7,1
STABW +5,8 +13,3 +7,4 +5,5 +5,7 +4.,4 +6,9

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der Methodik wurden sechs Leerplasmaproben unter
Zusatz des Mischstandards 1 (siehe Tabelle 4.10 a)) nach dem Arbeitsschema in
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Abbildung 2.29 aufgearbeitet und die prozentualen Abweichungen der Peakflichen vom
jeweiligen Mittelwert fiir sémtliche Zielverbindungen bestimmt (Tabelle 2.19).

Mit Ausnahme von Aspalathin (16) mit einer Standardabweichung von +20 % >x>+10 %
liegen die prozentualen Abweichungen der restlichen Flavonoide in einem guten Bereich
deutlich unter £10 %.

2.2.5.2 Entwicklung einer Methode zur Urinaufarbeitung

Bei der Entwicklung einer Methode zur Urinanalytik wurde &hnlich verfahren wie bei der zur
Plasmaanalytik (siche 2.2.5.1). Getestet wurden die in Tabelle 2.20 aufgefiihrten Methoden
unter Verwendung des in Tabelle 4.10 dargestellten Mischstandards 2.

Tabelle 2.20: Ubersicht iiber die getesteten Methoden

Nr. Typ Extraktions- bzw. Elutionsmittel Literaturstelle
1  Direktextraktion 2 x Ethylacetat WARDEN et al., 2001
2 Direktmessung entféllt MULLEN et al., 2004
3  Festphasenextraktion Methanol (+o-Phosphorsiure) ROURA et al., 2005
4  Festphasenextraktion Methanol (+Oxalséure) MIYAKE et al., 2000

Die Direktmessung des Urins war aufgrund fehlender Probenkonzentrierung ungeeignet. Die
Flissig-Fliissig-Extraktion mit Ethylacetat (Methode 1) und Festphasenextraktion mit
Methanol (Methode 3) erwiesen sich durch hohe Wiederfindungsraten der Zielverbindungen
als giinstige Verfahren, wobei letztere Methodik ebenso wie bei der Plasmaaufarbeitung
(siehe 2.2.5.1) Vorteile in der Erfassung von Aspalathin (16) und den Glucuroniden 81 und 82
bietet. Aus diesem Grund wurde zur Sicherstellung einer Detektion sowohl intakter
Flavonoide als auch der erwarteten Flavonoidmetabolite eine Kombination beider Techniken
angestrebt, indem der aus der Direktextraktion resultierende Riickstand fiir eine nach-

geschaltete Festphasenextraktion Verwendung fand.

Tabelle 2.21: Ubersicht zur Optimierung der SPE*

Nr. Typ Modifizierung der Parameter

3.1 Festphasenextraktion Elutionsmittel 1) 1 x MeOH, 1 x DMF
2) 1 x MeOH/DMF (1/1; v/v)
3) 1 x MeOH, 1 x EtOAc
4) 1 x MeOH/EtOAc (1/1; v/v)

*MeOH, Methanol; DMF, Dimethylformamid; EtOAc, Ethylacetat

Zunichst wurde die Basismethode 3 hinsichtlich der verwendeten Elutionsmittel optimiert
(Tabelle 2.21). Dazu wurden Urinproben vor Verabreichung von Priifprodukt (t = 0) mit dem
Mischstandard 2 (siehe Tabelle 4.10 b)) versetzt und die Flavonoide bestimmt.
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Die Ergebnisse verdeutlichten, dass die Festphasenextraktion die Bestimmung sowohl von
Aspalathin (16) als auch von Quercetin- (81) und Luteolin-O-glucuronid (82) begiinstigt. Die
1/1-Mischungen beider Elutionsmittel (Nr. 2 und 4) lieferten hohere Extraktionsausbeuten als
ihre aufeinanderfolgende Elution (Nr. 1 und 3). Eine Ausnahme bildete Eriodictyol (30), das
sich durch Elution mit dem System 1 deutlich besser als durch die anderen Verfahren
extrahieren lieB. Im Durchschnitt lagen fiir das Gemisch aus MeOH/DMF (1/1; v/v) die
hochsten Wiederfindungsraten fiir alle Bestandteile des Mischstandards vor. Das System
gestattet insbesondere die Erfassung von Orientin (14), Aspalathin (16), Rutin (18) sowie
Quercetin- und Luteolin-O-glucuronid (81, 82). Beim Gemisch aus MeOH/EtOAc (1/1; v/v)
zeigten sich gute Werte fiir Orientin (14), Aspalathin (16) und Quercetin-O-glucuronid (81),
die aber etwas niedriger als beim System 1 waren. Die Ausbeuten fiir Rutin (18) und
Luteolin-O-glucuronid (82) waren auf ungefihr gleichem Niveau.

Mit der Basismethode 4 konnten Eriodictyol (30) sowie die beiden Glucuronide 81 und 82
nicht nachgewiesen werden; bei den restlichen Bestandteilen des Mischstandards ergaben sich
Ausbeuten im Bereich von 38-72 %. Bei den Festphasenextraktionen weist diese Methode die
hochsten Extraktionsraten fiir Isovitexin (20), Hyperosid (22) und Chrysoeriol (32) auf.

1000 xL Urin + 10 4L ISTD +
50 uL 0,1 M Phosphatpuffer mit 0,5 mM Na,H,EDTA (pH 3,5)

1. Vortex (10 sec)
2. +2,5mL EtOAc

1. Extraktion

1) Vortex (1 min) 3) Vortex (1 min)
2) Ultraschallbad (15 min) 4) Zentrifugation (4200 U/min, 12 min)

f 2. Extraktion T/

org. Phasen Riickstand:
vereinigen Festphasenextraktion
(Waters Oasis HLB, 3cc, 60 mg)

1) Vorkonditionierung 3) Waschschritt
-2 mL 1,5 M Ameisensdure -2mL 1,5 M Ameisensiure
-2mL 5 % MeOH -2 mL 5 % MeOH

2) Probenaufgabe 4) Elution

-2 mL 0,1 % Ameisensédure
in MeOH/DMF (1/1; v/v)

1) SPE-Eluat & org. Phasen vereinigen

2) Trocknung im N,-Strom

3) Aufnahme in 100 uL ACN/DMF/H,0
(3/3/4; vIvIv) — LC-MS/MS

Abbildung 2.30: FlieBschema zur Urinaufarbeitung mittels kombinierter Fliissig-Fliissig- und Fest-
phasenextraktion. ISTD, Interner Standard; Na,H,EDTA, Dinatrium-ethylendiamin-tetraacetat;
EtOAc, Ethylacetat; MeOH, Methanol; DMF, Dimethylformamid; ACN, Acetonitril (modifiziert nach
MATTUTAT, 2010)
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Als Elutionsmittel fiir die Festphasenextraktion wurde das Gemisch aus MeOH/DMF
(1/1; v/v) ausgewdhlt. Die Zugabe erfolgte zur Erhohung der Wiederfindungsraten und
Verbesserung der Reproduzierbarkeit in mehreren Teilschritten (4x500 uL) bei einer Ein-
wirkzeit von je 4 min und einheitlicher Tropfgeschwindigkeit. Der Waschschritt wurde zur
moglichst vollstandigen Entfernung unerwiinschter Storsubstanzen durch eine Wasch-
Elutionsstudie optimiert. Die Ermittlung der optimalen Konzentration geschah durch
systematische Variation des prozentualen Anteils an Methanol, um ein Maximum an Stor-

substanzen bei gleichzeitiger Vermeidung einer vorzeitigen Analytelution zu entfernen.

Als Kartuschenmaterial kamen Waters Oasis HLB-Kartuschen zum Einsatz. Die stationére
Phase besteht aus zwei Monomeren, dem hydrophilen N-Vinylpyrrolidon und dem lipophilen
Divinylbenzen. Auf diese Weise wird neben RP-Wechselwirkungen auch eine verbesserte

Retention fiir polare Verbindungen (wie z.B. Flavonoide und deren polare Metabolite) erzielt.

Fiir die Direktextraktion wurde die optimierte Methodik zur Plasmaaufarbeitung tibernommen
(siehe 2.2.5.1). Das vollstdndige Aufarbeitungsschema ist in Abbildung 2.30 dargestellt.

Die neu entwickelte Methodik wurde mit beiden einzelnen Aufarbeitungstechniken
verglichen. Dazu wurde der Mischstandard 2 (sieche Tabelle 4.10 b)) den Urinproben zum
Zeitpunkt t = 0 zugesetzt und diese als Dreifachbestimmung aufgearbeitet. In Abbildung 2.31
sind die Mediane der Peakflachen dargestellt.

£ Direktextraktion ESPE & Direktextraktion & SPE

4,5E+09 - <
4,0E+09 - =
3,5E+09 -
% 3,0E+09 -
:® 2,5E+09
ﬁ 2,0E+09 -
& 1,5E+09 -
1,0E+09 -
5,0E+08 -
0,0E+00 -

Abbildung 2.31: Gegeniiberstellung der Peakflichen der Bestandteile des Mischstandards nach
Aufarbeitung mittels Direkt- und Festphasenextraktion (SPE) sowie der Kombination beider
Verfahren. glcS, glucuronid (nach MATTUTAT, 2010)

Deutlich zu erkennen ist die im Vergleich zur Direkt- und Festphasenextraktion verbesserte
Erfassung von Eriodictyol (30) sowie Quercetin- (81) und Luteolin-O-glucuronid (82).
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Insgesamt konnten mit Ausnahme von Hyperosid (22) und Isoquercitrin (23) gesteigerte
Ausbeuten fiir alle Mischstandardbestandteile erzielt werden. Das gilt auch fiir Aspalathin
(16), dessen Ausbeute um ca. 50 % im Vergleich zur Aufarbeitung mittels Festphasen-
extraktion anstieg. Da der Fokus auf der Bestimmung dieser Verbindung und ihrer Metabolite

lag, wurde die kombinierte Methode zur Urinaufarbeitung herangezogen.
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2.2.6 Synthese wichtiger Metabolite des Aspalathins

Aufgrund kommerziell nicht verfiigbarer Standards wurde zur sicheren qualitativen
Identifizierung der in den Urin- und Plasmaproben der Probanden erwarteten Metabolite die
Synthese der Hauptmetabolite von Aspalathin (16) angestrebt. Aspalathin (16) wurde
methyliert (siehe 2.2.6.1), glucuronidiert (siche 2.2.6.2) und sulfatiert (siche 2.2.6.3). Die
Durchfiihrung der Synthesen erfolgte zum Teil im groBeren Maf3stab, um die Metabolite nach

ihrer Isolierung als Referenzsubstanzen fiir eine Quantifizierung einsetzen zu koénnen.

2.2.6.1 Methylierung von Aspalathin

Auf dem Weg einer enzymatischen Umsetzung von Aspalathin mit Catechol-O-
methyltransferase (COMT) und S-Adenosylmethionin (SAM) als Methylgruppendonor
konnten COURTS & WILLIAMSON (2009) 3-O- (3-O-MA) und 4-O-Methylaspalathin
(4-O-MA) darstellen (Abbildung 2.32).

3-O-Methylaspalathin

CH,
O/
HO OH A, OH
OH SAH Glu @ @
3 SAM
HO OH . OH OH O
COMT
Gl OH
v sh .
OH O SAH HO OH 4 O\CH
3
Aspalathin @ @
Glu

OH O
4-O-Methylaspalathin

Abbildung 2.32: COMT-katalysierte Bildung von den zwei isomeren O-methylierten Asplathin-
metaboliten 3-O- und 4-O-Methylaspalathin (nach COURTS & WILLIAMSON, 2009). COMT,
Catechol-O-methyltransferase; SAM, S-Adenosylmethionin, SAH, S-Adenosylhomocystein; Glu,
glucosid

Ein typisches Base-Peak-Chromatogramm nach Methylierung von 4 mg Aspalathin (16) zeigt
Abbildung 2.33.

Die Ausbeuten der zwei entstehenden Produkte 84 und 85 liegen bei 3,3 % bzw. 0,8 %. Bei
den Produkten handelt es sich um zwei methylierte Metabolite des Dihydrochalkons. Beide
weisen mit m/z 465 [M-H] ein identisches Pseudomolekiilion und Fragmentierungsmuster
(m/z 375 [(M-H)-90]" und 345 [(M-H)-120]") auf. Letzteres stimmt - abgesehen von einer
Massendifferenz von 14 amu durch Einfiihrung der Methyl-Gruppe - mit dem von Aspalathin
(16) tiberein (siehe 2.2.7.1).
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Abbildung 2.33: BPC der nach Methylierung von Aspalathin (16) erhaltenen Fraktion (a) (84: 3-O-
MA, 85: 4-O-MA) und MS*-Spektrum von 3-O-MA (b) (modifiziert nach MATTUTAT, 2010)

Die Position der Methylierung wurde anhand der Arbeiten von CREVELING et al. (1972)
und COURTS & WILLIAMSON (2009) ermittelt. Danach ist die Methylierung am C-3
(meta) deutlich gegeniiber der am C-4 (para) bevorzugt. Aufgrund des Reaktionsprodukt-
verhéltnisses von ca. 4:1 wurden Peak 84 als 3-O- und Peak 85 als 4-O-MA identifiziert.

Wegen der relativ hohen Enzymkosten und der geringen Produktausbeuten wurde auf die
praparative Umsetzung verzichtet. Stattdessen wurden die Reaktionsansidtze zur Aufnahme
einer Kalibriergeraden in Anlehnung an COURTS & WILLIAMSON (2009) mit
verschiedenen Aspalathinkonzentrationen dotiert. Diese korrelierten allerdings nicht mit den

resultierenden Peakfldchen der beiden Reaktionsprodukte.

2.2.6.2 Glucuronidierung von Aspalathin

Die Darstellung von Aspalathin-O-glucuronid sollte iiber eine modifizierte Koenig-Knorr-
Reaktion aus dem freien Dihydrochalkon und Acetobromoglucuronsduremethylester in
Anlehnung an FLOWERS (1971) und MOON et al. (2001) erfolgen. Letzterer Arbeitsgruppe
gelang auf diesem Weg die Synthese von Quercetin-3-O-4-D-glucuronid und -4"-O--D-
glucuronid aus Quercetin.

Aspalathin (16: 5 mg) wurde dazu mit Acetobromoglucuronsduremethylester in Anwesenheit
von Kaliumcarbonat in Dimethylformamid iiber zwei Stunden unter Lichtausschluss
inkubiert. Die Methylester wurden anschlieend durch 30 %iges Natriummethylat von den
Glucuroniden abgespalten (sieche 4.5.13.3). Im Riickstand konnten weder Aspalathin-O-

glucuronid noch unveréndertes Aspalathin (16) identifiziert werden.

2.2.6.3 Sulfatierung von Aspalathin

Die Sulfatierung von Aspalathin (16) wurde analog der von JONES et al. (2005)
beschriebenen Vorschrift ausgefithrt. Dieser Arbeitsgruppe gelang durch unspezifische

Reaktion von Quercetin mit Schwefeltrioxid-N-triethylaminkomplex als Sulfatdonor die
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Synthese von insgesamt vier Mono- und drei Disulfaten des Flavonols. Hauptprodukt der
Umsetzung war Quercetin-3-O-sulfat.

Zur Gewdbhrleistung einer vollstindigen Wasserfreiheit wurde Aspalathin (16: 100 mg) in
Pyridin gelost und die Mischung anschlieBend evaporiert. Der Riickstand wurde in Dioxan
aufgenommen und mit dem Komplex (580,25 ymol) unter Heliumatmosphire bei 40 °C im
Wasserbad inkubiert (siche 4.5.13.2). In der resultierenden Fraktion (ca. 570 mg) konnten
insgesamt vier Monosulfate des Dihydrochalkons (86-89) anhand ihres Peudomolekiilions
m/z 531 [M-H]" und Fragmentierungsmusters identifiziert werden (Abbildung 2.34 — siche
2.2.7.1). Die Ausbeuten betrugen 63 (86), 3 (87), 4 (88) und 27 % (89). Es gelang, das Haupt-
isomer 86 (12 mg) mittels praparativer HPLC zu isolieren (siehe 4.5.13.2).
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Abbildung 2.34: BPC der nach Sulfatierung von Aspalathin (16) erhaltenen Fraktion (a) (86-
89: m/z 531 — 513,451,411, 361, 331), EIC-Chromatogramm nach préparativer Aufreinigung (b)
und MS?-Spektrum von 86 (c) (modifiziert nach MATTUTAT, 2010)

Strukturaufkldrung von Aspalathin-4-O-sulfat mittels NMR-Spektroskopie

Durch die kombinierte Auswertung der 1D- und 2D-NMR-Experimente (1H, 13C, DEPT-135
sowie HMBC, HSQC, NOESY und COSY) konnte Peak 86 als Aspalathin-4-O-sulfat
charakterisiert werden (Tabelle 2.22).

Das Dihydrochalkongrundgeriist ist anhand der *C-Daten & 45,42 ppm (C-0), 29,81 ppm (C-
B) sowie der HMBC-Korrelationen von H- zu C-1 (& 132,46 ppm) und von H-a zu C-1" (6
103,92 ppm) zu erkennen. Ubereinstimmende Daten wurden von KRAFZCYK et al. (2008)

veroffentlicht.

Die Position der Hydroxylgruppe, an der der Sulfatrest gebunden ist, wurde durch die
Kombination mehrerer NMR-Experimente ermittelt. Der starke Elektronenzug des Schwefel-

atoms innerhalb der Sulfatgruppe wirkt entschirmend auf das C-Atom, das die funktionelle
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Gruppe trigt. Die Intensitdt dieser Entschirmung fillt im Vergleich zu den unkonjugiert
vorliegenden Hydroxylgruppen jedoch geringer aus. Im *C-Experiment wurden zwei Signale
mit einer Verschiebung von & 143,30 und 145,06 ppm detektiert, die mit dem o-Disub-
stitutionsmuster des B-Rings korrelieren. Die intensiven HMBC-Korrelationen von C-4 (3
143,30 ppm) zu H-6 (*J) und H-2 (*J) im Vergleich zu der schwachen Korrelation von C-3 (8
145,06 ppm) zu H-6 (*J) (und H-5 (*J)) lieBen den Schluss zu, dass der Sulfatrest am C-4 des
B-Rings gebunden ist.

Tabelle 2.22: 'H- (600 Mhz) und *C-NMR- (125 MHz) Daten von Aspalathin-4-O-sulfat (86) (in
DMSO-Dy) (modifiziert nach MATTUTAT, 2010)*

C/H 5 "H [ppm] 3 “C [ppm]
1 132,46
2 6,62 (s, 1 H) 115,75
3 145,06
4 143,30
5 6,62 (d, 1H, J=10,8 Hz) 115,26
6 6,47 (d, 1H, J= 6,0 Hz) 118,80

co 204,41
o 3,23 (t, 2H, J=8,2 Hz) 45,42
B 2,70 (t,2H, J=17,5 Hz) 29,81
1 103,92
27 163,85
3 103,65
4’ 165,18
5 5/775(s, 1 H) 94,50
6’ 161,75
1”7 4,75(d, 1H,J=9,7 Hz) 73,50
2”7 4,05(t, 1H,J= 8,6 Hz) 70,40
37 3,18(t,1H,J=8,3 Hz) 78,80
4”7 3,28 (t,1H,J=9,1 Hz) 70,60
57 3,18 (m, IH) 79,01
6 3,67 (dd, 1H, J= 11,4 Hz, 6,2 Hz) 66.41

3,93 (dd, 1H, J=11,3 Hz, 1,5 Hz)

%3, chemische Verschiebung; J, Kopplungskonstante. Die H- und
C-Zuordnung wurde durch “C-DEPT, HMBC, HSQC und COSY-
Experimente bestitigt
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2.2.7 Qualitative Analyse der Urin- und Plasmaproben

Aspalathin (16) stellt qualitativ und quantitativ den wertgebenden Bestandteil des griinen
Rooibos dar. Aufgrund des steigenden Konsums von Rooibostee steht die Verstoffwechselung
dieser Verbindung im Interesse der Forschung. Ihre Resorption bildet die Grund-
voraussetzung, um einen kausalen Zusammenhang zwischen der Substanz Aspalathin (16)
und ihren physiologischen Wirkungen herzustellen (VON GADOW et al., 1997b; SNIJMAN
et al., 2007; KREUZ et al., 2008 — siche 1.2.4). Bei der Analyse der Plasma- und Urinproben
wurde daher das Hauptaugenmerk auf das Dihydrochalkon und seine korrespondierenden

Metabolite gelegt.

2.2.7.1 Urin

Die Aufarbeitung erfolgte nach dem in 4.5.12.2 beschriebenen Verfahren. Untersucht wurden
die Urinproben von insgesamt fiinf Zeitintervallen (vor und 0-2, 2-4, 4-6 und 8-24 h nach
Prifproduktgabe).

Metabolite von Aspalathin und Nothofagin

Abbildung 2.35 zeigt Extracted lon Chromatogramme charakteristischer lonenspuren einiger
Metabolite von Aspalathin (16) und Nothofagin (25), die im 0-24 h-Urin der Studien-
teilnehmer nach oraler Applikation von 500 mL des Rooibostees identifiziert wurden.
Tabelle 2.23 gibt einen Uberblick iiber die insgesamt bestitigten Verbindungen.

Tabelle 2.23: Ubersicht iiber die im 0-24 h-Urin der Probanden nach Gabe von 500 mL des Rooibos-
tees identifizierten Metabolite von Aspalathin (16) und Nothofagin (25) (Hauptfragmente unter-
strichen) (modifiziert nach BREITER et al., 2011)"

Rt [M-HJ MS* )
Nr. [min] /s /s Verbindung
920 314 627 537,507,451, 361, 331 Aspalathin-O-glcS
91 31,7 641 551,521, 465, 375, 345 Me-O-aspalathin-O-glcS
16 344 451 361, 331 Aspalathin
92 383 641 551,521, 465, 375, 345 Me-O-aspalathin-O-glcS
93 442 545 465 (MS’ 375, 345) Me-O-aspalathin-O-sulfat
94 444 611 521, 491, 435, 345, 315 Nothofagin-O-glcS
25 45,1 435 345, 315 Nothofagin
86 4572 531 513,451,411, 361, 331 Aspalathin-4-O-sulfat
95 464 641 551, 521, 465, 375, 345 Me-O-aspalathin-O-glcS
84 479 465 375, 345 3-O-Methylaspalathin
89 558 531 513,451,411, 361, 331 Aspalathin-3-O-sulfat (?)
96 50,6 465 289 (MS3 271,167, 125) 2°,3,4°,4,6"-Pentahydroxy-dihydrochalkon-O-glcS
97 59,6 449 273 (MS’ 167, 123) 2°,4,4°,6"-Tetrahydroxy-dihydrochalkon-O-glcS

98 60,1 465 289 (MS’271,167,125)  2'.3.4’.4,6"-Pentahydroxy-dihydrochalkon-O-glcS

Rt, Retentionszeit; glcS, glucuronid; Me, Methyl
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Abbildung 2.35: Einige im 0-24 h-Urin der Probanden nach Gabe von 500 mL des Rooibostees
identifizierte Metabolite von Aspalathin (16) und Nothofagin (25) (90: m/z 627 — Aspalathin-O-
glucuronid; 91, 92, 95: m/z 641 — Methyl-O-aspalathin-O-glucuronid; 16: m/z 451 — Aspalathin; 93:
m/z 545 — Methyl-O-aspalathin-O-sulfat;  94: m/z 611 — Nothofagin-O-glucuronid; 25: m/z 435 —
Nothofagin; 86: m/z 531 — Aspalathin-4-O-sulfat; 84: m/z 465 — 3-O-Methylaspalathin; 96, 98:
m/z 465 — 23,4’ ,4,6'-Pentahydroxy-dihydrochalkon-O-glucuronid; 97 : m/z 449 — 2°,3,3",6"-Tetra-
hydroxy-dihydrochalkon-O-glucuronid) (modifiziert nach BREITER et al., 2011)

Insgesamt wurden neben den beiden intakten Dihydrochalkonen fiinf verschiedene Metabolite
von Aspalathin (86, 89: sulfatiert; 90: glucuronidiert; 84: methyliert; 93: methyliert und
sulfatiert; 91, 92, 95: glucuronidiert und methyliert), ein Metabolit des Aglykons von
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Aspalathin (96, 98: glucuronidiert), ein Metabolit von Nothofagin (94: glucuronidiert) und ein
Metabolit von dessen Aglykon (97: glucuronidiert) nachgewiesen. Die glucuronidierten und
methylierten sowie sulfatierten Derivate von Aspalathin (91, 92, 95 bzw. 86, 89) sowie die
der Aglyka (96, 98) deuten auf das Vorliegen von Stellungsisomeren hin.

Peak 90 wurde aufgrund des Pseudomolekiilions m/z 627 [M-H] und des fiir Mono-C-
glykoside charakteristischen Fragmentierungsmusters als Aspalathin-O-glucuronid verifiziert.
Die im MS*-Modus beobachtete Massendifferenz von m/z 176 ist auf die Abspaltung des
Glucuronidrestes zuriickzufithren. Die Ergebnisse stehen im Einklang mit denen von KREUZ
et al. (2008). VAN DER MERWE et al. (2010) fiihrten eine Studie mit subzellularen Ratten-
leberfraktionen als Quelle von Glucuronosyl- und Sulfotransferasen zur Untersuchung des
in vitro-Metabolismus von Aspalathin und Nothofagin durch. Das Hauptglucuronidierungs-
produkt von Aspalathin resultiert demnach aus der Konjugation am 4-OH. Ein weiterer
Hinweis fur diese Verkniipfungsposition ist, dass die Glucuronidierung von Quercetin mit
Hilfe menschlicher Lebermikrosomen vier Glucuronide ergab, von denen ebenfalls das 4°-O-
glucuronid den Hauptmetaboliten darstellte (DAY et al., 2000b).

Peak 84 besitzt ein Pseudomolekiilion von m/z 465 [M-H] und im MS*-Modus - abgesehen
von einer Massenabweichung von m/z 14 (— Methylgruppe) - ein mit Aspalathin (16)
vergleichbares Fragmentierungsmuster (m/z 345 und 375). Daher wurde Peak 84 in Uber-
einstimmung mit den Daten von KREUZ et al. (2008) als methyliertes Aspalathin
charakterisiert. Aufgrund der Cochromatographie mit dem synthetisierten, 3-O-methylierten
Aspalathin (3-O-MA) konnte die Verkniipfungsposition der Methylgruppe bestimmt werden
(siche 2.2.6.1).

Die Peaks 91, 92 und 95 zeigen alle ein [M-H] bei m/z 641 und die Fragmente m/z 551, 521,
465, 375 und 345. Die Tochterionen m/z 551 [(M-H)-90] und m/z 521 [(M-H)-120] weisen
beide auf die mono-C-glykosidische Natur dieser Metabolite hin. Das Fragment m/z 465 [(M-
H)-176] geht aus der neutralen Abspaltung des Glucuronidrestes hervor. Die im Vergleich
zum glucuronidierten Aspalathin (90) beobachtete Massenverschiebung um 14 amu und die
mit methyliertem Aspalathin (84) tibereinstimmenden Fragmente lieBen den Schluss zu, dass
methylierte Derivate von Aspalathin (16) vorliegen. In Kombination mit den Ergebnissen von
KREUZ et al. (2008) wurden die drei Peaks als methyliertes und glucuronidiertes Aspalathin
verifiziert.

Bei den Peaks 96 und 98 handelt es sich vermutlich um 2°,3,4" 4,6 '-Pentahydroxy-dihydro-
chalkon-O-glucuronide, da beide ein Pseudomolekiilion bei m/z 465 [M-H] besitzen, aus dem
nach Fragmentierung unter Abspaltung eines Glucuronidrestes das Tochterion m/z 289
hervorgeht. Dieses bildet im MS*-Modus die Fragmente m/z 271, 167 und 125. Uberein-
stimmende Ergebnisse wurden von KREUZ et al. (2008) publiziert.

Peak 97 besitzt ein [M-H] bei m/z 449 und zeigt ebenso wie das glucuronidierte Aglykon von
Aspalathin (96, 98) einen neutralen Massenverlust von 176 amu. Das Fragment m/z 273 kann
ebenso wie die im MS’-Modus gebildeten Fragmente m/z 167 und 123 dem Aglykon von
Nothofagin (25) zugeordnet werden. Daher handelt es sich bei Peak 97 wahrscheinlich um das
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bislang noch nicht beschriebene glucuronidierte Aglykon (2°,4,4",6 -Tetrahydroxy-dihydro-
chalkon-O-glcS).

Peak 93 wurde aufgrund des [M-H] bei m/z 545, das im MS®-Modus als Folge der
Abspaltung eines Sulfatrestes ([(M-H)-80]) das Hauptfragment m/z 465 lieferte, als
sulfatiertes und methyliertes Aspalathin charakterisiert (STALMACH et al., 2009). Die
Methylierung wird durch das mit 3-O-MA (84) iibereinstimmende MS>-Profil bestitigt (m/z
375 und 345).

Peak 86 zeigt ein Pseudomolekiilion von m/z 531 [M-HJ, aus dem im MS*-Modus u.a. das
Fragment m/z 451 bei einem Massenverlust von 80 amu (— Sulfatrest) hervorgeht. Die
tibrigen Fragmente weisen auf ein C-verkniipftes Glykosid hin. STALMACH et al. (2009)
verdffentlichten entsprechende Daten, so dass Peak 86 als sulfatiertes Aspalathin charak-
terisiert wurde. Durch Cochromatographie mit dem synthetisierten Aspalathin-4-O-sulfat
(siche 2.2.6.3) konnte dieser Metabolit als 4-O-sulfat bestitigt werden. Ein Konstitutions-
isomer von Peak 86 cluiert bei einer Retentionszeit von 55,8 min und weist Cochromato-
graphie mit dem Syntheseprodukt 89 auf. Da eine Verkniipfung von Aspalathin (16) vor-
nehmlich am 4-OH und 3-OH erfolgt (VAN DER MERWE et al., 2010), handelt es sich bei
dieser Verbindung vermutlich um Aspalathin-3-O-sulfat. Dafiir spricht auch, dass Verbindung
89 neben 86 das Hauptprodukt der Sulfatierung von Aspalathin (16) ist (siche 2.2.6.3).

Peak 94 hat ein dhnliches Fragmentierungsmuster wie Peak 90. Die Fragmentierung des
[M-H] bei m/z 611 fiihrte zu der Bildung von Fragmenten, die charakteristisch fiir ein Mono-
C-glykosid ([(M-H)-90] und [(M-H)-120]) sind. Ein Massenverlust von 176 amu deutet auf
die Abspaltung eines Glucuronidrestes hin. Bei Peak 94 handelt es sich demnach voraus-
sichtlich um die bislang noch nicht beschriebene glucuronidierte Form von Nothofagin (25).
Neben den konjugiert vorliegenden Dihydrochalkonen konnten Aspalathin (16) und
Nothofagin (25) auch in freier Form nach Konsum des Teegetrinks und der aktiven Fraktion
nachgewiesen werden. Auch die nach Deglykosylierung entstehenden Aglyka 27,3,4",4,6'-
Pentahydroxy- und 2',4,4°,6"-Tetrahydroxy-dihydrochalkon (80,99) wurden vereinzelt
detektiert.

Die Ergebnisse der Humanstudie zeigen, dass nach oraler Applikation der Rooibos-
formulierungen die Hauptkonjugationswege von Aspalathin (16) die Glucuronidierung,
Sulfatierung und Methylierung sind. Nothofagin (25) konnte lediglich in glucuronidierter
Form nachgewiesen werden. Weiterhin ist in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von
COURTS & WILLIAMSON (2009) ersichtlich, dass die Deglykosylierung keine Voraus-
setzung fiir die Resorption C-glykosylierter Flavonoide ist, wie die nachgewiesenen
Metabolite von Aspalathin und Nothofagin (84, 86, 89, 90-95) belegen. Demnach koénnen
beide Dihydrochalkon-C-glucoside sowohl in wunverdnderter Form als auch nach
Deglykosylierung zu den korrespondierenden Aglyka 80 und 99 im Gastrointestinaltrakt

resorbiert werden.
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Die Resorption der beiden hydrophilen Dihydrochalkone ist in intakter Form durch passive
transzellullare Diffusion nicht zu erkldren. Denkbar ist ein aktiver Transport durch
Wechselwirkung des intakten Glucoserestes mit dem Natrium/Glucose-Cotransporter 1
(SGLT1) auf der apikalen Zellseite der Enterozyten (Lumen) (siche 1.3). Das bedeutet
gleichzeitig, dass basolateral aktive Transporterspezifitit gegeniiber intakten glykosylierten
Flavonoiden vorliegen muss (COURTS & WILLIAMSON, 2009). Ein alternativer
Aufnahmeweg wire die Resorption durch die sogenannten ,,Tight Junctions®. Dabei handelt
es sich um interzellulare Adhésionskomplexe von Epithel- und Endothelzellen, die eine
parazellulare Diffusionsbarriere bilden und den Fluss von Molekiilen iiber das Epithel
regulieren. Es ist bekannt, dass an deren Aufbau Multiproteinkomplexe beteiligt sind, die
zytosolische und Transmembranproteine (z.B. Occludin (FURUSE et al., 1993) und Claudine
(FURUSE et al., 1998)) enthalten (STEED et al., 2009).

Aufgrund der gegen Sduren und Enzyme resistenten C-C-Bindung zwischen Zucker und
Aglykon werden Deglykosylierungen bei C-Glykosiden selten beobachtet. Dass die
Abspaltung des Zuckerbausteins dennoch moglich ist, beweist die Detektion des
glucuronidierten Aglykons sowohl von Aspalathin als auch von Nothofagin (96-98). In der
Literatur wurde bereits die Spaltung des C-verkniipften Glykosids Mangiferin zu dessen
Aglykon Norathyriol durch Darmbakterien beschrieben (SANUGUL et al., 2005). Daher sind
entsprechende Umsetzungen auch fiir beide Dihydrochalkone denkbar. Anhand der geringen
Peakintensitdten und nur vereinzelten Erfassung dieser Metabolite 1dsst sich abschdtzen, dass
die Ausscheidung in dieser Form eine unwesentliche Rolle spielt. Auch die alleinige
Glucuronidierung und Sulfatierung von Aspalathin (16) stellt ebenso wie die kombinierte
Methylierung und Sulfatierung einen Sekundérprozess dar. Wichtige Konjugationswege sind
dagegen die Methylierung sowie die kombinierte Methylierung und Glucuronidierung. Diese
Ergebnisse decken sich mit denen von KREUZ et al. (2008).

Fir die Methylierung von Aspalathin (16) kann anhand von Cochromatographie und der
Daten von COURTS & WILLIAMSON (2009) gezeigt werden, dass trotz der in vitro-
Bildung von 3-O- und 4-O-MA (84, 85) in vivo nur das 3-O-Methylisomer relevant ist. Dieses
besitzt im Vergleich zum freien Aspalathin (16) eine hohere Lipophilie, wodurch nach Durch-
laufen des enterohepatischen Kreislaufs die Moglichkeit zur Riickresorption durch passive
Diffusion deutlich erhoht wird. Dieses ist moglicherweise ein Grund fiir die hohen
Peakintensititen des methylierten und glucuronidierten Aspalathins (91, 92, 95). Vermutlich
ist in diesen Metaboliten die Methylgruppe am 3-OH des B-Rings konjugiert. Zusétzlich zur
Glucuronidierung in der Leber und im Darm konnte dieser Prozess auch in der Niere ablaufen
und damit zur ausgeprigten Anwesenheit dieser Metabolite beitragen. Es ist bekannt, dass
z.B. die in der Niere lokalisierte UDP-Glucuronosyltransferase UGT1AS8/9 iiber ein breites
Spektrum an Substratspezifitit verfligt (MCGURK et al., 1998) und daher moglicherweise an
der Metabolisierung von Aspalathin (16) beteiligt ist.
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Tabelle 2.24 gibt einen Uberblick iiber das Vorkommen einiger nach oraler Gabe der
Rooibosformulierungen identifizierten Metabolite von Aspalathin (16) und Nothofagin (25)
unabhingig vom Zeitpunkt der Exkretion. Aufgrund der vergleichbaren Aspalathingehalte im
Rooibostee und der aktiven Fraktion ergeben sich fiir ersteres Dihydrochalkon keine
signifikanten Unterschiede im Metabolitprofil und den Detektionsraten. Ein Einfluss der
Priifproduktmatrix (komplexer Teeaufguss — definiert zusammengesetzte aktive Fraktion) auf

beide Parameter ist somit nicht gegeben.

Tabelle 2.24: Ubersicht iiber das Vorkommen einiger Metabolite von Aspalathin (16) und Nothofagin
(25) im 0-24 h-Urin der Probanden 1-9 nach Gabe von jeweils 500 mL des Rooibostees bzw. der
aktiven Fraktion”
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*glcS, glucuronid; Me, Methyl

3-O-MA (84) stellt den Hauptmetaboliten dar und konnte sowohl nach Verabreichung von
Rooibostee als auch nach aktiver Fraktion in den Urinproben aller Probanden identifiziert
werden. Die liberwiegende Zahl der Probanden scheidet auch die beiden dominierenden
Methyl-O-aspalathin-O-glucuronide 91 und 95 aus. Interessanterweise konnte intaktes
Aspalathin (16) trotz seines hoheren Gehalts unabhéngig vom verabreichten Priifprodukt bei
deutlich weniger Probanden als das strukturell verwandte Nothofagin (25) bestétigt werden.
Die Ursache kann der ausgeprigtere Metabolismus von Aspalathin (16) sein. Nothofagin-O-
glucuronid (94) konnte als einziger Metabolit von Nothofagin (25) ausschlieBlich nach Zufuhr

des Rooibostees gefunden werden. Diese Beobachtung ist vermutlich auf die deutlich
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geringeren Nothofagingehalte in der aktiven Fraktion zuriickzufiihren (siehe 6.4). Ahnliches
gilt fiir 2°,4,4",6 -Tetrahydroxy-dihydrochalkon-O-glucuronid (97).

Der relative Beitrag der einzelnen Konjugationsreaktionen zur Metabolisierung ist von der
Verteilung der jeweiligen Verbindung zwischen der wéssrigen Phase und der Lipidphase
innerhalb der Zelle abhingig. Beim physiologischen pH-Wert von 7,4 sind die meisten
Polyphenole an den polaren Kopfgruppen der Membranphospholipide assoziiert. Dadurch
sind die Hydroxylgruppen fiir eine Glucuronidierung besser zugénglich (VERSTRAETEN et
al., 2003; VAN DER MERWE et al., 2010). Polarere Metabolite bevorzugen den wassrigen
Interzellularraum, so dass diese in Umkehrung fiir zytosolische Konjugationsreaktionen wie
die Methylierung und Sulfatierung empfinglicher sind. Im Falle des methylierten und
glucuronidierten Aspalathins (91, 92, 95) erfolgt demnach die Methylierung vorzugsweise im
Zytosol und die nachfolgende Glucuronidierung im endoplasmatischen Retikulum (VAN
DER MERWE et al., 2010).

Metabolite der Flavon-C/O-, Flavanon-C- und Flavonol-O-glykoside
Neben den Metaboliten von Aspalathin (16) und Nothofagin (25) wurden im Retentions-

zeitenbereich von 40-60 min zahlreiche Glucuronide der Flavonoidaglyka Luteolin (28),
Quercetin (29), Eriodictyol (30), Apigenin (31), Naringenin bzw. der methylierten Aglyka
(z.B. 3-Methylquercetin (Isorhamnetin); 3’-Methylluteolin (Chrysoeriol, 32)) anhand der
neutralen Abspaltung des Glucuronidrestes von 176 amu im MS*-Modus identifiziert. Durch
Vergleich mit den Messungen vor Verabreichung beider Rooibosformulierungen konnte
ermittelt werden, welche der Metabolite als Folge der Priifproduktgabe entstanden sind. Die
Charakterisierung des korrespondierenden Aglykons erfolgte auf Basis der MS*-Messungen
einiger Urinproben und der verfiigbaren Referenzsubstanzen (Tabelle 2.25). Die Fragmente
gehen aus der Spaltung des heterocyclischen C-Rings hervor. Weiterhin sind identifizierte

intakte Vertreter der genannten Stoftklassen sowie deren Metabolite aufgefiihrt.

Insgesamt konnten jeweils zwei Eriodictyol- (z.B. 100), Quercetin- (z.B. 81), Naringenin-
(z.B. 103), Methylquercetin- (z.B. 101), Apigenin (z.B. 102)- und Methylluteolin- (z.B. 104)
sowie drei Luteolin-O-glucuronide (z.B. 82) nachgewiesen werden, wobei nach Gabe der
aktiven Fraktion die Apigenin-O-glucuronide (z.B. 102) bei keinem und die Methylluteolin-
O-glucuronide (z.B. 104) lediglich bei einem Studienteilnehmer identifiziert werden konnten.
Als einziges Diglucuronid konnte Luteolin-di-O-glucuronid (106) bei einem Probanden nach
Gabe der aktiven Fraktion bestédtigt werden. Mit Quercetin-O-sulfat (105) lag lediglich ein

sulfatiertes Konjugat bei insgesamt zwei Probanden vor.

Der Nachweis von Methylquercetin- und Methylluteolin-O-glucuronid (101, 104) zeigt, dass
die Ausscheidung der korrespondierenden Aglyka auch iiber eine kombinierte

Glucuronidierung und Methylierung ablaufen kann. Dieser Stoffwechselweg spielt allerdings
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ebenso wie die Sulfatierung eine untergeordnete Rolle. Hauptsédchlich erfolgt die renale

Eliminierung im Unterschied zu den Dihydrochalkonen tiber die Monoglucuronide.

Tabelle 2.25: Uberblick iiber die im 0-24 h-Urin der neun untersuchten Probanden nach oraler
Applikation von je 500 mL Rooibostee bzw. aktiver Fraktion identifizierten Flavone, Flavanone und
Flavonole und deren Metabolite sowie der jeweilige Nachweisort (Hauptfragmente unterstrichen)*

Rt [M-HJ MS? Priifprodukt .

RIS [min] m/z m/z Tee Fraktion VOGS

81 41,2; 54,8 477 301 (MS*179, 151) X X Quercetin-O-glcS

105 67,5 381 301 (MS*179, 151) X X Quercetin-O-sulfat

82 45.,8; 55,6; 461 285 (MS*241, 217) X X Luteolin-O-glcS

59,7

106 45,9 637 461, 285 X Luteolin-di-O-glcS

100 56.8; 58,0 463 287 (MS3 151) X X Eriodictyol-O-glcS

101  50,8; 55,1 491 315 (MS?301) X X Me-O-quercetin-O-glcS

102  55,5;58,2 445 269 (MS®201, 181) X Apigenin-O-glcS

103  58,0; 60,6 447 271 (MS*151) X X Naringenin-O-glcS

104 55,6; 58,8 475 299 (MS®284) X X Me-O-luteolin-O-glcS

11 30,3 447 429, 357, 327 X Isoorientin

14 33,5 447 357, 327 X X Orientin

107 39,1 461 443,371, 341 X X Me-O-isoorientin

108 28,0 623 533, 503, 447, 429, X Isoorientin-O-glcS
357,327

109 28,5 637 547,517, 461, 443, X Me-O-isoorientin-O-glcS
371, 341

110 30,1 637 547,517,461, 371, X Me-O-orientin-O-glcS
341

111 37,7 527 447, 429, 357, 327 X X Isoorientin-O-sulfat

18 35,5 609 301 X Rutin

20 37,6 431 413, 341, 311 X X Isovitexin

21 39,6 431 341,311 X Vitexin

22/23 39,8 463 301 X X Hyperosid/Isoquercitrin

24 44,2 447 285 X Luteolin-O-hexosid

112 30,6 623 447, 285 X Luteolin-O-hexosid-O-glcS

30 66,8 287 151, 135 X X Eriodictyol

113 37,5, 38,7 463 373, 343 X X (R/S)-Me-O-eriodictyol-6/8-

C-glu

*Rt, Retentionszeit; glcS, glucuronid; Me, Methyl; glu, glucosid

Derivate von Naringenin sind in der aktiven Fraktion nicht enthalten. Die Bildung von
Naringenin-O-glucuroniden (z.B. 103) ist allerdings aus Nothofagin (25) tiber Naringenin auf
zwel Wegen denkbar: Zum einen nach Deglykosylierung zum Aglykon des Nothofagins (99)
und anschlieBendem Ringschluss, zum anderen nach Ringschluss zum (R/S)-Naringenin-6-C-
glucosid und nachfolgender Deglykosylierung. Entsprechende Umsetzungen lassen sich auch
fiir Aspalathin (16) formulieren. Uber beide Reaktionswege entsteht dann Eriodictyol (30),
das im Korper zu Eriodictyol-O-glucuroniden (z.B. 100) umgewandelt werden kann (KREUZ
et al., 2008 — Abbildung 2.36).
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Abbildung 2.36: Hypothetischer Bildungsweg von Eriodictyol- und Naringenin-O-glucuronid (z.B.
100 und 103) aus Aspalathin (16) und Nothofagin (25). Glu, glucosid

Die Vielzahl der erfassten Glucuronide deutet auf eine ausgedehnte Deglykosylierung der
Flavone, Flavanone und Flavonole im Darmtrakt sowie die anschlieBende Verstoff-
wechselung der freigesetzten Aglyka hin (siehe 2.2.7.2). Das Auftreten von Luteolin- und
Apigenin-O-glucuroniden (z.B. 82 und 102) nach oraler Applikation der aktiven Fraktion geht
vermutlich auf die Deglykosylierung der C-glucoside Isoorientin (11), Orientin (14) sowie
Isovitexin (20) und Vitexin (21) durch die Mikroflora des Dickdarms und die nachfolgende
Riickresorption der freigesetzten Aglyka zuriick, da die Spaltung der C-glykosidischen

Bindung aufgrund ihrer Stabilitit auf enzymatischem Weg kaum erfolgt.

Die resorbierten Flavonoide werden aus dem Organismus nicht nur als Metabolite der Aglyka
ausgeschleust, wie der Nachweis intakter Flavonoide (z.B. Rutin (18)) nach Gabe von aktiver
Fraktion und Rooibostee belegt. Bei letzterem Priifprodukt war die Zahl detektierter
unverdnderter Flavonoide insgesamt grofer (siehe 2.2.8.1). Als Phase-II-Umsetzungsprodukte
der intakten Ausgangsverbindungen konnten vier bislang unbekannte Metabolite von
Isoorientin (11) und Orientin (14) identifiziert werden. Im Einzelnen handelte es sich um
methyliertes (107), glucuronidiertes (108), sulfatiertes (111) sowie methyliertes und
glucuronidiertes Isoorientin (109) bzw. Orientin (110). Von welchem der beiden Flavon-C-
glucoside sich die Metabolite ableiten, wurde anhand der Fragmente m/z 429 (intaktes
Flavonoid-18 amu) und 443 (methyliertes Flavonoid-18 amu) ermittelt. Beide traten aus-
schlieBlich beim 6-C-glucosid Isoorientin (11) auf, nicht jedoch beim 8-C-glucosid Orientin
(14) (ebenso wie das Fragment m/z 429 zur Differenzierung der unverdnderten Flavone —

siche Tabelle 2.1). In Ubereinstimmung mit der Verstoffwechselung von Aspalathin (16) stellt
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die Biotransformation zum methylierten Konjugat 107 (Methylisoorientin) den Haupt-
konjugationsweg dar. Entsprechende Metabolite wurden fiir Isovitexin (20) und Vitexin (21)

aufgrund geringerer Gehalte in den Rooibosformulierungen nicht gefunden.

(R/S)-Eriodictyol-6/8-C-glucoside (9, 10, 15, 17) entstehen bei der ,,Fermentation“ aus
Aspalathin (16) (siche 1.2.3). Der Nachweis einiger sich davon ableitender Metabolite (z.B.
Eriodictyol (30), Eriodictyol-O-glucuronide (z.B. 100) und methylierte (R/S)-Eriodictyol-6/8-
C-glucoside (z.B. 113)) nach Gabe von aktiver Fraktion und Rooibostee liefert erstmals den
Beweis dafiir, dass die Oxidation des Dihydrochalkons nicht nur wéhrend fermentativer
Prozesse, sondern auch in vivo abliduft (KREUZ et al., 2008), da weder Eriodictyol (30) noch
die korrespondierenden C-glucoside 9, 10, 15 und 17 Bestandteile der aktiven Fraktion waren
(siche Abbildung 2.22). Demnach wird Aspalathin (16) auch zu einem gewissen Teil iiber die
vier Flavanon-C-glucoside verstoffwechselt. An Bedeutung gewinnt dieser Prozess bei der
2. Humanstudie (siehe 2.3). Hier wurde deutlich, dass mit zunehmender Lagerdauer
(— gelagertes Fertiggetrink) die renale Ausscheidung verstérkt {iber diesen Weg abléduft. Die
Detektion von Eriodictyol (30) ist mit der bakteriellen Spaltung der Flavanon-C-glucoside 9,
10, 15 und 17 in Aglykon und Zuckerrest zu erklédren, die einerseits nach fortschreitendem
Abbau zur Bildung phenolischer Sduren fiihrt (siche unten). Andererseits kann nach Riick-
resorption die Biotransformation zu Eriodictyol-O-glucuroniden (z.B. 100 — siche Abbildung
2.36) erfolgen.

Phenolische Abbauprodukte

In Tabelle 2.26 sind einige phenolische Sduren aufgefiihrt, die in den Urinproben der neun

untersuchten Probanden nach oraler Gabe der beiden Rooibosformulierungen auf Basis der
massenspektrometrischen Daten und potentieller C-Ring-Metabolite der Rooibosflavonoide
charakterisiert werden konnten.

Die Fragmentierungsmuster zeigten in erster Linie einen Massenverlust von 44 amu infolge
der Abspaltung der Carboxylfunktion (CO,). Die mit * markierten Zielverbindungen lagen als
Referenzsubstanzen vor, so dass in diesen Féllen die Identitdt der Abbauprodukte und
angesichts moglicher Stellungsisomere insbesondere die Verkniipfungsstelle(n) der
funktionellen Gruppe(n) im Molekiil durch Cochromatographie und den Vergleich mit
Literaturdaten (z.B. JUSTESEN et al., 2000) ermittelt werden konnte. Teilweise war der
Nachweis durch Coelutionen erschwert bzw. nicht moglich. So gelang die sichere Bestdtigung
von 3-Hydroxyphenylessigsdure (122) aufgrund fehlender MS*-Daten nicht. Abhilfe konnte
die GC-MS/MS-Analytik verschaffen, die vielfach zur Analyse niedermolekularer
Verbindungen herangezogen wird (z.B. RECHNER et al., 2002).

Als unspezifische Abbauprodukte verschiedener Flavonoiduntergruppen lagen insbesondere
Hippursdure (127) und die hydroxylierten Derivate 128 und 129 bereits vor Priifproduktgabe

im Probenmaterial vor. Deren Ausgangskonzentrationen wurden bei der quantitativen
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Auswertung als Basiswert betrachtet und analysiert, inwieweit die Zufuhr der Rooibos-

formulierungen zu einer signifikanten Zunahme der Gehalte fiihrt (siehe 2.2.7.1 und 2.2.8.1).

Tabelle 2.26: Ubersicht iiber die im 0-24 h-Urin der neun untersuchten Studienteilnehmer nach oraler
Applikation von je 500 mL Rooibostee bzw. aktiver Fraktion identifizierten phenolischen S&uren
sowie deren Detektionsraten.*

Rt [M-H]" MS* Priifprodukt
[min] m/z m/z Tee Fraktion
115 15,5 153 109 3 3 Dihydroxybenzoeséure
116 16,8 153 109 ND 3,4-Dihydroxybenzoesiure (*)
117 25,1 153 109 3 2,5-Dihydroxybenzoesdure (*)
118 204 137 108 2 Dihydroxybenzaldehyd
119 23,0 137 93 2 4-Hydroxybenzoesdure (*)
120 279 137 93 ND ND 3-Hydroxybenzoesédure (*)

Nr. Verbindung

W W N

121 23,6 151 107 8 8 4-Hydroxyphenylessigsdure (*)

122 272 151 107 ND ND 3-Hydroxyphenylessigsdure (*)

123 233 181 137 2 3 3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-propionsdure (*)
124 26,8 181 137 3 2 Dihydroxyphenylpropionsdure

125 319 165 121 ND ND 3-(4-Hydroxyphenyl)-propionséure (*)
126 38,2 165 121 3 3 3-(3-Hydroxyphenyl)-propionsdure (?)
127 259 178 134 9 9 Hippurséure (*)

128 15,7 194 150 9 9 3/4-Hydroxyhippursdure

129 36,1 194 150 9 9 3/4-Hydroxyhippursiure

“Die mit * markierten Substanzen standen als Referenzen zur Verfiigung. Rt, Retentions-
zeit; ND, nicht detektiert

Insgesamt konnte unabhingig von der zugefithrten Rooibosformulierung die Bildung
zahlreicher Cs-Cs- (z.B. 123-126), C4-C5- (z.B. 121-122) sowie C4-C-Korper (z.B. 115-120)
beobachtet werden, wobei die zuerst genannten Metabolite vermutlich hauptsédchlich aus dem
bakteriellen Abbau der mengenmiBig wichtigsten Flavone (11, 14, 20, 21, 24) und die an
zweiter Stelle aufgefiihrten aus dem der Flavonole (z.B. 18, 19, 22, 23) hervorgehen (siche
2.1.1.1).

Die Katabolite kénnen auch dem Abbau der Hydroxyzimtsdurederivate des griinen Rooibos
entstammen (siche 2.1.1.5). Bei zwei Probanden wurden mit Ferula- (4-Hydroxy-3-
methoxyzimtsdure), Isoferula- (3-Hydroxy-4-methoxyzimtsdure) und Dihydroferulasdure
(4-Hydroxy-3-methoxydihydrozimtsidure) weitere Metabolite des Hydroxyzimtsdurestoff-
wechsels anhand ihres Fragmentierungsmusters und durch Cochromatographie charakterisiert.
Die Bildung dieser Verbindungen ist aus Caffeoylchinasdureestern nach Spaltung der Ester-
bindung sowie der Methylierung der freigesetzten Kaffeesdure (3,4-Dihydroxyzimtsdure)
denkbar. Bei diesem Prozess entstehen Isoferula- und Ferulasdure. Letztere kann unter
Reduktion der aliphatischen Doppelbindung zur Dihydroferulasdure weiterreagieren (BOOTH
et al., 1957; PLUMB et al., 1999; RECHNER et al., 2001). Kaffee-, Ferula-, Isoferula- und
Dihydroferulasdure konnen einerseits im Dickdarm mikrobiell zu phenolischen Saduren (z.B.
3-(3-Hydroxyphenyl)-propionsdure und 3-Hydroxyhippursdure) zersetzt (CHESSON et al.,
1999; PLUMB et al., 1999), andererseits auch unveriandert resorbiert und in der Leber zu den
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korrespondierenden Glucuroniden umgesetzt werden (BOOTH et al., 1957; PLUMB et al.,
1999; RECHNER et al.,, 2001). Ferner wurden in den Urinproben einiger Probanden
Fragmentierungsmuster gefunden, die moglicherweise auf die typischen Flavonol-Abbau-
produkte 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure (130; m/z 167 [M-H] — 123) und 3,4-Dihydroxy-
toluol (131; m/z 193 [M-H]" — 123) zuriickgehen.

Mogliche Angriffsstellen des C-Rings, die zur Bildung einiger in Tabelle 2.26 genannten
Metabolite fiihren, sind am Beispiel des Flavonols Rutin (18) in Abbildung 2.37 dargestellt.

OH

= 116,118,131
O-rutinosid

OHY O 121,122,130

125, 126
OH
OH OH
/\/©/ HOOC\/©/
HOOC HOOC
3-(4-Hydroxyphenyl)- 3-(3-Hydroxyphenyl)- 4-Hydroxyphenyl-
propionsdure (125) propionséure (126) essigsdure (121)
OH OH OH
OH OH
HOOC HOOC
HOOC
3-Hydroxyphenyl- 3,4-Dihydroxyphenyl- 3,4-Dihydroxy-
essigsdure (122) essigsdure (130) benzoesdure (116)
OH OH
OH /©/O H
(0]
H,C
H
3,4-Dihydroxy- 3,4-Dihydroxytoluol (131)
benzaldehyd (118)

Abbildung 2.37: Potentielle C-Ring-Spaltungsstellen fiir einen mikrobiellen Abbau durch die
Dickdarmflora am Beispiel des Rutins (18) (modifiziert nach JUSTESEN et al., 2000)

Als potentielle Abbauprodukte der Flavon-C-glucoside Isoorientin (11) und Orientin (14)
konnte 3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-propionsdure (123) bei zwei (Rooibostee) bzw. drei (aktive
Fraktion) Probanden bestitigt werden. 3-(4-Hydroxyphenyl)-propionsdure (125), die aus
Isovitexin (20) und Vitexin (21) entstehen kann (ZHANG et al., 2007b), wurde wahr-
scheinlich aufgrund deren geringer Gehalte in den Rooibosformulierungen nicht identifiziert.
Ebenfalls nicht nachgewiesen wurden A-Ring-Metabolite wie Phloroglucinol (PG) und dessen
Derivate. Dieses hdngt moglicherweise mit dem weiteren bzw. vollstdndigen Abbau zu CO,
und Acetyl-CoA zusammen (HEIDER & FUCHS, 1997, HEILMANN & MERFORT,
1998Db).
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Abbildung 2.38: Schematische Darstellung der Metabolisierung von (+)-Catechin (modifiziert nach
MESELHY et al., 1997; HOLLMAN & KATAN, 1997; MULDER et al., 2005; SANG et al., 2008).
UGT, UDP-Glucuronosyl-Transferase; SULT, Sulfotransferase; glcS, glucuronid

In den Urinproben zweier Probanden konnten zwei Metabolite identifiziert werden, die sich
vermutlich vom 5-(3",4",5 -Trihydroxyphenyl)- (M4; 224 g/mol) und 5-(3",4’-/ bzw. 3°,5"-
Dihydroxyphenyl)-y-valerolacton (M6 bzw. M6’; 208 g/mol) ableiten. Bei diesen Ver-
bindungen handelt es sich um bakterielle Ringspaltungsprodukte der Flavan-3-ole (z.B.
Epicatechin und Epigallocatechin). Der erste Metabolit (132) besitzt ein Pseudomolekiilion
bei m/z 303 [M-HJ, das im MS*-Modus neben m/z 179 insbesondere m/z 223 [(M-H)-80] als
Hauptfragment liefert und mit der Abspaltung eines Sulfatrests korreliert. Verbindung 132
stellt daher in Ubereinstimmung mit SANG et al. (2008) und DEL RIO et al. (2010)
vermutlich ein sulfatiertes Derivat von M4 dar. Der zweite Metabolit (133) zeigt ein [M-H]
bei m/z 383, das im MS*-Modus die Fragmente m/z 207, 175 und 113 bildet. Das Haupt-
fragment m/z 207 [(M-H)-176] weist auf die neutrale Abspaltung eines Glucuronidrests hin.
Damit handelt es sich moglicherweise um die glucuronidierte Form von M6 bzw. M6’, die
ebenfalls von beiden Arbeitsgruppen beschrieben wurde. Eine Unterscheidung zwischen M6

und M6" war aufgrund fehlender Referenzsubstanzen nicht moglich. Eine schematische
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Darstellung der Metabolisierung von (+)-Catechin unter Bildung von M6-glcS (133) zeigt
Abbildung 2.38.

2.2.7.2 Plasma

Plasmaproben von insgesamt drei Messpunkten (0, 1,5 und 3 h) wurden geméif 4.5.12.1
aufgearbeitet und per LC-MS/MS analysiert. Abbildung 2.39 zeigt EIC intakter Rooibos-
flavonoide nach oraler Applikation von 500 mL des Rooibostees.
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Abbildung 2.39: LC-MS/MS-Analyse (EIC) des 3 h-Plasmas eines Probanden nach Gabe von 500 mL
Rooibostee (11: m/z 447 — Isoorientin; 14: m/z 447 — Orientin; 15: m/z 449 — (S)-Eriodictyol-8-C-
glucosid; 83: m/z 449 — Eriodictyol-7-O-glucosid (ISTD); 16: m/z 451 — Aspalathin; 21: m/z 431 —
Vitexin; 19: m/z 609 — Quercetin-O-rutinosid) (nach BREITER et al., 2011)

In den Plasmaproben konnten erstmalig unverdnderte Rooibosflavonoide anhand ihrer
Fragmentierungsmuster und Cochromatographie mit den jeweiligen Referenzsubstanzen
identifiziert werden. Die quantitativ wichtigsten Rooibosflavonoide - u.a. Aspalathin (16) -
lieBen sich bei dem GroBteil der Probanden detektieren. Neben den in Abbildung 2.39
aufgefithrten Verbindungen waren das Rutin (18), Isovitexin (20) und Luteolin-O-hexosid
(24).

Weder KREUZ et al. (2008) noch STALMACH et al. (2009) konnten intakte Flavonoide oder
deren Metabolite in den Plasmaproben der Studienteilnehmer bzw. Versuchstiere nach Gabe

von Rooibosprodukten bestédtigen. Diese abweichenden Ergebnisse sind vermutlich auf die
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unterschiedlichen Aufarbeitungsverfahren zuriickzufiihren. Zur Spaltung der Plasmaalbumin-
Flavonoid-Komplexe, in denen die Flavonoide nach Resorption vorliegen (siehe 1.3.1.1 und
2.2.5), wurde den Plasmaproben im Unterschied zu STALMACH et al. (2009) bei der
Aufarbeitung ein saures Puffersystem (pH 3,5) zugesetzt. KREUZ et al. (2008) verwendeten
zwar einen Natriumacetatpuffer (pH 4,8), setzten allerdings die Festphasenextraktion, die sich
als eher ungiinstiges Verfahren zur Erfassung intakter Flavonoide erwies (siehe 2.2.5.1), zur
Aufarbeitung der Plasmaproben ein.

Unverédnderte Flavonoide, insbesondere einige Vertreter der Quercetin-O-glykoside, konnten
bereits bei anderen Studien intakt detektiert werden. So gelang der Nachweis von
unverdndertem Rutin im Plasma eines Probanden (Cpax: 63 ng/mL; tiay: 5 h) nach oraler Gabe
von 500 mg Rutin (ISHII et al., 2001). Die Arbeitsgruppe um MULLEN (2006) untersuchte
bei einer Humanstudie die Bioverfiigbarkeit von Quercetin-O-glykosiden (Quercetin-4'-O-
glucosid und Quercetin-3,4"-O-glucosid) aus gerdsteten Zwiebeln. Dabei konnten in erster
Linie Metabolite des Quercetins (sulfatiertes, glucuronidiertes, zweifach glucuronidiertes,
glucuronidiertes und sulfatiertes sowie glucuronidiertes und methyliertes Quercetin) in den
Plasmaproben nachgewiesen werden (cm.x zumeist nach 0,6-0,8 h). Vergleichbare Ergebnisse
wurden von DAY et al. (2001) im Rahmen einer Humanstudie mit vier Probanden erzielt. Bei
einer weiteren Studie mit demselben Probenmaterial (270 g) konnten MULLEN et al. (2004)
bei einem Probanden auch intaktes Isoquercitrin in Spuren bestimmen. Nach direkter Gabe
von reinem Isoquercitrin (325 ymol) und Quercitin-4"-O-glucosid (331 umol) ermittelten
OLTHOF et al. (2000) durchschnittliche Plasmahochstgehalte der intakten Glucoside (n =5)
von 5 bzw. 4,5 umol/L (tmax: 37 bzw. 27 min).

Die Flavon-C-glucoside Isoorientin und Orientin konnten bei einer Humanstudie mit
insgesamt neun Teilnehmern nach intravendser Verabreichung von Extrakten aus Polygonum
orientale und Erigeron breviscapus neben verschiedenen Metaboliten auch intakt nach-
gewiesen werden (ZHANG et al.,, 2007a). Bei einem Tierversuch mit Ratten zur Meta-
bolisierung derselben Verbindungen sowie von Vitexin und Isovitexin konnten ZHANG et al.
(2007b) zeigen, dass die vier Flavone im Gastrointestinaltrakt kaum resorbiert und haupt-
sdchlich mit dem Faeces in unverdnderter Form oder nach mikrobiellem Dickdarmabbau
ausgeschieden werden (siehe 1.3.1.2).

Der Nachweis der Dihydrochalkon-C-glucoside Aspalathin und Nothofagin im Plasma ist
bislang nicht beschrieben worden. Das Aglykon von Nothofagin (Phloretin) und sein
korrespondierendes 2’-O-glucosid (Phloridzin) wurden in einem Tierversuch mit Ratten als
Priifprodukte eingesetzt (CRESPY et al., 2001). Phloretin wurde hauptsédchlich in konjugierter
Form (glucuronidiert und/oder sulfatiert) und zu einem geringeren Anteil intakt in den
Plasmaproben wiedergefunden, wéhrend unverdndertes Phloridzin nicht nachgewiesen

werden konnte.

Die Bestitigung intakter Flavonoide ist fiir ihre physiologischen Eigenschaften, z.B. ihr

antioxidatives Potential, von Bedeutung. So korreliert im Idealfall die detektierte Flavonoid-
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menge mit dem antioxidativen Potential zu einem definierten Messpunkt. Die im Organismus
ablaufenden Biotransformationen konnen sowohl zu einer Ab- als auch Zunahme der
biologischen Aktivitdt fiihren (CANIVENC-LAVIER et al., 1996; MUTO et al., 2001;
JUSTINO et al., 2004), wobei der Beitrag einzelner Verbindungen und korrespondierenden
Metabolite zu diesen Effekten von ihrer bioverfiigbaren Menge und chemischen Struktur
abhingig ist (FRANCIS et al., 1989; SNIJMAN et al., 2007). Dieses fiihrt oft zu einer
Diskrepanz der Ergebnisse von in vitro- und in vivo-Studien (LOTITO et al., 2006).

In diesem Zusammenhang wurde berichtet, dass die Position der Glucuronidierung Einfluss
auf die biologische Aktivitdt der Flavonoide hat. Das Redoxpotential des B-Rings ist niedriger
als das des A-Rings, so dass eine Glucuronidierung am 3’- oder 4’-OH des B-Rings das
antioxidative Potential des korrespondierenden Aglykons mindert (JOVANOVIC et al.,
1998). Deshalb untersuchten DAY et al. (2000b) die Bildungsraten von Quercetin-O-
glucuroniden anhand zellfreier Extrakte der menschlichen Leber. Diese folgten der Reihen-
folge 4’-OH > 3’-OH > 7-OH > 3-OH, wihrend die Position 5-OH keine Reaktion zeigte. Bei
in vitro-Versuchen mit subzelluldren Leberfraktionen von Ratten konnte gezeigt werden, dass
die Glucuronidierung von Aspalathin zu einer vollstindigen Abnahme des antioxidativen
Potentials fithrt (VAN DER MERWE et al., 2010). Auch dessen Sulfatierung fiihrt zu
dhnlichen Ergebnissen (Abbildung 2.40).
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Abbildung 2.40: Abnahme des antioxidativen Potentials (TEAC-Assay— Werte als Trolox-
Aquivalente angegeben) infolge zunehmender Konjugation. TE, Trolox-Aquivalente; glcS, glucuronid

Nichtsdestotrotz koénnen die konjugierten Produkte immer noch andere biologische
Aktivitaten aufweisen. Einige Metabolite des Quercetins (z.B. Quercetin-4"-O-glucuronid)
behalten beispielsweise ihre Fahigkeit zur Hemmung der Xanthinoxidase und Lipooxygenase,
die eine Schliisselrolle bei Entziindungsprozessen und der Ausbildung von Artherosklerose
und Krebs spielen, bei (DAY et al., 2000b). Glucuronide des Flavonols zeigen daneben eine
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hemmende Wirkung auf das Wachstum von menschlichen Lungenkrebszellen (ZHANG et al.,
2007c).

Phase-II-Metabolite der intakten Flavonoide bzw. ihrer korrespondierenden Aglyka konnten
mittels Direktextraktion nicht verifiziert werden (siehe 2.2.5.1). Dass diese dennoch vor-
kommen, lieB3 sich durch Analyse einiger Plasmaproben mittels Festphasenextraktion belegen.
So gelang unabhéngig von der Rooibosformulierung der Nachweis zahlreicher Glucuronide
von Luteolin (28), Quercetin (29), Eriodictyol (30) und Apigenin (31) anhand der im MS*-
Modus durch Abspaltung des Glucuronidrests auftretenden Massendifferenz von 176 amu.
Die Glucuronide von Luteolin (28) entstehen vermutlich primér aus Isoorientin (11), Orientin
(14) und Luteolin-O-hexosid (24), die von Apigenin (31) aus Isovitexin (20) und Vitexin (21)
sowie die von Quercetin (29) aus Rutin (18), Hyperosid (22) und Isoquercitrin (23). Die
glucuronidierten Metabolite von Eriodictyol (30) sind offenbar eine Folge der oxidativen
Cyclisierung von Aspalathin (16), da weder das Flavanon noch potentielle Vorldufer in
signifikanter Menge in den Rooibosformulierungen enthalten waren (siehe 2.2.7.1).
Metabolite der beiden intakten Dihydrochalkone 16 und 25 konnten in den untersuchten
Plasmaproben nicht identifiziert werden.

Zusammenfassend werden die Rooibosflavonoide zum einen unverdndert tiber aktive
Transportmechanismen und zum anderen nach Deglykosylierung zu den korrespondierenden
Aglyka vorwiegend tiiber passive Diffusion aufgenommen. Wihrend der transzellularen
Resorption sowie in der Leber unterliegen insbesondere die freien Aglyka einer ausgedehnten
Metabolisierung (siehe 1.3 und 2.2.7.1), die hauptsdchlich zu einfachen Glucuroniden
(sulfatierte, methylierte, mehrfach glucuronidierte und gemischte Metabolite nicht nach-
weisbar) fithrt. Diese sogenannte First-Pass-Glucuronidierung findet vielfach in der Literatur
Erwdhnung. So wurde beobachtet, dass trotz der angenommenen raschen Resorption oral
verabreichter Flavonoidaglyka ihre Plasmakonzentration im Vergleich zu der der ent-
sprechenden Phase-II-Metabolite sehr gering ist. Die durch verschiedene UDP-Glucuronosyl-
transferasen (UGTs) vermittelte Glucuronidierung wurde hierbei als wichtigster Stoffwechsel-
weg vorgeschlagen (ZHANG et al., 2007c —siehe 1.3.1.1). Bei einer Humanstudie wurde
beispielsweise nach Gabe von Kdmpferol die 3-O-glucuronidierte Form dieses Flavonols als
dominierender Metabolit im Plasma identifiziert (CHEN et al., 2005). Bei einer weiteren
Humanstudie war Epicatechin-O-glucuronid Hauptmetabolit nach Gabe eines mit
Procyanidinen und Flavon-3-olen angereicherten Kakaos (NATSUME et al., 2003). Auch die
im Rooibos freigesetzten Aglyka scheinen der First-Pass-Glucuronidierung zu unterliegen.
Die Glucuronid-Konjugation lduft unspezifisch ab - allein fiir Eriodictyol-O-glucuronid
wurden drei Konstitutionsisomere (z.B. 100) identifiziert.

Tabelle 2.27 gibt abschlieBend eine Ubersicht iiber das Vorkommen einiger intakter
Flavonoide nach Gabe der Rooibosformulierungen unabhéngig vom Messzeitpunkt. Aufgrund
interindividueller Stoffwechselunterschiede war eine Detektion aller Verbindungen nicht bei

samtlichen Probanden moglich. So konnten nach Gabe von aktiver Fraktion beim Probanden
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»J insgesamt acht der neun Flavonoide nachgewiesen werden, wéhrend dieses beim
Probanden ,,8“ bei keinem einzigen Flavonoid gelang. Mogliche Ursachen fiir diese
abweichenden Stoffwechselantworten auf die didtetische Intervention sind Unterschiede im
Genotyp, in den Lebensgewohnheiten sowie in der Darmflora (siehe 1.3).

Die Gegeniiberstellung beider Priifprodukte zeigt aufgrund des vergleichbaren Flavonoid-
profils (siche 2.2.4.2) keine signifikanten Diskrepanzen. Unterschiede in den Detektionsraten

ergeben sich lediglich fiir die Quercetin-3-O-glykoside Hyperosid (22) und Isoquercitrin (23).

Tabelle 2.27: Ubersicht iiber das Vorkommen intakter Flavonoide in den Plasmaproben der
Probanden 1-9 nach Gabe von je 500 mL Rooibostee bzw. aktiver Fraktion

Rooibostee 7 8
Isoorientin (11)
Orientin (14)
Aspalathin (16)
Rutin (18)
Isovitexin (20)
Vitexin (21)
Hyperosid (22)
Isoquercitrin (23)
Nothofagin (25)

> 7 6 5 6
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2.2.8 Quantitative Analyse der Urin- und Plasmaproben

Die Quantifizierung der bei beiden Humanstudien identifizierten Flavonoide und Metabolite
wurde mittels HPLC-ESI-MS/MS durch externe, lineare Kalibrierung mit den jeweiligen
Referenzsubstanzen (gelost in DMF) vorgenommen (siehe 4.5.12). Da Standards der
Metaboliten kommerziell nicht verfiigbar waren und zum Teil ihre Synthese scheiterte (siche
2.2.6), erfolgte deren Quantifizierung iiber die korrespondierenden Flavonoide (siehe 2.2.8.1
und 2.3.3.1). Im Rahmen der Methodenentwicklung konnte durch Dotierung von Leerplasma
und -urin mit dem in Tabelle 4.10 aufgefiithrten Mischstandard 2 gezeigt werden, dass beide
Matrices keinen Einfluss auf die lonisierung seiner Bestandteile haben. Die Nachweis- (LOD)
und Bestimmungsgrenzen (LOQ) der einzelnen Referenzsubstanzen sind in Abschnitt 4.5.12
angegeben. Details zu den MS-Parametern finden sich in Abschnitt 4.3.2.

Angesichts des begrenzten Probenmaterials pro Messzeitpunkt und Proband (— Plasma:
<2 mL), der hohen Probengesamtzahl und der zur Verfiigung stehenden Messzeit wurden bei
der 1. Humanstudie drei Plasma- (0, 1,5 und 3 h) und fiinf Urinproben je Priifprodukt und
Proband (0, 0-2, 2-4, 4-6 und 8-24 h) untersucht. Die Messungen erfolgten unter regelméfiger
Zugabe eines Kontrollstandards (Eriodictyol-7-O-glucosid (83)) als Einfachbestimmung, so
dass keine Schwankungsbreiten fiir die Gehalte der Zielverbindungen angegeben werden
konnten. Zur Erfassung von Analytverschleppungen wurden bei jeder Sequenz ein
Reagenzienleerwert (Substitution von Plasma/Urin durch Wasser und Aufarbeitung nach

Vorschrift) mitgefiihrt und Blankmessungen vorgenommen.

Zur Auswertung der Messungen wurden die Bioverfiigbarkeitsparameter tyax (Zeitpunkt bzw.
-intervall der gemessenen Hochstkonzentration cmax), Cmax (quantifizierte Hochstmenge), AUC
(Flache unterhalb der Konzentrations-Zeit-Kurve), crvmin und Crymax (Minimal- bzw. Maximal-
konzentration am betrachteten Zeitpunkt bzw. -intervall) sowie > ¢y (Summe der an den

untersuchten Zeitpunkten bzw. -intervallen quantifizierten Metabolitgehalte) herangezogen.

2.2.8.1 Urin

Metabolite von Aspalathin und Nothofagin

In Tabelle 2.28 sind unabhéngig vom Messintervall die Hochstmengen cy.x von Aspalathin
(16) und Nothofagin (25) sowie ihrer Metabolite im 0-24 h-Urin nach Verabreichung von
aktiver Fraktion und Rooibostee aufgefiihrt. Da mit Ausnahme des sulfatierten Aspalathins
(86) die iibrigen Metabolite als Referenzen nicht zur Verfiigung standen, wurden die Gehalte
als Aspalathin-Aquivalente quantifiziert und diese iiber das Verhiltnis der molaren Massen
auf die jeweiligen Metabolite umgerechnet. Das glucuronidierte Aglykon von Nothofagin (96)
wurde als Phloretin bestimmt (sieche 4.5.12.2). Uber die protokollierten Urinmengen konnten
fiir simtliche Probanden die Absolutmengen der Zielverbindungen je Messintervall berechnet

werden.
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Tabelle 2.28: Ubersicht iiber die nach Verabreichung von je 500 mL Rooibostee bzw. aktiver Fraktion
in den Urinproben der Probanden 1-9 ermittelten Hochstmengen . (in gmol) von Aspalathin (16)
und Nothofagin (25) sowie ihrer Metabolite (Maximalgehalte unterstrichen)®

Rooibostee 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Aspalathin (16) ND 1,2 ND ND ND 1,5 ND 0,6 734
3-O-Me-aspalathin (84) 5,5 31,6 18,6 6,7 18,1 144 5,0 13,6 104
Aspalathin-O-glcS (90) ND <LOQ <LOQ ND ND ND ND ND ND

Me-O-aspalathin-O-glcS (91) 0,4 5,1 1,9 02 ND ND 01 69 3,5
Me-0O-aspalathin-O-glcS (95) 0,4 1,8 13.5 04 ND ND 02 1,1 0,9
Aspalathin-4-O-sulfat (86) 0,1 ND ND ND ND ND 57 ND 1,7

Nothofagin (25) 0,9 4,1 3,0 ND 2,1 1,7 08 2,0 20

Nothofagin-O-glcS (94) ND 1,1 0.8 ND ND ND 0,2 ND 1,0

Phloretin-O-glcS (97) ND 2.7 ND 36 46,1 ND 31,8 424 33
aktive Fraktion

Aspalathin (16) ND 1,0 1,8 ND 45 20 ND 02 1,7

3-0O-Me-aspalathin (84) 13,1 294 55,6 134 749 38,6 2,5 12,7 20,9

Aspalathin-O-glcS (90) ND ND ND ND ND ND ND 02 ND

Me-O-aspalathin-O-glcS (91) 2,1 5.8 0,7 51 0,2 34 ND 1,7 4,7
Me-O-aspalathin-O-glcS (95) 1,1 2,2 1,3 I, ND 43 1,0 09 3,1
Aspalathin-4-O-sulfat (86) 0,9 ND ND ND ND ND ND ND 33

Nothofagin (25) ND ND ND ND 14 ND ND ND ND
Nothofagin-O-glcS (94) ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Phloretin-O-glcS (97) ND ND ND 11,1 ND ND 7,0 ND ND

*ND, nicht detektiert; glcS, glucuronid; Me, Methyl; LOQ, Bestimmungsgrenze

Trotz hoher interindividueller Schwankungen ist 3-O-MA (84) mit Maximalgehalten cp.x von
5,0-31,6 (Rooibostee) bzw. 2,5-74,9 umol (aktive Fraktion) zum Zeitpunkt t;. unabhingig
vom Priifprodukt das Hauptausscheidungsprodukt und wurde bei jedem der neun Probanden
nachgewiesen. Die methylierten und glucuronidierten Metabolite von Aspalathin (91, 95)
konnten ebenfalls bei nahezu allen Studienteilnehmern mit Gehalten zwischen 0,1-13.5
(Rooibostee) bzw. 0,2-5,8 umol (aktive Fraktion) quantifiziert werden. Die einfache
Sulfatierung stellt wie die Glucuronidierung keinen relevanten Stoffwechselweg dar. Ein
Vergleich beider Priifprodukte zeigt, dass trotz standardisierter Aufnahmemengen die
Maximalgehalte (z.B. fiir 3-O-MA) nach Gabe der aktiven Fraktion teils deutlich gréBer als
beim Teeaufguss sind.

Beim Nothofagin (25) scheint im Gegensatz zum Aspalathin (16) die Deglykosylierung zum
korrespondierenden Aglykon Phloretin (= 2°,4,4°,6 -Tetrahydroxy-dihydrochalkon (99)) und
dessen nachfolgende Metabolisierung zum Phloretin-O-glcS (97) (Cmax: 2,7-46,1 umol)
insbesondere nach Gabe des Rooibostees ein wesentlicher Eliminierungsprozess zu sein.
Auch die Exkretion in unverdnderter Form (Rooibostee: 0,9-4,1 yumol) hat eine grof3e
Relevanz. Die nach Gabe der aktiven Fraktion niedrigen Detektionsraten des intakten
Nothofagins (25) und dessen Metabolite 94 und 97 sind auf die deutlich geringeren Gehalte
des Dihydrochalkons in diesem Priifprodukt zuriickzufiihren (siehe 6.4).

Zur Erhohung der Aussagekraft wurde der Median der pro Messintervall detektierten
Metabolitkonzentrationen (cpmeq) berechnet (Tabelle 2.29). Dieser ist definiert als der Wert, der
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eine Verteilung in zwei gleich groBe Hilften unterteilt. Demnach ist cpeq™> 0, wenn die
jeweilige Zielverbindung bei wenigstens fiinf der neun untersuchten Probanden detektiert
wurde. Als zusdtzliche Parameter sind die je Messintervall ermittelte Gesamtmetabolit-
konzentration (3 crv) sowie die Maximal- und Minimalgehalte der Metaboliten (Crvmax/Crvmin)
aufgefiihrt.

Tabelle 2.29: Ubersicht iiber den zeitlichen Verlauf der renalen Exkretion von Aspalathin (16) und
Nothofagin (25) sowie ihrer Metabolite nach Gabe von je 500 mL. Rooibostee bzw. aktiver Fraktion
(keine Detektion der Zielverbindungen vor Priifproduktgabe). Die applizierte Flavonoiddosis betrug
ca. 893 bzw. 713 umol.*

Rooibostee (n =9) aktive Fraktion (n =9)

Zeitintervall [h] 0-2 2-4 4-6 824|024 | 02 2-4 4-6 8-24| 0-24
Aspalathin Cmed 0 0 0 0 0| 0,04 0,2 0 0 0,2
(16) ClVmin 0,6 0,2 0 0 0,8 | 0,04 0,2 0,3 0 0,5
ClVmax 1,6 1,3 2,2 73,4 | 78,5 2,0 1,8 0,6 4.5 8,9
3-0O-Me-aspalathin 6,4 6,7 22 0| 153 16,2 149 5,7 2,5 39,3
(84) 3,0 47 2,0 0,5 10,2 3,0 0,3 0,6 1,5 5,4
31,6 18,1 9,2 33| 622 | 749 60,8 37,5 339 207,1
Aspalathin-O-glcS 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(90) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
<LOQ <LOQ 0 0 0 0 0,2 0 0 0,2
Me-O-aspalathin- 0,1 0,2 0 0 0,3 0,7 0,2 0 0 0,9
O-glcS (91) 0,1 0,1 0,1 0 0,3 0,7 0,06 0,1 0 0,8
6,9 1,8 0,3 0 9,0 5,1 5,8 2,5 0 13,4
Me-O-aspalathin- 0 0.4 0,2 0 0,6 0,6 0,5 0,5 0 1,6
O-glcS (95) 0,1 0,1 0,2 0 0,4 0,3 0,3 0,1 1,0 1,7
1,8 0,7 13,5 0,5 16,5 2,0 3,1 2,4 43 11,8
Aspalathin-4-O-sulfat 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(86) 0,1 0,2 0 0 0,3 0,9 0,3 0,1 0 1,3
1,7 0,3 0 5,7 7,1 1,2 3,3 1,3 0 5,8
Gesamt (3 crv) 6,5 7,3 2,4 0| 162 | 17,5 158 6,2 2,5 42,0
1,8 % 5,9 %
Nothofagin 0,8 0.9 0,3 0 2,0 0 0 0 0 0
(25) 0,5 0,7 0,3 0 1,5 0 0 0 0 0
4,1 2,1 1,1 0 7,3 0 1,4 0,7 0 2,1
Nothofagin-O-glcS 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(94) 0,8 0,1 0,2 0 1,1 0 0 0 0 0
1,0 0,7 0,7 1,1 3,5 0 0 0 0 0
Phloretin-O-glcS 0 0.7 0 0 0,7 0 0 0 0 0
97) 1,9 0,7 3,3 0 5,9 0 0 0 0 0
7,0 3,6 46,1 31,8 | 88,5 0 3,5 11,1 7,0 21,6
Gesamt (3 cry) 0,8 1,6 0,3 0 2.7 0 0 0 0 0
0,3 % -

“Cmeds Median der Metabolitkonzentrationen am jeweiligen Messintervall; Crymin/Crvmax, Minimal- und
Maximalkonzentration am Messintervall — Cpeq, Y Crv Und Crymin/Crvmax in #mol. crymin gibt den kleinsten
gemessenen Wert an und ldsst Probanden, bei denen die Metabolite nicht nachgewiesen wurden, un-
berticksichtigt. Die kursiv geschriebenen Daten geben die 0-24 h-Auscheidung als prozentualen Anteil
von der applizierten Flavonoiddosis an. glcS, glucuronid; Me, Methyl; LOQ, Bestimmungsgrenze

Anhand der Daten ist zu erkennen, dass die Zufuhr der definiert zusammengesetzten aktiven

Fraktion eine deutlich stdrkere renale Exkretion der Aspalathinmetabolite auslost als dieses
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fiir den Rooibostee der Fall ist. Ferner ldsst die Betrachtung des zeitlichen Verlaufs eine
langer andauernde Eliminierung fiir die aktive Fraktion erkennen. So wird das 3-O-
methylierte Aspalathin (84) auch 8-24 h nach Priifproduktgabe bei mehr als der Hilfte der
Probanden ausgeschieden. Zudem werden die Hochstmengen cpax frither als beim Teeaufguss
erreicht. Wahrend beispielsweise die Maxima fiir 3-O-MA (84) (16,2 umol) und Methyl-O-
aspalathin-O-glucuronid (91) (0,7 umol) bei der aktiven Fraktion nach 0-2 h durchlaufen
werden, werden diese beim Rooibostee mit Konzentrationen von 6,7 bzw. 0,2 umol erst nach
2-4 h erreicht. Ahnliches gilt fiir das Stellungsisomer 95. Intaktes Aspalathin (16) lisst sich
mit einem Gesamtgehalt von ca. 0,2 umol/24 h lediglich nach Gabe der aktiven Fraktion bei
einer signifikanten Probandenzahl nachweisen.

Aufgrund unterschiedlicher Nothofagingehalte in den Rooibosformulierungen (siche 6.4)
liegen fiir dieses Dihydrochalkon und dessen Metabolite 94 und 97 die umgekehrten
Verhiltnisse vor. Infolgedessen treten nennenswerte Gehalte lediglich nach Gabe des
Rooibostees auf. Auftillig ist die relativ hohe eliminierte Gesamtmenge von unverdandertem
Nothofagin (25) (2,0 umol/24 h).

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass im Gegensatz zu Nothofagin (25) der Grofteil der
zugefiihrten Aspalathinmenge unabhingig vom Priifprodukt in metabolisierter Form als 3-O-
MA (84) ausgeschieden wird. Die Verabreichung von aktiver Fraktion fiihrt zu einer
ausgeprdgteren und ldnger andauernden Exkretion von Aspalathinmetaboliten. Ferner wird

das Ausscheidungsmaximum frither erreicht (Abbildung 2.41).

Mit dem 0-24 h-Urin wurden insgesamt 16,2 umol der tiber den Rooibostee (ca. 893 umol)
und 42,0 umol der liber die aktive Fraktion (ca. 717 ymol) aufgenommenen Flavonoiddosis
als Metabolite des Aspalathins (16) ausgeschieden. Das entspricht einem prozentualen Anteil
von 1,8 (Rooibostee) bzw. 5,9 % (aktive Fraktion) (Tabelle 2.29). Bezogen auf die
applizierten Aspalathinmengen ergeben sich 2,4 % flir den Rooibostee bzw. 6,7 % fiir die
aktive Fraktion. STALMACH et al. (2009) bestimmten im 0-24 h-Urin der zehn Studien-
teilnehmer fiir die identifizierten Metabolite des Dihydrochalkons (Aspalathin-O-glucuronid,
Aspalathin-O-sulfat sowie Methylaspalathin-O-glucuronid und Methylaspalathin-O-sulfat)
eine Gesamtkonzentration von ca. 316 = 30 nmol nach Gabe von Ready-to-Drink Rooibostees
aus dem unfermentierten Pflanzenmaterial, was 0,2 % der Flavonoid- (159 #mol) und 0,4 %
der Aspalathindosis (90 umol) entsprach. Unter Beriicksichtigung der geringeren Aspalathin-
(Faktor 7) und Flavonoidaufnahmemengen (Faktor 6) liegt somit eine gute Ubereinstimmung
mit den Werten fiir den Rooibostee vor.

KREUZ et al. (2008) verabreichten bei einem Tierversuch drei Schweinen iiber einen
Zeitraum von 11 Tagen tédglich 96 g eines Rooibosextrakts (Aspalathinanteil: 16,3 % =
15,6 g). Damit entsprach die Aspalathindosis etwa der 50-fachen Menge, die bei dieser
Humanstudie verabreicht wurde. Zwischen 0,1 und 0,9 % der applizierten Dosis wurden im

Urin der Versuchstiere in metabolisierter und intakter Form wiedergefunden.
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Abbildung 2.41: Zeitverlauf der renalen Ausscheidung von Aspalathin (16) und Nothofagin (25)
sowie ihrer relevanten Metabolite (3 cmeq > 0) nach Gabe von Rooibostee (a) bzw. aktiver Fraktion (b)

Zur Beschreibung der zeitlichen Eliminierung der relevanten Metabolite und intakten
Dihydrochalkone (d.h. Y cpeq > 0) wurde die Fliche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve
(Area under the Curve, AUC) ermittelt (Tabelle 2.30 — sieche 4.5.12.3). Dariiber hinaus ist der
Zeitpunkt tsgy,, an dem mehr als die Hilfte des jeweiligen Metaboliten (csg,) ausgeschieden

wurde, angegeben.

Tabelle 2.30: Daten zur renalen Ausscheidung von Aspalathin (16) und Nothofagin (25) sowie ihrer
relevanten Metabolite®

Rooibostee aktive Fraktion

AUCo4n  Cso%  tsos  AUCoo4n  Csove  ts0%
Aspalathin (16) 0 0 - 05 01 24
3-0O-Me-aspalathin (84) 48,3 7,7 2-4 144,2 19,7 2-4
Me-O-aspalathin-O-glcS (91) 0,6 02 24 1,7 0,5 02
Me-O-aspalathin-O-glcS (95) 24 03 24 76 08 24
Nothofagin (25) 6,7 1,0 24 0 0 -
Phloretin-O-glcS (97) 1,3 04 2-4 0 0 -
*AUC, Fliche unterhalb der Konzentrations-Zeit-Kurve; cso;, Ausscheidungs-
halbwertskonzentration; tsoy,, Ausscheidungshalbwertszeit — AUCy,4, in

umol*h, csg, in umol, tsey, in h. glcS, glucuronid; Me, Methyl

Die Ausscheidungshalbwertszeit tsgy, wird nach Gabe der aktiven Fraktion ebenso wie beim

Rooibostee zumeist nach 2-4 h erreicht. 94,4 % der eliminierten Gesamtmetabolitmenge
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entfallen beim zuletzt genannten Priifprodukt auf 3-O-MA (84) und 5,6 % auf die beiden
Methylaspalathin-O-glucuronide 91 und 95. Fiir die aktive Fraktion resultieren 93,6 % fiir das
methylierte Aspalathin (84) und 6,0 % fiir die gemischt konjugierten Metabolite 91 und 95;
0,4 % entfallen auf das intakte Dihydrochalkon (16). Entsprechend zeigt die AUC.4p fiir
3-O-MA (84) mit ca. 48 (Rooibostee) bzw. 144 umol*h (aktive Fraktion) die hochsten Werte,
gefolgt von den methylierten und glucuronidierten Metaboliten 91 und 95.

Metabolite der Flavon-C/O-, Flavanon-C- und Flavonol-O-glykoside
Tabelle 2.31 gibt einen Uberblick iiber den zeitlichen Verlauf der renalen Ausscheidung der

in den Urinproben der neun untersuchten Probanden identifizierten Flavone, Flavanone und
Flavonole sowie ihrer Metabolite nach Gabe von je 500 mL Rooibostee bzw. aktiver Fraktion
(siche 2.3.2.1). Zur Beurteilung der Daten wurden die Parameter cmed, Crvmin, Crvmax, AUC
sowie tsoy, herangezogen. Fiir den Fall Y cyeq =0 (fiir beide Priifprodukte) wurde auf die
Angabe von cpeq, AUC sowie tsgy, verzichtet und neben crymin und cryvmax lediglich die
Detektionsraten aufgefiihrt. Die fiir die Glucuronide 81, 82, 100, 101, 102 und 104 sowie die
beiden methylierten Derivate des (R/S)-Eriodictyol-6/8-C-glucosids (z.B. 113) angegebenen
Werte stellen jeweils die Summe aller pro Zeitintervall erfassten Stellungsisomere dar (sieche
2.2.7.1). Weitere Details zur Auswertung sind in Abschnitt 4.5.12.2 aufgefiihrt.

Aufgrund der im Vergleich zu den Dihydrochalkonen deutlich geringeren Gehalte der
Flavone, Flavanone und Flavonole im Rooibostee und der aktiven Fraktion (siche 6.4) ist das
Ausmall der Verstoffwechselung dieser Verbindungen unabhéngig vom Priifprodukt
wesentlich geringer (d.h. Y cmeq zumeist null). Anhand der Detektionsraten, der Minimal- und
Maximalkonzentrationen (Crymin/Crvmax) Sowie des zeitlichen Verlaufs der Eliminierung l4sst
sich jedoch ablesen, dass die orale Applikation des Teeaufgusses insgesamt zu einer stirkeren
Metabolisierung fiihrt. Dieses hat seine Ursache in der unterschiedlichen stofflichen
Beschaffenheit der Priifprodukte (siehe 6.4). Bei der definiert zusammengesetzten aktiven
Fraktion kommen beispielsweise als Luteolinquellen lediglich die Flavon-C-glucoside
Isoorientin (11) und Orientin (14) in Frage. Dagegen enthidlt der komplexere Teeaufguss
weitere Luteolinderivate (siehe 2.1.1). Ahnliches gilt fiir Quercetin (29) und Apigenin (31).
Im Vordergrund steht fiir die drei genannten Aglyka die Ausscheidung in einfach
glucuronidierter Form (z.B. als Luteolin- (82) und Apigenin-O-glucuronid (102)). Fiir
Luteolin ist daneben die Exkretion als methyliertes und glucuronidiertes Konjugat (z.B. 104)
(0,2 umol/24 h) ein wichtiger Stoffwechselweg.

Fir die Metabolite des intakten Isoorientins (11) bzw. Orientins (14) ist anhand der
Detektionsraten ebenso wie beim Aspalathin (16) eine vorrangige Exkretion in methylierter
Form (— z.B. als Methylisoorientin (107)), daneben auch in unverdnderter Form fest-
zustellen. Quantitativ spielt die Verstoffwechselung iiber die intakten Flavone und Flavonole

gegeniiber der als Metabolite der korrespondierenden Aglyka eine untergeordnete Rolle.
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Tabelle 2.31: Ubersicht iiber den zeitlichen Verlauf der renalen Exkretion identifizierter Flavone,
Flavanone und Flavonole sowie deren Metaboliten nach oraler Applikation von je 500 mL Rooibostee
bzw. aktiver Fraktion (keine Detektion der Zielverbindungen vor Priifproduktgabe)®

Rooibostee (n = 9) aktive Fraktion (n = 9)
Zeitintervall [h] 0-2 24 4-6 8-24 0-2 2-4 4-6 8-24
Quercetin-O-glcS ClVmin 0,3 0,04 0,1 0,5 0,03 0 0 0
(z.B. 81) ClVmax 1,3 08 0,8 1,5 0,1 0,03 0 0
Detektionsrate 2 4 4 3 2 1 — —
Quercetin-O-sulfat 0 0 0 0 0 0 0 0
(105) 1,6 0 0 0 1,8 05 04 0
1 - - - 1 1 1 -
Me-O-quercetin-O-glcS 0 0 0 0 02 04 0 0
(z.B.101) 0,1 0,1 0,02 0 09 10 0,2 0
1 1 1 - 2 2 1 -
Apigenin-O-glcS 0,8 0,7 2,1 0 0 0 0 0
(z.B. 102) 242 2,1 3,7 4,5 0 0 0 0
3 4 2 1 - - - -
Luteolin-O-glcS 0 o1 0,1 0 0 0 0 0
(z.B. 82) 04 14 04 3,5 0o 1,7 26 0
1 3 3 1 - 1 1 -
Luteolin-di-O-glcS 0 0 0 0 0 0 0 0
(106) 0 0 0 0 0 0 0,5 0
_ _ _ _ _ _ 1 _
Me-O-luteolin-O-glcS Cined 0,2 0 0 0 0 0 0 0
(z.B. 104) ClVmin 0,2 03 0 0 0 0 0 0
ClVmax 1,1 1,1 03 0,3 0,5 0 0 0
AUCooqn 0,3 tsoy 0-2 | AUCqoqn 0 tspy -
Eriodictyol-O-glcS 0 06 0,1 0 0 0 04 0
(z.B. 100) 04 32 42 0 0 17 29 1,7
1 2 2 - - 1 2 1
Isoorientin 0 0,01 0,04 0 0 0 0 0
(11) 0,1 04 0,2 6,7 0 0 0 0
1 2 2 1 - - - -
Orientin 0 01 01 0 0,2 0,1 0 0
(14) 0,2 01 0,2 3,1 0,3 04 0 0
1 2 2 1 2 3 - -
Me-O-isoorientin 0,2 0,1 0,1 0 0 0 0 0
(107) 0,3 0,1 0,2 0 0,1 0,03 0 0
2 2 2 - 1 1 - -
Isoorientin-O-glcS 0 0 0 0 0 0 0 0
(108) 0 0 0 0 0 0,1 0 0
_ _ _ _ _ 1 _ _
Me-O-isoorientin-O- 0 0 0 0 0 0 0 0
gleS (109) 0 0 0 0 0 0.2 0 0
_ _ _ _ _ 1 _ _
Me-O-orientin-O-glcS 0 0 0 0 0 0 0 0
(110) 0 0 0 0 0 0,1 0 0
_ _ _ _ _ 1 _ _
Isoorientin-O-sulfat 0 0 0 0 0 0 0 0
(111) 0,2 0 0 0 0,1 0,1 0 0
1 - - - 1 1 - -
Rutin 0 0 0 0 0 0 0 0
(18) 0 0,01 0,03 1,1 0 0 0 0
- 1 1 1 - - - -
Isovitexin 0 0 0 0 0 0 0 0
(20) 0 o,1 0 0 0 0,04 0 0
_ 1 _ _ _ 1 _ _
Vitexin 0 0 0 0 0 0 0 0
(21) 0 0,03 0 0 0 0 0 0
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Rooibostee (n =9) aktive Fraktion (n =9)
Zeitintervall [h] 0-2 24 4-6 824 0-2 2-4 4-6 8-24
_ 1 _ _ _ _ _ _
Hyperosid/Isoquercitrin 0 0 04 0,9 0 0 0 0
(22/23) 03 04 0,7 25,1 0 0 0,02 0
1 1 2 2 - - 1 -
Luteolin-O-hexosid 0 0 0 0 0 0 0 0
(24) 0 0 o,1 3,9 0 0 0 0
_ _ 1 1 _ _ _ _
Luteolin-O-hexosid-O- 0 0 0 0 0 0 0 0
gleS (112) 0 0 0 0 0 0 0,04 0
_ _ _ _ _ _ 1 _
Eriodictyol 0 0 0 0 0 0 03 0
(30) 04 02 0 0 2,3 1,6 0,3 4,5
24 30 0 239 50 46 2,7 150
AUCy4n 0 tson — | AUCppn 3,4  tso, 46
(R/S)-Me-O-eriodictyol- 0 0 0 0 0 0.1 0 0
6/8-C-glu (z.B. 113) 0 o0,1 0 0 0,3 0,1 0,1 0
0 01 0,1 0 03 07 04 0
AUCy.241 0 tsgy — | AUCgo4y 0,3 tspe,  2-4

“Cmeds Median der Metabolitkonzentrationen am jeweiligen Messintervall; Crymin/Crvmaxs
Minimal- und Maximalkonzentration am Messintervall, AUC, Fliche unterhalb der
Konzentrations-Zeit-Kurve; ts,, Ausscheidungshalbwertszeit — cipeq Und Crymin/Crymax 0
umol, AUC p4, in gmol*h, tsge, in h. crymi gibt den kleinsten gemessenen Wert an und
lasst Probanden, bei denen die Metabolite nicht nachgewiesen wurden, unberiick-
sichtigt. glcS, glucuronid; Me, Methyl; glu, glucosid

Eriodictyol (30) (0,3 umol/24 h), die Eriodictyol-O-glucuronide (z.B. 100) sowie die (R/S)-
Methyl-O-eriodictyol-6/8-C-glucoside (z.B. 113) (0,1 gmol/24 h) treten verstdrkt nach Gabe
der aktiven Fraktion im Urin der Studienteilnehmer auf. Die Bildung dieser Verbindungen
invivo ist eine Folge der oxidativen Cyclisierung von Aspalathin (16) (sieche 2.3.2.1).
Allerdings stellt die auf diesem Weg ablaufende Exkretion im Vergleich zu der als Metabolite
der unveridnderten Ausgangsverbindung einen Sekundirprozess dar. Der prozentuale Anteil
der 0-24 h-Auscheidung der Metabolite 30 und 113 an der applizierten Flavonoiddosis liegt
entsprechend nur bei ca. 0,06 %. Trotz normierter Aspalathingehalte ist offenbar die Biotrans-
formation zu den Umsetzungsprodukten 30, 100 und 113 nach Applikation der aktiven
Fraktion begiinstigt.

AbschlieBend bleibt im Vergleich zur Verstoffwechselung von Aspalathin (16) festzuhalten,
dass in Korrelation zu den Gehalten der Flavon-C/O-, Flavanon-C- und Flavonol-O-glykoside
in den Rooibosformulierungen die Metabolisierung dieser Verbindungen sowohl hinsichtlich
des Metabolitprofils als auch der Metabolitgehalte weit weniger ausgepragt ist. Dominierend
sind anders als beim Aspalathin (16) die Deglykosylierung der intakten Flavonoide zu den
korrespondierenden Flavonoidaglyka auf enzymatischem Weg im Diinndarm und wihrend
des transzellularen Transports (O-glykoside) bzw. durch die Mikroflora des Dickdarms (C-
glykoside), die partielle Resorption der freigesetzten Aglyka sowie deren Exkretion in

tiberwiegend glucuronidierter Form.
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Phenolische Abbauprodukte
Abbildung 2.42 zeigt den zeitlichen Verlauf der renalen Ausscheidung der wichtigsten

phenolischen Abbauprodukte Hippursdure (127) sowie 3/4-Hydroxyhippursidure (128, 129)
nach oraler Applikation von jeweils 500 mL des Rooibostees und der aktiven Fraktion.
Aufgetragen wurden fiir jedes Zeitintervall die Mediane aus den Metabolitgehalten (Cpeq).
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Abbildung 2.42: Zeitprofile der renalen Auscheidung (in #mol, n = 9) von Hippursdure (127) sowie
der beiden Hydroxyhippursduren 128 und 129 nach oraler Gabe von je 500 mL Rooibostee
(durchgezogene Linien) bzw. aktiver Fraktion (gestrichelte Linien — Hippursduregehalte auf Sekundér-
achse aufgetragen)

Deutlich zu erkennen ist, dass die orale Applikation beider Priifprodukte nach einem Abfall
der Metabolitgehalte im 0-6 h-Intervall einen drastischen Anstieg der Exkretion insbesondere
von Hippursdure (127) im 8-24 h-Intervall auslost. Das Ausmall der Eliminierung ist fiir
diesen Metaboliten in Korrelation mit der verabreichten Flavonoiddosis nach Gabe des
komplex zusammengesetzten Rooibostees hoher. Die Hochstmenge liegt fiir den Rooibostee
bei 372 yumol und fiir die aktive Fraktion bei 269 umol, was in Relation zur Ausgangs-
konzentration am Zeitpunkt ty einem Anstieg von ca. 302 ymol (Rooibostee) bzw. 224 umol
(aktive Fraktion) entspricht. Fiir die Hydroxyhippurséduren 128 und 129 ergeben sich stirkere
Zuwichse nach Gabe der aktiven Fraktion (20 bzw. 13 umol im Vergleich zu 3 bzw.
11 ymol). Die Verabreichung des Placebos fiihrt in Bezug auf die Metabolite 127-129 zu
einem vergleichbaren Kurvenverlauf. Allerdings fallen die relativen Konzentrationsanstiege
im 8-24 h-Urin insbesondere fiir Hippursdure (127) (— 171 umol) weitaus geringer aus.
Daher ist zu vermuten, dass die resultierende Differenz von 131 umol (Rooibostee) bzw.
53 umol (aktive Fraktion) eine unmittelbare Folge des mikrobiellen Dickdarmabbaus der tiber
die Rooibosformulierungen zugefiihrten Polyphenole zum Stoffwechselendprodukt Hippur-
sdure (127) ist.
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Die Unterschiede zwischen beiden Rooibosformulierungen sind moglicherweise eine Folge
der komplexeren Zusammensetzung des Rooibostees. Denkbar ist, dass einige Inhaltsstoffe
den Natrium/Glucose-Cotransporter 1 (SGLT1) hemmen oder eine Konkurrenzsituation um
die Bindungskapazititen dieses Transporters eintritt. Dagegen besteht die aktive Fraktion
grofitenteils aus Aspalathin (16) (siehe 2.2.3), wodurch vermutlich eine gesteigerte Resorption
im Diinndarm resultiert. Dieses wiirde gleichzeitig auch die hohen Eliminierungsraten von
Aspalathinmetaboliten nach Gabe dieses Priifprodukts erkldren (siehe Tabelle 2.29). Der
prozentuale Anteil der Hippursdureexkretion, der auf die applizierte Flavonoiddosis zuriick-
zufiihren ist, liegt bei 15 % fiir den Rooibostee und 7 % fiir die aktive Fraktion.

Auch CLIFFORD et al. (2000) beobachteten bei einer Humanstudie mit neun Probanden nach
dreitdgiger Verabreichung von jeweils 6-10 Tassen Schwarztee ((Poly)phenoldosis: ca.
415 mg/Tasse = 7,5-13,5 g/3 d) einen signifikanten Anstieg der Hippursdureexkretion um
1,5 mmol/24 h. OLTHOF et al. (2003) berichteten von dhnlichen Effekten (Anstieg um
1,9 mmol/24 h) als Folge der tdglichen Gabe von 4 g eines Schwarzteeextrakts tiber einen
Zeitraum von 7 Tagen (=2 L eines starken Schwarztees; (Poly)phenoldosis: ca. 4,3 mmol/d
= 30,1 mmol/7 d). Unter Beriicksichtigung der deutlich hoheren applizierten Polyphenol-
mengen bei beiden Studien (Faktor 18-34) ergibt sich eine recht gute Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen fiir die Rooibosformulierungen. Die Berechnung der mit den Priifprodukten
applizierten Gesamtmengen an Catechinen, Theaflavinen, Gallussdure und Flavonolen zeigte
fur die angefiihrten Studien, dass der gravierende Anstieg der Hippursdureexkretion nicht
allein auf die Zufuhr dieser Polyphenole, sondern zusitzlich auf den Abbau der komplexen
Thearubigine zuriickzufiihren ist.

Gegeniiber der Hippursdure (127) fielen die absoluten Zunahmen der Gehalte anderer
phenolischer Sauren (ca. 0,3-2,6 umol fiir 3/4-Hydroxyhippursdure (128, 129), 3-(3.4-
Dihydroxyphenyl)-propionsdure (123) und 3-(3-Hydroxyphenyl)-propionséure (126)) ebenso
wie bei dieser Humanstudie auch bei anderen Studien deutlich geringer aus (CLIFFORD et
al., 2000; OLTHOF et al., 2003; MULDER et al., 2005).

Die Korrelation zwischen der Polyphenolaufnahme durch den Rooibostee und der verstéarkten
renalen Eliminierung der Metabolite 127-129 unterstreicht die Bedeutung des Dickdarms als
wichtigen Stoffwechselort. Andere Forscher konnten &hnliche Beziehungen nach Verab-
reichung von Tee (CLIFFORD et al., 2000), Kaffee (RECHNER et al., 2001), Rotweinextrakt
(GONTHIER et al., 2003) und Pflanzenpolyphenolen (PHIPPS et al., 1998; GRAEFE &
VEIT, 1999) herstellen (sieche 2.2.7.1). Die Abbauprodukte besitzen gegeniiber ihren intakten
Ausgangsverbindungen zwar ein niedrigeres antioxidatives Potential (RICE-EVANS et al.,
1996), konnen aber andere biologische Aktivititen aufweisen. So gibt es Anzeichen fiir
entziindungshemmende Wirkungen (LAROSSA et al., 2009).
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2.2.8.2 Plasma

In Tabelle 2.32 sind die bei den neun Probanden zum Zeitpunkt tp,, bestimmten Hochst-
mengen Cmax flir Isoorientin (11), Orientin (14), Aspalathin (16), Rutin (18), Isovitexin (20)
und Vitexin (21) nach Verabreichung von je 500 mL Rooibostee und aktiver Fraktion
aufgefiihrt. Zusétzlich sind die prozentualen Wiederfindungsraten WFR (= Bioverfiigbarkeit)
zum Zeitpunkt ty.,x im Vergleich zu den Aufnahmemengen angegeben (siche 6.4). Dazu
wurden die theoretisch moglichen Maximalgehalte des jeweiligen Flavonoids in 1 mL Plasma
unter der Annahme einer vollstindigen Extraktion aus dem Pflanzenmaterial und der
vollstdndigen Resorption in unverdnderter Form im Darmtrakt ermittelt. Grundlage fiir die
Berechnungen war, dass ein durchschnittlich schwerer (70 kg), gesunder Mann 5 L Vollblut
und damit rund 2,8 L Plasma besitzt. Auf die Bestimmung der AUC wurde angesichts der
geringen Zahl der Messpunkte verzichtet (siche 4.5.12.3).

Anhand der Daten sind interindividuelle Stoffwechselunterschiede offensichtlich. So waren
nicht alle Flavonoide bei sdmtlichen Probanden nachzuweisen (z.B. Aspalathin (16),
Isovitexin (20) und Vitexin (21)) und die Gehalte weichen teilweise stark voneinander ab, was
sich in den Schwankungsbreiten SD niederschlidgt. Die Hochstgehalte cp., werden im
Allgemeinen zu unterschiedlichen Zeitpunkten tm,y erreicht. Fiir einige Flavonoide lassen sich
dennoch Tendenzen ableiten (z.B. Isoorientin (11)).

Tabelle 2.32: Zusammenstellung der Héchstmengen (c,.x) intakter Flavonoide (in »mol/mL), die in
den Plasmaproben der Probanden 1-9 zum Zeitpunkt t..« (in h) nach Verabreichung von je 500 mL
Rooibostee bzw. aktiver Fraktion bestimmt wurden (modifiziert nach BREITER et al., 2011).

Isoorientin (11) Orientin (14) Aspalathin (16)
Proband Rooibos- aktiye Rooibos- aktiYe Rooibos- aktiYe
tee Fraktion tee Fraktion tee Fraktion
Cmax tmax Cmax tmax Cmax tmax Cmax tmax Cmax tmax Cmax tmax
1 0,03 1,5 0,08 3 0,03 1,5 0,09 3 0,05 3 0,43 1,5
2 0,03 1,5 ND - 0,03 3 0,06 1,5 | 0,19 3 0,18 1,5
3 0,05 1,5 ND - 0,07 1,5 0,13 1,5 ND - ND -
4 0,05 1,5 0,08 3 0,72 3 0,14 3 1,20 3 ND -
5 0,03 3 0,02 1,5 0,06 15 0,11 1,5 | 0,21 3 0,22 3
6 0,12 3 0,07 15 0,11 1,5 0,06 3 1,97 1,5 1,01 1,5
7 ND - ND - ND - 0,07 3 ND - 0,25 3
8 ND - ND - 0,15 3 ND - ND - ND -
9 0,06 15 0,04 1,5 0,12 1,5 0,04 1,5 | 0,16 1,5 ND -
Mittelwert 0,04 0,03 0,15 0,08 0,42 0,23
+ + + + + + +
SD 0,03 0,04 0,22 0,05 0,69 0,33
WEFR [%] 0,18 0,51 1,00 0,45 0,17 0,10
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Rutin (18) Isovitexin (20) Vitexin (21)
Proband Rooibos- aktiYe Rooibos- aktiYe Rooibos- aktiye
tee Fraktion tee Fraktion tee Fraktion
Cmax tmax Cmax tmax Cmax tmax Cmax tmax Cmax tmax Cmax tmax
1 0,47 3 0,08 3 0,01 3 0,04 1,5 1] 029 1,5 0,03 1,5
2 ND - ND - 0,03 1,5 ND - ND - ND -
3 0,33 3 0,12 3 0,03 1,5 ND - ND - ND -
4 0,01 1,5 ND - 0,06 3 ND - ND - ND -
5 ND - 0,05 3 0,02 3 0,02 3 ND - 0,03 1,5
6 002 1,5 0,07 1,5 | 0,03 3 004 1,51 0,05 1,5 0,04 3
7 0,06 3 0,07 3 ND - ND — ND — ND —
8 ND - ND - ND - ND - ND - ND -
9 0,02 1,5 ND - ND - ND - ND - ND —
Mittelwert 0,10 0,04 0,02 0,01 0,04 0,01
+ + + + + + +
SD 0,18 0,04 0,02 0,03 0,10 0,02
WEFR [%] 1,49 7,07 0,69 0,70 2,25 3,45

“tmax» Zeitpunkt der gemessenen Hochstkonzentration; ¢y, quantifizierte Hochstmenge; SD, Standard-
abweichung; ND, nicht detektiert. Die Wiederfindungsrate WFR stellt den Anteil der tatsdchlich
quantifizierten Flavonoidmenge im Vergleich zu der aufgenommenen Menge des jeweiligen
Flavonoids dar (sieche Abbildung 2.24).

In Abbildung 2.43 sind die prozentuale Bioverfiigbarkeit der sechs Flavonoide in Relation zur
zugefiihrten Flavonoidmenge (b) sowie ihre durchschnittlichen Hochstmengen cp.x am
Zeitpunkt tmax (a) graphisch dargestellt. Diese spiegeln unabhéngig vom Priifprodukt ungeféhr
die Abfolge der Gehalte in einem wissrigen Extrakt von griinem Rooibos wider. Aspalathin
(16) ist mit 0,42 (Rooibostee) bzw. 0,23 nmol/mL (aktive Fraktion) das Hauptflavonoid,
gefolgt von Orientin (14) und Rutin (18). Die Gehalte von Isoorientin (11), Isovitexin (20)
und Vitexin (21) bewegen sich in einem engen Konzentrationsbereich von 0,02 (20)
bis 0,04 (11) nmol/mL nach Verabreichung des Rooibostees sowie von 0,01 (21) bis 0,03
(21) nmol/mL fiir die aktive Fraktion. Die durchschnittlichen Maximalgehalte der Flavonoide
sind nach Zufuhr des Teegetrinks im Vergleich zur aktiven Fraktion grofler. Als mogliche
Ursachen sind Matrixeffekte und synergistische Effekte mit anderen Probenbestandteilen
anzufiihren, die in der definiert zusammengesetzten aktiven Fraktion nicht vertreten sind.

Zur modulierenden Wirkung von Flavonoiden auf die Resorption bestimmter Verbindungen
gibt es bereits einige Untersuchungen. So fanden HUANG et al. (2008) bei in vitro-Unter-
suchungen zum Transport von Aspalathin durch Diinndarmepithelzellen (CaCo-2 Zell-
schichtmodell) heraus, dass die Aspalathinkonzentration einen bestimmten Schwellenwert
erreichen muss, um relativ hohe Transportraten und damit eine hohe Bioverfligbarkeit zu
erzielen. Dabei wurde das Dihydrochalkon aus Rooibosextrakten aufgrund vermuteter
synergistischer Effekte besser resorbiert als in reiner Form. SILBERBERG et al. (2005)
beobachteten im Tierversuch nach gleichzeitiger Verfiitterung von Quercetin und
(+)-Catechin eine signifikante Abnahme der Plasmakonzentrationen beider Flavonoide (-35 %
bzw. -28 %) im Vergleich zu ihrer unabhéngigen Gabe. Keinen Einfluss hatte die kombinierte
Verabreichung auf das Metabolitprofil. BRAND et al. (2010) untersuchten den Effekt
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gleichzeitig applizierter Flavonoide auf den Metabolismus des Flavanons Hesperetin im
CaCo-2 Zellschichtmodell und stellten trotz beobachteter Hemmung des Hesperetin-
metabolismus parallel eine signifikante Steigerung des basolateralen Transports von
Metaboliten dieser Verbindung nach Gabe bestimmter Flavonoide (Quercetin, Isorhamnetin,
Chrysin) fest.
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Abbildung 2.43: Vergleich der durchschnittlichen Flavonoidhdchstmengen ¢y, (2) nach oraler Gabe
von je 500 mL Rooibostee bzw. aktiver Fraktion sowie der prozentualen Bioverfiigbarkeit (WFR) in
Abhingigkeit von der zugefiihrten Dosis (b) der jeweiligen Verbindung

Die auf Basis der theoretischen Maximalwerte berechnete prozentuale Bioverfiigbarkeit der
Flavonoide liegt fiir den Rooibostee im Bereich von 0,2 (Aspalathin (16)) und 2,3 % (Vitexin
(21)), fur die aktive Fraktion zwischen 0,1 (16) und 3,5 % (21) (Abbildung 2.43 - b).
Lediglich Rutin (18) zeichnet sich im Fall der aktiven Fraktion durch hohe Wieder-
findungsraten aus. Die Gesamtmenge der sechs Flavonoide, die zum Zeitpunkt t,,x nach
Applikation des Rooibostees bioverfiigbar war, belief sich auf durchschnittlich 0,76 nmol/mL.
Verglichen mit den theoretischen Maximalgehalten entspricht dieses einer Bioverfiigbarkeit
von 0,3 %. Fiir die aktive Fraktion folgt bei einem mittleren Flavonoidgesamtgehalt von
0,41 nmol/mL eine Bioverfiigbarkeit von 0,2 %.
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Zu beriicksichtigen ist, dass die Werte in Tabelle 2.32 auf Basis der durchschnittlichen
Maximalgehalte unabhingig vom Messzeitpunkt angegeben sind. Die Mediane der
Flavonoidgehalte (cmeq) sind mit den zugehoérigen Minimal- und Maximalwerten (Crymin/

Crvmax) 1n Tabelle 2.33 zusammengefasst.

Tabelle 2.33: Uberblick iiber den zeitlichen Verlauf der Zirkulation intakter Flavonoide im Plasma der
neun untersuchten Probanden nach oraler Applikation von je 500 mL Rooibostee bzw. aktiver
Fraktion (keine Detektion der Zielverbindungen vor Priifproduktgabe)®

Rooibostee (n =9) aktive Fraktion (n =9)

Messzeitpunkt [h] 1,5 3 1,5 3
Isoorientin Cmed 0,03 0 0 0
(11) Crvmin 0,02 0,03 0,02 0,07

Crvmax 0,10 0,12 0,07 0,08
Orientin 0,06 0,03 0 0,06
(14) 0,03 0,03 0,04 0,03
0,27 0,72 0,13 0,13

Aspalathin 0 0,05 0 0
(16) 0,16 0,05 0,13 0,22
1,97 1,90 1,01 0,77
Rutin 0.01 0 0 0,03
(18) 0,01 0,01 0,04 0,03
0,03 0,47 0,07 0,12

Isovitexin 0 0 0 0
(20) 0,02 0,01 0,02 0,02
0,03 0,06 0,04 0,03

Vitexin 0 0 0 0
(21) 0,05 0 0,03 0,01
0,29 0,04 0,03 0,04
Hyperosid 0 0 0 0,02
(22) 0,05 0,09 0,06 0,02
0,09 0,09 0,09 0,22

Isoquercitrin 0 0 0 0
(23) 0,04 0,02 0 0,04
0,20 0,12 0,09 0,04

Nothofagin 0 0 0 0

(25) 0 0 0,12 0
0,25 0,22 0,14 0,12

*Cmed» Median der Flavonoidkonzentrationen am jeweiligen Messpunkt;
Civmin/Civmax, Minimal- und Maximalkonzentration am Messpunkt —
Cimed UNA Crymin/Crvmax I mmol/mL. crymi, gibt den kleinsten gemessenen
Wert an und ldsst Probanden, bei denen die Metabolite nicht nach-
gewiesen wurden, unberiicksichtigt.

Aus dieser geht hervor, dass lediglich Isoorientin (11), Orientin (14), Aspalathin (16) und
Rutin (18) bei einer signifikanten Probandenzahl bestimmt werden konnten. Fiir die iibrigen
Rooibosflavonoide war dieses zumeist nicht der Fall. Die Gehalte bewegen sich fiir den
Rooibostee zwischen 0,01 (18) und 0,06 nmol/mL (14), wobei die Héchstmengen vorwiegend
nach 1,5 h durchlaufen werden. Fiir die aktive Fraktion erfolgt erst nach 3 h ein Anstieg (Cmed:
0,02 (22) - 0,06 nmol/mL (14)). Der kumulative Anteil der pro Zeitintervall bioverfiigbaren
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Flavonoidmenge in Relation zur verabreichten Dosis ist beim Rooibostee mit rund 0,07 %
etwas hoher als bei der aktiven Fraktion (ca. 0,04 %). Zur abschlieBenden Beurteilung fehlen
allerdings die Daten fiir das 5 und 8 h-Plasma. Trotz der hohen Aufnahmemenge liegt
Aspalathin (16) lediglich im 3 h-Plasma nach Gabe des Rooibostees mit einem Gehalt von
0,05 nmol/mL (= 0,05 umol/L) bei einer signifikanten Probandenzahl vor, was einer
Bioverfiigbarkeit von 0,02 % entspricht.

Im Vergleich dazu konnten fiir die Flavonol-O-glykoside Quercetin, Rutin, Quercetin-3-O-
glucosid und -4"-O-glucosid bei applizierten Flavonolmengen von 1,6 bis 4000 mg (in reiner
Form oder durch flavonolhaltige Kost) teilweise deutlich hohere Plasmakonzentrationen
(0,13-7,6 umol/L) ermittelt werden, wie die Auswertung von insgesamt 24 Bioverfiigbarkeits-
studien durch MANACH et al. (2005) ergab. Dieselbe Arbeitsgruppe untersuchte zusitzlich
die pharmakokinetischen Daten von insgesamt 73 weiteren Studien zur Bioverfligbarkeit
anderer Polyphenole (Anthocyane, Flavanone, Catechine, Proanthocyanidine, Isoflavone,
Hydroxyzimtséduren und Hydroxybenzoesduren). Zur besseren Vergleichbarkeit wurden dazu
die Daten auf eine einmalige 50 mg-Dosis des jeweiligen Aglykons standardisiert. Wie sich
zeigte, wird die Hydroxybenzoesdure Gallussdure wesentlich besser resorbiert als die
Vertreter der anderen Substanzklassen. Die durchschnittlichen Hochstmengen cy.x ihrer
Metabolite lagen bei 4,00 umol/L, und der mit dem Urin ausgeschiedene Anteil an der
zugefiihrten Dosis betrug 38 %. Danach folgen die Isoflavone mit Hochstmengen von rund
2,00 umol/L und einer durchschnittlichen renalen Exkretion von 42 % fiir Daidzin und 15,6 %
fiir Genistin. Schlechte Bioverfiigbarkeiten weisen die Proanthocyanidine (Cpax: 0,02 gmol/L)
und Anthocyane (Cpax: 0,03 umol/L) auf.

Gemessen an diesen Zahlen ist die Bioverfiigbarkeit von intaktem Aspalathin (16) als
wertgebendem Bestandteil des griinen Rooibos unter Beriicksichtigung der hohen Dosen als
gering einzustufen und liegt im Bereich der Werte fiir Proanthocyanidine und Anthocyane.
Als Ursachen sind ein effizienter intestinaler Metabolismus und/oder Effluxpumpen wie
MRP2 und BCRP in der apikalen Membran der Enterozyten anzufiihren, die Flavonoide und
deren Metabolite zuriick in das Darmlumen transportieren konnen (WALGREN et al., 2000;
DAY et al.,, 2003; O’LEARY et al., 2003; SESINK et al., 2005, TIAN et al., 2006 — siche
1.3). In diesem Kontext konnte gezeigt werden, dass das Ausmall des apikalen Ausstroms
abhéngig ist von der chemischen Struktur des applizierten Flavonoids (CRESPY et al., 2003).
Umgekehrt konnten Studien belegen, dass bestimmte Flavonoide (z.B. Chrysin) in
Abhéngigkeit von ihrer Konzentration den durch BCRP-vermittelten Efflux hemmen kénnen
(ZHANG et al., 2004), was besondere Relevanz in der Krebstherapie hat.

Fiir eine abschlieBende Bewertung der Bioverfiigbarkeit von Aspalathin (16) gilt allerdings zu
beachten, dass lediglich die Plasmaspiegel des intakten Dihydrochalkons, nicht jedoch seiner
Metabolite bestimmt werden konnten. In der Literatur finden sich hierzu keine Angaben.
Weder Aspalathin (16) noch dessen Stoffwechselprodukte konnten bei anderen Studien im
Plasma nachgewiesen werden (KREUZ et al., 2008; STALMACH et al., 2009 — siche 2.2.1).
Die Daten fiir O-glykosylierte Vertreter dieser Stoffklasse (z.B. Phloridzin) deuten an, dass
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das nach Deglykosylierung freigesetzte Aglykon hauptsidchlich in konjugierter Form im
Plasma vorliegt (CRESPY et al., 2001). Die renal eliminierte Gesamtmenge von Metaboliten
des Aspalathins (16) im Vergleich zu der der unverdnderten Ausgangsverbindung ldsst
vergleichbares fiir C-glykosylierte Dihydrochalkone erwarten. Dieses steht vor dem Hinter-
grund, dass das dekonjugierende Enzym f-Glucuronidase in Leber, Niere und Blut vorhanden
ist (O’LEARY et al.,, 2003), wodurch es zu einer anhaltenden Zirkulation resorbierter
Polyphenole und/oder ihrer Metabolite in Blut und Leber kommen kann (VAN DER MERWE
et al., 2010). Es ist somit denkbar, dass unkonjugierte Polyphenole und einige ihrer Konjugate
im Korper akkumulieren und so verzogert ihr pharmakologisches Potential entfalten konnen
(ZHANG et al., 2007c).

Eine genaue Einschitzung zur Anreicherung der Rooibosflavonoide ist aufgrund des
gewihlten Studiendesigns schwierig. Die einmalige Priifproduktgabe 16st einen voriiber-
gehenden Konzentrationsanstieg einiger Flavonoide im Plasma aus, der hauptsdchlich die
Féhigkeit des menschlichen Organismus zur Aufnahme dieser Verbindungen aus der Lebens-
mittelmatrix widerspiegelt. Wesentlich relevanter ist die Bestimmung der Bioverfiigbarkeit in
den Zielgeweben. Hierfiir konnen die Plasmaspiegel nur als ein Indikator angesehen werden
(PORRINI & RISO, 2008; D’ARCHIVIO et al., 2010). Mit Blick auf die Eliminierungs-
halbwertszeiten tsg, der wichtigsten Metabolite von Aspalathin (16) (0-4 h fiir Rooibostee und
aktive Fraktion —siehe Tabelle 2.30) ist es allerdings fragwiirdig, ob das Dihydrochalkon
bzw. dessen Metabolite bei wiederholter Priifproduktgabe im Korper akkumulieren konnen.
Im Vergleich dazu wurden beispielsweise fiir Quercetin-O-glucoside durchschnittliche Halb-
wertszeiten von rund 18 h ermittelt (MANACH et al., 2005).



116 Ergebnisse und Diskussion

2.2.9 Antioxidatives Potential der Plasmaproben (ORAC)

Die Bestimmung des antioxidativen Potentials der Plasmaproben der 1. Humanstudie wurde
unter Verwendung des ORAC-Testsystems (Oxygen Radical Absorbance Capacity) nach der
von DAVALOS et al. (2003) beschriebenen Methodik am Institut fiir Lebensmittel-
wissenschaft und Humanerndhrung (Abt. Erndhrungsphysiologie und Humanerndhrung) der
Leibniz Universitdt Hannover durchgefiihrt. Ausziige der Ergebnisse werden im Folgenden

vorgestellt.

Der ORAC-Test beruht auf dem oxidativen Abbau einer Fluoreszenzquelle wie Fluorescein
oder f-Phycoerythrin nach Zugabe eines Radikalstarters wie 2,2"-Azobis-(2-amidinopropan)-
dihydrochlorid (AAPH). Aus diesem entstehen durch Erhitzen zwei Peroxylradikale, die die
Fluoreszenzquelle unter Abnahme der Fluoreszenzintensitit schiddigen konnen. Anti-
oxidantien wirken als Radikalfanger und kénnen diesen Prozess verlangsamen. Die Intensitét
der Fluoreszenz wird mit und ohne Antioxidans in Abhédngigkeit der Zeit (iiblicherweise
35 min) aufgezeichnet und die Fliche zwischen beiden Abklingkurven berechnet. Das
antioxidative Potential wird in Bezug auf die Referenzsubstanz Trolox (ein Vitamin E-
Derivat) als Trolox-Aquivalente (TE) angegeben. Fluorescein wird im Vergleich zu
S-Phycoerythrin aufgrund seiner guten Photostabilitdt vorwiegend als Fluoreszenzquelle
eingesetzt (OU et al., 2001).

Tabelle 2.34 zeigt das durchschnittliche antioxidative Potential des Blutserums, das vor und

bis acht Stunden nach Verabreichung der drei Priifprodukte gemessen wurde.

Tabelle 2.34: Durchschnittliche Gehalte des Serum ORAC (umol TE/L) vor und nach Konsum der
Priifprodukte (Mittelwerte = SD) (nach BREITER et al., 2011)*

Priifprodukt 0h 0,5h 1h 1,5h 2h 3h 5h 8h
Rooibostee (n = 10) 2668+ 2554+ 2516+ 2289+ 2381+ 2277+ 2274+ 2300+
305 276 202% 3247 327 2254 2267 176°
2633+ 2480+ 2479+ 2368+ 2400+ 2386+ 2315+ 2391+
360 308 389 203+ 306 293 284" 249*
2637+ 2515+ 2416+ 2362+ 2438+ 2430+ 2325+ 2230+
320 291 206  273%  184%  224%  259%  252%
“=p<0,001; *=p<0,01; { =p <0,05; paired T-Test; SD, Standardabweichung

Aktive Fraktion (n = 10)

Placebo (n = 10)

Eine signifikante Abnahme des antioxidativen Potentials konnte in jeder Gruppe nach Gabe
der Priifprodukte bestimmt werden, wobei die durchschnittlichen Serumlevel an den
Messzeitpunkten nicht signifikant zwischen den verschiedenen Gruppen abwichen. Abbildung
2.44 veranschaulicht die Effekte der einzelnen Priifprodukte auf den antioxidativen Status, der

als absolute Anderung von der Basislinie angegeben wurde.
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Abbildung 2.44: Verlauf des antioxidativen Potentials im ORAC-Test nach Gabe von Placebo,
Rooibostee und aktiver Fraktion (nach BREITER et al., 2011). TE, Trolox-Aquivalente

Zur Abschitzung der Reaktion des Serums auf die Zufuhr der drei Priifprodukte wurde die
Flache unter den Kurven (AUC) iiber den gesamten Untersuchungszeitraum gebildet. Dabei
wurden keine signifikanten Unterschiede in den Werten nach Konsum des Rooibostees
(-2659 + 1314 umol TE*h/L), der aktiven Fraktion (-1987 + 2185 umol TE*h/L) sowie des
Placebos (-2163 + 1878 umol TE*h/L) beobachtet.
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Abbildung 2.45: Invitro antioxidatives Potential eines wéssrigen Extrakts von unfermentiertem
Rooibos (---m---) und Blutserum, dem unterschiedliche Mengen des wissrigen Extrakts (—e—)
zugesetzt wurden (die Quantifizierung erfolgte {iber die Aspalathinkonzentrationen) (nach BREITER
etal., 2011). TE, Trolox-Aquivalente

Zur Bewertung und Einordnung der Ergebnisse wurden in vitro-Messungen des anti-
oxidativen Potentials einer standardisierten Menge eines wissrigen Extrakts von griinem

Rooibos mit und ohne Zugabe von Blutserum vorgenommen (Abbildung 2.45).
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Der wissrige Extrakt besitzt erwartungsgemif ein hohes antioxidatives Potential. Steigende
Konzentrationen resultieren entsprechend in einem Anstieg der gemessenen ORAC-Werte.
Die Zumischung verschiedener Konzentrationen des wéssrigen Extrakts zum Blutserum fiihrt
ab einem Schwellenwert von 0,06 umol/L Aspalathin (16) zu einer Zunahme der ORAC-
Werte.

Zur Messung der authentischen Plasmaproben mittels des ORAC-Testsystems war aufgrund
der hohen (endogenen) Antioxidantienmenge ein Verdiinnungsschritt (Faktor 1000) zwingend
erforderlich, womit die Aspalathinkonzentration im Well noch deutlich unterhalb des
ermittelten Medians von 0,05 umol/L (siche Tabelle 2.33) lag. Aus diesem Grund war
vermutlich kein Anstieg des antioxidativen Potentials nach Priifproduktgabe zu beobachten
(Abbildung 2.44). Als weitere Ursachen sind Maskierungseffekte durch Flavonoid-Plasma-
albumin-Adduktbildung zu nennen (SAUTER, 2004 — siehe 2.2.5.1).

Die sukzessive Abnahme des antioxidativen Potentials ist moglicherweise mit der Zusammen-
setzung der Mahlzeiten an den Untersuchungstagen zu begriinden. PRIOR et al. (2007)
beobachteten im Rahmen mehrerer klinischer Studien mit 6-10 Probanden eine &hnliche
Entwicklung bei oraler Applikation von kohlenhydratreicher sowie flavonoid- und
antioxidantienarmer Kost. Moglicherweise war daher die resorbierte Flavonoidmenge nicht

ausreichend, um diesem Verlauf entgegenzuwirken.
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2.3 2. Humanstudie: frisches & gelagertes Fertig-
getrank

Zur besseren Vergleichbarkeit mit der 1. Humanstudie wurden die Plasma- und Urinproben
analog der unter 4.5.12.1 und 4.5.12.2 beschriebenen Vorschriften aufgearbeitet. Im Unter-
schied zu dieser Studie wurden die Plasmaproben von insgesamt neun Probanden an vier statt
drei Messpunkten (0, 0,5, 1,5 und 3 h) und Urinproben von vier statt neun Probanden

analysiert, so dass sich fiir den Urin statistisch weniger abgesicherte Daten ergeben.

2.3.1 Quantifizierung der Priifprodukte

Bei der 2. Humanstudie wurden als Priifprodukte ein frisches Fertiggetrank, dem ein Extrakt
aus griinem Rooibos zugesetzt wurde, ein neun Monate bei Raumtemperatur und unter
Lichtausschluss gelagertes Fertiggetrank gleicher Rezeptur sowie ein Getridnk ohne Rooibos-
extrakt (Placebo) eingesetzt (siche 2.1.4.1). Die Fertiggetrinke enthielten in 500 mL die
gleiche Menge an nativem Extrakt (=1,96 g), die bei einem herkdmmlichen Teeaufguss
(— 1. Humanstudie) aus 10 g Pflanzenmaterial in 500 mL Wasser extrahiert wird (siehe
2.2.4.1). Die Proben wurden in Doppelbestimmung gemiB 4.5.8 aufgearbeitet und die
Hauptflavonoide durch externe Kalibriergeraden der jeweiligen Referenzsubstanzen quanti-
fiziert. Eine tabellarische Auflistung der Ergebnisse befindet sich in Abschnitt 6.4.

Die Gesamtflavonoidmenge belief sich bei dem Frischgetrank auf 576 + 3 ymol und ist damit
um etwa 35 % niedriger als die des Rooibostees (893 =21 ymol) bei der 1. Humanstudie
(siehe Tabelle 6.2). Zuriickzufiihren ist diese Diskrepanz auf den Aspalathingehalt, der in den
Fertiggetranken deutlich niedriger als im Teeaufguss ist (363 +1 im frischen bzw.
237 =3 umol im gelagerten Fertiggetrank im Vergleich zu 663 = 11 ymol im Rooibostee).
Verglichen mit dem Frischgetrdank besitzt das gelagerte Produkt erwartungsgemil geringere
Flavonoidgehalte (durchschnittliche Abnahme: 23 %). Besonders starke Einbriiche (> 30 %)
sind neben Aspalathin (16) fiir Rutin (18), Hyperosid (22) und Isoquercitrin (23) zu

verzeichnen (siche 2.1.4.1).
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2.3.2 Qualitative Analyse der Urin- und Plasmaproben

2.3.2.1 Urin

Metabolite von Aspalathin und Nothofagin

In den Urinproben der vier untersuchten Probanden konnten einige Metabolite des
Aspalathins (16) und Nothofagins (25) anhand der Fragmentierung und Retentionszeit
zugeordnet werden (Tabelle 2.35).

Tabelle 2.35: Ubersicht iiber das Vorkommen von Aspalathin (16) und Nothofagin (25) sowie deren
Metabolite im 0-24 h-Urin der Probanden 1-4 nach Gabe von je 500 mL des frischen bzw. gelagerten
Fertiggetranks”

Fertiggetrink, frisch Fertiggetrink, gelagert

1 2 3 4 Y 1 2 3 4 ¥
Aspalathin (16) X X 2 X 1
3-O-Me-aspalathin (84) X X X X 4 X X X X 4
Aspalathin-O-glcS (90) 0 0
Me-O-aspalathin-O-glcS (91) X 1 0
Me-O-aspalathin-O-glcS (95) X X 2 0
Aspalathin-4-O-sulfat (86) 0 0
Nothofagin (25) X X X 3 X 1
Nothofagin-O-glcS (94) 0 0
Phloretin-O-glcS (97) 0 0

> 2 5 2 3 2 2 1 1

“glcS, glucuronid; Me, Methyl

3-O-MA (84) ist auch bei der 2. Humanstudie Hauptmetabolit von Aspalathin (16) und trat in
den Urinproben der vier untersuchten Probanden iiber den gesamten Interventionszeitraum
auf. Auch die gemischt konjugierten Aspalathinmetabolite 91 und 95 lieBen sich im Frisch-
getrank nachweisen. Insgesamt ist das AusmalBl der Metabolisierung im Vergleich zur
1. Humanstudie (siehe Tabelle 2.24) weniger ausgeprdgt. Weder die Glucuronide beider
Dihydrochalkone noch die Metabolite der korrespondierenden Aglyka (96-98) konnten
bestdtigt werden. Auch die Sulfatierung von Aspalathin zum 4- bzw. 3-O-sulfat (86, 89) war
nicht zu beobachten. In intakter Form konnten Aspalathin (16) und Nothofagin (25) jedoch
identifiziert werden.

Eine Korrelation zwischen der Flavonoiddosis und der Detektionshdufigkeit ldsst sich
angesichts der geringen Zahl untersuchter Probanden schwer beurteilen. Auffillig ist jedoch,
dass die beiden methylierten und glucuronidierten Metabolite (91, 95) nicht mehr und die
unverdnderten Dihydrochalkone (16, 25) nur noch bei jeweils einem Studienteilnehmer nach
Gabe des gelagerten Erzeugnisses vorlagen. Angesichts dieser Ergebnisse ist zu diskutieren,
ob das Spektrum der gebildeten Metabolite bzw. der bevorzugte Konjugationsweg von der

zugefiihrten Flavonoiddosis abhédngig ist (siehe 2.2.7.1).
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Metabolite der Flavon-C/O-, Flavanon-C- und Flavonol-O-glykoside
Die Ergebnisse fiir die Flavon-C/O-, Flavanon-C- und Flavonol-O-glykoside decken sich mit

denen der 1. Humanstudie. So traten zahlreiche Glucuronide (z.B. Quercetin- (z.B. 81),
Luteolin- (z.B. 82), Eriodictyol- (z.B. 100) und Apigenin-O-glucuronid (z.B. 102)) im 0-24 h-
Urin auf. Als einziges Diglucuronid konnte auch bei dieser Studie das zweifach
glucuronidierte Luteolin (106) charakterisiert werden.

Die schon bei der 1. Humanstudie beobachtete Flavonoidresorption in unverdnderter Form
fand Bestitigung durch die Identifizierung von Isoorientin (11), Orientin (14) und Vitexin
(22). Mit Methyl-O-isoorientin (107), Isoorientin-O-sulfat (111) und (R/S)-Methyl-O-
eriodictyol-6/8-C-glucosid (z.B. 113) konnten in Ubereinstimmung mit dem Metabolitprofil
der 1. Humanstudie drei Stoffwechselprodukte intakter Flavon-C-glucoside auf Basis der
massenspektrometrischen Daten identifiziert werden (sieche 2.2.7.1). Als Metabolite intakter
O-glykoside wurden Luteolin-O-hexosid-O-glucuronid (112) und das entsprechende Konjugat

mit Quercetin (114) bei einem Probanden nach Gabe des gelagerten Priifprodukts gefunden.

Ein neuer Metabolit mit einem Pseudomolekiilion von m/z 625 [M-H], welches im MS*-
Modus die Fragmente m/z 449 (([M-H]-176)), 359 und 329 bildete, trat ausschlieBlich beim
gelagerten Fertiggetrank auf. Hierbei handelt es sich vermutlich um glucuronidiertes (R/S)-
Eriodictyol-6/8-C-glucosid (134). Das Vorkommen dieser Verbindung im gelagerten Priif-
produkt steht in Zusammenhang mit dem fortschreitendem Aspalathinabbau zu den (R/S)-
Eriodictyol-6/8-C-glucosiden 9, 10, 15 und 17 mit zunehmender Lagerdauer (siche 1.2.3). Da
bei diesem Prozess bevorzugt die 6-C-glucoside gebildet werden, liegt vermutlich (R/S)-
Eriodictyol-6-C-glucosid-O-glucuronid vor. Parallel lduft auch die Biotransformation zu den
korrespondierenden (R/S)-Methyl-O-eriodictoyl-6/8-C-glucosiden (z.B. 113), die anhand ihres
Fragmentierungsmusters (m/z 463 [M-H]  — 373, 343) identifiziert werden konnten, ab.

Die Metabolisierung erfolgt nicht nur tiber die intakten Flavanon-C-glucoside, sondern auch
tiber das korrespondierende Aglykon Eriodictyol (30), das seinerseits in glucuronidierter
Form als Eriodictyol-O-glucuronid (z.B. 100), daneben auch unveridndert und/oder nach
Abbau zu phenolischen Séuren (z.B. 3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-propionsdure (123)) ausge-
schieden wird. Die ebenfalls beschriebene 3’-O-methylierte Form von Eriodictyol (— Homo-

eriodictyol — BOOTH et al., 1958) wurde im Probenmaterial nicht gefunden.

Phenolische Abbauprodukte

Als phenolische Abbauprodukte konnten wie bei der 1. Humanstudie (siche 2.3.2.1) neben
den Stoffwechselendprodukten Hippursdure (127) und 3/4-Hydroxyhippursdure (128, 129)
sowohl C¢-Cs- (z.B. 3-(3,4-Dihydroxyphenyl)- (123) und 3-(4-Hydroxyphenyl)-propionsédure
(125)) als auch C¢-C;- (z.B. 4-Hydroxyphenylessigsdure (121)) und Cq-C;-Korper (z.B. 2,5-

Dihydroxybenzoesédure (117)) detektiert werden. Dariiber hinaus gelang bei einem Probanden

die Identifizierung von 3-(4-Hydroxyphenyl)-propionsdure (125) als neu auftretendem
Metabolit.
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2.3.2.2 Plasma

Auch bei der 2. Humanstudie konnten nach Verabreichung beider Rooibosprodukte
unverdnderte Flavonoide in den Plasmaproben identifiziert werden. Dazu gehdren die
Dihydrochalkone Aspalathin (16) und Nothofagin (25), die Flavon-C-glucoside Isoorientin
(11), Orientin (14), Isovitexin (20) und Vitexin (21) sowie die Flavonol-O-glykoside Rutin
(18), Hyperosid (22) und Isoquercitrin (23). Die Bestitigung von Metaboliten dieser
Flavonoide sowie der korrespondierenden Aglyka scheiterte vermutlich aufgrund des
Aufarbeitungsverfahrens (Fliissig-Fliissig-Extraktion) (sieche 2.2.7.2). Einen zusammen-
fassenden Uberblick iiber das Flavonoidvorkommen liefert Tabelle 2.36.

Tabelle 2.36: Ubersicht iiber das Vorkommen intakter Flavonoide im 0-3 h-Plasma der Probanden 1-9
nach Gabe von je 500 mL des frischen bzw. gelagerten Fertiggetrianks

Fertiggetrink, frisch 1 5 6
Isoorientin (11)

Orientin (14)

Aspalathin (16) X
Rutin (18)

Isovitexin (20)

Vitexin (21)

Hyperosid (22) X
Isoquercitrin (23)
Nothofagin (25)
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Unterschiede im Stoffwechsel der Studienteilnehmer wirken sich auch bei dieser Studie
deutlich aus. Unabhingig von der verabreichten Rooibosformulierung schlug beispielsweise
der Nachweis jeglicher Flavonoide bei den Probanden ,,5° und ,,6* fehl, wahrend bei dem
Proband ,,4“ fast alle Zielverbindungen detektiert werden konnten. Der Vergleich mit dem
Rooibostee und der aktiven Fraktion zeigt (sieche Tabelle 2.27), dass die Detektionshaufigkeit
bei der 2. Humanstudie insgesamt niedriger ist. Wahrend beispielsweise Orientin (14) bei der
1. Humanstudie in den Plasmaproben von acht der neun untersuchten Probanden nach Gabe
beider Rooibosformulierungen bestimmt werden konnte, gelang dieses bei der 2. Human-
studie trotz vergleichbarer Aufnahmemenge (Rooibostee: 18 mg/500 mL; Fertiggetrénk,

frisch: 23 mg/ 500 mL) nur bei vier Studienteilnehmern. Ahnliche Verhiltnisse liegen bei
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Rutin (18), Isovitexin (20), Vitexin (21), Hyperosid (22) und Isoquercitrin (23) vor. Der
Vergleich der RTD-Getrianke macht deutlich, dass sich die Lagerung des Produkts nicht

negativ auf die Detektionsraten auswirkt.

2.3.3 Quantitative Analyse der Urin- und Plasmaproben

2.3.3.1 Urin

Metabolite von Aspalathin und Nothofagin

Tabelle 2.37 liefert einen Uberblick iiber den zeitlichen Verlauf der Eliminierung von
Aspalathin (16) und Nothofagin (25) sowie der drei Hauptmetabolite von Aspalathin (84, 91,

95).

Tabelle 2.37: Ubersicht iiber den zeitlichen Verlauf der renalen Ausscheidung von Nothofagin (25)
und Aspalathin (16) sowie dessen Hauptmetabolite 84, 91 und 95 nach Gabe von je 500 mL der beiden
Fertiggetrinke (keine Detektion der Zielverbindungen vor Priifproduktgabe). Die applizierte
Flavonoiddosis betrug ca. 576 (frisch) bzw. 410 umol (gelagert).”

Fertiggetriink, frisch (n =4)

Fertiggetriink, gelagert (n = 4)

Zeitintervall [h] 0-2 2-4 4-6 824 | 0-24 | 0-2 24 46 824 | 0-24
Aspalathin Cined 0 0 0 2.7 2,7 0 0 0 0 0
(16) Civmin 0 0 0 55| 55 0 0 0 0 0

ClVmax 0,03 0,4 0,4 15,0 15,8 0 0 2,6 19,7 22,3

AUCO_24h 24,6 500, 8-24 AUCO_24h 0 ts500, -
3-O-Me-aspalathin 3,1 32 1,8 0,6 8,7 2.1 1,5 0 0 3,6
(84) 0,5 0,9 1,2 1,2 3,8 0,8 1,1 0 0 1,9
108 63 37 39| 247| 70 20 07 0 9,7

AUCO_24h 35,8 500, 2-4 AUCO_24h 7,3 ts500 0-2
Me-O-aspalathin- 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
O-glcS (91) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,1 0,3 0,2 0 0,6 0 0 0 0 0

AUC.p4n 0 tson - AUCqoamn 0 t50% -
Me-O-aspalathin- 0 0.1 0 0 0,1 0 0 0 0 0
O-gleS (95) 0 0,1 0 0 0,1 0 0 0 0 0
0 0,8 0,5 0 1,3 0 0 0 0 0

AUCoo4n 0,3  tson 2-4 AUCpo4n 0 t50% -
Gesamt (3 cpy) 3,1 33 1,8 3,3 115 2,1 1,5 0 0 3,6
1,9 % 0,9 %
Nothofagin 0.1 0,1 0 0 0,2 0 0 0 0 0
(25) 03 0l 0 0| 04 0 0 0 0 0
0,9 0,2 0 0 1,1 6,2 0 0 0 6,2

AUC.o41 0,4  tsy 0-2 AUCyo4 0 t50% 0

*Cmed» Median der Metabolitkonzentrationen am jeweiligen Messintervall; Crymin/Crymax, Minimal- und
Maximalkonzentration am Messintervall, AUC, Fliche unterhalb der Konzentrations-Zeit-Kurve;
tso0, Ausscheidungshalbwertszeit — Cieq, Y .Crv UNA Crymin/Crvmax i gmol, AUC o4, in gmol*h, s, in h.
Crvmin bt den kleinsten gemessenen Wert an und lédsst Probanden, bei denen die Metabolite nicht
nachgewiesen wurden, unbertiicksichtigt. Die kursiv dargestellten Daten geben die 0-24 h-Aus-
scheidung als prozentualen Anteil der Flavonoiddosis an. glcS, glucuronid; Me, Methyl
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Dargestellt ist die Entwicklung der Mediane (cmed) an den untersuchten Messintervallen (0-2,
2-4, 4-6 und 8-24 h) unter Angabe der Maximal- und Minimalgehalte (Crymax/Crvmin), der
Flache unterhalb der Konzentrations-Zeit-Kurve (AUC) sowie der Ausscheidungshalbwerts-
zeit (tsoo,).

3-O-MA (84) ist mit einer Gesamtkonzentration 8,7 yumol/24 h im frischen und 3,6 umol/24 h
im gelagerten Fertiggetrdnk Hauptmetabolit, wobei fiir das Frischgetréink die Hochstmenge
Cmax €rst nach 2-4 h (3,2 umol) erreicht wird. Fiir das gelagerte Produkt ist dieses bereits nach
0-2 h der Fall. Der Vergleich beider Priifprodukte zeigt eine Korrelation mit den verab-
reichten Aspalathinmengen (siehe 6.4). Infolgedessen ist die 0-24 h-Ausscheidung von
Metaboliten des Dihydrochalkons beim Frischgetrank deutlich gréBer (11,5 yumol/24 h im
Vergleich zu 3,6 umol/24 h). Ebenso wie bei der aktiven Fraktion ist bei diesem Priifprodukt
fiir 3-O-MA (84) eine ldnger anhaltende Exkretion tiber den gesamten Interventionszeitraum
feststellbar. Fiir das gelagerte Produkt erfolgt diese nur im 0-4 h-Intervall. Auch konnten die
beiden glucuronidierten und methylierten Metabolite 91 und 95 sowie die intakten Dihydro-
chalkone nicht mehr identifiziert werden (— cmpeq = 0).

Der Vergleich beider Humanstudien hinsichtlich des Metabolitvorkommens deutete bereits
auf eine ausgeprigtere Verstoffwechselung von Aspalathin (16) und Nothofagin (25) nach
dem Konsum von Rooibostee und aktiver Fraktion hin (siehe 2.3.2.1). Dieses schldgt sich
auch in den Gehalten nieder: Fiir den Hauptmetaboliten 3-O-MA (84) wurde beispielsweise
eine AUCy4, von 48 (Rooibostee) bzw. 144 umol*h (aktive Fraktion) ermittelt. Damit
werden die Werte der 2. Humanstudie (36 (frisches Fertiggetrank) bzw. 7 umol*h (gelagertes
Fertiggetrank)) deutlich tibertroffen.

Allerdings sind die geringe Zahl untersuchter Probanden und die unterschiedlichen
Aspalathinausgangsgehalte zu beachten (siehe 6.4). Wird dazu der prozentuale Anteil der 0-
24 h-Ausscheidung der Metabolite des Dihydrochalkons an der Flavonoiddosis betrachtet,
ergibt sich ein anderes Bild. Aufgrund der geringeren Gesamtflavonoidmenge des Frisch-
getrinks im Vergleich zum Rooibostee liegt dieser bei beiden Priifprodukten auf ungeféhr
gleichem Niveau (1,9 % bzw. 1,8 %). Der hochste Wert wurde mit 5,9 % nach Gabe der
aktiven Fraktion gefunden. In Relation zur Aspalathindosis folgen prozentuale Anteile von
6,7 (aktive Fraktion), 3,1 (frisches Fertiggetriank), 2,4 (Rooibostee) und 1,7 % (gelagertes
Fertiggetrank). Vergleicht man diese Zahlen mit den Wiederfindungsraten anderer Poly-
phenole, so liegen diese im Bereich der Werte fiir Anthocyane (0,004-5,1 %) sowie
Quercetin-O-glucoside (0,3-6,4 %) und sind damit in Bezug auf das Isoflavon Daidzin (21,4-
62,0 %) und die Hydroxybenzoesdure Gallussdure (36,4-39,6 %) als gering einzustufen
(MANACH et al., 2005).

Fiir simtliche relevanten Aspalathinmetabolite wird das Ausscheidungsmaximum cp,x bei den
vier Priifprodukten bereits nach 0-4 h durchlaufen, was auf eine sehr schnelle Ausschleusung
(tso%s: 0-4 h) der verabreichten Dosis aus dem Organismus hindeutet. Abbildung 2.46 fasst
abschliefend den kumulativen Anteil aller pro Zeitintervall detektierten Metabolite des

Dihydrochalkons in Relation zur Aufnahmemenge fiir den Rooibostee, die aktive Fraktion
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und die Fertiggetrinke zusammen. Zusitzlich ist der zeitliche Verlauf der Exkretion von 3-O-
MA (84), das bei allen Priifprodukten einen Beitrag von iiber 90 % zur eliminierten Gesamt-

metabolitmenge von Aspalathin (16) leistet, dargestellt.

—#—Rooibostee ——aktive Fraktion
—&— frisches Fertiggetrank —<—gelagertes Fertiggetrank

e e e
S N A~ N

Mittlere 3-O-MA-ExKkretion [umol]

Kumulativer Anteil ausgeschiedener

Aspalathinmetabolite an applizierter
Flavonoiddosis [%]

S b B N

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Zeit [h]

Abbildung 2.46: Median aus den 3-O-MA-Konzentrationen (durchgezogene Linien) nach oraler
Applikation von je 500 mL der vier Rooibosformulierungen unter Angabe des kumulativen Anteils
aller relevanten Aspalathinmetabolite in Relation zur applizierten Aspalathindosis (gestrichelte Linien
— Sekundérachse)

Die Hochstmenge cpmax von 3-O-MA (84) wurde nach Applikation der aktiven Fraktion im 0-
2 h-Urin (16,2 ymol) gemessen und entspricht ungefihr der doppelten Menge, die fiir den
Rooibostee (6,7 umol) ermittelt wurde. Das frische und gelagerte Fertiggetrank folgen mit 3,2
bzw. 2,1 ymol.

Metabolite der Flavon-C/O-, Flavanon-C- und Flavonol-O-glykoside

Tabelle 2.38 liefert eine Ubersicht iiber den zeitlichen Verlauf der renalen Ausscheidung der

intakten Flavone, Flavanone und Flavonole, der korrespondierenden Aglyka sowie jeweils
ihrer Metabolite unter Angabe von Cped, Crvmin, Civmax, tso% Sowie der AUC und Detektionsrate
(falls > cmea= 0 fiir beide Priifprodukte). Die fiir die Glucuronide 81, 82, 100, 101, 102 und
104 sowie die methylierten Derivate des (R/S)-Eriodictyol-6/8-C-glucosids (z.B. 113)
angegebenen Werte stellen jeweils die Summe aller pro Zeitintervall erfassten Stellungs-

isomere dar. Weitere Details zur Auswertung sind in Abschnitt 4.5.12.2 aufgefiihrt.

Im Vergleich zur 1.Humanstudie konnten deutlich mehr Zielverbindungen bei einer
signifikanten Probandenzahl, insbesondere nach Gabe des Frischgetrinks detektiert werden

(— Cmed > 0). Deren Gehalte im 0-24 h Urin (3 Cmeq) korrelieren im Allgemeinen mit der
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applizierten Flavonoiddosis. Im Vordergrund steht wie bei der 1. Humanstudie die
Verstoffwechselung der aus den intakten C- und O-Glykosiden hervorgehenden Aglyka
Luteolin (28), Quercetin (29), Eriodictyol (30) und Apigenin (31). Die Gesamtgehalte ihrer
Glucuronide liegen nach Verabreichung des Frischgetrinks im Bereich von 0,1 gmol/24 h
(Luteolin-O-glucuronid (z.B. 82)) und 1,3 umol/24 h (Apigenin-O-glucuronid (z.B. 102).
Besondere Relevanz hat fiir Luteolin (28) die renale Ausscheidung als methyliertes und

glucuronidiertes Konjugat (0,6 gmol/24 h — siehe 2.2.8.1).

Tabelle 2.38: Ubersicht iiber den zeitlichen Verlauf der renalen Exkretion identifizierter Flavone,
Flavanone und Flavonole sowie deren Metaboliten nach oraler Applikation von je 500 mL des frischen
und gelagerten Fertiggetrinks (keine Detektion der Zielverbindungen vor Priifproduktgabe)”

Fertiggetrink, frisch (n =4) | Fertiggetrink, gelagert (n =4)

Zeitintervall [h] 0-2 2-4 4-6 8-24 0-2 2-4 4-6 8-24
Quercetin-O-glcS Cined 0 0,01 0,03 0.1 0,1 0 0 0
(z.B. 81) ClVmin 0 0,01 0,1 0,3 0,1 0 0 0
ClVmax 0,1 0,03 0,3 0,5 0,1 0,04 0 0,3
AUC 4 1,7 tsgr,  8-24 | AUCyo4q 0,1 15004 0-2
Me-0O-quercetin-O-glcS ClVmin 0 0 0 0 0 0 0 0
(z.B.101) ClVmax 0,1 0 0,1 0,1 0 0 0 0
Detektionsrate 1 - 1 1 - - - -
Apigenin-O-glcS 0 0 0,5 0.8 0 0 0 0
(z.B. 102) 0 0 1,0 0,4 0 0 0 0
0 0,2 53 9,2 0 0 0,8 0
AUCO_24h 1 1,6 tso% 8-24 AUCO_24h 0 ts()% -
Luteolin-O-glcS 0.1 0 0 0 0 0 0 0
(z.B. 82) 0,1 0 0 0 0 0 0 0
0,4 0 1,5 0 0,3 0,1 0,1 0
AUC.4n 0,1 ts0% 0-2 | AUCy.4n 0 ts0% -
Luteolin-di-O-glcS 0 0 0 0 0 0 0 0
(106) 0 0 0 0 0,2 0 0 0
_ _ _ _ 1 _ _ _
Me-O-luteolin-O-glcS 0.4 0,1 0,1 0 0,1 0.1 0,03 0
(z.B. 104) 0,3 0,1 0,1 0 0,1 0,2 0,1 0
0,7 0,2 0,6 0 0,3 0,2 0,1 0
AUC o4 1,5 t50% 0-2 | AUCga 0,6 ts509, 2-4
Eriodictyol-O-glcS 0 0 0 0 0 0 0 0
(z.B. 100) 0,3 1,3 5,1 0 0 0 0 3,5
1 1 1 - - - - 1
Isoorientin 0 0 0 0 0 0 0 0
(11 0 0,01 0 0 0 0 0 1,0
- 1 - - - - - 1
Orientin 0 0 0 0 0 0 0 0
(14) 0 0,1 0 0 0,1 0 0 0,4
- 1 - - 1 - - 1
Me-O-isoorientin 0 0,03 0,01 0 0,01 0,02 0 0
(107) 0 0,04 0,03 0 0,02 0,02 0 0
0,1 0,1 0,04 0 0,05 0,03 0 0
AUC o4 0,2 t500, 2-4 | AUCgosn ,1 1509, 2-4
Isoorientin-O-sulfat 0 0 0 0 0 0 0 0
(111) 0,03 0 0 0 0 0 0 0
1 _ _ _ _ _ _ _
Vitexin 0 0 0 0 0,01 0,03 0 0
(21) 0 0 0 0 0,03 0,02 0 0
0,1 0,1 0,03 0 0,04 0,05 0 0
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Fertiggetrink, frisch (n =4) Fertiggetrink, gelagert (n = 4)

Zeitintervall [h] 0-2 2-4 4-6 8-24 0-2 2-4 4-6 8-24
AUCq. 44 0 t50% — | AUCyo4 0,1 t50% 2-4
Luteolin-O-hexosid-O- 0 0 0 0 0 0 0 0
glcS(112) 0 0 0,1 0 0,03 0 0 0
_ _ 1 _ 1 _ _ _
Quercetin-O-hexosid-O- 0 0 0 0 0 0 0 0
glcS (114) 0 0 0 0 0,1 0 0 0
_ _ _ _ 1 _ _ _
Eriodictyol 0.6 0,4 0 0 0 0.8 0,8 0
(30) 0,5 0,8 0 0 0 0,3 0,6 0
1,6 0,9 30 97 1,7 2,7 1,3 12,8
AUCO_24h 1 ,9 t5o% 0-2 AUCO_24h 9,7 t50% 2-4
(R/S)-Me-O-eriodictyol- 0,05 0.1 0,05 0 0.3 0,3 0,2 0
6/8-C-glu (z.B. 113) 0,1 0,2 0,1 0 0,2 0,3 0,2 0
0,1 0,3 0,2 0 0,5 0,3 0,2 0
AUC 241 0,8 509 2-4 | AUCyoan 2,9 t500 2-4
(R/S)-Eriodictyol-6/8-C- 0 0 0 0 0,1 0,03 0 0
glu-O-glcS (134) 0 0 0 0 0,1 0,1 0 0
0 0 0 0 0,1 0,3 0,3 0
AUC.24n 0 ts0% — | AUCopm 03 t50% 0-2

“Cmeds Median der Metabolitkonzentrationen am jeweiligen Messintervall; Crymin/Crvmax, Minimal- und
Maximalkonzentration am Messintervall; AUC, Flache unterhalb der Konzentrations-Zeit-Kurve; tsgo,
Ausscheidungshalbwertszeit — Cied, Y Crv UNd Cryvimin/Crvmax N gmol, AUC. o4, in gmol*h, tsge, in h. Crvmin
gibt den kleinsten gemessenen Wert an und ldsst Probanden, bei denen die Metabolite nicht
nachgewiesen wurden, unberiicksichtigt. glcS, glucuronid; Me, Methyl; glu, glucosid

Die Exkretion iiber die intakten Flavonoide bzw. deren Metabolite ist angesichts der geringen
Detektionsraten (— Ycmed zumeist 0) in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der
1. Humanstudie ein unerheblicher Prozess.

Aufgrund hoherer Ausgangsgehalte der vier (R/S)-Eriodictyol-6/8-C-glucoside 9, 10, 15 und
17 konnten die sich von den vier Flavanonen ableitenden Metabolite 113 und 134 im
Vergleich zum Frischgetridnk in erster Linie nach Gabe des gelagerten Produkts mit einer
eliminierten Gesamtmenge von ca. 0,9 yumol/24 h (Frischgetriank: 0,2 ymol/24 h) in groBeren
Mengen bestimmt werden (siche 2.1.4.1). Die Eliminierungshalbwertszeit tsgy, wird fiir beide
Verbindungen bereits nach 0-2 h erreicht. Auch Eriodictyol (30) folgt mit 1,6 ymol/24 h fiir
das gelagerte und 1,0 umol/24 h fiir das frische Produkt diesem Trend.

Abbildung 2.47 fasst den zeitlichen Verlauf der renalen Exkretion von Aspalathin (16) iiber
die (R/S)-Eriodictyol-6/8-C-glucoside 9, 10, 15 und 17 fiir das frische und gelagerte Fertig-
getrink sowie die aktive Fraktion (keine Detektion der Zielverbindungen nach Zufuhr des
Rooibostees) zusammen. Die eliminierte Gesamtsumme ist beim gelagerten Fertiggetrank mit
2,5 umol/24 h am groften und tbersteigt die des Frischgetranks (1,2 gumol/24 h) und der
aktiven Fraktion (0,4 umol/24 h) um das 2- bzw. 6-fache. Die fiir das gelagerte Produkt
besondere Bedeutung dieses Stoffwechselwegs wird bei Betrachtung des Verhiltnisses der
Metabolite der (R/S)-Eriodictyol-6/8-C-glucoside 9, 10, 15 und 17 zu denen des Dihydro-
chalkons deutlich. Dieses steigt von 0 (Rooibostee) tiber 0,01 (aktive Fraktion) bis auf 0,1
(Frischgetrink) und schlieBlich 0,7 fiir das gelagerte Fertiggetrank. Der prozentuale Anteil der
0-24 h-Ausscheidung an der Flavonoiddosis betrdgt fiir das zuletzt genannte Priifprodukt
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0,6 %. In Bezug auf die applizierte Aspalathinmenge ergeben sich 1,1 %. Nach oraler
Applikation des gelagerten Fertiggetranks wird das Ausscheidungsmaximum (Cpax: 1,2 umol)
nach 0-4 h, fiir das Frischgetrink bereits nach 0-2 h und fiir die aktive Fraktion erst nach 4-6 h
erreicht.
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@& gelagertes Fertiggetrank -#--aktive Fraktion

= -#--frisches Fertiggetrank ->-- gelagertes Fertiggetrank
5% 12 - gg gelag gg S
° g S ®
53 £%
e - Heqzpg--------X L0253 =
—_ Jass o] > =
23 : Sz

(=] @n Q9
S (5] D e TF
= = 087 2 ¥TE
2 =55
S 06 1524
=8 1,2 S8
2= N e e & g
= O = =
D - r —
%E) 0,4 1 .2"%: 50
= 3 0,4 s =
© -: 0’2 4 ; [ 0,5 ; (=)
g2 L eNE N BT B Eg
e ek
= g 0 0 s

8-24

Zeit [h]

Abbildung 2.47: Gesamtgehalt ausgeschiedener Metabolite der (R/S)-Eriodictyol-6/8-C-glucoside 9,
10, 15 und 17 in Abhingigkeit vom Zeitintervall (Saulendiagramm) unter Angabe der kumulativen
Gesamtkonzentrationen (Liniendiagramm — Gehalte auf Sekundérachse aufgetragen)

Insgesamt belegen diese Zahlen, dass bei dem gelagerten Erzeugnis die Metabolisierung der
Eriodictyol-C-glucoside an Bedeutung gewinnt. STALMACH et al. (2009) konnten mit
Eriodictyol-O-sulfat und KREUZ et al. (2008) mit methyliertem sowie zweifach
glucuronidiertem Eriodictyol zwei weitere, potentielle Metabolite dieser Verbindungen

charakterisieren.

Phenolische Abbauprodukte
Abbildung 2.48 zeigt die Zeitprofile zur renalen Ausscheidung der aus dem mikrobiellen

Dickdarmabbau der Polyphenole entstehenden Hippur- (127) und 3/4-Hydroxyhippursidure
(128, 129).

Die Kurvenverldufe entsprechen denen bei der 1. Humanstudie. So ist mit Ausnahme eines
Anstiegs der Gehalte fiir die Hydroxyhippursdure 129 im 0-2 h-Intervall unabhédngig vom
Priifprodukt fiir alle Metabolite eine Abnahme in Relation zur Ausgangskonzentration am
Zeitpunkt to im 0-6 h-Urin festzustellen. Im letzten Untersuchungszeitraum ist sowohl fiir das
gelagerte als auch das frische Fertiggetrink eine signifikante Zunahme der renalen Aus-

scheidung insbesondere von Hippursdure (127) zu beobachten. Die eliminierten Mengen sind
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vergleichbar (Anstieg um 134 umol (Frischgetrdnk) bzw. 146 umol (gelagertes Getrink)),
liegen damit aber im Einklang mit den applizierten Flavonoiddosen deutlich unterhalb der
Werte fiir den Rooibostee (302 ymol) und die aktive Fraktion (224 ymol). Bei der 2. Human-
studie wurden die 8-24 h-Urinproben nach Gabe des Placebos nicht aufgearbeitet, so dass im
Gegensatz zur 1. Humanstudie der durch die Flavonoide verursachte tatsdchliche Anteil an
der Hippursdureexkretion nicht ermittelt werden konnte (siche 2.2.8.1). Allerdings ist von

einem sehr viel geringeren Beitrag auszugehen.

—a— 3/4-Hydroxyhippursédure (128) —a— 3/4-Hydroxyhippursdure (129)

—— Hippursédure (127) 250

exkretion [umol]
exkretion [umol]

Mittlere Hydroxyhippurséure-
Mittlere Hippursiure-

S = N W A L &N O 0 O

T T T T 0
12 14 16 18 20 22

Zeit [h]

Abbildung 2.48: Zeitprofile zur renalen Auscheidung (in gmol, n = 4) von Hippursédure (127) und der
beiden Hydroxyhippursduren 128 und 129 nach oraler Gabe von je 500 mL des frischen (durch-
gezogene Linien) bzw. gelagerten Fertiggetrinks (getrichelte Linien — Hippursduregehalte auf
Sekundirachse aufgetragen)

Fir die Hydroxyhippursduren 128 und 129 ergeben sich nach Verabreichung beider
Fertiggetranke mit Konzentrationszunahmen im Bereich von 1-3 ymol ebenfalls geringere
Werte als nach Zufuhr von Rooibostee und aktiver Fraktion (3-20 umol). Gleiches trifft auf
Minorabbauprodukte wie die 3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-propionsdure (123) zu.

2.3.3.2 Plasma

In Tabelle 2.39 sind die zum Zeitpunkt ty.x ermittelten Hochstmengen cpax von Isoorientin
(11), Orientin (14), Aspalathin (16), Rutin (18), Isovitexin (20) und Vitexin (21) nach Gabe
von je 500 mL des frischen und gelagerten Fertiggetrinks aufgefiihrt. Die prozentualen
Wiederfindungsraten WFR sind in Relation zu den berechneten, theoretischen Hochstmengen
in 1 mL Plasma auf Basis der mit dem Priifprodukt aufgenommenen Menge des jeweiligen

Flavonoids angegeben (siche 2.2.8.2).
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Tabelle 2.39: Zusammenstellung der Héchstmengen (cu.) intakter Flavonoide (in nmol/mL), die in
den Plasmaproben der Probanden 1-9 zum Zeitpunkt t,,,x (in h) nach Verabreichung von je 500 mL des
frischen bzw. gelagerten Fertiggetranks bestimmt wurden.”

Isoorientin (11) Orientin (14) Aspalathin (16)
Proband frisch gelagert frisch gelagert frisch gelagert
Cmax tmax Cmax tmax Cmax tmax Cmax tmax Cmax tmax Cmax tmax
1 0,09 05 ND - |006 05 ND - (128 05 ND -
2 043 3 007 151|014 3 ND - |45 3 244 15
3 0,04 1,5 0,14 050,02 1,5 0,06 0505 15 1,52 0,5
4 ND - ND - |ND - ND - |ND - ND -
5 ND - ND - |ND - ND - |ND - ND -
6 ND - ND - |ND - ND - |ND - 068 15
7 002 3 006 15|ND - 004 15|ND - 0,54 15
8 002 3 004 15|ND - 001 3 |[ND - ND -
9 0,08 0,5 005 05]0,07 05 006 3 [096 05 0,777 0,5
Mittelwert 0,08 0,04 0,03 0,02 0,82 0,66
+ + + + + + +
SD 0,14 0,05 0,05 0,03 1,49 0,84
WEFR [%] 0,33 0,22 0,17 0,11 0,62 0,77
Rutin (18) Isovitexin (20) Vitexin (21)
Proband frisch gelagert frisch gelagert frisch gelagert
cmax tmax Cmax tmax cmax tmax cmax tmax Cmax tmax cmax tmax
1 002 05 ND —~| ND - ND - |ND - ND -
2 0,19 05 ND -1]013 05 ND - |0,16 0,5 ND -
3 0,003 1,5 0,04 05| ND - 005 05 | ND - 0,03 05
4 ND - ND - | ND - ND - [ND - ND -
5 ND - ND - | ND - ND - [ND - ND -
6 ND - ND - | ND - ND - [ND - ND -
7 ND - 0,01 1,5 ND - 003 05 |ND - 0,03 05
8 ND - ND —-| ND - ND - [ND - ND -
9 ND - ND —-| ND - ND - |[ND - ND -
Mittelwert 0,02 0,01 0,02 0,01 0,02 0,01
+ + + + + + +
SD 0,06 0,06 0,04 0,02 0,05 0,01
WFR [%] 0,31 0,11 0,65 0,45 0,56 0,25

“tmax, Zeitpunkt der gemessenen Hochstkonzentration; cp., quantifizierte Hochst-
menge; SD, Standardabweichung; ND, nicht detektiert. Die Wiederfindungsrate WFR
stellt den Anteil der tatsdchlich quantifizierten Flavonoidmenge im Vergleich zu der
aufgenommenen Menge des jeweiligen Flavonoids dar.

Die Betrachtung der Zeitpunkte tn.., an denen die Hochstmengen cnax der jeweiligen
Flavonoide erreicht wurden, ergibt ein uneinheitliches Bild. Tendenzen lassen sich nicht
ablesen. Bei der Analyse aller Messwerte ist jedoch ersichtlich, dass die untersuchten
Flavonoide - unabhidngig vom verabreichten Priifprodukt - gréftenteils bereits nach 0,5 h in
den Plasmaproben der Probanden nachweisbar sind, was fiir eine schnelle Resorption im
Diinndarm spricht. Die Verweilzeit im Plasma scheint in intakter Form von kurzer Dauer zu
sein, da die Detektion der Zielverbindungen ebenso wie bei der 1. Humanstudie zumeist an

nur einem der drei Messpunkte gelang. Die Analyse der durchschnittlichen Gehalte zum
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Zeitpunkt tnax zeigt eine Korrelation mit den zugefiihrten Flavonoidmengen. Dement-
sprechend folgen fiir das Frischgetrank hohere Werte als fiir das gelagerte Produkt.

Aspalathin (16) ist mit 0,8 im frischen und 0,7 nmol/mL im gelagerten Fertiggetrdnk wie bei
der 1.Humanstudie das Hauptflavonoid, gefolgt von Isoorientin (11) und Orientin (14).
Insgesamt lag die Gesamtmenge der Zielverbindungen zum Zeitpunkt ty.x nach Gabe des
Frischgetrénks bei ca. 1,0 nmol/mL, was einer Bioverfiigbarkeit von 0,5 % entspricht; fiir das
gelagerte Erzeugnis folgen 0,7 nmol/mL (Bioverfiigbarkeit: 0,6 %). Trotz hoherer Flavonoid-
dosis waren bei der 1. Humanstudie nur 0,8 (Rooibostee) bzw. 0,4 nmol/mL (aktive Fraktion)
bioverfligbar. Diese Diskrepanz hat ihre Ursache vor allem in den Aspalathingehalten, die
nach Gabe beider Fertiggetranke - insbesondere beim Probanden ,,2° - wesentlich hoher als
bei der 1. Humanstudie sind. Infolgedessen ergibt sich fiir das Dihydrochalkon mit 0,6 % nach
Gabe des frischen und 0,8 % fiir das gelagerte Fertiggetraink eine deutlich hohere
Bioverfiigbarkeit. Bei Isoorientin (11), Orientin (14), Rutin (18), Isovitexin (20) und Vitexin

(21) liegt dagegen eine Korrelation mit den applizierten Mengen vor.
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Abbildung 2.49: Gegeniiberstellung der applizierten Mengen von sechs Rooibosflavonoiden (a) und
ihrer durchschnittlichen Plasmahochstgehalte ¢, (b)
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Zur Veranschaulichung sind in Abbildung 2.49 die mit den vier Rooibosformulierungen
aufgenommenen Mengen der sechs Flavonoide (a) sowie deren durchschnittliche Plasma-
hochstgehalte cmax zum Zeitpunkt tn., (b) dargestellt. Diese spiegeln fiir Isoorientin (11),
Isovitexin (20) und Vitexin (21) in etwa die Relationen in den jeweiligen Priifprodukten
wider. Orientin (14) weicht von diesem Trend ab. Wihrend der Gehalt des Flavons in den vier
Prifprodukten ungeféhr gleich ist, ist dessen Bioverfiigbarkeit nach Gabe des Rooibostees
und der aktiven Fraktion deutlich groBer als nach Konsum der Fertiggetrinke.

In Tabelle 2.40 sind die Mediane aus den Konzentrationen (cneq) fiir die einzelnen Flavonoide

mit den jeweiligen Maximal- und Minimalgehalten (Crymax/Crvmin) aufgefiihrt.

Tabelle 2.40: Uberlick iiber den zeitlichen Verlauf der Zirkulation intakter Flavonoide im Plasma der
neun untersuchten Probanden nach oraler Applikation von je 500 mL des frischen bzw. gelagerten
Fertiggetrinks (keine Detektion der Zielverbindungen vor Priifproduktgabe)”

Fertiggetrink, frisch (n =9) | Fertiggetrink, gelagert (n =9)
Messzeitpunkt [h] 0,5 1,5 3 0,5 1,5 3
Isoorientin Cmed O 0 0 0 0 0
(11) Crvmin 0,08 0,04 0,02 0,01 0,03 0,01
Crvmax 0,40 0,31 0,43 0,14 0,07 0,03
Orientin 0 0 0 0 0 0
(14) 0,06 0,02 0 0,04 0,02 0,01
0,13 0,11 0,14 0,06 0,04 0,01
Aspalathin 0 0 0 0 0 0
(16) 0,57 0,01 0 0,50 0,22 0,02
3,16 1,88 4,56 1,52 0,98 0,03
Rutin 0 0 0 0 0 0
(18) 0,02 0 0 0 0 0
0,19 0 0 0,04 0,01 0
Isovitexin 0 0 0 0 0 0
(20) 0 0 0 0,03 0 0
0,13 0 0 0,05 0 0
Vitexin 0 0 0 0 0 0
(21) 0 0 0 0,03 0 0
0,16 0 0 0,03 0 0
Hyperosid 0 0 0 0 0 0
(22) 0,09 0 0 0 0 0
0,13 0,08 0,95 0,11 0,07 0
Isoquercitrin 0 0 0 0 0 0
(23) 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0,031 0 0
Nothofagin 0 0 0 0 0 0
(25) 0,36 0 0 0,06 0,26 0
1,09 0,09 0 0,97 1,57 0

“Cmeds Median der Flavonoidkonzentration am jeweiligen Messpunkt; Crymin/Crvmaxs
Minimal- und Maximalkonzentration am jeweiligen Messpunkt — Cyeq Und Cryvmin/Crvmax
in nmol/mL. crvmi, gibt den kleinsten gemessenen Wert an und ldsst Probanden, bei
denen die Metabolite nicht nachgewiesen wurden, unberticksichtigt.

Aufgrund der geringen Detektionsrate liegen die Mediane fiir alle Zielverbindungen im 0-3 h-

Plasma bei null. Die Ursache ist vermutlich in den Gesamtflavonoidgehalten der beiden
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Fertiggetranke zu sehen, die im Vergleich zu der aktiven Fraktion und dem Rooibostee
deutlich niedriger sind (siehe 6.4). Infolgedessen ist das Ausmal} der Verstoffwechselung bei

der 1. Humanstudie groBer (— Cmeq > 0 — siehe Tabelle 2.33).

Somit werden die Ergebnisse der Analyse der Urinproben bestdtigt (siche 2.3.3.1). Die
Rooibosflavonoide werden in intakter bzw. deglykosylierter Form infolge der groferen
Flavonoiddosis offenbar verstirkt nach oraler Applikation des Teeaufgusses und der aktiven
Fraktion resorbiert. Daraus resultieren auf Basis der Mediane cyeq fiir beide Priifprodukte
hohere Bioverfiigbarkeitsraten fiir die intakten Flavonoide im Plasma, ein insgesamt breit-
gefacherteres Metabolitspektrum im Urin sowie deutlich groBere Gesamtmengen renal

eliminierter Metabolite.

Abbildung 2.50 fasst abschlieBend die Metabolisierung von Aspalathin (16) und Nothofagin
(25) zusammen. Durch die vorliegende Arbeit konnte fiir beide Verbindungen gezeigt werden,
dass diese zwar im Diinndarm in intakter Form oder nach Deglykosylierung zu den
korrespondierenden Aglyka resorbiert werden, ein Grof3teil der applizierten Dosis allerdings
unverdndert in den Dickdarm gelangt. Dort finden mikrobielle Abbaureaktionen statt, die zu
niedermolekularen phenolischen Séduren fiihren. Diese werden teilweise riickresorbiert und

weiter verstoffwechselt oder direkt ausgeschieden.
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Schematische Darstellung der Metabolisierung der Dihydrochalkon-C-glucoside

Aspalathin (16) und Nothofagin (25). glu, glucosid; glcS, glucuronid; Me, Methyl; MA, Methyl-

aspalathin

Abbildung 2.50



3 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden qualitative und quantitative Bestimmungen poly-
phenolischer Bestandteile des Rooibos (A4spalathus linearis) durchgefiihrt sowie deren
Verianderungen bei Extraktion und Lagerung untersucht.

Hierbei gelang via LC-ESI-MS/MS der Nachweis bislang unbekannter Derivate der Dihydro-
chalkon-C-glucoside Aspalathin und Nothofagin (z.B. 2°,3,4",4,6'-Pentahydroxy- und
2',4,4",6"-Tetrahydroxy-dihydrochalkon-3",5"-di-C-hexosid). Des Weiteren konnten einige
fiir den Rooibos neue Verbindungen der Flavonoidaglyka Luteolin, Apigenin, Quercetin und
Eriodictyol (z.B. Luteolin- und Apigenin-6,8-di-C-hexosid) ebenfalls per LC-ESI-MS/MS
identifiziert werden. Ferner wurden erstmals Daten zu Vorkommen und Gehalten von Flavan-
3-olen, Hydroxyzimtsdurederivaten und Proanthocyanidinen im fermentierten und un-
fermentierten Rooibos publiziert. Beide Pflanzenmaterialien enthalten weiterhin eine Vielzahl
C-verkniipfter Glykoside, insbesondere Flavon-C-glykoside. Quantitativ dominieren Mono-C-
glykoside (z.B. Isoorientin) gegeniiber Di-C- (z.B. Isoschaftosid) und O-glykosiden (z.B.
Flavonol-O-glykoside wie Hyperosid und Rutin). Aspalathin ist mit ca. 8,0 % im unver-
arbeiteten und 0,4 % im verarbeiteten Rooibos Hauptverbindung. Die unterschiedlichen
Gehalte beruhen auf der “Fermentation” und sind Ursache fiir das geringere antioxidative
Potential des fermentierten Produkts.

Bei Lagerversuchen mit Fertiggetranken, die unter Zugabe eines Extrakts des unverarbeiteten
Rooibos bereitet wurden, zeigte sich, dass die Kiihlung der Produkte (+4 °C) essentielle
Voraussetzung zur Vermeidung eines vorzeitigen Abbaus von Aspalathin ist. Dabei entstehen
vorwiegend (R)- und (S)-Eriodictyol-6-C-glucosid, die ihrerseits zu Isoorientin und Orientin
weiterreagieren konnen. Parallel werden hohermolekulare Verbindungen gebildet (z.B.
Aspalathin-Dimere). Ahnliche Umsetzungen wurden erstmals auch fiir Nothofagin be-

schrieben.

Zur Evaluierung der Verstoffwechselung der Rooibosflavonoide wurden in Kooperation mit
der Leibniz Universitdt Hannover zwei placebo-kontrollierte Humanstudien im Cross-over-
Design durchgefiihrt. Als Priifprodukte kamen bei der 1. Humanstudie ein haushaltsiiblicher
Teeaufguss aus griinem Rooibos, eine aus demselben Material isolierte aktive Fraktion und
ein Placebo (Wasser), bei der 2. Humanstudie ein frisches (siehe oben) und ein gelagertes
Fertiggetrank gleicher Rezeptur sowie ein Placebo (Fertiggetrank ohne Rooibosextrakt) zum

Einsatz. Die aktive Fraktion stellt diejenige mittels High-Speed Countercurrent Chromato-
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graphy (HSCCC) isolierte Fraktion dar, die bei einem in vitro-Bioaktivitéitsscreening (TEAC)
das hochste antioxidative Potential zeigte. Sie enthielt Aspalathin als Hauptbestandteil und
wurde standardisiert verabreicht. An den drei Untersuchungstagen wurden Blut- und Urin-
proben vor und nach Priifproduktgabe gewonnen. Die Analyse des Probenmaterials erfolgte
per LC-ESI-MS/MS. Zur sicheren Peakzuordnung wurden Phase-1I-Metabolite des
Aspalathins zum Teil erstmalig synthetisiert und strukturell aufgeklirt (z.B. Aspalathin-4-O-
sulfat).

In den Plasmaproben der Probanden konnten nach Gabe der Rooibosformulierungen erstmals
intakte Flavonoide detektiert werden. Die durchschnittlichen Maximalgehalte korrelierten im
Allgemeinen mit den Aufnahmemengen und lagen fiir Aspalathin zwischen 0,2 (aktive
Fraktion) und 0,8 ymol/L (Frischgetrdnk). Die bioverfiigbare Gesamtmenge der sechs
Rooibosflavonoide Isoorientin, Orientin, Aspalathin, Rutin, Isovitexin und Vitexin lag im
Bereich von 0,2 % (aktive Fraktion) bis 0,6 % (gelagertes Fertiggetrink).

Im 0-24 h-Urin konnten neben intaktem Aspalathin insgesamt sechs Phase-II-Umsetzungs-
produkte des Dihydrochalkons identifiziert werden (glucuronidiertes, sulfatiertes, methy-
liertes, methyliertes und glucuronidiertes sowie methyliertes und sulfatiertes Aspalathin und
das glucuronidierte Aglykon von Aspalathin). Bei dem methylierten Konjugat handelt es sich
um 3-O-Methylaspalathin, bei den sulfatierten Produkten um Aspalathin-3-O-sulfat und
-4-O-sulfat. Das Metabolitspektrum von Nothofagin fiel deutlich kleiner aus. Als einziger
Metabolit der unverdnderten Verbindung trat die noch nicht beschriebene glucuronidierte
Form auf. Ferner gelang mit 2°,4,4",6'-Tetrahydroxy-dihydrochalkon-O-glucuronid die
Bestétigung eines neuen Metaboliten des Aglykons von Nothofagin.

Unabhéngig von der Rooibosformulierung erfolgte die Exkretion von Aspalathin primér nach
Methylierung bzw. Methylierung und Glucuronidierung. 3-O-Methylaspalathin war mit
Gehalten von 3,6 (gelagertes Fertiggetrdnk) bis 39,3 yumol/24 h (aktive Fraktion) Haupt-
metabolit. Der Gesamtanteil im 0-24 h-Urin eliminierter Aspalathinmetabolite lag in Relation
zur Flavonoiddosis im Bereich von 0,9 (gelagertes Fertiggetriank) bis 5,9 % (aktive Fraktion).
Die Eliminierungshalbwertszeiten wurden fiir alle Priifprodukte bereits nach 0-4 h erreicht.
Das Ausmal} der Verstoffwechselung von Nothofagin war wesentlich geringer. Quantitativ

bedeutend ist dessen Exkretion in unverdnderter Form (Rooibostee: 2,0 umol/24 h).

Erstmals konnte gezeigt werden, dass Aspalathin invivo zu (R/S)-Eriodictyol-6/8-C-
glucosiden biotransformiert und als Metabolite dieser Verbindungen (z.B. als (R/S)-Methyl-
O-eriodictyol-6/8-C-glucosid und (R/S)-Eriodictyol-6/8-C-glucosid-O-glucuronid) ausge-
schieden wird. An Relevanz gewinnt dieser Stoffwechselweg beim gelagerten Fertiggetriank

(eliminierte Gesamtsumme: 2,5 ymol/24 h).
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Fiir die Flavon-C- und Flavonol-O-glykoside ist eine vorwiegende renale Exkretion als Mono-
glucuronide der korrespondierenden Aglyka festzustellen. Daneben konnten erstmals einige
Metabolite intakter C-glykoside (z.B. Methyl-O-isoorientin) bestitigt werden. Die mit dem
0-24 h-Urin ausgeschiedenen Metabolitmengen waren unabhidngig vom Priifprodukt duferst

gering.

Die Applikation der Rooibosformulierungen 16ste einen betrachtlichen mikrobiellen Dick-
darmabbau der Polyphenole zu niedermolekularen phenolischen Sduren aus. Ein drastischer
dosisabhingiger Anstieg der Exkretion insbesondere des Stoffwechselendprodukts Hippur-
sdure (Rooibostee: +131 umol) war die Folge.

Fiir Aspalathin als qualitativ und quantitativ wichtigsten Rooibosbestandteil bleibt festzu-
halten, dass dessen Bioverfiigbarkeit unabhingig von der Matrix &uBlerst gering ist.
Entsprechend 16ste die Gabe der Rooibosformulierungen keinen Anstieg des antioxidativen
Potentials der Plasmaproben aus. Mit Blick auf die Bewertung moglicher gesundheitlicher
Wirkungen des Rooibos ist es somit fragwiirdig, ob nach einmaliger oder wiederholter
Applikation unmittelbare biologische Effekte in vivo auftreten kénnen.

Fiir eine solche Einschétzung ist auch das Essverhalten von Bedeutung. In der téglichen
Erndhrung spielt Rooibostee beispielsweise im Vergleich zu Orangensaft, mit dem eine hohe
Dosis des besser resorbierten Flavanons Hesperidin zugefiihrt werden kann, eine unter-
geordnete Rolle. Dihydrochalkon-C-glucoside gehoren daher - auch aufgrund ihrer geringen
Verbreitung - nicht zu den dominierenden zirkulierenden Polyphenolen im menschlichen
Organismus. Thre Akkumulation ist aufgrund der geringen Verweilzeit im Plasma und der

kurzen Eliminierungshalbwertszeit der korrespondierenden Metabolite unwahrscheinlich.

Ungeachtet der Resorption im Diinndarm gelangt der Grof3teil der Aspalathindosis in den
Dickdarm, wo ein mikrobieller Abbau zu niedermolekularen phenolischen Séuren stattfindet.
Diese werden teilweise riickresorbiert und erreichen so vor der Exkretion das Kreislauf-

system. Der nicht aufgenommene Teil wird direkt mit dem Faeces eliminiert.

Fiir die Entwicklung neuartiger Lebensmittel ist angesichts der erndhrungsphysiologischen
Eigenschaften von Aspalathin eine gezielte Verbesserung der Bioverfiigbarkeit wiinschens-
wert. Dieser Effekt konnte bei in vitro-Versuchen fiir das Flavanon Hesperitin durch gleich-
zeitige Applikation spezifischer Flavonoide (z.B. Chrysin) erzielt werden. Moglicherweise
kann diese Strategie auch auf Aspalathin iibertragen werden. Eine weitere Perspektive ist die
Nano-Verkapselung. Bei dieser Technik werden z.B. bioaktive Wirkstoffe zum Schutz vor
nachteiligen dufleren Einfliissen in eine nanogrof3e Kapsel verpackt, um die Bioverfiigbarkeit

zu verbessern.






4 Material und Methoden

4.1

Pflanzenmaterial

1) Rooibos fermentiert (ca. 20 kg)
Art. 167508, Ch. 17103899, Plantextrakt GmbH & Co. KG (Vestenbergsgreuth)

2) Rooibos griin (ca. 16,5 kg)
Art. 167485, Ch. 17101961, Plantextrakt GmbH & Co. KG (Vestenbergsgreuth)

4.2

Chemikalien und Losungsmittel

Acetobromoglucuronsduremethylester, Apollo Scientific LTD (Bredbury, UK)
Aceton, p.a., Carl Roth (Karlsruhe)

Acetonitril, HPLC- und LC-MS-Qualitit, Honeywell GmbH (Seelze)

Amberlite® XAD7, Merck (Darmstadt)

Ameisensdure, p.a., > 98 %, Carl Roth (Karsruhe)

Apigenin, Carl Roth (Karlsruhe)

Ascorbinsdure, reinst, Merck (Darmstadt)

Aspalathin (isolierter Standard)

2,2’-Azino-bis-(-3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonsdure) (ABTS), Diammoniumsalz,
mind. 98 %, Sigma-Aldrich (Steinheim)

n-Butanol, p.a., Fisher Scientific (Loughborough, UK)

(+)-Catechin-Hydrat, > 98 %, Sigma-Aldrich (Steinheim)
(+)-Catechin-(4a—2)-phloroglucinol (isolierter Standard)
Catechol-O-Methyltransferase (COMT), MP Biomedicals (Illkirch, F)

Citronensdure, p.a., wasserfrei, Sigma-Aldrich (Steinheim)
Citronensdure-Phosphat-Puffer nach Mcllvaine (pH 3,5): bestehend aus 69,7 mL
0,1 mol Citronensdure- (wasserfrei) und 30,3 mL 0,1 mol Dinatriumhydrogen-
phosphat-Dihydrat-Losung

Chloroform, HPLC, Sigma-Aldrich (Steinheim)

n-Chlorogenséure, > 97 %, Carl Roth (Karlsruhe)
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Chrysoeriol, Carl Roth (Karlsruhe)

Coffein, wasserfrei, purum, Fluka (Buchs, CH)

p-Cumarséure, Sigma-Aldrich (Steinheim)

Dichlormethan, p.a., Fisher Scientific (Loughborough, UK)
3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-propionsdure, 98 %, Fluka (Buchs, CH)
Dimethylsulfoxid-dg, 99,8 %, Deutero GmbH (Kastellaun)
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat, puriss. p.a., Merck (Darmstadt)
Dinatrium-ethylendiamin-tetraacetat (Na,H,EDTA), puriss. p.a., >98 %, Sigma-
Aldrich (Steinheim)

Dioxan, HPLC, Sigma-Aldrich (Steinheim)

(-)-Epicatechin, p.a., Sigma-Aldrich (Steinheim)
(-)-Epicatechin-(4—2)-phloroglucinol (isolierter Standard)

Eriodictyol, Carl Roth (Karlsruhe)

Essigsdure, HPLC- und LC-MS-Qualitit, Fisher Scientific (Loughborough, UK) bzw.
Sigma (Steinheim)

Ethanol, p.a., mind. 99,8 %, Honeywell Riedel-de Haén (Seelze)
Ethylacetat, p.a., Fisher Scientific (Loughborough, UK)

Ferulasdure, purum, > 98 %, Fluka (Buchs, CH)

Folin-Ciocalteu Phenolreagenz, Merck (Darmstadt)
Gallussdure-Monohydrat, Fluka (Buchs, CH)

n-Hexan, technisch (destilliert)

Hippurséure, 99 %, Honeywell Riedel-de Haén (Seelze)

3- und 4-Hydroxyphenylessigsdure, 99 %, Sigma-Aldrich (Gillingham, UK)
3-(4-Hydroxyphenyl)-propionsdure, > 98 %, Sigma-Aldrich (Steinheim)
Hyperosid (isolierter Standard)

Isoquercitrin (isolierter Standard)

Isoorientin, Carl Roth (Karlsruhe)

Isovitexin, Carl Roth (Karlsruhe)

Kaliumcarbonat, puriss. p.a., Honeywell Riedel-de Haén (Seelze)
Kaliumperoxodisulfat (K,S,0s), p.a., Honeywell Riedel-de Haén (Seelze)
Luteolin, PhytoLab (Vestenbergsgreuth)

Luteolin-7-O-glucosid (isolierter Standard)

Luteolin-O-glucuronid (isolierter Standard)

Methanol, HPLC, Fisher Scientific (Loughborough, UK)
N,N-Dimethylformamid, HPLC, Carl Roth (Karlsruhe)

Natriumacetat, wasserfrei, p.a., Honeywell Riedel-de Haén (Seelze)
Natriumcarbonat, wasserfrei, p.a., > 99 %, Fluka (Darmstadt)

Nothofagin (isolierter Standard)
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Orientin, Carl Roth (Karlsruhe)

Phloretin (isolierter Standard)

Phloroglucinol, p.a., Merck (Darmstadt)

Quercetin, Carl Roth (Karlsruhe)

Quercetin-O-glucuronid (isolierter Standard)

Rutin, Sigma-Aldrich Co. Ltd. (St. Louis, USA)

S-Adenosyl-Methionin (SAM), 32 mM Losungen, New England BioLabs (Frankfurt
am Main)

Salzsdure, mind. 37 %, Honeywell Riedel-de Haén (Seelze)
Schwefeltrioxid-Triethylamin-Komplex, > 95 %, TCI Europe (Antwerpen, B)
tert-Butylmethylether (TBME), technisch (destilliert)

Trolox® (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonséure), purum, > 98 %,
Fluka (Buchs, CH)

Vitexin, Carl Roth (Karlsruhe)

Wasser, doppelt deionisiert (Nanopure”, Barnstead, W. Werne (Gimbtel))

4.3 Gerite und Parameter

Photometer

Geriit : Shimadzu UV-2101PC UV-VIS Scanning Spectralphotometer

Software : UV-2101PC

Kiivetten : Sarstedt Einwegktivetten, 2,5 mL (Semimikro), d = 10 mm
Hellma® Prizisionskiivetten aus Quarzglas Suprasil®, Typ Nr.: 101-
QS,d=10 mm

4.3.1 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

a) Analytische HPLC

Pumpe: Series 1200 — Bin Pump G1312A (Agilent, Waldbronn)

Probenaufgabe: Series 1200 — Autosampler ALS GI1329A, ALS Therm GI1330B
(Agilent, Waldbronn)

Saulenofen: Series 1200 — Colcom G1316A (Agilent, Waldbronn)

Detektor: Series 1200 — DAD G1315D (Agilent, Waldbronn)

Datenverarbeitung: ChemStation Software Version B.03.01 (Agilent, Waldbronn)
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b) Préparative HPLC

Pumpe: System Gold - Programmable Solvent Module 126 (Beckman,
Beckman Coulter GmbH, Krefeld)

Probenaufgabe: Handeinspritzung (100 xL Injektionsschleife)

Detektor: System Gold - Diode Array Detector Module 168 (Beckman, Beckman
Coulter GmbH, Krefeld)

Datenverarbeitung:  System Gold - The Personal Chromatograph Version GoldV711

4.3.1.1 FlieBmittel, Gradienten und Siulen fiir die HPLC und LC-MS/MS

HPLC analvtisch:

Methode I: Quantifizierung der Rooibosflavonoide nach methanolischer und wiéssriger
Extraktion (siehe 4.5.1 und 4.5.2)

FlieBmittel A:
FlieBmittel B;
Flussrate:
Messwellenlédngen:
Saulenofen:
Injektionsvolumen:

Trennséule:

Gradient:

2 % Essigsiure, aq

100 % Acetonitril

0,8 mL/min

287, 324, 354 nm

20 °C

10-20 uL

Luna Phenyl-Hexyl (5um, 250x4.6mm i D.- Phenomenex”,
Aschaffenburg) mit Phenyl-Vorsdulenkartusche (4x3 mm 1i.D.—
Phenomenex”, Aschaffenburg)

6 % B in 10 min auf 14 % — in 40 min auf 25 % B — in 18 min auf
55 % B — 10 min isokratisch bei 55 % B — in 1 min auf 60 % B —
Ende der Datenerfassung — 10 min isokratisch bei 60 % B — in 1 min

auf 6 % B — 10 min konditionieren — Methodenende: 100 min

Methode II: Quantifizierung der Flavan-3-ole (Catechine) (siehe 4.5.4)

FlieBmittel A:
FlieBmittel B:
Flussrate:
Messwellenlénge:
Sdulenofen:
Injektionsvolumen:

Trennséule:

Gradient:

9 % Acetonitril, aq; 2 % Essigsdure mit 20 4g/mL Na,H,EDTA, aq

80 % Acetonitril, aq; 2 % Essigsdure mit 20 ug/mL Na,H,EDTA, aq

1 mL/min

278 nm

35°C

10-20 L

Luna Phenyl-Hexyl (5um, 250x4.6mm i. D.— Phenomenex®,
Aschaffenburg) mit Phenyl-Vorsdulenkartusche (4 x3 mm 1. D.—
Phenomenex”, Aschaffenburg)

mit 0% B 15 min isokratisch — in 15 min auf 32% B — 5 min

isokratisch — Ende der Datenerfassung: 35 min — in 1 min auf 100 % B
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— 9 min mit 100 % B spiilen — in 1 min auf 0 % B — 20 min mit 0 %

B konditionieren — Methodenende: 66 min

Methode IIT: Quantifizierung der Polyphenole nach Anreicherung (siehe 4.5.3)

FlieBmittel A:
FlieBmittel B:
Flussrate:
Messwellenldngen:
Temperatur:
Injektionsvolumen:

Trennséule:

Gradient:

2 %ige Essigsdure, aq

100 % Acetonitril

0,5 mL/min

287,324, 354 nm

20 °C

10-20 uLL

Luna Phenyl-Hexyl (5um, 250x4,6mm i.D.— Phenomenex”,
Aschaffenburg) mit Vorsdule Nucleosil 100, C-18 (5 ym, 10 x 4,6 mm
i. D. — Techlab, Erkerode)

6% B in 10 min auf 14 % — in 30 min auf 25 % B — in 20 min auf
55 % B — in 5 min auf 95 % B — Ende der Datenerfassung — 10 min
isokratisch mit 95 % B — in 1 min auf 6 % B — 9 min konditionieren —
Methodenende: 85 min

Methode IV: Quantifizierung der Hydroxyzimtsiurederivate (siehe 4.5.5)

FlieBmittel A:
FlieBmittel B:
Flussrate:
Messwellenldnge:
Saulenofen:
Injektionsvolumen:

Trennséule:

Gradient:

2 %ige Essigséure, aq

100 % Acetonitril

1 mL/min

324 nm

20 °C

10-20 uLL

ODS-Hypersil (5 um, 250x4,6 mm 1i.D.—Thermo Scientific,
Karlsruhe) mit Vorsdule Nucleosil 100, C-18 (5 um, 10 x 4,6 mm
i. D. — (Techlab, Erkerode)

mit 6% B 15min isokratisch — in 5 min auf 12% B — 25 min
isokratisch mit 12 % B — in 1 min auf 100 % B — 10 min mit 100 % B
spiilen — in 1 min auf 6 % B — Ende der Datenerfassung: 60 min — 20

min konditionieren — Methodenende: 77 min

Methode V: Quantifizierung der Proanthocyanidine und Abbauprodukte nach Phloro-
glucinolyse (siehe 4.5.6 und 4.5.7)

FlieBmittel A:
FlieBmittel B:
Flussrate:
Messwellenlénge:

Temperatur:

2 %ige Essigsdure, aq
100 % Acetonitril

0,8 mL/min

280 nm

RT
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Injektionsvolumen:

Trennséiule:

Gradient:

10-20 uL
Aqua (5 ym, 250 x 4,6 mm 1. D. — Phenomenex”, Aschaffenburg) mit
Vorsdule Nucleosil 100, C-18 (5 um, 10 x 4,6 mm 1i. D.— Techlab,
Erkerode)
3% B in 25 min auf 10 % — in 20 min auf 35 % B — in 5 min auf
75 % B — Ende der Datenerfassung — 5 min isokratisch mit 75 % B —

in 5 min auf 3 % B — 10 min konditionieren — Methodenende: 70 min

Methode VI: Inkubation von Aspalathin und Nothofagin (siehe 4.5.9)

FlieBmittel A:
FlieBmittel B:
Flussrate:
Messwellenléngen:
Temperatur:
Injektionsvolumen:

Trennséiule:

Gradient:

2 %ige Essigsdure, aq

100 % Acetonitril

0,8 mL/min

287,354,450 nm

20 °C

20 uL

Luna Phenyl-Hexyl (5 gm, 250x 4,6 mm
Aschaffenburg) mit Vorsdule Nucleosil 100, C-18 (5 ym, 10 x 4,6 mm
i. D. — Techlab, Erkerode)

6% B in 15 min auf 17 % — in 15 min auf 30 % B — in 10 min auf

50% B — in 2 min auf 95 % B — Ende der Datenerfassung — 8 min

1. D.— Phenomenex®,

isokratisch bei 95 % B — in 1 min auf 6 % B — 9 min konditionieren —
Methodenende: 60 min

Methode VII: Analyse der Plasma- und Urinproben (siehe 4.5.12.1 & 4.5.12.2)

FlieBmittel A:
FlieBmittel B:
Flussrate:
Messwellenlédngen:

Temperatur:

Injektionsvolumen:

Trennséule:

Gradient:

2 %ige Essigséure, aq
100 % Acetonitril

0,5 mL/min

287, 324, 354 nm

RT

20-50 uL

a) Luna Phenyl-Hexyl (5um, 250x 4,6 mm i.D.— Phenomenex”,
Aschaffenburg) mit Phenyl-Vorsdulenkartusche (4 x3 mm i.D.—
Phenomenex”, Aschaffenburg)

b) Luna Phenyl-Hexyl (3 um, 250 x 4,6 mm i. D.— Phenomenex”,
Aschaffenburg) mit Phenyl-Vorsdulenkartusche (4x3 mm i D.-
Phenomenex”, Aschaffenburg)

a) 6 % B in 10 min auf 17 % — in 45 min auf 19 % B — in 15 min auf
50 % B — in 2 min auf 100 % B — Ende der Datenerfassung — 10 min
isokratisch bei bei 100 %

konditionieren — Methodenende: 93 min

B—in 1min auf 6% B — 10 min
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HPLC priparativ:

b) 6 % B in 10 min auf 14 % — in 40 min auf 25 % B — in 18 min auf
55 % B — 10 min isokratisch bei 55% B — in 1 min auf 60 % B —
Ende der Datenerfassun — 10 min i1sokratisch bei 60 % B — in 1 min

auf 6 % B — 10 min konditionieren — Methodenende: 100 min

Methode VIII: Isolierung von Aspalathin-4-O-sulfat (siehe 4.5.13.2)

FlieBmittel A:
FlieBmittel B:
Flussrate:
Messwellenlénge:
Injektionsvolumen:

Trennsiule:

Gradient:

2 %ige Essigséure, aq

100 % Acetonitril

3,5 mL/min

287 nm

100 uL

Hypersil 120 ODS (5 um, 250 x 16 mm i. D.—Thermo Scientific,
Karlsruhe)

6 % B in 1 min auf 14 % — in 5 min auf 18 % B — in 20 min auf 95 %
B — Ende der Datenerfassung — 10 min isokratisch bei 95 % B — in

1 min auf 6 % B — 10 min konditionieren — Methodenende: 47 min

4.3.2 Massenspektrometrie (LC-MS)

Anlage I:
Pumpe:
Probenaufgabe:

MS-Gerit:

Datenverarbeitung:

Anlage 1I:
Pumpe:
Probenaufgabe:

Detektor:
MS-Gerit:

Datenverarbeitung:

Series 1100 — Bin Pump G1312A (Agilent, Waldbronn)

Series 1200 — Autosampler ALS G1329B, ALS Therm G1330B
(Agilent, Waldbronn)

Bruker Esquire LC-MS/MS Electrospray lonisation Ion Trap Multiple
Mass Spectrometry (Bruker Daltonics, Bremen)

Bruker ESI-Compass 1.3 for HCT/esquire, Data Analysis V. 4.0

(Bruker Daltonics, Bremen)

Series 1100 — Bin Pump G1312A (Agilent, Waldbronn)

Series 1200 — Autosampler ALS G1329B, ALS Therm G1330B
(Agilent, Waldbronn)

Series 1100 — DAD G1315B (Agilent, Waldbronn)

HCT Ultra PTM Discovery System (Bruker Daltonics, Bremen)

Esquire Control Software V. 4.5, Data Analysis V. 3.0 (Bruker

Daltonics, Bremen)
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Tabelle 4.1: Uberblick iiber die verwendeten LC-MS/MS-Parameter

LC-MS/MS- HPLC-Methoden gemifl Abschnitt 4.3.1.1
Parameter I 11 111 v \% VI VIla) VIIb)
LC-MS-Anlage 11 11 11 11 11 I I I
Injektionsvolumen [uL] 10-20 10-20 10-20 10-20  10-20 20 50 20-50
Messmodus negativ
Dry Gas Temperature [°C] 365 365 365 365 365 310 310 365
Dry Gas Flow [L/min] 10 12 10 12 11 10 10 10
Nebulizer Gas (N,) [psi] 50 70 50 70 60 65 65 50
Capillary [V] 4000 3500 3500 4000 3500 3000 3000 4000
End Plate Offset [V] -500 -500 -500 -500 -500 -500  -500  -500
Skimmer [V] -40 -40 -40 -40 -40 -40
Skimmer 1 [V] -25,5 =255
Skimmer 2 [V] -6,0  -6,0
Cap Exit Offset [V] -118 -109,9 -121,0 -113,7 -136,9 -69,7 -69,7 -118
Trap Drive 44,4 45,4 -48,1 50,5 81,7 46,0 46,0 44,4
Scan Range [m/z] 100- 100- 100- 100- 100- 100-  100- 100-
800 800 900 800 1600 800 800 800
Accu Time [ms] 200 200 200 200 200 200 200 200

4.3.3 High Speed Countercurrent Chromatography (HSCCC)

Pumpe: Beckman System Gold Programmable Detector Module 116
Coilvolumen: 800 mL (Schlauch ID 2,5 mm)

System: HSCCC model CCC-100 (Pharma Tech Research)

Injektor: Rheodyne 5041 4-Wegeventil, 30 mL Teflonschleife
Detektor: Beckman System Gold Programmable Detector Module 166

Fraktionssammler: LKB Bromma 2111 MULTIRAC

4.3.3.1 FlieBmittelsysteme und Parameter fiir die HSCCC

a) Isolierung der aktiven Fraktion

FlieBmittel: Ethylacetat/n-Butanol/Wasser, 4,8/0,2/5 (v/v/v)

Fluss: 4 mL/min

Rotation: 800 U/min

Messwellenldnge: 354 nm

Modus: Leichte Phase ist Stationdre Phase (,,Head to Tail“-Modus)

4.3.4 NMR-Spektroskopie

Geriit 1: Bruker Avance II-600
Messfrequenz: 'H: 600,1 MHz; B 150,9 MHz
Temperatur: 301,2K
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4.4 Standardmethoden

4.4.1 Extrahierbare Feststoffe (TSS)

In ein 100 mL-Becherglas werden 50 mL des wéssrigen Extrakts nach 4.5.2 pipettiert und im

Trockenschrank bei 103 °C bis zur Massenkonstanz getrocknet.

4.4.2 Antioxidatives Potential (TEAC)

Die Durchfiihrung des TEAC-Assays erfolgt nach dem von RE et al. (1999) beschriebenen
Verfahren.

Arbeitslosungen und Standards

- ABTS"-Stammlosung:

38,41 mg ABTS (7 mmol) werden mit 6,63 mg (2,45 mmol) Kaliumperoxodisulfat (Kalium-
persulfat, K,S,05) in 10 mL Nanopure® gelost und zur Bildung des Radikals fiir 12-16 h bei

RT im Dunkeln stehen gelassen. Danach kann die Losung fiir ca. sechs Wochen im Kiihl-

schrank dunkel aufbewahrt werden.

- ABTS""-Arbeitslosung:

0,5 mL der Stammldsung werden mit ca. 50 mL Ethanol (p.a., > 99,8 %) versetzt und auf eine
Extinktion von 0,70 # 0,02 eingestellt. 1 mL dieser Losung werden in eine Semimikrokiivette
pipettiert und die Extinktion bei 734 nm gemessen (Leerwert E1).

- Trolox"™-Stammldsung:

12,5 mg Trolox® werden in einen 10 mL-Messkolben eingewogen und mit Ethanol (p.a.,
> 99,8 %) bis zur Marke aufgefiillt (5 mmol/L).

- Trolox®-Standardldsungen:

Von der Trolox®-Stammlésung werden 250, 500, 750 und 1000 uL (= 0,25-1,00 mmol
Trolox®/L) in je einen 5 mL-Messkolben iiberfiihrt und mit Ethanol (p.a.,> 98 %) bis zur
Marke aufgefiillt.

Messung
Das Probenmaterial (— HSCCC-Fraktionen nach Abschnitt 4.5.10 sowie die lyophilisierten

methanolischen und wéssrigen Extrakte nach Abschnitt 4.5.1 und 4.5.2) wird in Ethanol
gelost und je nach zu erwartendem antioxidativen Potential verdiinnt. Jeweils 20 L Standard
bzw. Probe werden in Semimikrokiivetten vorgelegt, mit 1,5 mL ABTS"-Arbeitslosung
versetzt und griindlich durchmischt. Nach genau 10 min Reaktionszeit wird die Extinktion der

Losungen bei 734 nm gegen Luft gemessen (E2). Von der Kalibrierreihe werden jeweils zwei



148 Material und Methoden

Messungen pro Standard durchgefiihrt und die Proben einer Drei- oder Vierfachbestimmung

unterzogen.

Auswertung
Die Extinktionen der Kalibrier- bzw. Probelosungen (E2) werden von der Extinktion des

Leerwertes (E1) subtrahiert und die resultierenden Extinktionsdifferenzen der Standard-
losungen gegen die jeweiligen Trolox®-Konzentrationen aufgetragen. Mittels der Geraden-
gleichung wird das antioxidative Potential der Proben unter Beachtung des Verdiinnungs-
faktors und der bestimmten Trockenmasse (RG: ca. 95 %; RF: ca. 92 %) als Trolox-
dquivalente (TE) berechnet.

4.4.3 Gesamtpolyphenolgehalt (nach Folin-Ciocalteu)

Die Bestimmung des Gesamtpolyphenolgehaltes erfolgt als Summenparameter nach einer
Modifikation der Methode von SINGLETON & ROSSI (1965) und SINGLETON et al.
(1999). Die Methode wird nach der fiir Tee in der ISO 14502-1 genormten Variante
durchgefiihrt. Das Prinzip der Methode beruht auf der leichten Oxidierbarkeit phenolischer
Verbindungen. Diese konnen im alkalischen Milieu aus Wolframat- und Molybdat-Ionen mit
Phosphorsédure gebildete Komplexe zu blauen Farbpigmenten reduzieren. Die Intensitét der
entstehenden Férbung ist proportional zum Gehalt an oxidierbaren Stoffen und wird

photometrisch bestimmt.

Arbeitslosungen und Standards

Die im Handel erhiltliche 2N Folin-Ciocalteu-Losung wird vor der Bestimmung 1:10 mit

® .
Nanopure™ verdiinnt.

- 7,5 %ige wdssrige Natriumcarbonatlosung:

37,5 g wasserfreies Na,CO3; werden in einen 500 mL Messkolben eingewogen und zunéchst
in ca. 250 mL Nanopure® gelost. Nach Abkiihlen der Losung wird bis zur Marke mit
Nanopure® aufgefiillt.

- Gallussdure-Standardlosungen:

110 mg Gallussdure-Monohydrat werden in einen 100 mL-Messkolben moglichst genau
eingewogen und bis zur Marke mit Nanopure® aufgefiillt. Von dieser Stammldsung werden 1,
2,3, 4 und 5 mL in je einen 100 mL-Messkolben pipettiert und bis zur Marke mit Nanopure®
aufgefiillt (= 10-50 mg/mL).

Messung
Gemessen werden die Lagerproben (siche 4.5.8) und methanolischen Extrakte (siehe 4.5.1)

nach 1:50-Verdiinnung sowie die wissrigen Extrakte (siehe 4.5.2) nach 1:10- und 1:20-
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Verdiinnung. Der Reaktionsansatz erfolgt jeweils als Doppelbestimmung in einem 10 mL-
Messkolben. Von sdamtlichen Kalibrier- und Probelésungen werden jeweils 1 mL vorgelegt
und zusitzlich ein Blindwert mit 1 mL Nanopure® angesetzt. AnschlieBend wird jeder Kolben
tiber einen Dispenser mit 5 mL der Folin-Ciocalteu-Arbeitslosung und innerhalb von 3-8 min
mit 4 mL der 7,5 %igen Natriumcarbonatlosung versetzt. Nach griindlichem Durchmischen
werden die Kolben fiir mind. 60 min bei RT stehen gelassen und dann in 10 mm Kiivetten bei

765 nm photometrisch vermessen.

Auswertung
Von der Extinktion der Proben- bzw. Standardlésungen wird die Extinktion des Blindwertes

subtrahiert. Die Extinktionsdifferenzen der Standardlosungen werden gegen die jeweiligen
Konzentrationen aufgetragen und die Regressionsgerade ermittelt. Die quantitative
Bestimmung des Gesamtpolyphenolgehaltes der Proben erfolgte tiber die Geradengleichung

unter Berlicksichtigung des Verdiinnungsfaktors und der Trockenmasse.

4.4.4 Verteilungsversuche fiir die HSCCC

Zur Ermittlung eines geeigneten FlieBmittelsystems fiir das entsprechende Trennproblem
werden zunichst Verteilungsversuche durchgefiihrt (ITO, 2005).

Durchfiihrung
Einige mg der Probe werden in ein Schnappdeckelglas eingewogen und in 2 mL der

wiassrigen, schweren Phase (LP) des zu testenden FlieBmittelsystems gelost. Anschlieend
werden 2 mL der leichten Phase (UP) zugegeben und geschiittelt. Die Zeit bis zur voll-
standigen Phasentrennung wird bestimmt und sollte nicht mehr als 20 sec betragen. Danach
wird ein Aliquot (500 uL) der oberen und unteren Phase in ein Vial iberfiihrt, im
Stickstoffstrom getrocknet und schlieBlich der Riickstand in HPLC-FlieBmittel aufgenommen.

Messung
Die obere und untere Phase werden jeweils getrennt mittels HPLC-DAD (Methode I -

Abschnitt 4.3.1.1) analysiert.

Auswertung
Der Verteilungskoeffizient K einer Substanz lésst sich fiir den L-Modus (LP = mobile Phase)

aus dem Peakfldchenverhéltnis von UP und LP nach Gleichung 4-1 ermitteln.
K = Peakfliche Aup [mAU*sec] / Peakfliche Arp [mAU*sec] 4-1

Der optimale Bereich des Verteilungskoeffizienten liegt bei 0,5 <K < 1,0.
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4.4.5 Arbeitsschritte am Institut fiir Lebensmittelwissenschaft

und Humanernihrung (Universitit Hannover)

4.4.5.1 Herstellung der Priifprodukte

a) Rooibostee

10 g des unfermentierten Rooibos werden mit 500 mL kochendem Wasser tibergossen, genau

10 min extrahiert und anschlieBend filtriert.

b) aktive Fraktion
0,5 g der isolierten aktiven Fraktion werden analog der Vorgehensweise beim Rooibostee

aufgearbeitet.

4.4.5.2 Gewinnung der Plasmaproben

Das Blutplasma wird durch Zentrifugation bei 2000 U/min fiir 10 min aus dem Vollblut
gewonnen. Jeweils 1 mL des Uberstandes wird in ein ReaktionsgefiBl (Serum-Monovette)
tiberfiihrt. Zur Hemmung der Blutgerinnung wird eine Konservierungslosung, die aus 20 uL
Ascorbat-EDTA-L6sung (0,4 M NaH,PO,4 mit 20 % Ascorbinsdure und 0,1 % EDTA, pH 3,5)
besteht, zugesetzt. Die Lagerung erfolgt bei -80 °C bis zur weiteren Analyse (siche 4.5.12.1).

4.4.5.3 Stabilisierung der Urinproben

Jeweils 20 mL der Urinsammelproben werden in ein spezielles Aufbewahrungsbehéltnis
tiberfiihrt, in welchem 20 mg Ascorbinsdure und 0,5 mg EDTA vorgelegt sind. Die Proben

werden bei -80 °C bis zur weiteren Untersuchung gelagert (siche 4.5.12.2).

4.5 Analytische und priparative Methoden

4.5.1 Flavonoidbestimmung nach methanolischer Extraktion

Die methanolische Extraktion erfolgt analog der ISO-Norm ISO 14502-1. Es wird ange-
nommen, dass unter den dort angegebenen Bedingungen alle relevanten Verbindungen

vollstdndig extrahiert werden.

Durchfiihrung
0,2 g fein gemahlener fermentierter bzw. unfermentierter Rooibos (PartikelgroBe < 0,5 mm)

werden mit 5 mL auf 70 °C temperiertem, 70 %igem MeOH versetzt und exakt 10 min im
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Wasserbad bei 70 °C erhitzt. Zu Beginn der Extraktion sowie nach 5 und 10 min wird die
Probe durch Vortexbehandlung gut durchmischt. Nach der Extraktion und dem Abkiihlen auf
RT wird der Extrakt mit 3500 U/min fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wird in einen
10 mL Messkolben pipettiert; mit dem Riickstand wird eine zweite Extraktion analog des
oben beschriebenen Verfahrens durchgefiihrt. Der Uberstand wird ebenfalls in den 10 mL
Messkolben dekantiert und anschlieBend mit 70 %igem MeOH bis zur Marke aufgefiillt.

Messung
Die methanolischen Extrakte (unverdiinnt sowie 1:5- und 1:20-verdiinnt) und Standard-

l6sungen (siche unten) werden per HPLC-DAD (Methode I — Abschnitt 4.3.1.1) gemessen
(Doppel- oder Dreifachbestimmung). Aspalathin, Nothofagin, Eriodictyol und die (R/S)-
Eriodictyol-6/8-C-glucoside werden bei einer Wellenldnge von 287 nm, die restlichen
Flavonoide bei 354 nm detektiert. Zusétzlich werden Extrakte beider Pflanzenmaterialien per
LC-MS/MS (siehe 4.3.2) analysiert.

- Standardlosungen:

Die Standards werden definiert in einen Messkolben eingewogen und mit DMF zur Marke
aufgefiillt (— Stammlosung). Aus dieser Stammlosung werden die Standardlésungen durch
Verdiinnen hergestellt. Ndhere Angaben zu den Konzentrationsbereichen der verwendeten
Referenzsubstanzen finden sich in Tabelle 4.2. Des Weiteren ist das jeweilige Bestimmtheits-
mal} sowie die Nachweis- und Bestimmungsgrenze nach der DIN-Norm 32645 angegeben.
Der Mischstandard wird bei -20 °C verwabhrt.

Tabelle 4.2: Uberblick iiber das BestimmheitsmaB sowie die Nachweis- und Bestimmungsgrenze nach
DIN 32645

Konzentrations- Bestimmtheits- Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
Referenzsubstanz

bereich [mg/L] malf} (RZ) (LOD) [mg/L] (LOQ) [mg/L]
Isoorientin 2,10-21,00 0,9999 1,413 5,410
Orientin 2,12-21,20 0,9999 0,164 0,688
Aspalathin 1,96-39,20 0,9995 2,708 9,644
Rutin 2,00-20,00 0,9999 0,603 2,423
Isovitexin 1,22-12,20 0,9998 1,041 3,913
Hyperosid 1,96-19,60 0,9999 0,360 1,479
Isoquercitrin 2,48-19,80 0,9998 1,615 6,051
Luteolin-7-O-glucosid 0,77-19,20 0,9998 0,906 3,299
Nothofagin 0,80-80,00 0,9992 13,868 52,283
Luteolin 0,56-14,00 0,9999 0,363 1,350
Quercetin 1,55-15,50 0,9999 0,319 1,307
Eriodictyol 2,50-20,00 0,9998 1,723 6,432
Apigenin 0,69-17,20 0,9999 0,504 1,867

Chrysoeriol 2,43-19,40 0,9998 2,270 8,349
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Auswertung
Aus den erhaltenen Peakflichen der Standardlosungen wird in Kombination mit den

jeweiligen Konzentrationen fiir jede Referenzsubstanz eine Regressionsgerade erstellt. Deren
Geradengleichung dient als Kalibrierfunktion und die Konzentration der Zielverbindungen
wird durch Einsetzen der Peakflichen unter Beriicksichtigung des jeweiligen Verdiinnungs-
und Umrechnungsfaktors (siche unten) sowie der Trockenmasse berechnet. Vitexin wird als
Isovitexin, Quercetin-O-rutinosid (Isomer) als Rutin und Luteolin-O-hexosid als Luteolin-7-

O-glucosid quantifiziert.

- Umrechnungsfaktoren: Luteolin zu Luteolin-6,8-di-C-hexosid: 2,13
Luteolin zu Luteolin-6-C-pentosid-8-C-hexosid: 2,03
Apigenin zu Apigenin-6,8-di-C-hexosid: 2,20
Eriodictyol zu (R/S)-Eriodictyol-6/8-C-glucosid: 1,56
Apigenin zu Isoschaftosid/Schaftosid: 2,09

Die methanolischen Extrakte werden dariiber hinaus zur Bestimmung des Gesamtpolyphenol-
gehaltes nach Folin-Ciocalteu (siehe 4.4.3) sowie der antioxidativen Aktivitdt (siche 4.4.2)

eingesetzt.

4.5.2 Flavonoidbestimmung nach wissriger Extraktion

Durchfiihrung
Ca. 2 g Probe werden mit 200 mL siedendem Wasser (Nanopure®) aufgebritht. Nach 10 min

Ziehzeit wird der Aufguss filtriert. Der so gewonnene Extrakt wird als wassriger Extrakt

bezeichnet.

Messung und Auswertung
Die Proben werden per HPLC-DAD (Methode I — Abschnitt 4.3.1.1) gemessen (Doppelbe-
stimmung). Die restliche Auswertung erfolgt wie in Abschnitt 4.5.1 dargelegt.

Zusétzlich werden die Teeaufgiisse fiir die Bestimmung des Gesamtpolyphenolgehaltes nach

Folin-Ciocalteu (sieche 4.4.3) sowie der antioxidativen Aktivitét (siehe 4.4.2) herangezogen.

4.5.3 Polyphenolanreicherung durch Polyamid-Séulenchromato-

graphie

Neben der direkten Bestimmung der Polyphenole (siche 4.5.1) ist es moglich, der
methanolischen Extraktion eine Polyamid-Sdulenchromatographie zur Anreicherung dieser
Verbindungen nachzuschalten. Im Waschschritt werden alle wasserloslichen Stoffe wie

Zucker und Sduren von den Zielverbindungen abgetrennt.



Material und Methoden 153

Herstellen der Losungen

- Standardlosungen: Die Standards werden definiert in einen Messkolben eingewogen und
mit DMF zur Marke aufgefiillt (— Stammlosung). Aus dieser Stammlosung werden die
Standardlosungen hergestellt. Genauere Informationen zu den Konzentrationsbereichen der
verwendeten Referenzsubstanzen sind Tabelle 4.3 aufgefiihrt, die daneben das Bestimmtheits-

mal} sowie die Nachweis- und Bestimmungsgrenze nach DIN-Norm 32645 zusammenfasst.
- Probenlésungen: methanolische Extrakte gemall Abschnitt 4.5.1 (unverdiinnt)

Tabelle 4.3: Uberblick iiber das Bestimmheitsmal sowie die Nachweis- und Bestimmungsgrenze nach
DIN 32645. Die Daten zu Aspalathin befinden sich in Tabelle 4.2.

Konzentrations- Bestimmtheits- Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze

e e ] maB (R%) (LOD) [mg/L] (LOQ) [mg/L]
Tsoorientin 2,63-42,00 0,9993 3,666 12,938
Orientin 2,65-42,40 0,9994 3,527 12,468
Rutin 2,00-40,00 0,9997 1,556 5,509
Isovitexin 1,53-24.,40 0,9991 1,775 6,168
Hyperosid 2,45-19,60 0,9997 1,924 7,125
[soquercitrin 1,98-19,80 0,9997 0,968 3,495
Luteolin-7-O-glucosid ~ 1,30-32,40 0,9996 1,556 5,461
Nothofagin 0,80-80,00 0,9993 7,317 26,001

Durchfiihrung

Die Vorkonditionierung des Polyamids (PA) erfolgt nach der Methode von FINGER (1991).
1,2 kg Polyamid SC 6 werden mit ca. 8 L Nanopure® und 1,5 L MeOH versetzt, gut durch-
mischt und der Ansatz iiber Nacht stehen gelassen. Der Uberstand wird anschlieBend entfernt,
der Vorgang ab Methanolzugabe zweimal wiederholt und das PA unter MeOH gelagert.

Eine Glassdule (15 x 2 cm 1. D.) wird mit Glaswolle, Seesand, vorgequollenem PA (Fiillhche:
rund 10 cm) und erneut Glaswolle vorbereitet. Nach Konditionieren mit 250 mL Nanopure®
kann die Probenaufgabe beginnen.

5 mL der methanolischen Extrakte werden in einen 50 mL-Spitzkolben pipettiert und am
Rotationsverdampfer bis fast zur Trockene eingeengt. Der methanolfreie Riickstand wird mit
Nanopure® quantitativ auf die vorbereiteten PA-Saulen iiberfiihrt. Die Siulen werden darauf-
hin mit 100 mL Nanopure® gewaschen und die Waschfliissigkeiten verworfen. Die Ziel-
verbindungen werden mit 250 mL MeOH und anschlieBend mit weiteren 250 mL 0,5 %igem
ammoniakalischen MeOH eluiert. Die Eluate werden jeweils fast zur Trockne eingeengt, mit
4mL DMF in einen 10 mL Messkolben iiberfiihrt und schlieBlich mit Nanopure® bis zur
Marke aufgefiillt.

Messung
Die Proben- (Dreifachbestimmung) und Standardlésungen werden per HPLC-DAD (Methode

IIT — Abschnitt 4.3.1.1) untersucht. Aspalathin und Nothofagin werden bei 287 nm, die
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iibrigen Verbindungen bei 354 nm detektiert. Zusétzlich finden zur qualitativen Analyse der
Eluate LC-MS/MS-Messungen (siche 4.3.2) statt.

Auswertung
Die Auswertung erfolgt, wie in Abschnitt 4.5.1 erldutert.

4.5.4 Bestimmung der Flavan-3-ole (Catechine)

Herstellen der Losungen

- Stammlosung: Coffein (2,0000 mg/mL)

- Standardlosungen: 1, 5, 50, 100, 150 mg/L. (LOD: 1,032 mg/L; LOQ: 3,942 mg/L;
R%: 0,9999 — nach DIN 32645)

- Probenléosungen: methanolische Extrakte gemdf3 Abschnitt 4.5.1 (unverdiinnt und

1:5- bzw. 1:20-verdiinnt)
Messung
Die Proben- (Vierfachbestimmung) und Standardlésungen werden per HPLC-DAD (Methode

IT — Abschnitt 4.3.1.1) bei 278 nm gemessen. Je eine Probe beider Pflanzenmaterialien wird
auch per LC-MS/MS (siehe 4.3.2) untersucht.

Auswertung
Mittels der fiir die Standardlosungen resultierenden Peakflaichen wird in Kombination mit den

jeweiligen Konzentrationen eine Coffein-Kalibriergerade erstellt. Mit deren Kalibrier-
funktion werden unter Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors, der Trockenmasse und der
relativen Responsefaktoren (RRF) die Gehalte der identifizierten Flavan-3-ole bestimmt. Die
RRF wurden bei einem internationalen Ringversuch ermittelt und sind in der ISO 14502-2

enthalten.

- Responsefaktoren (RRF): (+)-Catechin (C): RRF =3,58; Coffein: RRF=1; (-)-Epi-
catechin (EC): RRF = 3,67

4.5.5 Bestimmung der Hydroxyzimtsiurederivate

Herstellen der Losungen

- Stammlosungen: p-Cumarsdure (20,52 mg/L), n-Chlorogensdure-Hemihydrat (5-
Caffeoylchinasdureester — wasserfrei: 39,91 mg/L), Ferulasdure
(20,52 mg/L)

Die Standardlésungen werden durch Verdiinnung der Stamml6sungen erhalten und liegen in

den in Tabelle 4.4 angebenen Konzentrationsbereichen. Das Bestimmtheitsmall sowie die
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Nachweis- und Bestimmungsgrenze der Kalibrierfunktionen nach DIN-Norm 32645 sind dort
ebenfalls aufgefiihrt.

Tabelle 4.4: Uberblick iiber das BestimmheitsmaB sowie die Nachweis- und Bestimmungsgrenze nach
DIN 32645

Konzentrations- Bestimmtheits- Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
Referenzsubstanz

bereich [mg/L] maB (R?) (LOD) [mg/L] (LOQ) [mg/L]
p-Cumarsiure 0,08-2,04 0,9999 0,048 0,181
n-Chlorogenséure 0,16-3,99 0,9995 0,283 1,014
Ferulasiure 0,08-2,05 0,9999 0,060 0,222
- Probenlésungen: methanolische Extrakte geméfl Abschnitt 4.5.1 (unverdiinnt)
Durchfiihrung

Von den methanolischen Extrakten werden jeweils 5 mL in einen 50 mL-Spitzkolben
pipettiert und am Rotationsverdampfer soweit eingeengt, bis die Losung methanolfrei ist. Der
methanolfreie Riickstand wird mit Nanopure® quantitativ in einen 10 mL-Messkolben
iiberfiihrt und mit Nanopure® zur Marke aufgefiillt. Diese Losung wird direkt zur SPE
eingesetzt.

Nach Konditionierung der RP-18-Kartuschen mit 9 mL MeOH und 6 mL Nanopure” wird pro
Kartusche 1 mL des methanolischen Extrakts aufgegeben und mit 9 mL Nanopure®
quantitativ in einen 50 mL-Spitzkolben eluiert (Supelco-Vakuumkammer). Die Kondi-
tionierung der Kartusche, die Probenaufgabe und die Elution erfolgen pro Probe insgesamt
viermal. Das Eluat (ca. 40 mL) wird danach am Rotationsverdampfer bis zur Trockene
eingeengt und der Riickstand in 1 mL Nanopure® unter Ultraschallbadbehandlung aufge-
nommen. Nach Uberfiihren der Losung in einen 2 mL-Messkolben wird der Spitzkolben mit
1 mL Nanopure® gespiilt. Die Losung wird ebenfalls in den Messkolben iiberfiihrt und

abschlieBend mit Nanopure® zur Marke aufgefiillt.

Messung
Proben- (Vierfachbestimmung) und Standardlosungen werden direkt zur HPLC-DAD-

Messung (Methode IV — Abschnitt 4.3.1.1) bei 320 nm eingesetzt. Zur sicheren Substanz-
identifizierung wird jeweils ein Eluat beider Pflanzenmaterialien per LC-MS/MS (siche 4.3.2)

analysiert.

Auswertung
Fiir jeden der drei Standards wird mittels der erhaltenen Peakflachen und der dazugehorigen

Konzentrationen eine Regressionsgerade erstellt, die zur quantitativen Bestimmung unter
Berticksichtigung des Verdiinnungsfaktors, der Trockenmassen und der unten angegebenen

Umrechnungsfaktoren herangezogen wird.
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- Umrechnungsfaktoren: p-Cumarséure zu 3-/4-/5-pCouQA: 2,06
Ferulasdure zu 3-/4-/5-FQA: 1,90
n-Chlorogenséure zu 3-/4-/5-CQA: 1,00

4.5.6 Bestimmung der Proanthocyanidine

Die Aufarbeitung erfolgt in Anlehnung an das von HILAL (2010) beschriebene Verfahren.
Aufgrund der geringen zu erwartenden Gehalte an Proanthocyanidinen in fermentiertem und
unfermentiertem Rooibos wird deren Auswertung und Quantifizierung ausschlieflich per

HPLC-DAD-MS/MS vorgenommen, um eine sichere Peakzuordnung zu gewéhrleisten.

Durchfiihrung
a) Extraktion:

5 g der gemahlenen Teeprobe werden mit 100 mL 70 %igem Aceton fiir 1 h bei RT extrahiert.
Der Extrakt wird in ein Zentrifugenrohrchen gegeben und bei 4200 U/min fiir 12 min
zentrifugiert. Nach Filtration des Uberstands in einen Rundkolben wird der Riickstand fiir
eine zweite Extraktion mit 150 mL 70 %igem Aceton unter den gleichen Bedingungen in das
ExtraktionsgefiB iiberfiihrt. Die beiden Uberstinde werden vereinigt, am Rotationsver-

dampfer eingeengt und anschlieBend lyophilisiert.

b) Polyamid-Saulenchromatographie:

0,2 g des gefriergetrockneten Aceton-Extrakts werden in einen 10 mL-Messkolben ein-
gewogen, mittels Ultraschall gelost und mit Nanopure® zur Marke aufgefiillt. 5 mL der
Losung werden auf die mit 10 mL Nanopure®, 5mL MeOH und 20 mL Nanopure®
konditionierte PA-Kartusche (Macherey-Nagel, Chromabond®, 1g) aufgegeben. Die
Kartusche wird mit 20 mL 2 %igem essigsaurem MeOH sowie 40 mL reinem MeOH
gewaschen. Die sich anschlieBende FElution der Zielverbindungen erfolgt mit 20 mL
65 %igem wissrigem Aceton. Das Eluat wird am Rotationsverdampfer eingeengt, in einen

5 mL-Messkolben iiberfiihrt und mit Nanopure® bis zur Marke aufgefiillt.

Messung
Die Proben- (Vierfachbestimmung) und Standardlosungen (siehe unten) werden via HPLC-

DAD-MS/MS (Methode V — Abschnitt 4.3.1.1 und 4.3.2) analysiert.
- Stammlosungen: (+)-Catechin (643 mg/L), (-)-Epicatechin (536 mg/L)
Die Standardlésungen werden durch Verdiinnung der beiden Stammldsungen erhalten. In

Tabelle 4.5 sind das Bestimmtheitsmal3 sowie die Nachweis- und Bestimmungsgrenze fiir die

erhaltenen Kalibrierfunktionen nach der DIN-Norm 32645 angegeben.
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Tabelle 4.5: Uberblick iiber das BestimmheitsmaB sowie die Nachweis- und Bestimmungsgrenze nach
DIN 32645

Konzentrations- Bestimmtheits- Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze

e maf (R?) (LOD) [mg/L] (LOQ) [mg/L]

(+)-Catechin 0,54-53,60 0,9998 3,730 14,972

(-)-Epicatechin 0,64-64,30 0,9997 5,104 20,455
Auswertung

Grundsitzlich erfolgt die Quantifizierung durch Auswertung der UV-Spuren; die MS/MS-
Daten dienen lediglich der qualitativen Zuordnung. Die Peakflichen der Standardlésungen
werden gegen die entsprechenden Konzentrationen aufgetragen und eine Regressionsgerade
erstellt. Mit Hilfe der Kalibrierfunktion sowie der Verdiinnungs- und Responsefaktoren (RRF)
zur Umrechnung von monomerem Catechin auf die jeweiligen Proanthocyanidine (siehe
unten) wird der Gehalt der Zielverbindungen berechnet. Fiir das EC- bzw. C-Dimer wird als
RRF ein Wert von 2,00 verwendet (siche 2.1.2).

Tabelle 4.6: Uberblick iiber die relativen Responsefaktoren (RRF) fiir Proanthocyanidine gegeniiber
dem (+)-Catechin-Standard (nach HILAL, 2010)“

Proanthocyanidine RRF ((+)-Catechin)
EC-EC-EC 3,04
EC-ECG 1,40
EGC-EGCG/EGCG-EGC 3,58
EC-EGCG 1,49
EGC-ECG 3,49
EGCG-EGCG 0,95
ECG-ECG 0,78
ECG-EGCG/EGCG-ECG 0,87
EGC-EGC 6,20

“EC, (-)-Epicatechin; ECG, (-)-Epicatechingallat;
EGC, (-)-Epigallocatechin, EGCG, (-)-Epigallo-
catechingallat

4.5.7 Bestimmung der Spaltprodukte nach Phloroglucinolyse

Die Phloroglucinolyse wird in Anlehnung an das von KENNEDY & JONES (2001)
beschriebene Verfahren durchgefiihrt. Die Abbauprodukte nach Phloroglucinolyse werden
ausschlieBlich per HPLC-DAD-MS/MS analysiert (siehe 4.5.6).

Herstellen der Losungen

- Reaktionslosung: 50 mg Ascorbinsdure + 250 mg Phloroglucinol in 5 mL 0,1 N
methanolischer Salzsdurelosung
- Probelosungen: PA-Eluate geméll Abschnitt 4.5.3
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Durchfiihrung
Von den PA-Eluaten wird ein Aliquot (500 uL) abgenommen und mittels des LC-MS/MS-

Systems (siehe 4.3.2) gemessen, um den in den PA-Eluaten vor Phloroglucinolyse enthaltenen
Anteil der monomeren Bausteine (+)-Catechin und (-)-Epicatechin zu bestimmen.

Weitere 200 uL des PA-Eluats werden in ein Vial tiberfiihrt, im Stickstoffstrom zur Trockene
eingeengt und anschlieBend zur Phloroglucinolyse eingesetzt. Dazu wird der Riickstand mit
200 uL der Reaktionslosung versetzt und bei 50 °C fiir 20 min im Wasserbad inkubiert. Zum
Stopp der Reaktion werden 500 uL 40 mM wissrige Natriumacetatlosung zugegeben.

Messung
Die Probenldsungen (Vierfachbestimmung) vor und nach der Phloroglucinolyse sowie die

Standards (siehe unten) werden per HPLC-DAD-MS/MS (Methode V — Abschnitt 4.3.1.1 und
4.3.2) gemessen.

- Stammlosungen: C-PG (102 mg/L), EC-PG (91 mg/L)

Die Standardlosungen werden durch Verdiinnung der beiden Stammldsungen erhalten. Im
Folgenden sind das Bestimmtheitsmal} sowie die Nachweis- und Bestimmungsgrenze [mg/L]
fuir die erhaltenen Kalibrierfunktionen nach der DIN-Norm 32645 angegeben.

Tabelle 4.7: Uberblick iiber das Bestimmheitsmal} sowie die Nachweis- und Bestimmungsgrenze nach
DIN 32645. Die Daten zu (+)-Catechin und (-)-Epicatechin befinden sich in Tabelle 4.5.

Konzentrations- Bestimmtheits- Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
Referenzsubstanz

bereich [mg/L] maB (R?) (LOD) [mg/L] (LOQ) [mg/L]
C-PG 2,04-102,00 0,9999 1,515 5,754
EC-PG 1,82-91,00 0,9999 1,205 4,586

“C, (+)-Catechin; EC, (-)-Epicatechin; PG, Phloroglucinol

Auswertung
Die Peakflichen fiir die Standardlosungen werden gegen die Kkorrespondierenden

Konzentrationen aufgetragen, die Geradengleichungen durch lineare Regression ermittelt und
zur quantitativen Auswertung herangezogen. Die Gehalte der EC/C-EC/C-PG-Addukte

werden als Catechin-Aquivalente berechnet.

4.5.8 Analyse der Lagerproben

1) Untersuchung des Flavonoidprofils per HPLC-DAD

Durchfiihrung

Die Fertiggetrdanke (jeweils zwei pro Lagerart) werden auf RT gebracht, gut geschiittelt und
im Ultraschallbad fiir 10 min behandelt. In einen 10 mL-Messkolben werden 0,6 mL ACN
vorgelegt und mit den Fertiggetrinken zur Marke aufgefiillt.



Material und Methoden 159

Messung
Zur Analyse der Proben- (Doppelbestimmung) und Standardldésungen (sieche unten) per

HPLC-DAD wird Methode I (siche 4.3.1.1) eingesetzt. Aspalathin und Nothofagin werden bei
287 nm und die iibrigen Flavonoide bei 354 nm detektiert. Zur sicheren Substanzidenti-

fizierung werden einige Proben zusitzlich einer LC-MS-Messung (siche 4.3.2) unterzogen.

- Standardlosungen: Nihere Angaben zur Herstellung, dem Bestimmtheitsmall sowie der
Nachweis- und Bestimmungsgrenze nach der DIN-Norm 32645 sind in Abschnitt 4.5.3 auf-
gefiihrt.

Auswertung
Mit Hilfe der Peakflachen und Konzentrationen der jeweiligen Standardsubstanzen werden

Kalibriergeraden erstellt und zur quantitativen Auswertung herangezogen.

2) Untersuchung des Gesamtpolyphenolgehalts

Durchfiihrung

Zur Bestimmung des Gesamtpolyphenolgehalts nach Folin-Ciocalteu wird ein Aliquot der
Proben membranfiltriert (Phenex, PTFE, 0,45 ym, Phenomenex, Aschaffenburg). Von dem
Filtrat werden 1 mL in einen 50 mL-Messkolben iiberfiihrt und mit Nanopure® zur Marke
aufgefillt. Die resultierenden Losungen werden nach der in Abschnitt 4.4.3 beschriebenen

Methodik aufgearbeitet (Doppelbestimmung), analysiert und ausgewertet.

4.5.9 Inkubation von Aspalathin und Nothofagin

Durchfiihrung
5 mg Aspalathin und 2 mg Nothofagin werden in je ein Vial fiir die HPLC eingewogen und in

jeweils 1 mL Nanopure® gelost. Die Inkubation erfolgt anschlieBend unter Lichteinfluss
(Beleuchtung des Autosamplers eingeschaltet) in dem auf 40 °C temperierten Autosampler
einer HPLC-DAD-Anlage (siehe 4.3.1 a)). Dabei werden die drei Proben (Aspalathin,
Nothofagin und Nanopure®™) wiederholt zyklisch iiber einen Gesamtzeitraum von rund 88 h
gemessen. Die nachfolgenden Inkubationen bei 60 und 80 °C werden im Trockenschrank
durchgefiihrt und die Proben ebenfalls in regelméfBigen Abstidnden per HPLC-DAD analysiert.

Messung
Die Analyse der Proben- (Einfachbestimmung) und Standardlosungen (siehe unten) erfolgt

per HPLC-DAD (Methode VI — Abschnitt 4.3.1.1). Dabei werden Aspalathin, Phloretin, die
Aspalathin-Dimere sowie die (R/S)-Eriodictyol-6/8-C-glucoside bei 287 nm, Isoorientin und
Orientin bei 354 nm erfasst. In regelméfBigen Abstinden werden einige Proben zusitzlich per
LC-MS/MS (siehe 4.3.2) untersucht.
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- Standardlésungen: Die Standardlosungen werden durch Verdiinnung der definiert
eingewogenen Stammldsung erhalten und bewegen sich in dem in Tabelle 4.8 aufgefiihrten
Konzentrationsbereich. Dariiber hinaus sind dort das Bestimmtheitsmal3 sowie die Nachweis-

und Bestimmungsgrenze fiir die Kalibrierfunktionen nach der DIN-Norm 32645 zu finden.

Tabelle 4.8: Uberblick iiber das BestimmheitsmaB sowie die Nachweis- und Bestimmungsgrenze nach
DIN 32645. Die Daten zu Aspalathin befinden sich in Tabelle 4.2.

Konzentrations- Bestimmtheits- Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
Referenzsubstanz

bereich [mg/L] malf§ (Rz) (LOD) [mg/L] (LOQ) [mg/L]
Eriodictyol 2,00-40,00 0,9995 2,030 7,126
Isoorientin 2,10-21,00 0,9996 1,278 4,566
Orientin 2,12-21,20 0,9995 1,597 5,649
Phloretin 1,73-17,30 0,9995 2,408 8,958
Auswertung

Die Peakflichen der Standardsubstanzen werden gegen die jeweiligen Konzentrationen
aufgetragen und mit Hilfe linearer Regression die Gehalte der Zielverbindungen unter

Berticksichtigung der Umrechnungsfaktoren (siehe unten) ermittelt.

- Umrechnungsfaktoren: Eriodictyol zu (R/S)-Eriodictyol-6/8-C-glucosid: 1,56
Aspalathin zu Aspalathin-Dimer: 2,00

4.5.10 Isolierung der aktiven Fraktion

Durchfiihrung
a) Methanolische Extraktion:

50 g gemahlener, unfermentierter Rooibos werden unter Rithren mit 750 mL 70%igem MeOH
bei 60 °C fiir 1 h extrahiert. Nach Filtration (MN 615 %, @ 270 mm, Macherey-Nagel GmbH
& Co. KG, Diiren) wird das Filtrat mit 100 mL Hexan dreimal ausgeschiittelt, daraus
anschlieend das MeOH am Rotationsverdampfer vollstindig entfernt und der wéssrige

Riickstand lyophilisiert.

b) Adsorptionschromatographie an Amberlite® XAD7:

Zur Polyphenolanreicherung und zur Entfernung von Kohlenhydraten und Proteinen wird eine
Chromatographiesdule (Durchmesser: 5,5 cm, Fiillhdhe: 50 cm) mit Amberlite® XAD7
befiillt. Das Adsorptionsmaterial wird mit Nanopure® konditioniert. Ca. 5 g des in Nanopure®
gelosten Rohextrakts werden auf die Séule aufgegeben. AnschlieBend wird mit ca. 2 L
Nanopure” gewaschen und mit 2 L MeOH eluiert. Das Eluat wird am Rotationsverdampfer
vom MeOH befreit, der wissrige Riickstand erneut lyophilisiert und dieser anschlieBend
mittels HSCCC getrennt.



Material und Methoden 161

¢) HSCCC-Trennung:

Zunichst wird der Coil der HSCCC-Anlage (siehe 4.3.3) mit der entgasten leichten Phase
(,,Head to Tail“-Modus) befiillt. 0,5-4 g des XAD7-Extrakts werden im Ultraschallbad in
insgesamt 15 mL schwerer Phase gelost. Dann werden 15 mL der leichten Phase zugegeben,
die Losung membranfiltriert (Chromafil® XTRA PET-120/25, Macherey-Nagel GmbH & Co.
KG, Diren) und gleichmifBig ohne Luftblasen in die Injektionsschleife tiberfiihrt. Die
Trennung wird anschlieBend unter Verwendung der in Abschnitt 4.3.3.1 aufgefiihrten
Parameter durchgefiihrt. Im Anschluss der Trennung werden die Fraktionen entsprechend
des/der CCC-, DC- und/oder HPLC-Chromatogramm(s/e) vereinigt, am Rotationsverdampfer

von den Losungsmitteln befreit und lyophilisiert.

d) TEAC-Assay:

Die Fraktionen werden auf ihr antioxidatives Potential mittels des TEAC-Assays gemél 4.4.2
untersucht. Insgesamt werden fiir die Humanstudie ca. 5,4 g der aktiven Fraktion isoliert. Die
Quantifizierung des Priifprodukts ist in Abschnitt 4.5.11.1 beschrieben.

4.5.11 Quantifizierung der Priifprodukte

4.5.11.1 Aktive Fraktion

Durchfiihrung und Messung

Eine definierte Menge der aktiven Fraktion wird in ein HPLC-Vial eingewogen, in 500 L
Nanopure® geldst und neben den Standardldsungen (siche unten) direkt per HPLC-DAD
(Methode VI — Abschnitt 4.3.1.1) bei 287 (Aspalathin und Nothofagin) und 354 nm gemessen
(Doppelbestimmung).

- Standardlosungen: Die Standardlosungen werden durch Verdiinnung der definiert
eingewogenen Stammlosung erhalten. Die Konzentrationsbereiche sind neben den Bestimmt-
heitsmaB3en sowie Nachweis- und Bestimmungsgrenzen nach der DIN-Norm 32645 in Tabelle

4.9 aufgelistet.

Tabelle 4.9: Uberblick iiber das BestimmheitsmaB sowie die Nachweis- und Bestimmungsgrenze nach
DIN 32645. Die Daten der tibrigen Flavonoide befinden sich in Tabelle 4.3 und Tabelle 4.8.

Konzentrations- Bestimmtheits- Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
Referenzsubstanz

bereich [mg/L] maB (R?) (LOD) [mg/L] (LOQ) [mg/L]
Hyperosid 2,45-19,60 0,9997 1,924 7,125
Isoquercitrin 2,48-39,60 0,9993 3,362 11,877
Auswertung

Die Auswertung erfolgt, wie in Abschnitt 4.5.1 vorgestellt.
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4.5.11.2 Rooibostee

Durchfithrung und Messung

Die wissrigen Extrakte werden analog Abschnitt 4.4.5.1 a) vorbereitet. 500 uL des Teeauf-
gusses werden in ein HPLC-Vial iiberfiihrt und mit der HPLC-Methode I (Abschnitt 4.3.1.1)
bei 287 und 354 nm gemessen (Zwolffachbestimmung).

- Standardlosungen: siche 4.5.11.1

Auswertung
Die Auswertung erfolgt, wie in Abschnitt 4.5.1 dargestellt.

4.5.11.3 Fertiggetriinke

Die Durchfithrung, Messung und Auswertung erfolgt, wie in Abschnitt 4.5.8 beschrieben.

4.5.12 Entwicklung einer Methode zur Plasma- und Urinauf-

arbeitung

Durchfithrung und Auswertung

Insgesamt sieben Methoden zur Aufarbeitung der Plasmaproben (siehe Tabelle 2.15) und vier
fiir die Urinproben (siehe Tabelle 2.20) werden getestet. Dazu werden Leerplasma und -urin
mit einer definierten Menge eines der beiden in Tabelle 4.10 dargestellten Mischstandards
versetzt, die Aufarbeitung nach Vorschrift (siehe Literaturquellen in Abschnitt 2.2.5)
durchgefiihrt und die resultierenden prozentualen Wiederfindungsraten bzw. Peakflachen der
Bestandteile des Mischstandards ermittelt. Zur besseren Vergleichbarkeit werden fiir jeden
Ansatz dieselben Mischstandard-, Urin- und Plasmamengen verwendet. Auch die Auf-

arbeitungsmethoden werden entsprechend standardisiert.

Tabelle 4.10: Fiir die Methodenentwicklung zur Urin- und Plasmaanalytik verwendete Misch-
standards. STD, Standard

a) STD1 b) STD 2

Verbindung o (L]

Isoorientin - 21,0
Orientin 84,0 21,2
Aspalathin 57,0 19,6
Rutin 87,0 20,0
Isovitexin 84,0 12,2
Isoquercitrin 60,0 19,8
Hyperosid - 19,6
Luteolin-O-glucuronid - 21,6
Quercetin-O-glucuronid 117,0 20,6
Chrysoeriol 61,0 19,4

Eriodictyol - 20,0
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Die vielversprechendsten Methoden werden hinsichtlich verschiedener Parameter optimiert
(siehe 2.2.5.1 und 2.2.5.2).

Messung
Die Proben- (Doppelbestimmung) und Standardlésungen werden per LC-MS/MS untersucht.

Zur Auswertung wird dabei die MS-Spur (d.h. die jeweiligen Extracted Ion Chromato-
gramme) herangezogen. Die Plasmaproben wurden unter Verwendung der Methode VII a)
(siehe 4.3.1.1 und 4.3.2) mit dem LC-MS-System 1 analysiert. Die Entwicklung der Methode
zur Urinaufarbeitung wurde mit der Methode VII b) am LC-MS-System 2 durchgefiihrt (siche
4.3.1.1und 4.3.2).

4.5.12.1 Plasmaaufarbeitung

Durchfiihrung
1000 L Plasma werden mit 10 4L ISTD (Eriodictyol-7-O-glucosid, 10 x#g/mL, in DMF) und

50 uL 0,1 M Phosphatpuffer (Na,HPOy; pH 3,5), der 0,5 mM Na,H,EDTA enthilt, versetzt.
Nach Zugabe von 2,5 mL Ethylacetat und ausgiebigem Schiitteln (Vortex, 1 min) werden die
Proben 15 min im Ultraschallbad extrahiert, erneut durchmischt und 12 min bei 4200 U/min
zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein Schnappdeckelglas iiberfiihrt und der Riickstand
unter den oben angegebenen Bedingungen einer zweiten Extraktion unterworfen.

4 mL der vereinigten, organischen Phasen werden mit 10 4L Ascorbinséure (1 %, aq) versetzt
und im N,-Strom zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wird in 100 uL eines Gemisches
aus ACN/DMF/H,0 (3/3/4; v/v/v) im Ultraschallbad (15 min) gelost und anschlieBend 12 min
bei 4700 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wird in einen u-Einsatz fiir die HPLC {iberfiihrt
und die Probe bis zur Messung bei -20 °C gelagert.

Messung
Die Proben- (Einfachbestimmung) und Standardlosungen (siehe unten) werden per LC-

MS/MS untersucht. Die Plasmaproben der 1. Humanstudie wurden unter Verwendung der
Methode VII a) (siehe 4.3.1.1 und 4.3.2) mit dem LC-MS-System 1 analysiert. Fiir die
2. Humanstudie wurde die Methode VII b) mit dem LC-MS-System 2 verwendet.

- Standardlosungen:

Die Standards werden definiert in einen Messkolben eingewogen und mit DMF zur Marke
aufgefiillt (— Stammlosung). Aus dieser Stammlosung werden die Standardlésungen durch
Verdiinnen hergestellt. Nahere Angaben zu den Konzentrationsbereichen der jeweiligen
Referenzsubstanzen finden sich in Tabelle 4.11 und Tabelle 4.12. Des Weiteren sind die
Bestimmtheitsmalle sowie die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen nach der DIN-Norm

32645 angegeben.
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Auswertung
Die Quantifizierung der Zielverbindungen erfolgt {iber die MS-Spur (d.h. {iber die jeweiligen

Extracted Ion Chromatogramme). Aus den Peakfldchen der Standards wird in Kombination
mit den jeweiligen Konzentrationen fiir jede Referenzsubstanz eine Regressionsgerade
erstellt, deren Geradengleichung als Kalibrierfunktion dient. Daraus wird die Konzentration
der Zielverbindungen durch Einsetzen der ermittelten Peakfldchen unter Beriicksichtigung des
jeweiligen Verdiinnungsfaktors berechnet. Die Bestimmung von Vitexin erfolgt mit Hilfe der
Kalibriergerade fiir Isovitexin. Nothofagin wird bei der 2. Humanstudie als Phloretin be-
stimmt (Tabelle 4.12).

Tabelle 4.11: Uberblick iiber das BestimmheitsmaB sowie die Nachweis- und Bestimmungsgrenze
nach DIN 32645 (Methode VII a); LC-MS-System 1)

Konzentrations- Bestimmtheits- Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze

Referenzsubstanz - ioh [mg/L] maB (R?) (LOD) [mg/L] (LOQ) [mg/L]
Tsoorientin 0,01-2,10 0,9999 0,005 0,018
Orientin 0,002-2,12 0,9999 0,003 0,013
Aspalathin 0,20-19,60 0,9999 0,250 1,052
Rutin 0,02-2,00 0,9999 0,006 0,025
Isovitexin 0,01-1,22 0,9998 0,094 0,385
Hyperosid 0,002-0,20 0,9999 0,006 0,023
Isoquercitrin 0,002-1,98 0,9999 0,017 0,066
Nothofagin 0,80-40,00 0,9999 0,856 3,217

Tabelle 4.12: Uberblick iiber das BestimmheitsmaB sowie die Nachweis- und Bestimmungsgrenze
nach DIN 32645 (Methode VII b); LC-MS-System 2)

Konzentrations- Bestimmtheits- Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze

e [mg/L] maB (R?) (LOD) [mg/L] (LOQ) [mg/L]
Tsoorientin 1,05-4,20 0,9999 0,112 0,411
Orientin 1,06-4,24 0,9995 0,333 1,149
Aspalathin 12,5-125 0,9996 7,656 27,389
Rutin 1,00-4,00 0,9996 0,258 0,902
Isovitexin 0,61-4,88 0,9999 0,104 0,391
Hyperosid 0,98-3,92 0,9998 0,143 0,517
Isoquercitrin 0,99-3,96 0,9998 0,186 0,663
Luteolin-7-O-glucosid 0,38-3,84 0,9999 0,147 0,584
Phloretin 1,73-17,30 0,9998 0,669 2,462

4.5.12.2 Urinaufarbeitung

Durchfiihrung
1000 4L Urin werden mit 10 L ISTD (Eriodictyol-7-O-glucosid, 10 yg/mL, in DMF) und

50 uL 0,1 M Phosphatpuffer (Na,HPOy4; pH 3,5), der 0,5 mM Na,H,EDTA enthilt, versetzt
und bis nach der zweiten Direktextraktion gemdf3 4.5.12.1 aufgearbeitet. Nach Vereinigung
der organischen Phasen wird der resultierende Riickstand auf die mit je 2mL 1,5M
Ameisensiure in Nanopure® und 5 % wissrigem MeOH vorkonditionierte SPE-Kartusche
(Waters Oasis HLB 3cc, 60 mg, Eschborn) aufgegeben. Diese wird mit je 2 mL derselben
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Losungen gewaschen und anschlieend sukzessive mit 4 x 500 uL 0,1 %iger Ameisensdure in
MeOH/DMF (1/1; v/v) eluiert. 10 uL. Ascorbinsdure (1 %, aq) und 4 mL der organischen
Phase aus der Direktextraktion werden zum SPE-Eluat zugegeben und die Losung im No-
Strom zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wird in 100 uL eines Gemisches aus
ACN/DMF/H,0 (3/3/4; v/v/v) geldst und zentrifugiert (4700 U/min fiir 12 min). Der Uber-
stand wird in einen u-Einsatz fiir die HPLC tiberfiihrt und bis zur LC-MS-Messung bei -20 °C
gelagert.

Messung
Die Proben- (Einfachbestimmung) und Standardlésungen (siche unten) werden per LC-

MS/MS untersucht. Die Urinproben beider Humanstudien wurden unter Verwendung der
Methode VIIb) (siche 4.3.1.1 und 4.3.2) mit dem LC-MS-System 2 analysiert und aus-

gewertet.

Tabelle 4.13: Uberblick iiber das BestimmheitsmaB sowie die Nachweis- und Bestimmungsgrenze
nach DIN 32645 (Methode VII b); LC-MS-System 2). Daten zu den intakten Flavonoiden befinden
sich in Tabelle 4.12.°

Konzentrations- Bestimmtheits- Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze

RETOTRIENENYT e [mg/L] maB (R%) (LOD) [mg/L] (LOQ) [mg/L]
Phloretin 1,73-17,30 0,9998 0,669 2,462
Quercetin 3,10-15,50 0,9999 0,537 2,164
Eriodictyol 1,00-4,00 0,9999 0,136 0,494
Apigenin 0,34-3,44 0,9998 0,131 0,481
Chrysoeriol 0,97-2,59 0,9998 0,193 0,729
Quercetin-O-glcS 1,03-4,12 0,9998 0,196 0,700
Luteolin-O-glcS 1,08-4,32 0,9998 0,219 0,780
Aspalathin-4-O-sulfat 20,60-103,00 0,9999 0,248 1,056
Hippursédure 0,19-0,74 0,9996 0,051 0,178
3-Hydroxyphenyl- 0,90-44,80 0,9998 0,314 1,235
essigsédure
3-(3,4-Dihydroxy- 0,19-1,52 0,9994 0,084 0,291
phenyl)-propionséure
3-(4-Hydroxyphenyl)- 0,19-0,76 0,9996 0,054 0,187

propionsdure

%glcS, glucuronid

- Standardlésungen:

Die Standards werden definiert in einen Messkolben eingewogen und mit DMF zur Marke
aufgefiillt (— Stammlosung). Aus dieser Stammlosung werden die Standardlésungen durch
Verdiinnen hergestellt. Nidhere Details zu den Konzentrationsbereichen der jeweiligen
Referenzsubstanzen, den Bestimmtheitsmalen sowie den Nachweis- und Bestimmungs-

grenzen nach DIN-Norm 32645 sind in Tabelle 4.13 angegeben.
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Auswertung
Die Quantifizierung der Zielverbindungen erfolgt {iber die MS-Spur (d.h. {iber die jeweiligen

Extracted Ion Chromatogramme). Mit Hilfe der Kalibriergeraden der Referenzsubstanzen
wird die Konzentration der Zielverbindungen durch Einsetzen von deren Peakfldchen unter
Beriicksichtigung des jeweiligen Verdiinnungsfaktors berechnet. Gegebenenfalls muss zur
Berechnung auch ein Umrechnungsfaktor (siche Tabelle 4.14) einbezogen werden. Der
Gehalt an Vitexin wird mit Hilfe der Kalibriergerade fiir Isovitexin bestimmt. Luteolin-O-
hexosid wird als Luteolin-7-O-glucosid quantifiziert. Uber die protokollierten Urinsammel-
mengen je Proband und Zeitintervall werden fiir samtliche Zielverbindungen die Absolut-

mengen ermittelt.

Tabelle 4.14: Zusammenstellung der fiir die Auswertung verwendeten Umrechnungsfaktoren®

Aspalathin zu Aspalathin-O-glcS 1,39 | Eriodictyol zu Eriodictyol-O-glcS 1,61
Aspalathin zu Me-O-aspalathin-O-glcS 1,42 | Eriodictyol zu (R/S)-Me-O-eriodictyol-6/8-C- 1,61
glu
Aspalathin zu Me-O-aspalathin 1,03 | Eriodictyol zu (R/S)-Eriodictyol-6/8-C-glu-O- 2,17
glcS
Aspalathin zu Nothofagin: 0,96 | Quercetin zu Quercetin-O-sulfat 1,26
Aspalathin zu Nothofagin-O-glcS 1,35 | Quercetin-O-glcS zu Me-O-quercetin-O-glcS 1,03
Isoorientin zu Me-O-isoorientin 1,03 | Luteolin-O-glcS zu Luteolin-di-O-glcS 1,38
Isoorientin zu Isoorientin-O-glcS 1,39 | Luteolin-7-O-glu zu -O-hexosid-O-glcS 1,39
Isoorientin zu Me-O-isoorientin-O-glcS 1,42 | Apigenin zu Apigenin-O-glcS 1,65
Isoorientin zu Isoorientin-O-sulfat 1,18 | Chrysoeriol zu Me-O-luteolin-O-glcS 1,59
Phloretin zu Phloretin-O-glcS 1,64 | Hippurséure zu 3/4-Hydroxyhippurséure 1,09

%glcS, glucuronid; Me, Methyl; glu, glucosid
4.5.12.3 Berechnung der Fliche unterhalb der Konzentrations-Zeit-Kurve

Zur Auswertung der Urin- und Plasmaproben wird u.a. die Fldache unterhalb der
Konzentrations-Zeit-Kurven (AUC: Area under the Curve) berechnet. Diese ergibt sich aus
dem Verlauf der Konzentrationen der Zielverbindungen im Interventionszeitraum (Urin: 0-
24 h) am jeweiligen Untersuchungstag. Die AUC wird nur fiir die Urinproben bestimmt, da
hier der gesamte Untersuchungszeitraum untersucht wurde. Bei den Plasmaproben wurden
dagegen fiir einige Zielverbindungen erst nach 3 h Peaks detektiert, wodurch sich die
Bestimmung des Parameters nicht anbot.
Die Berechnung der AUC erfolgt nach der Sehnentrapezmethode gemil3 Gleichung 4-2.
Dabei wird die Flache unter der Kurve nach den verschiedenen Entnahmepunkten in Trapeze
unterteilt, deren Flacheninhalte berechnet und zur AUC summiert (CHOW & LIU, 1992;
NIAZI, 2007).

AUC 4 = Xy (CI]THI) (ti-tp) 4-2
AUC 4, = AUC tiber einen Zeitraum von 24 h [umol*h], i = Urinprobe, c¢; = Konzentration der Zielverbindung

in Urinprobe i [#mol], t; = Entnahmezeitpunkt der Urinprobe nach Einnahme des Priifprodukes [h]
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4.5.13 Synthese von Aspalathinderivaten

4.5.13.1 Methylierung von Aspalathin

Durchfiihrung und Messung

4,01 mg Aspalathin werden in 10 mL Tris-HCI-Puffer (10 mmol/L, pH 7,4) gelost. 0,11 mg
Catechol-O-Methyltransferase (COMT), 5,2 ul. S-Adenosylmethionin (SAM) und 200 uL
Magnesiumchlorid-Losung (0,75 mol/L) werden mit 200 uL. der Aspalathin-Losung
(887,17 umol/L) versetzt und das Reaktionsgefdl auf 1,5 mL mit dem Tris-HCl-Puffer
aufgefillt. Der Ansatz wird 30 min bei 38 °C im Wasserbad inkubiert und die Reaktion
anschlieend mit 300 uL eiskaltem Methanol gestoppt. Die Losung wird bei 4500 U/min fiir
10 min zentrifugiert. 100 uL des Uberstandes kommen fiir die LC-MS/MS-Analyse mit der
Anlage 2 (siche 4.3.2) unter Verwendung der Methode VII b) (siehe 4.3.1.1 — Flussrate:

0,8 mL/min) zum Einsatz.

4.5.13.2 Sulfatierung von Aspalathin

Durchfiihrung und Messung

100,2 mg Aspalathin werden zur Entfernung letzter Wasserreste in 10 mL Pyridin geldst und
das Pyridin anschlieBend mit einem Rotationsverdampfer entfernt. Der Vorgang wird zweimal
wiederholt und der Riickstand schlieBlich in 10 mL Dioxan aufgenommen. In zwei
Rollrandgldsern werden 0,2657 g und 0,2623 g Triethylamin-Schwefeltrioxid-Komplex
(580,25 umol) unter Heliumatmosphére eingewogen, das in Dioxan geldste Aspalathin auf
beide Reaktionsgefile aufgeteilt und diese fiir 90 min bei 40 °C im Wasserbad inkubiert. Das
Dioxan wird in Zentrifugengldser dekantiert und nach Zentrifugation bei 4000 U/min fiir
5 min verworfen. Der Riickstand wird in je 2 mL Methanol aufgenommen und im Stickstoff-
strom getrocknet. Nach Aufnahme des Riickstands beider Ansitze in je 5 mL Nanopure®
werden diese vereinigt und lyophilisiert.

Das Lyophilisat (570 mg) wird in 3 mL ACN/H,O (6/94; v/v) aufgenommen und mittels
préparativer HPLC mit der Methode VIII (siehe 4.3.1.1) aufgereinigt. Die gewonnenen
Fraktionen werden erneut lyophilisiert und anschlieBend per LC-MS/MS mit Methode VII b)
(siche 4.3.1.1) auf ihre Reinheit tiberpriift. Die erhaltene reine Fraktion (ca. 10 mg) wird in
DMSO-Dg gelost und zur NMR-Messung (siehe 4.3.4) eingesetzt.

4.5.13.3 Glucuronidierung von Aspalathin

Durchfithrung und Messung

4,96 mg Aspalathin werden zusammen mit 24,98 mg Acetobromoglucuronsduremethylester in
5 mL DMF gelost. Nach Zugabe von 4,83 mg Kaliumcarbonat wird der Ansatz 2 h bei RT
geriihrt und die Reaktion anschlieBend mit kaltem Nanopure® (30 mL) gestoppt. Nach
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Ansduerung mit konz. Ameisensdure wird die Losung bei 5000 U/min fiir 15 min
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und der Riickstand mit 5 mL wissriger Ameisenséure
(0,2 %) gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Riickstand wird in einem Gemisch aus 4 mL
Methanol und Chloroform (1/1; v/v) aufgenommen und im Stickstoffstrom getrocknet. Nach
Aufnahme in 3 mL eines Gemisches aus Methanol/Chloroform (1/1; v/v) und Zugabe von
90 uL wasserfreiem Natriummethylat (28 %) erfolgt eine erneute Inkubation fiir 30 min bei
4 °C. AnschlieBend werden 3 mL Nanopure” hinzugefiigt und die Mischung fiir 30 min bei
RT stehen gelassen. Die Losung wird anschlieBend mit 222 ulL Salzsdure (2 mol/L)
neutralisiert und mit einigen Tropfen konz. Ameisensdure angeséduert. AbschlieBend wird bei
5000 U/min fur 13 min zentrifugiert, das Zentrifugat im Stickstoffstrom getrocknet, der
resultierende Riickstand in einem Gemisch aus ACN/H,O (1/1; v/v) aufgenommen und zur
LC-MS-Bestimmung unter Verwendung der Methode VII b) (siche 4.3.1.1 —Flussrate:
0,8 mL/min) eingesetzt.
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6 Anhang

6.1

Ein- und Ausschlusskriterien zur Teilnahme an

den Humanstudien

Einschlusskriterien:

Einwilligungsfiahige gesunde mannliche Kaukasier im Alter zwischen 18-40 Jahren
Schriftliche Einwilligung der Probanden nach ausfiihrlicher miindlicher und
schriftlicher Aufkldrung iiber die Studieninhalte, -anforderungen und -risiken
Féhigkeit und Bereitschaft der Studienteilnehmer, den Anweisungen des Priifers und
des Arztes zu folgen (Einhalten der Studien- sowie Erndhrungsbedingungen vor und

wihrend der Intervention, etc.)

Ausschlusskriterien:

Einnahme von flavonoidhaltigen Supplementen wéhrend der Depletionsphase und des
Untersuchungszeitraumes

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

Unmittelbare Notwendigkeit eines chirurgischen Eingriffs

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

bei bestehenden ernsthaften Verdauungsproblemen (Motilitdtsstorungen, Obstipation)
diagnostizierte Gerinnungsstorung und/oder Einnahme gerinnungshemmender
Medikamente (z.B. Marcumar)

regelmifige Einnahme von Laxanzien

bekannte Allergie oder Unvertriglichkeit gegen einen Bestandteil der Priifprodukte
Alkohol-, Drogen- und/oder Medikamentenabhéngigkeit

Raucher

Nicht einwilligungsféhige Probanden
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6.2

Verweigerung bzw. Riicknahme der Einwilligung durch den Probanden
gleichzeitige Teilnahme an einer anderen klinischen Studie bzw. Teilnahme innerhalb

der vergangenen 30 Tage

Wihrend des Studienzeitraums zu meidende

flavonoidreiche Lebens- und Genussmittel

Gemiise:

Griinkohl
Brokkoli
Griine Bohnen
Sellerie
Aubergine
Zwiebel

Tomaten

Apfel

Zitrusfriichte (Apfelsinen, Grapefruit, Zitronen, etc.)
Beerenfriichte

Aronia

Holunderbeeren

Schwarze Johannisbeeren

Rote Trauben

Aprikosen

SuBigkeiten:

Schokolade

Getrinke:

Rotwein
Grtiner Tee
Schwarzer Tee
Rooibostee
Friichtetee
Kaffee

Kakao
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e Johannisbeersaft
e Holunderbeersaft
e Apfelsinensaft

e Roter Traubensaft

e Grapefruitsaft

6.3 Standardisierte und energieadjustierte Kost

wiahrend der Untersuchungstage

Tabelle 6.1: Ubersicht iiber die an den Untersuchungstagen der beiden Humanstudien verabreichte
Kost

Lebensmittel Getrank Ii?g;ll;n
7.45 Uhr 500 mL Tee, aktive Fraktion
oder Wasser bzw.
500 mL frisches Fertiggetrénk,
gelagertes Fertiggetrank oder
Fertiggetrink ohne Rooibos-
extrakt
Friihstiick 1 Brétchen (70 g) 250 mL. Wasser 177,8
8.30 Uhr 2 Frischkise (16,67 g) 86,6
Zwischenmabhlzeit 1 Brétchen (70 g) 250 mL Wasser 177,8
10.30 Uhr 1 Butter (20 g) 149,6
1 Schb. Schinkenwurst (18 g) 37,5
1 Schb. Kochschinken (30 g) 54,0
Mittag 175 g (rohe) Nudeln 500 mL Wasser 5243
14.00 Uhr (ca. 438 g gekochte Nudeln)
1 Butter (20 g) 149.6
Salz 0
20 g Parmesan 75,0
1 Joghurt (natur, 3,5 %) (150 g) 91,5
2 TL Zucker 50,0
Zwischenmahlzeit 1 Brotchen (70 g) 250 mL Wasser 177,8
16.00 Uhr 2 Frischkise (16,67 g) 86,6
Abends 1 Nudelgericht 1500 mL Wasser 716,0
Spéatmahlzeit Bifi XXL 202,0

3250 mL 2756,1




186

Anhang

6.4 Flavonoidgehalte der Rooibosformulierungen

6.4.1 Rooibostee

Tabelle 6.2: Quantifizierung der Hauptflavonoide im wiéssrigen Extrakt (10 g Tr auf 500 mL Wasser;

n = 12) (modifiziert nach BREITER et al., 2011)"

Verbindung mg/500 mL umol
Isoorientin (11) 27,5+13 61,2+28
Orientin (14) 17,9+ 0,8 40,0+ 1,9
Aspalathin (16) 299,5+48 662,6+10,7
Rutin (18) 8,4+0,2 13,7+0,3
Quercetin-O-rutinosid (19) 6,2+0,2 10,1 £0,3
Isovitexin (20) 3,0+0,1 7,0£0,3
Vitexin (21) 2,0+0,1 4,6+0,2
Hyperosid (22) 0,8+ 0,0 1,6 £ 0,1
Isoquercitrin (23) 3,1£0,2 6,6 £0,4
Luteolin-O-hexosid (24) 0,9+0,1 2,0+0,2
Nothofagin (25) 36,3+ 1,4 83,3+33

X 4056+92 8927+20,5

“Werte angegeben als Mittelwerte + Standardabweichung

(als Glykoside berechnet)

6.4.2 Aktive Fraktion

Tabelle 6.3: Quantifizierung der Hauptflavonoide in der aktiven Fraktion fiir den ersten Unter-
suchungstag (0,5 g Tr auf 500 mL Wasser; n=2). Die am zweiten und dritten Untersuchungstag
verabreichte aktive Fraktion zeigte ein vergleichbares Flavonoidprofil.”

Verbindung mg/500 mL pmol
Isoorientin (11) 7,6 +0,5 17,0+ 1,1
Orientin (14) 21,1+0,5 472 +1,2
Aspalathin (16) 281,4+4,2 622,6 £9,2
Rutin (18) 1,0+ 0,0 1,6 £0,1
Quercetin-O-rutinosid (19) 1,4+0,0 2,2+0,0
Isovitexin (20) 1,4+0,0 5,44+0,0
Vitexin (21)* 0,4 0,9
Hyperosid (22) ND -
Isoquercitrin (23) ND -
Luteolin-O-hexosid (24) ND -
Nothofagin (25) 8,3+04 192 +1,1

) 3239+5,6 716,8 £ 11,5

“Werte angegeben als Mittelwerte + Standardabweichung (als
Glykoside berechnet); *, nur in unverdiinnter Probe nachweisbar;

ND, nicht detektiert
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6.4.3 Frisches und gelagertes Fertiggetrink

Tabelle 6.4: Ubersicht iiber die Gehalte der Hauptflavonoide in 500 mL des frischen und gelagerten
Fertiggetranks (n = 2) sowie iiber die prozentualen Abnahmen der Flavonoidgehalte bei Vergleich von
gelagertem Fertiggetrank mit dem Frischgetrink®

. Fertiggetriink, frisch Fertiggetriink, gelagert*  prozentuale
Verbindung mg/500 mL umol mg/500 mL umol Abnahme [%]
Isoorientin (11) 28,2+0,3 63,0+0,7 22,2+0,3 49,6 + 0,7 21
Orientin (14) 23,3+0,1 52,1+02 220+£0,2 49,0+0,5 6
Aspalathin (16) 1639+£0,6 362,6+1,3 1072+1,3 2372+28 35
Rutin (18) 9,8+ 0,1 16,0 £ 0,2 6,2+0,2 10,2+0,3 36
Isovitexin (20) 2,8+0,0 6,4+0,0 2,2+0,0 52+0,1 19
Vitexin (21) 3,7+ 0,0 8,5+0,0 3,4+0,1 8,0+0,1 7
Hyperosid (22) 0,8+0,0 1,8+0,0 0,6 £0,0 1,3+£0,1 31
Isoquercitrin (23) 3,3+0,0 7,0+ 0,1 2,1+£0,1 45+0,1 36
Luteolin-O-hexosid (24) 2,2+0,0 4,9+0,0 1,9+ 0,0 4,3+0,0 12
Nothofagin (25) 234+£0,2 53,6+0,5 17,6 +0,2  40,4+0,5 25

X 2613+13 5759+£30 1855+24 409,6+52

“Werte angegeben als Mittelwerte + Standardabweichung (als Glykoside berechnet)

*Da das Flavonoidprofil nach neunmonatiger Lagerung der Fertiggetrdnke nicht bestimmt wurde
(siche 2.1.4 und 4.5.8), wurden die Mittelwerte aus den Gehalten nach sechs- und zwo6lfmonatiger
Lagerung gebildet.
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