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n-BuOH Butan-1-ol (n-Butanol) 
NP Normal phase (Normalphase) 
n-PrOH 1-Propanol 
R Korrelationskoeffizient 
RDA Retro-Diels-Alder-Reaktion 
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XIV 

RP reversed phase (Umkehrphase) 
rpm Rotationen pro Minute 
RT Raumtemperatur 
Rt Retentionszeit 
SCCCC Spiral-Coil Low-Speed Rotary Countercurrent Chromatography 
SD Standard deviation (Standardabweichung) 
Std Stunde(n) 
tBME tert-Butylmethylether 
Temp. Temperatur 
TF Theaflavin 
TF-3'-G Theaflavin-3'-O-gallat 
TF-3-G Theaflavin-3-O-gallat 
TF-DG Theaflavin-3,3'-O-digallat 
TFs Theaflavine (Oberbegriff für die Substanzklasse) 
TG Theogallin 
TRs Thearubigene 
TS Theasinensin 
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1 Einleitung und Grundlagen 

1.1 Tee 

1.1.1 Begriffsbestimmung und botanische Einordnung 

Als Tee werden umgangssprachlich fast alle Getränke bezeichnet, welche durch einen hei-

ßen, wässrigen Aufguss getrockneter Pflanzenteile wie z. B. Kamillenblüten oder Pfeffer-

minzblätter hergestellt werden. Tee im eigentlichen Sinne stammt „ausschließlich aus Blät-

tern, Blattknospen und zarten Stielen des Teestrauches Camellia sinensis L. O. Kuntze aus der 

Familie der Teegewächse (Theaceen), die nach den üblichen Verfahren bearbeitet sind“.1 Bei 

Aufgussgetränken aus anderen Pflanzen wie Kräutern und Früchten handelt es sich dagegen 

um „teeähnliche Erzeugnisse“.1 In anderen Sprachen wird dieser Unterscheidung durch ei-

gene Terminologien Rechnung getragen (z. B. Spanisch: té ↔ infusión). Der in europäischen 

Sprachen zumeist ähnliche Begriff für „Tee“ entstammt der südostchinesischen Dialektbe-

zeichnung „te“ oder „tay“. In (Südost-)Asien, Indien, Russland, der Türkei sowie der arabi-

schen Welt haben sich dagegen Abwandlungen des südchinesischen Ausdruckes „ch’a“ 

durchgesetzt.2 

 

Abb. 1–1 Links: Farblithographie eines Zweiges von Camellia sinensis var. sinensis mit charakteristischen Merk-
malen, 1 – blühender Zweig, 2 – Blüte im Längsschnitt, 3 – Fruchtknoten im Querschnitt, 4 – Stempel mit Kelch, 5 –
 Staubgefäß,  6 – Samen, 7 – reife Frucht (verändert nach KÖHLER, 1897).3 Rechts oben: Fotografie einer Blüte 
(Braunschweig, 2014). Rechts unten: Fotografie einer Frucht (Kerala, Indien, 2013). 
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C. sinensis (Abb. 1–1) ist im asiatischen Bergland heimisch, die genaue Herkunft ist jedoch 

nicht bekannt. Es handelt sich um einen stark verzweigten Strauch, der in freier Natur bis auf 

Baumhöhe (6–15 m) heranwächst. Dieser ist immergrün, mit dunkelgrünen, ledrig-

glänzenden und länglichen Blättern, welche einen gezackten Rand aufweisen. Aus den wei-

ßen, angenehm riechenden Blüten gehen nach Fremdbestäubung ungenießbare Früchte mit 

1–3 Samen hervor. Die Vermehrung kann über Samen oder Stecklinge erfolgen. Allgemein 

wird zwischen zwei Varietäten unterschieden, der chinesischen Teepflanze C. sinensis var. 

sinensis und der indischen Teepflanze C. sinensis var. assamica. Die chinesische Varietät un-

terscheidet sich durch kleinere Blätter und eine niedrigere Wuchshöhe sowie eine geringere 

Empfindlichkeit gegenüber Umwelteinflüssen wie Frost und Trockenheit von der indisch-

stämmigen Pflanze.4-5 In Kultur werden hauptsächlich Hybride der beiden Varietäten einge-

setzt. Damit die nachwachsenden Sprosse bequem geerntet werden können, werden diese 

als etwa hüfthohe Sträucher gehalten. Anbau und Ernte erfolgen in (sub-)tropischen Klima-

zonen ganzjährig und oft in höheren Lagen bis ca. 2500 m (Abb. 1–2). In Regionen, in denen 

die Durchschnittstemperatur im Winter deutlich unter 20 °C fällt, wird der Tee nur in den 

wärmeren Monaten geerntet. Die Hauptanbaugebiete liegen in Asien (China, Indien, Sri Lan-

ka, Indonesien, Taiwan, Vietnam und Japan) sowie in Afrika (Kenia, Malawi), weniger in Süd-

amerika (Argentinien), das sich traditionell auf die Produktion von Kaffee konzentriert.5-6  

Aufgrund der klimatischen Bedingungen und der hohen Lohnkosten ist ein rentabler Anbau 

von C. sinensis in Europa nur bedingt möglich. Zwei etablierte Anbaugebiete sind jedoch in 

Abb. 1–2 Blick auf eine Teeplantage (Kolukkumalai Tea Estate, Tamil Nadu, Indien, 2013). 
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der europäischen Peripherie zu finden, zum einen in der Türkei und zum anderen auf den 

Portugal zugehörigen Azoren.7 Seit einigen Jahren wird Tee auch in der englischen Grafschaft 

Cornwall sowie in den schottischen Highlands produziert und kommerziell vermarktet. Dies 

ist durch den Nordatlantikstrom, welcher ein für diese Breiten ungewöhnlich mildes Klima 

erzeugt, möglich.8-9 Auf dem mitteleuropäischen Festland finden sich in der Schweiz nahe 

des Lago Maggiore sowie in der Toskana kleine Teegärten.10-11 Ferner wurden im Jahr 2014 

in Freiburg auf vier Feldern Keimlinge von C. sinensis gepflanzt. Das Saatgut wurde im Rah-

men einer Städtepartnerschaft mit Qingdao aus China geliefert; die erste Ernte wird für 2016 

erwartet.12-13  

Nach dem Pflücken der Teeblätter folgt deren Verarbeitung, wobei verschiedene Teearten 

hergestellt werden können. So wird grundsätzlich zwischen unfermentierten (grünen), teil-

fermentierten (oolong) und fermentierten (schwarzen) Tees differenziert (auf die Unter-

schiede und Herstellungsverfahren dieser Teearten wird in Abschnitt 1.2 eingegangen).14 

1.1.2 Historie 

Die Entdeckung des Tees reicht bis weit in die chinesische Geschichte zurück. In einer der 

bildreichen Legenden, die von der Entdeckung des Tees berichten, wird das Jahr 2737 v. Chr. 

genannt.5 Zudem wird eine Verwendung zur Zeit der Zhou-Dynastie (1066–221 v. Chr.) ange-

nommen.2, 15 Derartige Angaben sind jedoch nicht ausreichend belegt. Um das Jahr 

350 n. Chr. erfolgte eine erste dokumentierte Erwähnung in einem chinesischen Wörter-

buch.16 Einen wichtigen Beitrag zur Verbreitung des Teekonsums und zur Entstehung einer 

ausgeprägten Teekultur in China leistete eine fachliche Abhandlung aus dem Jahre 780 

n. Chr., in welcher der Teemeister LuYu umfassend über die damaligen Anbautechniken, 

Verarbeitungs- sowie Zubereitungsmethoden des Tees berichtet.15 Im alten China entwickel-

te das coffeinhaltige Getränk eine außerordentlich große kulturelle Bedeutung, so dass sich 

auch die chinesischen Kaiser ausgiebig mit der Kunst der Teezubereitung befassten. Als Zei-

chen der Wertschätzung wurde z. B. LuYu posthum per kaiserlichem Erlass der Titel „Tee-

gott“ zuteil.15 Ausgehend von China verbreitete sich der Teekonsum in die ganze Welt, zu-

nächst in benachbarte Länder, insbesondere nach Japan, per Karawane über die Seidenstra-

ße nach Zentralasien und später über die Teestraße bis nach Russland.2 In Mitteleuropa 

wurde Tee erst im frühen 17. Jahrhundert im Zuge der Ausweitung der Handelswege nach 

China und Japan bekannt. Zu dieser Zeit erfolgte der Transport des Tees auf dem Seeweg 

nach Europa und oblag den Niederländern sowie später auch den Briten.17 Wohl auf Betrei-

ben der Niederländischen Ostindien-Kompanie veröffentlichte der Arzt CORNELIUS DEKKER 
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1667 ein Traktat, das die positiven gesundheitlichen Aspekte des Tees (gleichwohl unbelegt 

und stark übertrieben) herausstellte und so den Teeabsatz in Europa erhöhen sollte.18 Cor-

nelius Dekker wurde außerdem als Leibarzt an den Hof des Kurfürsten von Brandenburg be-

rufen und führte auch dort das Teetrinken ein.18 Der Teekonsum begann sich zu dieser Zeit 

in den Regionen nahe den Importhäfen in England, den Niederlanden und Ostfriesland sowie 

in den Großstädten zu etablieren, war allerdings zunächst noch den wohlhabenderen Bevöl-

kerungsschichten vorbehalten. Tatsächlich dürfte der proklamierte medizinische Nutzen ne-

ben der anregenden Wirkung des Coffeins maßgeblich zur Akzeptanz des ungewohnten und 

bitteren Heißgetränks beigetragen haben.17 Ein positiver Effekt auf die Gesundheit der Tee-

konsumenten ergab sich allerdings weniger aus den physiologisch wirksamen Inhaltsstoffen 

des Tees als vielmehr aus dem Umstand, dass der Teegenuss in Konkurrenz zum Konsum 

alkoholischer Getränke stand; folglich wurde dem weit verbreiteten Alkoholismus entge-

genwirkt.2, 19 Darüber hinaus handelt es sich bei Tee um ein vergleichsweise sicheres Le-

bensmittel, da dieser mit kochendem und somit sterilem Wasser hergestellt wird.20 

 

Abb. 1–3 Seerouten für den Teehandel im 17.–19. Jahrhundert (entnommen aus ROHRSEN, 2013).19  

Der Tee erhielt auch eine politische Dimension. So konkurrierten europäische Staaten einer-

seits um die Kontrolle der Handelsrouten (Abb. 1–3), andererseits wurden von kolonielosen 

Staaten, u. a. von Preußen, Konsumverbote erlassen. Konnten diese nicht durchgesetzt wer-

den, folgten Steuern für die damals neuen Genussmittel (neben Tee auch Kaffee, Kakao und 

Tabak), welche teilweise bis heute bestehen.17 Ferner kam dem Tee eine prominente Rolle in 
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den Unabhängigkeitsbestrebungen der britischen Kolonien auf dem Gebiet der heutigen USA 

zu. Aus Protest gegen die Erhebung von Importzöllen warfen als Indianer verkleidete Kauf-

leute und Bürger im Jahr 1773 ca. 350 Kisten Tee noch vor ihrer Entladung am Bostoner Ha-

fen über Bord ins Meer (Abb. 1–4). Dieses Ereignis ging als Boston Tea Party in die amerika-

nische Geschichte ein.20 

Im 19. Jahrhundert strebte England eine geringere Abhängigkeit von China an, das bis dahin 

fast als alleiniger Exporteur gewirkt hatte. Dabei machten es sich die Briten zunutze, dass ihr 

Major Robert Bruce 1823 im nordindischen Assam eine endemische Varietät der Teepflanze 

(Camellia sinensis var. assamica) entdeckt hatte. Nach einer Experimentierphase wurde in 

der britischen Kolonie erfolgreich Tee angebaut.21 Die indischen Tee-Exporte stiegen in der 

Folge rasant an (von 65 Mio. englischen Pfund im Jahr 1895 auf 160 Mio. Pfund im Jahr 

1899). Hierbei handelte es sich vornehmlich um den in England beliebten Schwarztee.18 

1.1.3 Teekulturen 

Der Genuss von Tee ist über die Jahrhunderte in vielen Ländern zu einem Bestandteil des 

Alltags geworden, wobei sich viele unterschiedliche Teekulturen entwickelt haben. So wird in 

Japan traditionell grüner Tee getrunken. Dies geschieht sowohl alltäglich als auch im Rahmen 

von Teezeremonien zu besonderen Anlässen. Gegenüber chinesischen Teezeremonien sind 

die Abläufe noch einmal stark verfeinert worden und werden von ausgebildeten Teemeis-

tern festgelegt. Die japanische Teekultur ist eng mit dem Zen-Buddhismus verbunden.19, 22 In 

der taiwanesischen Teekultur ist der halbfermentierte Oolong-Tee von großer Bedeutung. 

 

Abb. 1–4 Links: Mit Tee beladene Männer auf dem Weg von Sichuan, China entlang einer Teeroute nach Tibet (Fotografie: 
Ernest Henry Wilson, 1908). Rechts: Handgefärbte Lithografie der Boston Tea Party von 1773 (Nathaniel Currier: The De-
struction of Tea at Boston Harbor, 1846).  
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Dagegen wird in Indien fast ausschließlich Schwarztee getrunken, welcher in manchen Re-

gionen in Milch statt Wasser aufgekocht wird. In großen Teilen des arabischen Raumes wird 

schwarzer, meist stark gezuckerter Tee konsumiert und auch zu offiziellen Anlässen ge-

reicht.2 Während sich in Marokko und Tunesien grüner Tee kombiniert mit Minze großer 

Beliebtheit erfreut, wird der Tee im Jemen begleitend zum Kathkonsum getrunken und soll 

einer besseren Extraktion der Droge dienen. Ebenfalls große Teenationen sind Russland, die 

Türkei und der Iran, in denen sich der Gebrauch eines Samowars zur Herstellung starker 

Schwarzteeaufgüsse etabliert hat.2 In Mitteleuropa ist insbesondere in England eine Traditi-

on des Genusses von kräftigen Schwarztees zu unterschiedlichen Tageszeiten und unter Zu-

satz von Zucker und Milch entstanden („Afternoon tea“, „High tea“), die auch auf die Trink-

gewohnheiten anderer westlicher Länder Einfluss genommen hat.19 Erwähnenswert ist die 

norddeutsche Region Ostfriesland, die als eigenständiger Staat betrachtet mit einem Pro-

Kopf-Verbrauch von ca. 300 L im Jahr die Liste der teetrinkenden Nationen anführen 

würde.23 Kräftige Schwarztees (die sog. Ostfriesische Mischung – ein Blend auf der Basis von 

Assam- und zumeist Java-, Sumatra- oder Ceylon-Tees) mit Sahne und Kluntjes (grobem Kan-

diszucker) werden hier zu jeder Tageszeit genossen.19, 24 Der Bedarf an geeignetem Geschirr 

trug auch zur europäischen Entwicklung des Porzellans vor etwa 300 Jahren in Meißen bei. 

So wird das in Ostfriesland traditionell zugehörige Teeservice mit dem Dekor Ostfriesische 

Rose bereits seit ca. 250 Jahren verwendet.22, 24 

1.1.4 Wirtschaftsfaktor 

Tee ist das weltweit meistkonsumierte Getränk nach Wasser.25 Dementsprechend hoch ist 

der Bedarf an Tee auf dem Weltmarkt und damit auch die wirtschaftliche Bedeutung des 

Teeanbaus in den Herkunftsländern. Die globale Teeproduktion erreichte 2014 eine Re-

kordmenge von 5,0 Mio. t, was einer Steigerung um fast 60 % innerhalb von 10 Jahren ent-

spricht. Dabei ist der Eigenverbrauch der Erzeugerländer überproportional stark angestiegen 

und machte 2014 mit 3,1 Mio. t fast zwei Drittel der gesamten Teeproduktion aus, während 

die Exportmengen nur um ca. 20 % zugenommen haben.26-27 Die Hauptanbauländer sind 

China, Indien, Kenia, Sri Lanka („Ceylon“) und Indonesien (in dieser Reihenfolge).23 Trotz der 

deutlich geringeren Produktionsmengen tritt Kenia als Hauptexporteur an den Handelsmärk-

ten auf, da im Gegensatz zu China und Indien weniger als 10 % im eigenen Land verbraucht 

werden. 

In Deutschland ist der Konsum in den vergangenen Jahren auf über 19 000 t angestiegen, es 

existiert jedoch weiterhin ein deutliches Nord-Süd-Gefälle.28 
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1.1.5 Physiologische Wirkungen 

Teekonsum wurde früh als potentiell gesundheitsfördernd wahrgenommen. Bereits wäh-

rend der Tang-Dynastie (618–907 n. Chr.) schrieb der chinesische Pharmazeut Chen Zeng: 

„Eine Medizin ist immer nur eine Medizin für eine bestimmte Krankheit; Tee hingegen ist die 

Medizin für alle Krankheiten.“29 Diese Einschätzung mag sehr optimistisch sein, gleichwohl 

ist der Einfluss des Teegenusses auf eine Vielzahl gesundheitsrelevanter Parameter seit eini-

gen Jahrzehnten tatsächlich Thema wissenschaftlicher Untersuchungen. Der Fokus dieser 

Forschung liegt zumeist auf den antioxidativ wirksamen Polyphenolen, die sowohl mit den 

Catechinen im grünen Tee als auch mit den Theaflavinen und Thearubigenen im schwarzen 

Tee einen großen Anteil der wasserlöslichen Bestandteile ausmachen.  

Insbesondere aufgrund der hohen antioxidativen Aktivität wird Tee mit einem verringerten 

Risiko für diverse Krebsarten, kardiovaskuläre Erkrankungen sowie neuro-degenerative 

Krankheiten (Alzheimer, Parkinson) in Verbindung gebracht.30-31 Intensive Forschungsarbeit 

in vitro und in vivo sowie epidemiologische Studien konnten eine Vielzahl von Hinweisen auf 

die vermuteten positiven Effekte finden. Hierbei ist die Bioverfügbarkeit ein kritischer Punkt, 

da diese bei Polyphenolen großen Schwankungen unterliegt. Zumindest die Catechine wei-

sen aber eine vergleichsweise gute Bioverfügbarkeit auf.30, 32 Eine große Zahl von Humanstu-

dien konnte die vermuteten Wirkungen in vielen Bereichen nicht belegen oder ergab wider-

sprüchliche Ergebnisse, so dass oftmals keine Evidenz für eine entsprechende Wirkung im 

Menschen vorliegt.33 Beispielsweise zeigte die EPIC-Studie, eine umfassende und europaweit 

durchgeführte prospektive Kohortenstudie, keinen Beleg für den oft postulierten Zusam-

menhang zwischen Teekonsum und einem verringerten Magenkrebsrisiko, wies allerdings 

ein geringeres Darmkrebsrisiko durch flavonoidreiche Ernährung bei Frauen nach. 34-35 

Ferner ließen epidemiologische Studien, u.a. die EPIC-Studie, auf einen Effekt polyphenolrei-

cher Ernährung gegen Typ-II Diabetes schließen.36-37 Weitere Studien zeigten, dass Catechine 

sowie Theaflavine und Theasinensine (Bisflavanole) die Enzyme α-Amylase und Maltase 

hemmen. Zusätzlich werden die Glucose-Transporter SGLT1 und GLUT2 inhibiert.38-39 Dies 

führt zu einem verlangsamten Anstieg des Blutzuckerspiegels und könnte somit der Entwick-

lung eines Typ-II-Diabetes vorbeugen. In diesem Zusammenhang sind auch die vermuteten 

Wirkungen des grünen und schwarzen Tees gegen Fettleibigkeit, einem bekannten Risikofak-

tor für Diabetes, zu beachten, für die in vitro und in vivo Anzeichen gefunden wurden.29, 40 

In Laborversuchen zeigte insbesondere grüner Tee antibakterielle und antivirale Effekte (u. a. 

gegen Helicobacter pylori, methycillin-resistenten Staphylokokkus aureus und Influenzavi-
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ren).31, 41-42 Auf potentiell entgiftende Eigenschaften von Schwarztee lässt die kovalente Bin-

dung von Thearubigenen an die Neurotoxine von Clostridium tetani (Tetanus) und Clostri-

dium botulinum in vitro schließen.43 Im Tierversuch wurden hepatoprotektive Wirkungen 

gegenüber Aflatoxin- und ethanolinduzierten Schäden nachgewiesen.41, 44-45 

Tee besitzt einen relativ hohen Fluoridgehalt von 0,8–2,0 mg/L im Aufguss und kann folglich 

der Kariesprophylaxe dienen.46 Bei hohem Teekonsum, v. a. aus Teebeuteln, in denen der 

Tee besonders fein zerkleinert vorliegt, besteht jedoch die Gefahr einer Überschreitung der 

empfohlenen Aufnahmemenge von 2,9–3,8 mg am Tag und der Ausbildung einer Fluorose.47-

49 

Vergleichsweise wenig Beachtung wurde bisher den möglichen negativen Effekten des Tee-

konsums geschenkt. So kann der Coffeingehalt bei hohem Konsum zu Herzrhythmusstörun-

gen und Bluthochdruck führen. Weiterhin wird vermutet, dass Coffein aufgrund seiner Fä-

higkeit Calcium zu binden die Knochendichte verringern könnte. Ein ähnlicher Effekt wird für 

Eisen angenommen, welches bei zeitnaher Aufnahme zum Tee durch Polyphenole gebunden 

werden könnte und somit in seiner Bioverfügbarkeit herabgesetzt würde.31, 49 MAI et al. 

(2004) berichteten, dass Schwarzteekonsum negative Auswirkungen auf die Darmflora ha-

ben könnte.50 Ferner enthält Tee relativ viel Aluminium (ca. 1 g/kg i. Tr.), wovon etwa 20 % in 

den Aufguss übergehen.46, 51-52  Aluminium kann bei Überschreitung der tolerierbaren wö-

chentlichen Aufnahmemenge (TWI) im Körper akkumuliert werden und zeigt eine neurotoxi-

sche Wirkung.31, 53 In jüngerer Vergangenheit ist Aluminium aufgrund des Verdachts, Alzhei-

mer- und Brustkrebserkrankungen zu begünstigen und dessen gleichzeitiger Verwendung als 

Wirkstoff in Deodorants in das öffentliche Bewusstsein gerückt. Das Bundesinstitut für Risi-

kobewertung erklärte in einer Stellungnahme, dass kein kausaler Zusammenhang mit Alz-

heimer- und Brustkrebserkrankungen besteht, der TWI-Wert für Aluminium allerdings be-

reits allein durch die Anwendung eines Deodorants erreicht bzw. überschritten werden 

kann. Somit ist jede zusätzliche Aufnahme aus Lebensmitteln als problematisch zu betrach-

ten.53  

Zur besseren Vermarktung von Tee als funktionellem Lebensmittel sind mehrere Anträge auf 

Zulassung von gesundheitsbezogenen Angaben, sog. Health Claims, bei der Europäischen 

Behörde für Lebensmittelsicherheit (EFSA) eingegangen. Diese, u. a. „Coffein hilft bei der 

Fettverbrennung“, „Die enthaltenen Polyphenole stellen einen schützenden Effekt für den 

Organismus sicher“ und „Schwarztee hilft die Aufmerksamkeit zu fokussieren“, wurden nach 

Prüfung negativ beschieden.54   
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1.2 Verarbeitung von Tee 

1.2.1 Grüner Tee 

Zur Herstellung von grünem Tee ist es notwendig, die frisch geernteten Teeblätter im ersten 

Schritt zu erhitzen, um die in den Blättern enthaltenen Enzyme zu inaktivieren und enzyma-

tische Reaktionen zu unterbinden. Dabei sollen die Inhaltsstoffe, insbesondere die Flavan-3-

ole, möglichst unverändert erhalten bleiben. Das Erhitzen erfolgt gemeinhin in großen Röst-

pfannen (v. a. in China üblich) oder durch das Dämpfen in heißem Wasserdampf (v. a. in Ja-

pan üblich).5, 25 Anschließend werden die Blätter maschinell geformt und/oder zerkleinert. 

Am verbreitetsten ist das Rollen längs der Blattachse; einige Sorten werden auch traditionell 

zu kleinen Kugeln gerollt (chinesischer Gunpowder) oder zu flachen Nadeln geformt (japani-

scher Sencha- oder chinesischer Long Jing-Tee). Der so verarbeitete Tee wird getrocknet. Oft 

wiederholen sich Roll- und Trocknungsschritte mehrfach, bis ein Feuchtigkeitsgehalt von 

etwa 6 % erreicht wird.52 Die drei Schritte Enzymdeaktivierung → Rollen → 

 stellen die Basis der Grünteeherstellung dar, die in einer Vielzahl regionaler Varia-

tionen durchgeführt wird. 

 

1.2.2 Schwarzer Tee 

Im Vergleich zum grünen Tee ist die Herstellung schwarzen Tees komplexer und erfordert 

weitere Verarbeitungsschritte. Die genauen Ursprünge der Schwarzteeherstellung sind nicht 

bekannt, werden aber im China der Tang-Dynastie (618–907 n. Chr.) vermutet.55 Nachfol-

gend werden die wichtigsten Schritte in der Schwarzteeproduktion erläutert und in Abb. 1–6 

anhand von Fotografien schematisch dargestellt. 

Abb. 1–5 Links: Spross einer Teepflanze mit Blattknospe und den beiden jüngsten Blättern. Mitte: Teepflücke-
rinnen auf einer Plantage in Südindien. Rechts: frisch geerntete Teeblätter (Aufnahmen aus den Westghats bei 
Munnar, Indien, 2013). 

/Zerkleinerung 

Trocknen

Dieses Werk ist copyrightgeschützt und darf in keiner Form vervielfältigt werden noch an Dritte weitergegeben werden. 
Es gilt nur für den persönlichen Gebrauch.



Einleitung und Grundlagen 

- 10 - 

Welken 

Zunächst müssen die frisch gepflückten und noch festen Blätter gewelkt werden. Die bedeu-

tendste Methode ist das Welken in Wannen, die einen siebartigen Boden besitzen (engl. 

Trough Withering). Dabei werden die Teeblätter in Schichten ausgebreitet und etwa 6–18 

Stunden von unter dem Wannenboden befindlichen Lüftern mit Luft durchblasen. Um eine 

gleichmäßige Behandlung der Blätter zu erreichen, ist es möglich, den Luftstrom umzukeh-

ren, so dass abwechselnd auch Luft von oben durch das Blattbett gesaugt wird. Dieser Vor-

gang reduziert den Wassergehalt, macht die Blätter geschmeidiger und erhöht die Durchläs-

sigkeit der Zellwände.25, 56-57  

Zellaufschluss 

Im Anschluss an das Welken wird die Zellstruktur der Blätter maschinell durch Rollen, Quet-

schen, Schneiden und/oder Zerreißen aufgebrochen und das Blattmaterial durch den austre-

tenden Zellsaft eingeweicht. Diese Mazeration der Teeblätter kann durch unterschiedliche 

Techniken erreicht werden. Mit Abstand am gebräuchlichsten sind die traditionelle orthodo-

xe Methode sowie die CTC-Methode. Daneben existieren weitere Technologien wie der Low-

ry-Tea-Processor, auf die wegen ihrer untergeordneten Bedeutung hier nicht näher einge-

gangen werden soll.58  

Bei der orthodoxen Methode werden die welken Teeblätter durch eine unten offene, zylind-

rische Presse auf einen runden Tisch mit regelmäßigen Erhebungen aufgebracht. Während-

dessen kreist der nur geringfügig höher angebrachte Zylinder über diesem Tisch und reißt 

dabei die Blätter mit. Durch den sich ergebenden Druck werden diese an den Erhebungen 

zerquetscht und gerollt. Dieser Vorgang soll die ursprüngliche Mazeration der Blätter durch 

Reiben zwischen den Handflächen nachbilden.57, 59 

Auf den orthodoxen Rolltisch wird immer eine bestimmte Menge Tee aufgebracht, welche 

erst abgearbeitet wird, bevor wieder neuer Tee hinzugefügt wird. Die CTC-Maschinen wer-

den hingegen mit einem konstanten Zufluss an Teeblättern versorgt. Da die Blätter hierbei 

nicht zu flach sein dürfen, müssen sie zunächst vorbehandelt werden. Dies erfolgt entweder 

durch ein kurzes Rollen auf dem orthodoxen Rolltisch oder mit dem ebenfalls kontinuierlich 

arbeitenden McTear Rotorvane, einer innen mit Schaufeln versehenen zylindrischen Trom-

mel, welche die Blätter befördert, aber auch einen ähnlichen Rolleffekt hervorruft.57, 59 An-

schließend gelangen die Blätter in die CTC-Maschinen (CTC = Crush-Tear-Curl; engl.: Zerdrü-

cken-Zerreißen-Rollen), wo sie durch zwei gegenläufig rotierende und mit Zacken versehene 
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Edelstahlrollen gequetscht werden. Je nach gewünschtem Feinheitsgrad der Blattstücke 

können mehrere CTC-Maschinen in Reihe geschaltet werden.58, 60  

Fermentation 

Der charakteristische Schritt in der Schwarzteemanufaktur ist die sog. Fermentation. Die 

Mazeration der Blattzellen führt dazu, dass die im Cytoplasma lokalisierten Enzyme Polyphe-

noloxidase und Peroxidase mit den in den Zellvakuolen gespeicherten Flavan-3-olen (Cate-

chinen) in Kontakt treten.61 Im Zusammenspiel mit dem Sauerstoff aus der Umgebungsluft 

kommt es zu einer enzymatisch katalysierten Oxidation der Catechine und der Bildung rot-

braun gefärbter Oxidationsprodukte, vornehmlich der Theaflavine und Thearubigene.62 Fer-

ner entstehen zahlreiche Aromastoffe, u. a. durch die Strecker-Reaktion von Aminosäuren 

mit oxidierten Flavan-3-olen sowie durch die Oxidation ungesättigter Fettsäuren.5, 63-64 In 

Abschnitt 1.3.2.4 folgt eine ausführlichere Beschreibung der enzymatisch-oxidativen Vorgän-

ge. Der Begriff Fermentation für diese Reaktionen beruht auf der lange Zeit fälschlicherweise 

verbreiteten Annahme, dass Mikroorganismen maßgeblich an den chemischen Prozessen 

beteiligt sind. Obwohl der Irrtum seit 1901 bekannt ist, ist die Bezeichnung Fermentation bis 

heute am gebräuchlichsten.5 Zur korrekten Beschreibung dieses Verarbeitungsschrittes ha-

ben sich in der Fachliteratur auch die Termini Oxidation oder Aeration (gemäß ISO 

3720:2011) etabliert.65 In dieser Arbeit werden die beiden Begriffe Fermentation und Oxida-

tion synonym verwendet. 

Eine bis heute verbreitete Methode zur Durchführung der Fermentation ist das flache Ausle-

gen der gerollten Teeblätter auf einem Zementboden in einem gut belüfteten Raum. Insbe-

sondere für CTC-Tees werden auch kontinuierlich arbeitende Maschinen verwendet. Diese 

transportieren den Tee in Schichten auf perforierten Fließbändern, so dass sowohl von oben 

als auch von unten Luft zugeführt werden kann. Anhand der Geschwindigkeit der Fließbän-

der lässt sich die Fermentationsdauer regulieren. Diese ist abhängig von der Umgebungs-

temperatur (optimalerweise 25–29 °C) und dem Zerkleinerungsgrad des Tees; so ist die Oxi-

dation bei den stark zerkleinerten Blättern eines CTC-Tees aufgrund der größeren Oberfläche 

und gründlicheren Durchmischung der Inhaltsstoffe nach etwa 45–90 min abgeschlossen, 

während nach orthodoxer Art gerollte Blätter 2–3 Stunden benötigen. Der Endpunkt des 

Oxidationsvorganges wird an der Farbe der Blätter erkannt.57, 59  

Gegenüber der CTC-Methode ist die orthodoxe Methode schonender und wird bevorzugt für 

die Herstellung von Blatt-Tees eingesetzt, da das Blatt nicht vollständig in kleine Stücke
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zerrissen wird. Die CTC-Methode ist als kontinuierlich durchführbarer Prozess effektiver und 

führt üblicherweise zu dunkleren und kräftigeren Tees. 

Trocknung 

Ist der gewünschte Fermentationsgrad erreicht, werden die Blätter getrocknet. Dies ge-

schieht beispielsweise in einer Maschine, die der Tee auf durchbrochenen Metallschienen 

langsam durchläuft, während von außen heiße Luft (80–115 °C) zugeleitet wird. Durch die 

Hitze werden die Enzyme inaktiviert und der Fermentationsprozess gestoppt. Es kommt zum 

Abbau des Chlorophylls zugunsten des braun-schwarzen Phaeophytins.66 Gleichzeitig wird 

der Wassergehalt auf etwa 3–4 % gesenkt und so die Haltbarkeit des Tees sichergestellt.57, 59, 

63 

Grading 

Nach dem Trocknen werden die Blätter durch mehrstufige Siebverfahren anhand ihrer Grö-

ße in Blattgrade eingeteilt. Oft werden die Blattfasern vorab durch einen Fibre Extractor mit-

tels elektrostatisch geladener Rollen entfernt.57-58 

1.2.3 Weitere Teearten 

Während das Herstellungsverfahren von Schwarztee zumindest in groben Zügen definiert ist, 

ist dies bei anderen Teearten bisher entweder gar nicht oder nur sehr ungenau geschehen. 

Oolong-Tee wird allgemein als halbfermentierter Tee beschrieben, dessen Produktion der 

des schwarzen Tees ähnelt. Vorgaben für den Grad der enzymatischen Oxidation existieren 

nicht, so dass sowohl ein nur sehr geringfügig als auch ein fast vollständig oxidierter Tee als 

Oolong bezeichnet werden kann. 

Für den sog. weißen Tee fehlt eine international verbindliche Definition. Es besteht zum ei-

nen die Auffassung, dass weißer Tee ausschließlich aus den Blättern bestimmter, in der chi-

nesischen Provinz Fujian heimischer Varietäten von C. sinensis hergestellt werden kann. In-

dessen wird auch in anderen Ländern „weißer Tee“ produziert, indem nur Blattknospen und 

sehr junge Blätter verarbeitet werden. Diese tragen an der Blattunterseite feine weiße Här-

chen, welche dem Blatt nach dem Trocknen einen weißen Schimmer verleihen. Nach der 

Ernte erfolgt eine schonende Trocknung der Blätter, bei der es zu einer leichten enzymati-

schen Oxidation kommen kann.67-69 

Ferner existieren in China und Japan Tee-Spezialitäten, welche mit Hilfe von Mikroorganis-

men eine echte Fermentation durchlaufen, international jedoch von geringer Bedeutung 

sind. Noch am bekanntesten ist der chinesische Pu-Erh-Tee. Dieser wird traditionell durch 

das Pressen gedämpfter Grünteeblätter und eine anschließende bis zu 10-jährige Reifung 
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produziert. Durch gezielte Zugabe von Pilzkulturen kann die Reifung bei hoher Luftfeuchtig-

keit und Temperatur auf wenige Monate verkürzt werden.68, 70-71  

1.2.4 Sortenvielfalt 

Der Besuch eines modernen Teegeschäftes verdeutlicht schnell die enorme Sortenvielfalt 

des Tees, selbst wenn die teeähnlichen Erzeugnisse (Kräuter- und Früchtetees) außer Acht 

gelassen werden. Dabei spielen neben der Teeart auch die Anbauregion, der Erntezeitpunkt 

und  weitere Details der Verarbeitung eine Rolle. Einige Beispiele für verschiedene Teearten 

und -sorten sind in Abb. 1–7 dargestellt. Schon das Ernteverfahren ist für die spätere Quali-

tät des Tees entscheidend. Da insbesondere junge Teeblätter einen guten Tee ergeben, wer-

den für die hochwertigsten Tees nur die obere Blattknospe sowie die beiden darunter lie-

genden Blätter per Hand gepflückt und weiterverarbeitet („Two leaves and a bud“, Abb. 1–

5).5, 63 Für weniger hohe Qualitäten erfolgt die Ernte mittels Scheren oder gänzlich durch 

Maschinen, wobei auch ältere Blätter erfasst werden.25 Die Beschaffenheit der geernteten 

Teeblätter wird in einigen Ländern, vornehmlich in Indien und dessen Nachbarstaaten, an-

hand einer historisch gewachsenen Kodierung gekennzeichnet. Für einen schwarzen Blatt-

Tee aus der indischen Region Darjeeling könnte diese beispielsweise lauten: Finest Tippy 

Golden Flowery Orange Pekoe (FTGFOP). Daraus lässt sich Folgendes entnehmen: Orange 

Pekoe = Standardqualität auf Basis der jüngsten 2–3 Blätter, enthält keine Blattknospen; 

Golden Flowery = junge Knospen enthalten; Tippy = viele Blattknospen enthalten; Finest = 

der Tee besteht bis zu einem Viertel aus Blattknospen und wurde i. d .R. von Hand verarbei-

tet. Die Qualitätsmerkmale werden dabei nicht ersetzt, sondern voreinander aufgereiht, so-

weit zutreffend. Somit entspräche der oben genannte Tee der höchsten Kategorie.57, 72  

Die Bezeichnung eines Tees kann auch die Einteilung nach dem Siebverfahren (Grading, s.o.) 

anzeigen: Die vier Hauptgrade sind Whole Leaf, Broken, Fannings und Dust, welche in weite-

re Unterkategorien unterteilt werden können. Hierbei werden die stark zerkleinerten Reste 

als qualitativ geringwertig angesehen und v. a. für Teebeutel verwendet.63, 73  

In Japan wird diese Terminologie nicht verwendet. Es findet sich dort allerdings eine ganz 

eigene Sortenvielfalt an grünen Tees (Abb. 1–7: Tees 1–3 und 7). Neben der Standard-

Blattteesorte Sencha, die eine charakteristische Nadelform aufweist, ist die günstigere Va-

riante Bancha verbreitet. Eine hochwertige Sorte ist der Gyokuro, für dessen Herstellung die 

Teepflanzen etwa 3–4 Wochen vor der Ernte abgedeckt werden, damit die Blätter der be-

schatteten Pflanzen mehr Chlorophyll synthetisieren und dadurch eine intensiv grüne Farbe 

erhalten. 
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Abb. 1–7 Auswahl verschiedener Teearten und -sorten. 1 – Matcha: Grüner Pulvertee (Japan); 2 – Shincha: Grüner Blatttee 
aus der ersten Frühjahrsernte, oftmals beschattet (Japan); 3 – Sencha: Grüner Alltagsblatttee (Japan); 4 – Lung Ching (auch 
Drachenbrunnentee): Hochwertiger Grüntee mit für China-Tee ungewöhnlicher Nadelform (China); 5 – Gunpowder: Grüntee 
mit Blättern in Kugelform (China); 6 – Grüner Blatttee mit vielen an ihrer weißlichen Behaarung erkennbaren Blattknospen 
(Südkorea); 7 – Kukicha: Grüntee mit hohem Anteil an Blattstielen (Japan); 8 – Formosa Oolong Ming Xiang: Halbfermentier 
ter Tee mit großen, ganzen Blättern (Taiwan); 9 – Darjeeling First Flush: Hochlandblatttee aus der Frühjahrsernte. Obwohl es 
sich offiziell um Schwarztee handelt, erfolgt keine vollständige Fermentation, so dass die Blätter z. T. ihre grüne Farbe be 
halten und die Zusammensetzung eher einem Oolong-Tee entspricht (Indien); 10 – Munnar orthodox: Schwarzer Blatttee 
aus kaum zerkleinerten Blättern (Südindien); 11 – Ceylon OP: Schwarzer Hochlandblatttee (Sri Lanka); 12 – Ceylon BOP: 
Schwarzer Tee „Broken“ aus CTC-Manufaktur (Sri Lanka); 13 – Assam FTGFOP: Schwarzer Blatttee der höchsten    ualitätsstu 
fe mit sehr hohem Anteil an „goldenen“ Blattknospen (Indien); 14 – Ostfriesentee: Blend verschiedener kräftiger Schwarz 
tees unterschiedlicher Herkunft (zumeist CTC); 15 – Typischer Teebeuteltee: Stark zerkleinerter CTC-Schwarztee (Kolum-
bien); 16 – Instant-Tee: Aus aufgebrühtem Schwarztee hergestellter und in heißem Wasser vollständig löslicher Tee-Extrakt. 

-

-

Q -
-
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Außerdem kann der Schattentee zu Matcha verarbeitet werden, einem fein gemahlenen 

Pulvertee, welcher für Teezeremonien verwendet wird.19, 52 Gerösteter Tee sowie der haupt-

sächlich aus den Blattstielen bestehende Kukicha sind ebenfalls beliebt und werden im 

Sommer gerne kalt getrunken. Eine bekannte Spezialität ist der Genmaicha, ein Grüntee, 

dem gerösteter Reis beigemengt wird.19, 74 

Abgesehen von solchen traditionellen Zusätzen (weitere Beispiele sind die Verwendung von 

Jasminblüten in China oder das Bergamottöl im Earl Grey Tee) hat die moderne Lebensmit-

telindustrie mit einer Vielzahl natürlicher und künstlicher Aromastoffe zu einer Diversifikati-

on des Teesortiments beigetragen. Zudem wird Tee nicht mehr nur als Heißgetränk konsu-

miert, sondern auch in anderen Formen wie Teebonbons oder Eistee. Letzterer macht etwa 

85 % des US-amerikanischen Teekonsums aus.72, 75 
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1.3 Inhaltsstoffe des Tees 

Die Blätter von C. sinensis enthalten neben Wasser eine große Vielfalt an Komponenten wie 

Kohlenhydrate (Polysaccharide, Pektine, Zucker), Chlorophylle, Phenole und Polyphenole.25, 

76 Auf einige Inhaltsstoffe wird nachfolgend eingegangen. 

1.3.1 Nicht-polyphenolische Inhaltsstoffe  

Mineralstoffe 

Tee enthält größere Mengen an Kalium (15 g/kg i. Tr.), Calcium (4 g/kg i. Tr.) und Magnesium 

(2 g/kg i. Tr.) sowie im Vergleich zu anderen Lebensmitteln viel Aluminium (1 g/kg i. Tr.), 

Mangan (0,8 g/kg i. Tr.) und Fluorid (0,2 g/kg i. Tr.).48, 51, 77 

Purinalkaloide 

Neben geringen Gehalten an Theobromin (0,05–0,5 % i. Tr.) und Theophyllin (< 0,05 % i. Tr.) 

sind größere Mengen des Purinalkaloids Coffein (2–5 % i. Tr.) im Tee vorhanden (Abb. 1–8).78 

Die Gehalte sind in grünem und schwarzem Tee vergleichbar.25 Aufgrund seiner anregenden 

Wirkung und des bitteren Geschmacks ist Coffein ein wertgebender Bestandteil des Tees.79 

Proteine, Aminosäuren, Enzyme 

Proteine machen bis zu 30 % der Trockenmasse frischer Teeblätter aus. Da diese mit Wasser 

kaum extrahiert werden, sind sie von geringer Relevanz.25 Erwähnenswert sind die 19 freien 

Aminosäuren, welche im Tee nachweisbar sind und eine gute Löslichkeit aufweisen (ca. 50 % 

innerhalb von 2 min Ziehzeit).77, 80-81 Der Gehalt sinkt tendenziell mit dem Verarbeitungsgrad 

(weißer Tee > grüner Tee > Oolong > schwarzer Tee) und liegt durchschnittlich bei 1,3–2,5 % 

i. Tr. Davon entfallen 30–50 % auf das L-Theanin (5-N-Ethyl-L-glutamin, Abb. 1–8), das fast 

ausschließlich in C. sinensis vorkommt.68, 81 Von großer Bedeutung sind Enzyme wie Polyphe-

noloxidase, Peroxidase oder Lipoxigenase (Abschnitte 1.2 und 1.3.2.4).25 

Carotinoide, Lipide und Aromakomponenten 

Des Weiteren stellen Carotinoide einen Bestandteil der Teeblätter dar (u. a. Neoxanthin und 

β-Carotin, Abb. 1–8). Ebenso wie die Lipide (z. B. Linol- und Linolensäure) gehen sie nur in 

geringem Maße in das Aufgussgetränk über, spielen aber eine nennenswerte Rolle in der 

Aromaentwicklung des schwarzen Tees. In Tee wurden bereits über 600 flüchtige Verbin-

dungen nachgewiesen, welche in Abhängigkeit von der Teesorte stark variieren können und 

eine Reihe unterschiedlicher Klassen (u. a. Alkohole, Terpenoide und Lactone) umfassen.25 
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Vitamine 

Tee enthält die Vitamine C, E und K sowie Provitamin A (β-Carotin), Thiamin, Riboflavin, Ni-

cotinsäure, Pantothensäure und Folsäure. Der Gehalt an Vitamin C im frischen Teeblatt ist 

vergleichbar mit dem von Zitronen, wird jedoch im Laufe der Verarbeitung und Lagerung 

sowie durch das Aufgießen mit heißem Wasser deutlich reduziert. Dagegen sind Thiamin, 

Riboflavin, Nicotin- und Pantothensäure nur in geringer Menge vorhanden, während im Falle 

der lipophilen Vitamine E und K sowie des Provitamins A die Extrahierbarkeit mit Wasser 

unzureichend ist. Bei hohem Teekonsum von etwa 1 L/Tag sind die Gehalte an Vitamin C und 

Folsäure geeignet, einen Beitrag zum Tagesbedarf zu leisten.76, 82 

 
 

Organische Säuren und Phenolsäuren 

Im Tee wurden relativ hohe Gehalte an Oxalsäure und Chinasäure gefunden. Daneben sind 

einige Phenolsäuren wie die Gallussäure (Abb. 1–8) sowie Chlorogensäuren und 

p-Hydroxyzimtsäuren vorhanden. Zu den Hauptbestandteilen eines Teeaufgusses gehört die 

Phenolsäure Theogallin (5-Galloylchinasäure, Abb. 1–8).25, 83-84  

Abb. 1–8 Strukturformeln einiger nicht-polyphenolischer Inhaltsstoffe von C. sinensis. 
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1.3.2 Polyphenole 

1.3.2.1 Definition und Klassifizierung 

Polyphenole zählen zu den sekundären Pflanzenstoffen und sind Bestandteile sämtlicher 

Pflanzen.85 Aufgrund einer Vielzahl möglicher positiver gesundheitlicher Aspekte ist ihre Be-

deutung für die menschliche Ernährung in den letzten Jahrzehnten zunehmend in den Fokus 

der Forschung gerückt (vgl. 1.1.5). Den Pflanzen dienen sie als Schutz vor Fraßfeinden und 

UV-Strahlung sowie außerdem durch ihre z. T. intensive Farbgebung in Blüten und Früchten 

zur Fortpflanzung.86-87  

Im Teeaufguss stellen Polyphenole sowohl quantitativ als auch infolge ihrer sensorischen 

und physiologischen Eigenschaften die bedeutendste Substanzklasse dar. Hinsichtlich der 

Definition von Polyphenolen bestehen differente Ansichten. Der Versuch einer Definition von 

HASLAM aufbauend auf den Arbeiten von WHITE, BATE-SMITH und SWAIN (WBSSH-Definition) gilt 

inzwischen als veraltet. HASLAM definierte Polyphenole als wasserlösliche Substanzen mit 

einer Molekülmasse von 500-4000 Da sowie 5–7 Phenoleinheiten und 12–16 Hydroxylgrup-

pen je 1000 Da.88-89 Es folgte die Beschreibung von Polyphenolen als mehrfach (mindestens 

zweifach) hydroxylierten Aromaten, welche in der Fachliteratur weiterhin geläufig ist. Nach 

jüngerer Auffassung müssen hingegen mindestens zwei hydroxylierte aromatische Systeme 

vorhanden sein.90 Eine Definition „echter Polyphenole“ wurde von QUIDEAU et al. (2011) vor-

gestellt, gemäß der zusätzlich die Biosynthese über den Shikimisäure- oder den Polyketidweg 

sowie die Abwesenheit einer stickstoffhaltigen funktionellen Gruppe in der Grundstruktur 

vorausgesetzt wird.89 In dieser Arbeit wird der Begriff Polyphenole nur für Verbindungen mit 

mindestens zwei phenolischen Gruppen verwendet, so dass z. B. Phenolsäuren und deren 

Ester (Depside) wie 3-O-Caffeoylchinasäure oder Theogallin (Abb. 1–8) nicht davon erfasst 

werden.  

Polyphenole lassen sich in Flavonoide, Stilbene und Lignane einteilen, welche wiederum in 

Untergruppen eingeteilt werden können.86, 89 Außerhalb dieser drei Hauptpolyphenolklassen 

existiert im Tee noch die Gruppe der hydrolysierbaren Tannine, hauptsächlich vertreten 

durch das Strictinin (1-O-Galloyl-4,6-Hexahydroxydiphenoyl-β-D-Glucose).91-93 Die Biosynthe-

se der Polyphenole ist komplex und erfolgt über unterschiedliche Syntheserouten. Nichtfla-

vonoide Polyphenole werden über den Shikimisäure- (C6-C1-Körper) und den Phenylpropan-

Weg (C6-C3-Körper) gebildet. Zur Biosynthese der Flavonoide bedarf es zunächst einer Kom-

bination dieser beiden Synthesewege, die zur Bildung des p-Cumaroyl-CoA führt. Durch Ad-
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dition dreier Einheiten des über den Malonsäureweg gebildeten Malonyl-CoA entsteht das 

Flavonoid-Grundgerüst.32 

Da in den Blättern von C. sinensis v. a. Flavonoide enthalten sind, sollen diese im Folgenden 

näher betrachtet werden. Ihre Grundstruktur bildet ein C6-C3-C6-Gerüst aus zwei aromati-

schen Ringen (A und B), welche durch einen heterocyclischen Pyranring (C) miteinander ver-

bunden sind (Abb. 1–9).85  

Anhand von funktionellen Gruppen am Pyranring ist eine weitere Einteilung in Untergruppen 

möglich. Die sechs wichtigsten sind: Flavonole, Flavone, Isoflavone, Flavanone, Anthocyani-

dine und Flavanole (Abb. 1–9). Flavonoide sind häufig mit Zuckern konjugiert und tragen 

Hydroxylgruppen, insbesondere an den Positionen 5, 7 und 4'. Hierdurch wird ihre Wasser-

löslichkeit erhöht.32, 86, 94  

 

 

Abb. 1–9 Grundgerüst der Flavonoide sowie Grundstrukturen der sechs wichtigsten Untergruppen. Als Hauptsubstituen-
ten (R1,2,3) treten –H und –OH, seltener –OCH3 auf. Bevorzugte Positionen für O- und C-verknüpfte Glycoside sowie orga-
nische/phenolische Säuren sind durch Pfeile markiert.  
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1.3.2.2 Flavonole, Flavone, Isoflavone, Flavanone und Anthocyanidine 

Am weitesten verbreitet sind die Flavonole, insbesondere Quercetin und Kaempferol. Im Tee 

treten sie v. a. in glycosylierter Form als Flavonol-3-O-Glycoside (FOG) auf. Beispiele sind das 

Kaempferol-3-O-glucosid (Astragalin) sowie das Quercetin-3-O-rhamnosid (Quercitrin). Ihr 

Gesamtgehalt liegt bei 0,5–2,5 % i. Tr. im Teeaufguss (berechnet als Aglycone).77, 95-96 Wie 

SCHARBERT & HOFMANN (2005) berichteten, tragen FOG maßgeblich zu Adstringenz und Bitter-

keit eines Teeaufgusses bei.79 Flavone sind weniger verbreitet und bestehen meist aus Gly-

cosiden des Apigenins und des Luteolins. Hauptquellen sind Sellerie und Petersilie. In C. si-

nensis sind geringe Mengen (< 0,15 % i. Tr., berechnet als Aglycone) Flavon-C-Glycoside (FCG) 

wie Apigenin-8-C-glucosid (Vitexin) und Apigenin-6-C-glucosid (Isovitexin) enthalten.25, 86, 97-99 

Isoflavone sind als Phytoestrogene beschrieben und werden hauptsächlich in Leguminosen 

wie Soja gebildet.100 In Tee spielen sie ebenso wenig eine Rolle wie die Flavanone, welche in 

hoher Konzentration nur in Citrusfrüchten vorhanden sind. Dort liegen sie als Glycoside vor 

und verleihen z. T. einen bitteren Geschmack (z.B. Naringin in Grapefruit).86 Anthocyanidine 

sind in ihrer glycosylierten Form, den sog. Anthocyanen, als Farbpigmente verbreitet, wobei 

der Farbton durch den pH-Wert bestimmt wird. Hohe Gehalte finden sich z. B. in Beeren wie 

Aronia- und Holunderbeeren.86, 101  

1.3.2.3 Flavanole  

Der größte Anteil an Polyphenolen im grünen und weißen Tee entfällt auf die Flavan-3-ole. 

Aus diesem Grund gilt Tee neben Kakao, Wein und Aprikosen als eine Hauptquelle für Flava-

nole in der menschlichen Ernährung.86 Flavanol-Glycoside spielen in Lebensmitteln eine un-

tergeordnete Rolle, kommen aber beispielsweise in Getreide und Hülsenfrüchten vor.102-103 

Besonderes Strukturmerkmal der Flavanole ist die fehlende Doppelbindung am C-Ring zwi-

schen Position 2 und 3, so dass an diesen Stellen jeweils ein Chiralitätszentrum vorhanden 

ist. In der Folge entstehen nach jeder Hydroxylierung am B-Ring vier neue Isomere, bei-

spielsweise für das 3'-,4'-dihydroxylierte Flavan-3-ol die Isomere (+)-Catechin, (–)-Catechin, 

(−)-Epicatechin und (+)-Epicatechin. In der Natur werden nur die Isomere (+)-Catechin und 

(−)-Epicatechin sowie davon abgeleitete Verbindungen in relevanten Mengen syntheti-

siert.32, 104 Flavan-3-ole bilden an der C3-Position häufig Ester mit Gallussäure, z. B. das 

(−)-Epicatechin-3-O-gallat (Abb. 1–10).104 

Im Tee sind die in monomerer Form vorliegenden Flavanole von großer Bedeutung. Dabei 

handelt es sich fast ausschließlich um die sog. Catechine (di- bzw. tri-hydroxylierter B-Ring) 

(Abb. 1–10). Außerdem ist (–)-Epiafzelechin (4'-monohydroxyliert) in geringer Konzentration 
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vorhanden.32 Quantitativ am bedeutendsten sind (–)-Epigallocatechingallat (EGCG), gefolgt 

von (−)-Epicatechingallat (ECG), (−)-Epigallocatechin (EGC) und (−)-Epicatechin (EC) sowie 

deren weniger häufig vorkommenden Epimeren (+)-Catechin ((+)-C), (+)-Gallocatechingallat 

(GCG) und (+)-Gallocatechin (GC).104-106 Durch das Aufgießen mit heißem Wasser findet (in-

sbesondere bei längerem Warmhalten) eine Epimerisierung der Catechine an der C2-Position 

statt.105  

Durch Oligo- und Polymerisierung bilden Flavanole zudem die Subklasse der Proanthocyani-

dine (auch: kondensierte Tannine). Diese setzen sich vornehmlich aus (+)-C und (−)-EC-

Einheiten, vereinzelt auch aus (–)-Epiafzelechin oder GC und EGC sowie deren Galloylestern 

zusammen. Es wird zwischen zwei Typen unterschieden. Typ B-Proanthocyanidine besitzen 

eine C–C-Bindung zwischen der Position C4 und C6 oder C8, während Proanthocyanidine des 

A-Typs eine zusätzliche Etherbindung an den Positionen C2 und C7 aufweisen (Abb. 1–10). 

Proanthocyanidine sind zu etwa 0,8 % i. Tr. in grünem und zu 0,5 % i. Tr. in schwarzem Tee 

enthalten.32, 92, 96 

 

Abb. 1–10 Strukturformeln einiger Flavanole im Tee (verändert nach STODT & ENGELHARDT, 2013).107 

Die Flavanol-Gehalte sind stark von der Verarbeitung des Tees abhängig. Im Schwarztee do-

minieren oxidierte und oligomere Formen der Flavanole (u. a. Theaflavine, Bisflavanole, 

Thearubigene). Die dafür ursächlichen Reaktionen werden im Folgenden näher betrachtet. 
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1.3.2.4 Bildung von Schwarztee-Polyphenolen mittels enzymatisch katalysierter Oxidati-

on 

Enzymatisch katalysierte Einleitung der Oxidation und Modellsysteme 

Die grundlegenden chemischen Prozesse in der Schwarzteeherstellung werden nach der Zer-

störung der Zellstruktur durch enzymatisch katalysierte Oxidationsreaktionen an den Flava-

nolen eingeleitet. Von maßgeblicher Bedeutung ist das Enzym Polyphenoloxidase (PPO, 

EC 1.10.3.1), welches mit Sauerstoff als Cosubstrat die Oxidation des ortho-Diphenols am B-

Ring initiiert. Es bildet sich ein ortho-Chinon, das eine hohe Reaktivität gegenüber Nucleophi-

len aufweist (Abb. 1–11).108-113 Als Nebenprodukt dieser Reaktion entsteht Wasserstoffpero-

xid.114 Dies geschieht bevorzugt bei der Oxidation von Catechinen des Pyrogallol-Typs 

(3',4',5'-trihydroxylierter B-Ring, z. B. EGC und EGCG) und führt zu einer Anreicherung des 

Wasserstoffperoxids in signifikanter Menge (im Modellversuch wurden Konzentrationen von 

230–390 µM nachgewiesen). Wasserstoffperoxid dient dem Enzym Peroxidase (POD, EC 

1.11.1.7) als Cosubstrat und katalysiert ebenfalls die Oxidation der Flavanole unter Bildung 

von ortho-Chinonen.111, 115-117 Zusätzlich kommt es im Verlauf der Oxidation zur Freisetzung 

von Gallussäure, z. B. durch oxidative Spaltung von Galloylestern der Catechine, und somit zu 

einem Absinken des pH-Wertes.118-120 Im frischen Blatt liegt dieser bei etwa 5,6, was auch in 

etwa dem pH-Optimum der PPO entspricht, während das Optimum der POD bei pH 4,7–5,0 

liegt.110, 115, 121 Infolge der Wasserstoffperoxid-Bildung und des sinkenden pH-Wertes steigt 

die Aktivität der POD im Laufe der Fermentation an und trägt damit entscheidend zum Oxi-

dationsablauf bei. Die Bildung der o-Chinone ist in Abb. 1–11 dargestellt. Aufgrund ihres 

Elektronenmangels verhalten sich die o-Chinone reaktiv, so dass sie zum Ausgangspunkt wei-

terer und nur zum Teil aufgeklärter Reaktionen werden, an denen die Enzyme in der Regel 

nicht beteiligt sind.122-123 Es wurde berichtet, dass PPO bevorzugt Catechine in der Epi-Form 

und ohne Galloylfunktion sowie mit zweifach hydroxyliertem B-Ring (Catechol-Typ) oxidiert. 

Somit stellt EC das primäre Substrat unter den Tee-Catechinen dar.59, 119, 124-127 Da das Re-

doxpotential der Flavanole in der Reihenfolge EGC < EGCG < ECG < EC ansteigt, kommt es 

nach der Bildung des Epicatechin-o-chinons (ECQ) zu Redoxreaktionen mit den anderen Ca-

techinen, z. B. EGCG. Infolgedessen wird EGCG zum korrespondierenden o-Chinon (EGCGQ) 

oxidiert, während EC zurückgewonnen wird und erneut für die Enzyme PPO oder POD als 

Substrat zur Verfügung steht (Abb. 1–11).118, 120, 125-126, 128  

Um die Bildung weiterer Reaktionsprodukte zu untersuchen, werden oftmals Modelloxida-

tionen durchgeführt. Hierzu können sowohl Enzyme als auch chemische Oxidantien wie 

K3Fe(CN)6/NaHCO3 als Oxidationsmittel herangezogen werden, wobei letztere vornehmlich in 
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älteren Arbeiten zum Einsatz kamen.129-133 Kürzlich wurde zudem über die Verwendung einer 

voltametrischen Methode zur elektrochemischen Oxidation von EGCG zu EGCGQ 

berichtet.134 Bei der Verwendung von Enzymen sind frisches und zerkleinertes Teeblattmate-

rial sowie aus Tee extrahierte PPO eingesetzt worden.119, 124, 135-138 

Ferner wurden Enzyme aus anderweitigen pflanzlichen Quellen, z. B. Meerrettich-Peroxidase 

(HR-POD) in Kombination mit Wasserstoffperoxid, genutzt.139-142 Nach Modellversuchen mit 

Tee-PPO und (HR-)POD konnten außerdem Vergleiche zwischen den Reaktionsprodukten mit 

diesen unterschiedlichen Enzymen vorgenommen werden.110-111, 115 BONNELY et al. (2003) 

beschrieben ein System, das durch die Verwendung frischer, polyphenolfreier Teeblätter 

ermöglicht, Fermentationen selektiv mit endogener PPO und/oder POD durchzuführen.143 

Auch enzymhaltige Homogenate anderer Pflanzen wie Bananen, Birnen oder Loquat sind 

geeignet, Reaktionen ähnlich derer im Tee einzuleiten und wurden hierzu mehrfach verwen-

det.144-149 TANAKA et al. (2002a) untersuchten 62 Pflanzenhomogenate hinsichtlich ihrer Fä-

 

Abb. 1–11 Schematische Darstellung der enzymatischen Oxidation und anschließenden Rückgewinnung des EC. Im 
ten Schritt wird das EC mit PPO und Sauerstoff bzw. POD und Wasserstoffperoxid zu dessen o-Chinon ECQ oxidiert. 
aufhin kommt es zur Redoxreaktion des B-Ringes mit dem B-Ring eines EGCG-Moleküls unter Bildung von EGCGQ und 
EC. 
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higkeit, aus EC und EGC das Oxidationsprodukt Theaflavin zu bilden; dies gelang in 46 Fäl-

len.126 

Theaflavine und Derivate 

Theaflavin (TF) und dessen Mono- und Digallatester (TF-3-G, TF-3'-G und TF-DG; Abb. 1–12) 

gehören zu den Hauptprodukten des Oxidationsprozesses (Gehalt: 0,07–1,45 % i. Tr.).106 

Gleichzeitig sind sie Ausgangspunkte für weitere Reaktionen. Theaflavine wurden schon früh 

im Schwarztee nachgewiesen und als wichtiger Inhaltsstoff erkannt.150-152 Charakteristisch ist 

ihre intensiv orange-rote Farbe. Außerdem deuten Studien darauf hin, dass ein hoher Thea-

flavin-Gehalt in Schwarztee mit höheren Auktionspreisen korreliert und somit möglicherwei-

se als Qualitätsmerkmal wahrgenommen wird.153-158 

Prägendes Strukturmerkmal ist die 1',2'-Dihydroxy-3,4-Benzotropolon-Einheit, die durch 

Verknüpfung von zwei Catechinen (davon eines des Catechol-Typs und eines des Pyrogallol-

Typs) entsteht. Während die Strukturen bekannt sind,129, 159-160 ist der Bildungsmechanismus 

nicht gänzlich geklärt.128, 158-159 Fraglich ist, ob zu Beginn der Reaktion beide Flavanole oder 

nur jenes mit dihydroxyliertem B-Ring als Chinone vorliegen. Für den ersten Fall wird eine 

Michael-Addition postuliert, welche nach Addition einer Carbonylgruppe zur Bildung eines 

Intermediates mit Bicyclo[3.2.1]octan-Struktur an den B-Ringen führt. Nach einer Decarboxy-

lierung geht daraus das Theaflavin hervor.111, 135, 140-141 Alternativ wird eine 2-stufige Addition 

zwischen o-Chinon und trihydroxyliertem B-Ring angenommen, bei der ebenfalls das Bicyc-

lo[3.2.1]octan-Zwischenprodukt entsteht.127, 149, 161 Die Bildung dieses Intermediates konnte 

nachgewiesen werden.162-163 Neben den häufig auftretenden Galloylierungen an der C-3- 

und C-3'-Position wurden auch Theaflavin-tri- und tetra-gallate mit zusätzlicher Galloylfunk-

tion an der Position C-5 und/oder C-5' gefunden.164 Sind an der Bildung die in C. sinensis nur 

in vergleichsweise geringer Menge enthaltenen Epimere (+)-C und CG beteiligt, kommt es 

zur Bildung von Neo- bzw. Iso-Theaflavinen.165-166 Deren Quantifizierung kann per HPLC-

DAD90 oder als Summenparameter mit der Flavognost-Methode167 erfolgen.  

Es sind weitere dimere Polyphenole mit 1',2'-Dihydroxy-3,4-Benzotropolon-Einheit im Tee 

bekannt. Zum einen handelt es sich dabei um die Theaflavinsäuren, welche 1970 erstmals in 

Modelloxidationen synthetisiert und 1972 in Tee nachgewiesen wurden. Ihre Bildung erfolgt 

durch die Reaktion eines Catechins des Catechol-Typs mit Gallussäure.118, 129, 131, 168-169 So 

entsteht beispielsweise die Epitheaflavinsäure (Abb. 1–12) durch Kondensation des B-Ringes 

von EC mit dem Pyrogallol-Ring der Gallussäure. 
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In jüngerer Zeit konnten bei Modellfermentationen Theaflavine mit zwei bzw. drei Benzot-

ropolon-Einheiten synthetisiert werden (Theadibenzotropolon A, B und C sowie Theatriben-

zotropolon A). Bezüglich der Theadibenzotropolone A und B gelang der Nachweis auch in 

Schwarzteeproben.139-140 

 

Abb. 1–12 Strukturformeln der vier häufigsten Theaflavine sowie weiterer in schwarzem Tee nachgewiesener 
Polyphenole mit Benzotropolonstruktur (Theaflavat A, Epitheaflagallin, Epitheaflavinsäure) und eines Theafla-
vin-Derivates (Theanaphthochinon). 
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Zuvor war bereits über die Theaflavate A, B und C berichtet worden. Diese Flavanol-Di- und 

Trimere werden durch 1',2'-Dihydroxy-3,4-Benzotropolon-Einheiten gekennzeichnet, welche 

sich durch Verknüpfung eines dihydroxylierten B-Ringes mit der Galloylgruppe eines weite-

ren Flavanols gebildet haben (Abb. 1–12).127, 133, 165 

Darüber hinaus sind im schwarzen Tee Oxidationsprodukte mit 1',2',3'-Trihydroxy-3,4-

Benzotropolon-Einheit bekannt, deren zusätzliche Hydroxylgruppe aus der Beteiligung 

zweier Pyrogallol-Ringe an der vorhergehenden Kondensationsreaktion hervorgeht.91 Ers-

tmalig gelang NONAKA et al. (1986) die Isolierung von Theaflagallinen (Abb. 1–12) aus Tee 

sowie deren Synthese mit Gallocatechinen und Gallussäure.170 MATSUO et al. (2006, 2009) 

konnten zeigen, dass auch eine Herstellung aus zwei Catechinen des Pyrogallol-Typs in Ab-

wesenheit von Gallussäure möglich ist. Die Reaktion verläuft ebenfalls über ein Intermediat 

mit Bicyclo[3.2.1]octan-Struktur, worauf die Bildung eines Proepitheaflagallins folgt. Dieses 

ist instabil und geht durch Spaltung am C-Ring zum korrespondierenden Theaflagallin über 

oder bildet durch Umlagerung ein Hydroxytheaflavin, welches sich von den Theaflavinen nur 

durch die zusätzliche Hydroxyl-Gruppe an der Benzotropolon-Einheit unterscheidet.148, 163 Im 

Gegensatz zu den Theaflagallinen wurde Hydroxytheaflavin bisher nicht in Schwarztee nach-

gewiesen.123 

Wie in mehreren Studien beobachtet wurde, werden die Theaflavine früh im Laufe des Fer-

mentationsvorganges gebildet und unterliegen mit fortwährender Dauer einem Abbau.59, 95, 

124-125, 151, 171-172 Daher liegt die Vermutung nahe, dass weitere Oxidationsreaktionen ablau-

fen. Wie Modellversuche zeigten, wird Theaflavin allein nicht von PPO umgesetzt. Erfolgt 

jedoch eine Zugabe von EC, so ergibt sich ein schneller Abbau des Theaflavins, welches dem-

nach als Nucleophil mit ECQ zu reagieren scheint. Eine entsprechende Reaktion mit EGC 

konnte nicht beobachtet werden, was auf das geringere Redoxpotential des EGC zurückge-

führt wird.120, 128 Als ein Hauptprodukt der Oxidation wurde von TANAKA et al. (2000) das 

Theanaphthochinon (Abb. 1–12) als rötliches Pigment isoliert. Die Bildung wurde in weiteren 

Modellversuchen bestätigt,142, 147 ein Nachweis über die Anwesenheit in Tee erfolgte 

2010.173 Jüngst wurde über die Synthese eines neuartigen Oxidationsproduktes des Thea-

naphthochinons bei einer Modelloxidation mit HR-POD und Wasserstoffperoxid berichtet. Es 

wird angenommen, dass die Theacoumarin A genannte Verbindung auch bei der Schwarz-

teeherstellung gebildet wird.174 Weitere in Modellversuchen erzeugte Oxidationsprodukte 

auf Theaflavinbasis sind das Dehydrotheaflavin sowie die Bistheaflavine A und B.144, 175 Bei 

letzteren handelt es sich um dimere Theaflavine (bzw. tetramere Catechine), deren Verknüp-

fung an den Benzotropolon-Einheiten erfolgt ist. Analog dazu wurde die Bildung von Bis-
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theaflavat A aus Theaflavat A beschrieben.127 Ein Nachweis dieser Komponenten in schwar-

zem Tee ist bisher nicht erfolgt. Bereits ROBERTS (1958a) vermutete jedoch, dass der Abbau 

von Theaflavinen v. a. zur Bildung der sog. Thearubigene führt (s. Abschnitt 1.3.2.5).151 Es ist 

daher naheliegend, dass die in den chemisch weniger komplexen Modellversuchen generier-

ten Oxidationsprodukte zumindest in geringen Gehalten im Schwarztee enthalten sind oder 

als Zwischenstufen weiter umgesetzt werden. 

Theasinensine (Bisflavanole) 

Theasinensine (Abb. 1–13), auch Bisflavanole genannt, sind Flavanol-Dimere (bevorzugt vom 

Pyrogallol-Typ), die durch eine biphenylische C–C-Bindung an den 2'-Positionen der B-Ringe 

verknüpft sind. Damit entstehen sie über einen zweiten wichtigen Dimerisierungsmechanis-

mus neben dem der Theaflavine. Nach der Beschreibung durch ROBERTS (1958c) erfolgte die 

Strukturaufklärung durch FERRETTI et al. (1968) und die Arbeitsgruppe um NISHIOKA.152, 176-179 

Gegenwärtig sind acht Theasinensine (A–H) bekannt, bei denen es sich jeweils um Atropiso-

merenpaare handelt (A↔D, B↔H, C↔D, F↔G).178, 180 Parallel zur Bildung von Theasinensi-

nen wurde die Entstehung eines als Oolongtheanin bezeichneten Dimers beobachtet.91, 178 

Nachfolgende Studien der Gruppe um TANAKA lassen den Schluss zu, dass ein Großteil der 

Theasinensine erst durch die Hitzeeinwirkung im letzten Herstellungsschritt, der Enzyminak-

tivierung und Trocknung, gebildet wird. Während der Fermentation entstehen die labilen 

Dehydrotheasinensine (zweifach verknüpfte Catechin-Dimere), welche oxidativ zum ent-

sprechenden Oolongtheanin bzw. durch Disproportionierung zum entsprechenden Theasi-

nensin-Paar umgesetzt werden.126, 148, 180-183 Via enzymatischer Modelloxidation konnten LI 

et al. (2007) vier EGCG-Trimere des Theasinensin-Typs herstellen und als Phenazinderivate 

isolieren.181 Interessanterweise wiesen diese neben der üblichen 2'–2'-Verknüpung der B-

Ringe eine gleichartige Bindung zwischen einem B-Ring und dem Pyrogallol-Ring eines Gal-

loyl-Esters auf. Eine entsprechende Verknüpfung ist bei Dimeren bisher nicht bekannt und 

ein Vorkommen der Trimere in Schwarztee nicht bestätigt. Der Bisflavanolgehalt liegt bei 

etwa 0,05 % i. Tr. im Grüntee und ca. 0,65 % i. Tr. im Schwarztee.96 

Theacitrine 

DAVIS et al. (1997) gelang die Isolierung der Theacitrine A–C, dreier gelber Substanzen aus 

Schwarztee mit neuartiger Grundstruktur (Abb. 1–13). Es handelt sich um Catechin-Dimere, 

die nach Reaktion der B-Ringe über ein C6-C1-C5-Gerüst verknüpft sind. Insbesondere in 

saurem Milieu verhalten sie sich instabil.184 MATSUO et al. (2011) haben nach Durchführung 

von Modelloxidationen einen Bildungsmechanismus vorgeschlagen, der ähnlich dem der 

Theaflavine über ein Intermediat mit Bicyclo[3.2.1]octan-Strukur verläuft.149 
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Abb. 1–13 Strukturformeln der Theasinensine, des Oolongtheanins sowie des Theacitrins A. 

1.3.2.5 Thearubigene  

Als Thearubigene (TRs) wird eine heterogene, hochkomplexe Gruppe (poly-)phenolischer 

Bestandteile in schwarzem Tee bezeichnet. TRs wurden bereits 1957 von ROBERTS et al. be-

schrieben. Im darauffolgenden Jahr wurde der Terminus Thearubigene als provisorischer 

Oberbegriff für alle braun gefärbten (poly-)phenolischen Pigmente mit sauren Eigenschaften 

im Tee eingeführt. Dieser wird bis heute benutzt.150 151  
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Abb. 1–14 Beispiele für vorgeschlagene Strukturformeln nach A: HASLAM (2003) und B: MENET et al. (2004).185-186 

In zahlreichen Forschungsarbeiten konnte die Bedeutung dieser Substanzklasse als wertge-

bender Bestandteil des schwarzen Tees bestätigt werden. TRs stellen in den meisten 

Schwarztees die größte Gruppe phenolischer Komponenten dar und beeinflussen durch ih-

ren Einfluss auf Farbe und Mundgefühl die sensorische Qualität des Tees.62, 137, 187-189 Ferner 

sind gesundheitsfördernde Eigenschaften beschrieben worden (s. auch Abschnitt 1.1.5).41, 44-

45, 190 

Ungeachtet dieser Forschungen bestehen weiterhin große Lücken bezüglich der Bildungswe-

ge und chemischen Strukturen der TRs. Eine erste Fraktionierung wurde von ROBERTS et al. 

(1957) durchgeführt, die die TRs anhand ihrer Löslichkeit in Ethylacetat und n-Butanol in die 

sogenannten SI-, SII- und SIa-Fraktionen einteilten.150 Diese Klassifizierung ist zu einem Stan-

dard in der Beschreibung von Thearubigen-Fraktionen geworden und wird bis heute ver-

wendet.191-193 BAILEY et al. stellten 1991 eine alternative Einteilung vor. Anhand ihres chroma-

tographischen Verhaltens bei der RP-HPLC wurden die phenolischen Komponenten des 

Schwarztees in drei Hauptgruppen unterteilt: Gruppe I umfasst diejenigen Inhaltsstoffe, wel-

che von der Säule nicht retardiert wurden; Gruppe II enthält hingegen die Bestandteile, wel-

che gut getrennt wurden. Diese Gruppe wurde in weitere Untergruppen (II.1–II.4) aufgeteilt. 

Die Substanzen, die nicht aufgelöst wurden und in einem breiten „Hügel“ (dem sog. Hump) 

eluierten, wurden einer dritten Gruppe zugeordnet.194 

Konventionelle Strategien zur Trennung und Strukturaufklärung wie Isolierung und Aufreini-

gung einzelner Substanzen mittels Säulenchromatographie, Gegenstromverteilungschroma-
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tographie oder präparativer HPLC sowie anschließender NMR-Spektroskopie sind aufgrund 

der hohen Komplexität der TRs nur eingeschränkt möglich. Zudem enthalten die Fraktionen 

nach ROBERTS et al. (1957) Verunreinigungen durch chemisch verwandte Polyphenole (Thea-

flavine, FOG, Catechine). Höhere Reinheitsgrade konnten mit Hilfe von HSCCC bzw. durch 

eine Fällung mit Coffein erzielt werden.195-196 

Anhand von chemischen Abbauprodukten einer TR-reichen Fraktion schlossen OZAWA et al. 

(1996) darauf, dass TRs aus mehreren Flavanol-Einheiten aufgebaut sind, die über Bindun-

gen am B-Ring  (C6'–C6') oder zwischen C- und A-Ring (C4–C8, C4–C6) zu Polymeren ver-

knüpft sind.197 

In theoretischen Überlegungen auf der Basis des bis dahin bekannten Wissens wurde 2003 

eine planare, konjugierte Struktur der TRs durch oxidative Oligomerisierung am B-Ring ange-

nommen. Mit der Bildung eines stabilen Anions würden sich die braune Farbe sowie die 

schwach sauren Eigenschaften erklären lassen (Abb. 1–14). Diese Hypothese konnte jedoch 

nie experimentell bestätigt werden.185 MENET et al. (2004) nutzten MALDI-TOF Massenspekt-

rometrie mit verzögerter Ionenextraktion (delayed pulsed ion extraction), um Ionen in der 

Quelle zu fragmentieren und aus den Fragmentmassen strukturelle Daten zu erhalten. Die 

Analyse angereicherter Schwarztee-Extrakte zeigte zahlreiche Signale mit m/z-Werten grö-

ßer 1000. Aus der Auswertung wurde abgeleitet, dass es sich bei einem Teil der TRs um po-

lymere Catechine mit variierendem Galloylierungsgrad handelt, während ein anderer Teil 

aus Catechin-Dimeren (z. B. Theasinensine) besteht, deren Gallatester eine Benzotropolo-

neinheit mit dem B-Ring anderer Flavanole ausgebildet haben (Abb. 1–14).186 In jüngerer 

Vergangenheit stellten Kuhnert et al. (2010) nach dem kombinierten Einsatz massenspekt-

rometrischer Methoden die Hypothese einer oxidativen Kaskade auf.173, 198 Dabei wurden 15 

TR-Extrakte verwendet, welche zuvor mittels einer Mischung aus Coffein-Fällung und Ro-

berts'-Fraktionierung erhalten worden waren.  

Via MALDI-TOF-MS wurde zunächst ein Überblick über die Verteilung der Molekülmassen 

erhalten, anschließend folgte die Analyse mittels hochauflösender ESI-FT-ICR- (Elektronen-

sprayionisations-Fouriertransformations-Ionenzyklotronresonanz) Massenspektro-metrie zur 

Aufklärung der Summenformel. Die komplexe Datenauswertung gelang unter Zuhilfenahme 

von Methoden aus dem Bereich der petrochemischen Analytik (van Krevelen- und Kendrick-

Plot). 

Anhäufungen bestimmter Massen (Cluster) deuteten darauf hin, dass die TRs aus bis zu 7 

Catechin-Einheiten mit Molekülmassen von bis zu 2100 Da aufgebaut sind. Je TR-Fraktion 
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wurden 8000–10 000 Signale detektiert, denen bis zu 1500 Summenformeln zugeordnet 

werden konnten. Aufgrund der hohen Anzahl an möglichen Isomeren können die einzelnen 

Fraktionen bis zu 30 000 Substanzen enthalten. Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde 

eine dreistufige Hypothese für die Bildung von TRs formuliert: Im ersten Schritt erfolgt eine 

Oligomerisierung der Catechine (2–7 Einheiten) basierend auf den vier bekannten Verknüp-

fungswegen der Theaflavine, Theasinensine, Theanaphthochinone und Theacitrine. Es folgt 

eine Oxidation zum o-Chinon, woraufhin eine nucleophile aromatische Addition von Wasser 

als Nucleophil stattfindet (formal: Einbau eines Sauerstoffatoms in eine aromatische C–H-

Bindung). Dieser Schritt führt zu einer Verringerung des Redoxpotentials und begünstigt da-

mit die erneute Oxidation zum o-Chinon, gefolgt von einer weiteren Addition von Wasser. 

Dadurch wiederholt sich der Vorgang kaskadenartig, bis alle verfügbaren Positionen substi-

tuiert wurden. Die dritte Stufe wird durch die Ausbildung eines Redox-Gleichgewichtes zwi-

schen dem polyhydroxylierten Oligomer und seinem entsprechenden o-Chinon erreicht. 

Abb. 1–15 verdeutlicht den zweiten Schritt der oxidativen Kaskade am Beispiel der Polyhyd-

roxylierung von TF-3-G. 

 
Abb. 1–15 Ablauf des zweiten Schrittes der oxidativen Kaskade nach der Hypothese von KUHNERT et al. (2010) am Bei-
spiel von Theaflavin-3-gallat (Graphik aus STODT & ENGELHARDT, 2013).107, 198 

Die Hypothese wird durch die Arbeit von DRYNAN et al. (2012) unterstützt, welche auf Analy-

sen mittels MALDI-TOF-MS beruht. Dabei wurden die gleichen 15 Schwarztee-Extrakte un-
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tersucht und in jeder Probe 1000–4500 Signale detektiert, die sich im Bereich von Clustern 

mit m/z 610, 760, 910, 1060, 1210, 1360, 1500 und 1650 konzentrierten. Innerhalb dieser 

Cluster zeigten sich Intervalle von +16 Da und –2 Da, so dass eine Addition von Sauerstoff 

bzw. eine Abspaltung von H2 denkbar ist.199 

In weiteren Arbeiten konnten der Hypothese entsprechende polyhydroxylierte Derivate von 

Theasinensin und Theanaphthochinon mittels LC-ESI-MSn nachgewiesen und die Strukturen 

tri- und tetramerer Flavan-3-ole mit einer Theaflavin- bzw. Theasinensin-Grundstruktur auf-

geklärt werden (Abb. 1–16).193, 200 Darüber hinaus wurde auf Basis der massenspektrometri-

schen Ergebnisse ein weiterer Oxidationsmechanismus vorgeschlagen, bei dem Wasserstoff-

peroxid anstelle von Wasser als Nucleophil am oxidierten B-Ring angreift und zur Bildung 

von Epoxiden führt (Abb. 1–16).200 

 

Abb. 1–16 Links: Beispiel für ein Flavanol-Trimer, welches durch C-C-Bindung einer EGC-Einheit an Theaflavin-
digallat gebildet wird; rechts: hypothetische Oxidation eines Flavanol-Chinons durch nucleophilen Angriff von H2O2 
unter Bildung eines Epoxides am B-Ring.193, 200 

Die Ergebnisse aus dem Arbeitskreis von KUHNERT stellen möglicherweise nur einen Aus-

schnitt aus dem Gesamtbild dar, es handelt sich dabei jedoch um den bisher weitreichend-

sten Ansatz. 

Quantifizierung 

Trotz der Fortschritte in der Strukturaufklärung ist bis heute keine Methode verfügbar, mit 

der sich Thearubigene zuverlässig quantifizieren lassen. In den meisten Fällen sind die Me-
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thoden zu unspezifisch, so dass andere Teebestandteile wie FOG mitbestimmt werden.201-202 

Ein Ansatz ist daher, den Gehalt indirekt durch die Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes 

und die Subtraktion möglichst vieler separat quantifizierbarer Komponenten abzuschätzen 

(s. Gleichungen 1–1 und 1–2).187  

 Gesamtflavonoide = Gesamtphenole - (Gallussäure + Theogallin + Chlorogensäuren)              (1–1) 

 Thearubigene = Gesamtflavonoide - (Catechine + Theaflavine + Flavonole + Flavone)               (1–2) 

Dieses Verfahren ist allerdings durch die Vielzahl der zu bestimmenden Variablen fehleran-

fällig und mit einem hohen Zeitaufwand verbunden.  

1.3.2.6 Sonstige Oxidationsprodukte 

In der Literatur sind einige weitere Catechin-Dimere beschrieben. Es handelt sich weitge-

hend um einzelne Komponenten, deren Synthesemechanismen mutmaßlich eine unter-

geordnete Rolle innerhalb der Reaktionsabläufe in der Schwarzteeproduktion spielen.144-145, 

175, 203-204 Oftmals fehlt ein Nachweis über die Anwesenheit in authentisch fermentierten 

Tees, weshalb hierauf nicht näher eingegangen werden soll.  

SHAO et al. (1995) berichteten über die Anwesenheit von TRs in Pu-Erh-Tee. Da jedoch keine 

Vorstufen wie Theaflavine nachgewiesen wurden, ist es denkbar, dass diese „Pu-Erh-

Thearubigene“ gegenüber konventionell oxidierten TRs eine abweichende chemische Struk-

tur besitzen.205 

Des Weiteren sind Reaktionsprodukte aus Polyphenolen und weiteren Teebestandteilen 

beschrieben. So gelang TANAKA et al. (2005) die Isolierung von Ethylpyrrolidinonyl-

Theasinensin A, welches sich aus einer Theasinensin A-Einheit und einem Strecker-

Abbauprodukt des L-Theanins zusammensetzt. Dabei wurde gezeigt, dass im Rahmen des 

Strecker-Abbaus von Aminosäuren Aldehyde gebildet werden, womit sich möglicherweise 

auch die Bildung der bereits 1989 von HASHIMOTO et al. charakterisierten Oolonghomobisfla-

vane A und B erklären lässt.206-207 Außerdem konnte ein Dimer aus EGCG und Dehydroascor-

binsäure isoliert werden.207 In weiteren Arbeiten wurde das Theogallinin, ein Dimer aus 

EGCG und Theogallin, isoliert. Dieses ist ähnlich den Theasinensinen über eine biphenylische 

C–C-Bindung zwischen dem B-Ring des EGCG und der Pyrogallol-Einheit des Theogallins ver-

knüpft. Zudem konnten zwei Bisflavonoide mit 2,2'-Verknüfung der B-Ringe aus EGC bzw. 

EGCG und dem Flavonol-Glycosid Isomyricitrin isoliert werden.91 
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1.4 Gegenstromverteilungschromatographie  

1.4.1 Prinzip und Grundlagen 

Bei der Gegenstromverteilungschromatographie (engl.: Countercurrent chromatography, 

kurz CCC) handelt es sich um eine spezielle Form der flüssig-flüssig-Chromatographie. Diese 

wurde in ihrer modernen Form seit den 1960er-Jahren insbesondere durch Dr. YOICHIRO ITO 

entwickelt, Urformen wurden jedoch bereits 1934 beschrieben.208-210 Die Trenntechnik ba-

siert auf dem Prinzip zweier nicht miteinander mischbarer Phasen, von denen eine Phase die 

stationäre Phase bildet, durch welche sich die andere, mobile Phase hindurchbewegt. Streng 

genommen handelt es sich dabei um keinen echten „Gegenstrom“.211 Der Analyt wird in 

gelöster Form (in der Regel in einer Mischung der beiden Phasen) in die mobile Phase ein-

gebracht und durchläuft mit dieser die stationäre Phase. Hierbei kommt es zu Mischungs- 

und Entmischungsvorgängen, bei denen sich der Analyt entsprechend den Eigenschaften 

seiner Bestandteile in den beiden Phasen verteilt und von der stationären Phase retardiert 

wird. Die mobile Phase trägt somit die Inhaltsstoffe in zunehmendem Maße aufgetrennt mit 

sich.212 Bei Austritt aus dem System kann das Eluat wie bei chromatographischen Trennun-

gen üblich z. B. mit einem UV-Detektor detektiert und mit Hilfe eines Fraktionensammlers 

fraktioniert aufgefangen werden. Auch eine Kopplung an Massenspektrometer wurde bereits 

mehrfach beschrieben (z. B. ITO et al., 2008; MCGUIRE et al., 1995).213-214 Während eines CCC-Laufs 

besteht allerdings die Möglichkeit, dass die Analyten eine zu starke Affinität entweder zur 

mobilen oder zur stationären Phase aufweisen, so dass sie ohne Auftrennung bereits im 

Moment des Durchbruchs der mobilen Phase eluieren oder aber in der Säule verbleiben 

bzw. erst nach sehr langer Trenndauer und in einem breiten Peak eluieren.  

1.4.2 Fließmittelsysteme 

Damit eine möglichst gleichmäßige Verteilung in den Phasen und somit eine gute Trennung 

gewährleistet werden kann, muss ein an das Trennproblem angepasstes 2-Phasensystem 

gewählt bzw. entwickelt werden. Sind in der Literatur für den gewünschten Anwendungsbe-

reich keine Fließmittelsysteme beschrieben, können Vorversuche durchgeführt werden. 

Hierzu wird eine geringe Menge der Probe in wenigen Millilitern des Fließmittelsystems ge-

löst und nach gründlicher Durchmischung die Verteilung in den Phasen bestimmt (Abb. 1–

17). Bei der Ermittlung geeigneter 2-Phasen-Systeme ist zudem auf eine ausreichend schnel-

le und saubere Trennung der Phasen zu achten.215  
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Abb. 1–17 Schematische Darstellung der Bestimmung des Verteilungskoeffizienten K: Wenige mg Probe werden in einem 
Schnappdeckelglas in den beiden gegeneinander gesättigten Phasen des Fließmittelsystems gelöst. Anschließend werden 
die Phasen getrennt und mittels HPLC analysiert. Aus der Konzentration des Analyten in den beiden Phasen wird der Quo-
tient berechnet (c (stationäre Phase) / c (mobile Phase)). Dieser entspricht dem Verteilungskoeffizienten K. 

Um dies zu ermöglichen, sollten die beiden Phasen des Fließmittels möglichst eine geringe 

Viskosität, eine hohe Grenzflächenspannung sowie einen hohen Dichteunterschied aufwei-

sen.211, 216 Aus der Verteilung des Analyten zwischen den beiden Phasen ergibt sich gemäß 

dem Nernst’schen Verteilungsgesetz der Verteilungskoeffizient K:212 

     𝐾𝐾 𝑐𝑐 𝑃𝑃𝑟𝑟𝑜𝑜𝑏𝑏𝑒𝑒 𝑠𝑠𝑡𝑡𝑎𝑎𝑡𝑡𝑖𝑖𝑜𝑜𝑛𝑛𝑎𝑎𝑒𝑒𝑟𝑟𝑒𝑒 𝑃𝑃ℎ𝑎𝑎𝑠𝑠𝑒𝑒
𝑐𝑐 𝑃𝑃𝑟𝑟𝑜𝑜𝑏𝑏𝑒𝑒 𝑚𝑚𝑜𝑜𝑏𝑏𝑖𝑖𝑙𝑙𝑒𝑒 𝑃𝑃ℎ𝑎𝑎𝑠𝑠𝑒𝑒

       (1–3) 

Dieser sollte im Bereich von 0,51,5 liegen. K-Werte von unter 0,5 führen aufgrund geringer 

Retention zu einer Elution der Substanzen mit dem Durchbruch der Fließmittelfront und so-

mit zu einer schlechteren Auflösung. Verteilungskoeffizienten von über 1,5 erlauben dage-

gen zwar  eine hohe Auflösung, erhöhen jedoch auch die Trenndauer und führen infolgedes-

sen zu einer Verbreiterung der Peaks.211, 215 Für viele Anwendungsbereiche sind bereits 

Fließmittel in der Literatur beschrieben. Ferner finden Fließmittelsysteme auf Basis der vier 

Komponenten Heptan/Ethylacetat/Methanol/Wasser (kurz HEMWat) vielfach Verwendung, 

da diese gute Eigenschaften für CCC-Trennungen aufweisen und durch Variation der jeweili-

gen Anteile der Komponenten für einen breiten Anwendungsbereich eingesetzt werden 

können.217 Für sehr polare Trennungen kann ein Fließmittelsystem bestehend aus Ethylace-

tat/n-Butanol/Wasser (kurz EBuWat) verwendet werden.218 Eine Reihe weiterer Fließmittel-

familien sind in der Literatur beschrieben (z. B. FRIESEN & PAULI, 2007; ITO, 2005).215, 217 

Darüber hinaus kann zwischen verschiedenen Elutionsmodi gewählt werden. Die einzelnen 

Varianten sind abhängig vom jeweiligen Gerät und betreffen z. B. die Fluss- und Rotations-

richtung. Dadurch ist es beispielsweise möglich, im Rahmen einer Umkehr der Trennrichtung 
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die mobile und stationäre Phase zu vertauschen. Dies führt dazu, dass ein Analyt mit einem 

K-Wert von 2 im gewählten Fließmittelsystem und somit einer zu starken Retardation in der 

Folge einen K-Wert von 0,5 besitzt und schneller getrennt werden kann.215 Sind in einer Pro-

be Substanzen mit sehr unterschiedlichen K-Werten vorhanden, bieten sich Varianten wie 

der Dual Mode oder die Elusion Extrusion an. Kurz gefasst werden hierbei im Anschluss an 

eine zunächst normal durchgeführte Trennung die in der stationären Phase verbliebenen 

Komponenten durch das Einpumpen von frischer stationärer Phase aus der Säule gespült 

und können fraktioniert aufgefangen werden.211, 219-220 

1.4.3 Die stationäre Phase 

Eine grundsätzliche Schwierigkeit der Gegenstromverteilungschromatographie liegt darin, 

die flüssige stationäre Phase während der Trennung in quasikonstanter Position zu halten. In 

den ersten CCC-Geräten, der Droplet CCC, machte man sich hierzu die Schwerkraft zunutze. 

Diese vergleichsweise geringe Kraft bedingt jedoch lange Trenndauern, so dass in späteren 

Entwicklungen wesentlich stärkere Zentrifugalkräfte genutzt werden sollten.211, 221  

In diesem Zusammenhang wird auch von der Retention der stationären Phase (SF-Wert) ge-

sprochen. Damit ist der Anteil der stationären Phase am gesamten Säulenvolumen (Coilvo-

lumen) gemeint, welcher sich nach einer CCC-Trennung noch im Coil befindet. Durch das 

Einpumpen der mobilen Phase in die mit stationärer Phase gefüllte Säule wird notwendiger-

weise ein Teil der stationären Phase verdrängt. Es ist erstrebenswert, dass möglichst viel 

stationäre Phase in der Säule verbleibt, da ein großes Volumen der stationären Phase deren 

Ladekapazität erweitert. Somit wird bei einer Erhöhung der Retention auch die Auflösung 

der Peaks verbessert.222 Ein hoher SF-Wert wird u.a. durch eine hohe Rotationsgeschwindig-

keit (= starkes Zentrifugalfeld), eine geringe Flussrate und eine schnelle Phasenbildung des 

Fließmittelsystems begünstigt.220 

1.4.4 Hydrostatisches und hydrodynamisches Prinzip  

Generell werden bei der CCC zwei Prinzipien unterschieden ‒ die hydrostatische und die 

hydrodynamische Konfiguration. Vom hydrostatischen Prinzip spricht man, wenn in einem 

konstanten Zentrifugalfeld gearbeitet wird (entweder der Erdanziehungskraft oder mittels 

einer Rotationsachse erzeugt) und die Trennung in mehreren in Reihe geschalteten Kam-

mern erfolgt (Abb. 1–18 a).211 Eine Technik, der dieses Prinzip zugrunde liegt, ist die o. g. 

Droplet CCC, aber auch die modernere Centrifugal Partition Chromatography, kurz CPC.221, 

223  
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Abb. 1–18 Schematische Darstellung des hydrostatischen und hydrodynamischen Trennprinzips: a) Die schwere Phase 
(hellblau) dient als stationäre Phase und wird in den Trennkammern nach außen gedrückt. Aufgrund ihrer geringeren 
Dichte durchwandert die mobile Phase diese von außen nach innen und wird über einen schmaleren Verbindungska- 
nal zur nächsten Trennkammer geleitet, bis alle Kammern durchlaufen wurden. b) Auch hier wird die schwerere Phase 
nach außen gedrückt. Da das Zentrifugalfeld ständig die Richtung wechselt, entsteht jedoch ein Effekt wie bei einer 
archimedischen Schraube, wodurch die mobile Phase durch die stationäre Phase hindurch befördert wird. Die Vertei-
lung des Analyten zwischen den Phasen findet vor allem in den Mischzonen nahe der Zentralachse statt (verändert 
nach BERTHOD et al., 2009).211 

Heutzutage werden überwiegend Trenntechniken auf Basis des hydrodynamischen Prinzips 

angewandt. Hierbei handelt es sich typischerweise um Geräte, welche über eine Zentralach-

se sowie eine oder mehrere Planetenachsen verfügen und damit ein variables Zentrifugalfeld 

erzeugen. Infolgedessen wirkt der Coil wie eine archimedische Schraube und sorgt dafür, dass 

die stationäre Phase in diesem gehalten wird, während die mobile Phase entgegen der 

Schraubbewegung durch die stationäre Phase gepumpt wird (Abb. 1–18 b). Selbst bei einem 

Stopp der Pumpe würde die bereits in den Coils vorhandene mobile Phase durch die Bewe-

gung der Coils weiterbefördert werden. Aus diesem Grund wurde der Begriff hydrodynami-

sche CCC gewählt.211, 224  

1.4.5 Vor- und Nachteile 

Die Gegenstromverteilungschromatographie bietet spezifische Vor- und Nachteile. So entfal-

len aufgrund des Verzichtes auf eine feste stationäre Phase die Anschaffungskosten für oft-

mals hochpreisige Trennsäulen. Auf der anderen Seite steht der mitunter hohe Verbrauch an 

Lösungsmitteln, der jedoch in Abhängigkeit der jeweiligen CCC-Technologie und insbesonde-

Dieses Werk ist copyrightgeschützt und darf in keiner Form vervielfältigt werden noch an Dritte weitergegeben werden. 
Es gilt nur für den persönlichen Gebrauch.



Einleitung und Grundlagen 

- 39 - 

re des Maßstabes stark variiert. Maßnahmen zur Einsparung bzw. Rückgewinnung von Lö-

sungsmitteln sind in der Literatur beschrieben.225 

Die Abwesenheit einer festen stationären Phase verhindert außerdem das Auftreten irrever-

sibler Adsorptionen. Daher kann in der Regel auf aufwendige Aufarbeitungen von Proben 

verzichtet werden.226 Ferner profitiert die Gegenstromverteilungschromatographie erheblich 

davon, dass sich die Analyten im gesamten, oftmals sehr großen Volumen der stationären 

Phase lösen können.219-220, 222 Einen limitierenden Faktor stellt jedoch die Löslichkeit der 

Probe im Fließmittelsystem dar. Kommt es zu Ausfällungen während der Trennung bzw. lässt 

sich die Probe gar nicht erst vollständig lösen, können Verstopfungen und damit ein Abbruch 

des Trennvorganges die Folge sein. 

Da im Rahmen einer CCC-Trennung sowohl die mobile als auch die stationäre Phase zurück-

gewonnen werden, erfolgt theoretisch kein Probenverlust.219 

Einen großen Vorteil bietet die enorme Flexibilität bei der Wahl von stationärer und mobiler 

Phase, welche in Form des Fließmittelsystems individuell auf das Trennproblem angepasst 

werden können.227 Zusätzlich tragen die unterschiedlichen Elutionsmodi zur Vielseitigkeit 

der CCC bei. Mit der Vielzahl an Möglichkeiten kann allerdings ein hoher Aufwand bei der 

Entwicklung geeigneter Fließmittelsysteme einhergehen. Hierbei können die o. g. Fließmittel-

familien oftmals eine Orientierung geben. 

Aufgrund des geringen Probenverlustes, der hohen Flexibilität bezüglich stationärer und 

mobiler Phase, der fehlenden Gefahr irreversibler Adsorptionen und der Möglichkeit, Tren-

nungen bis in den kg-Maßstab hinein durchzuführen, eignet sich die Gegenstromverteilung-

schromatographie vor allem für die präparative Trennung und Aufreinigung von Naturstof-

fen, u. a. von Flavonoiden, und hat sich in diesem Anwendungsbereich etabliert.211, 228-229  

 

1.4.6 High-Speed Countercurrent Chromatography (HSCCC) 

Die dichtungslose High-Speed CCC wurde in den 1980er-Jahren unter dem Namen type-J 

synchronous multilayer coil planet centrifuge entwickelt und ermöglichte erstmals die Durch-

führung von Trennungen innerhalb weniger Stunden anstelle von Tagen.224, 230 Heute stellt 

sie eine der gebräuchlichsten CCC-Techniken dar. Abb. 1–19 zeigt den schematischen Aufbau 

einer HSCCC-Anlage. Bei dieser Technik findet die Trennung in sog. multi-layer Coils statt. 

Dies sind Spulen aus mehreren Schichten der Trennsäule (in der Regel ein Teflonschlauch), 

welche koaxial um eine Rotationsachse gewickelt sind. 
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Abb. 1–19 Schematische Darstellung einer HSCCC-Anlage: Das Fließmittel wird aus einem Vorratsgefäß mit Hilfe einer 
HPLC-Pumpe zum Coil gepumpt, welcher sich in Rotation um die eigene und eine Zentralachse befindet. Die Probe wird 
über eine Probenschleife injiziert. Nach Durchlaufen des Coils erfolgt die Detektion (z. B. UV) und das fraktionierte Auffan-
gen des Eluates [Abb: Römpp Online, 2004].231 

Das Funktionsprinzip basiert auf einer planetenähnlichen Bewegung, die durch einen oder 

mehrere miteinander verbundene Coils ausgeführt wird. Zum einen rotieren die Coils um die 

eigene Achse (planetare Rotation) und darüber hinaus in gleicher Richtung und gleicher 

Winkelgeschwindigkeit um eine Zentralachse (solare Rotation).219 Es handelt sich somit um 

eine hydrodynamische CCC-Technik. Aufgrund der planetaren Rotation kommt es zu schnel-

len Richtungswechseln des Zentrifugalfeldes (Abb. 1–20 a), wodurch sich alternierende Mi-

schungs- und Trennungsbereiche ausbilden (Abb. 1–20 b oben): Im Bereich nahe der Rotati-

onsachse des Coils findet die Durchmischung der beiden Phasen statt, während im äußeren 

Bereich infolge der höheren Zentrifugalkraft eine Trennung der Phasen einsetzt. Da sich der 

Coil in Rotation befindet, die Mischzone aber immer eine Position nahe der Rotationsachse 

einnimmt, wandert diese entsprechend der Rotationsgeschwindigkeit durch den Schlauch 

(Abb. 1–20 b unten). Bei einer Geschwindigkeit von 800 rpm erfolgen so pro Sekunde 13 

Mischungs- und Entmischungsvorgänge, womit sich die hohe Trennkraft dieser Technologie 

erklären lässt.215 

 

Dieses Werk ist copyrightgeschützt und darf in keiner Form vervielfältigt werden noch an Dritte weitergegeben werden. 
Es gilt nur für den persönlichen Gebrauch.



Einleitung und Grundlagen 

- 41 - 

HSCCC-Anlagen können im präparativen Maßstab betrieben werden und ermöglichen auf-

grund der hohen Zentrifugalkräfte eine gute Retention der stationären Phase (bis 90 %). 

Trennungen können entweder im Head-to-Tail-Modus oder in entgegengesetzter Richtung 

im Tail-to-Head-Modus durchgeführt werden. Beim Head-to-Tail-Modus dient die leichtere 

Phase als stationäre Phase, während die schwerere, mobile Phase ausgehend vom Head-

Ende in Richtung des Tail-Endes der Trennsäule gepumpt wird. Im Tail-to-Head-Modus wer-

den die Phasen umgekehrt, d.h. die schwerere Phase fungiert nun als stationäre Phase und 

die leichtere Phase wird vom Tail-Ende in Richtung des Head-Endes befördert. 

Eine kompakte Anleitung zur Durchführung von HSCCC-Trennungen inkl. Erklärungen der 

Fachbegriffe, des Grundprinzips und Nennung von Anwendungsbeispielen ist in Form eines 

Fachartikels von ITO (2005) verfügbar.215 

In dieser Arbeit wurde ein Triple-Coil-HSCCC verwendet, der bei Rotationsgeschwindigkeiten 

von 800–1000 rpm betrieben wird und im präparativen Maßstab eingesetzt werden kann 

(Gesamtcoilvolumen: 850 mL, maximale Probenaufgabe: ca. 2–3 g; vgl. Abschnitt 5.3.2.1). 

1.4.7 High-Performance Countercurrent Chromatography (HPCCC) 

Die High-Performance CCC funktioniert ebenfalls auf Basis der planetaren Rotationsbewe-

gung (J-type) und entspricht damit in ihrem Grundprinzip der HSCCC. Im Vergleich zu dieser 

 

Abb. 1–20 a) Richtung der Zentrifugalkräfte, die während der Rotation auf den Coil wirken. Die Länge der Vektoren gibt die 
relative Stärke der Zentrifugalkraft an: Mit dem Abstand zu den beiden Rotationsachsen nehmen die Kräfte jeweils zu; im 
Bereich zwischen den Achsen wirken die Kräfte jedoch entgegengesetzt und schwächen sich dadurch gegenseitig (verän- 
dert nach ITO & CONWAY, 1984).224 b) Oben: Darstellung der Mischzonen (schwarz-blau) und der Trennbereiche (blau) wäh- 
rend einer vollständigen Rotation des Coils um die solare Achse. Unten: Alternierende Trenn- und Mischbereiche "wan-
dern" durch die Säule (verändert nach ITO, 2005).215 
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werden die Trennungen allerdings bei nochmals deutlich erhöhter Rotationsgeschwindigkeit 

durchgeführt. Hierdurch steigt die Zentrifugalkraft gegenüber der HSCCC vom etwa 20–160-

Fachen der Erdbeschleunigung auf etwa das 240-Fache an, was eine deutlich verbesserte 

Retention der stationären Phase und eine größere Anzahl von Mischungs- und Entmi-

schungsvorgängen zur Folge hat.215, 232 Dies erlaubt wiederum den Einsatz höherer Flussra-

ten und verbessert die Auflösung, so dass eine deutliche Verkürzung der Trennzeit vom 

Stunden- in den Minutenbereich resultiert.232  

Das in dieser Arbeit verwendete Gerät erreicht eine Rotationsgeschwindigkeit von 1600 rpm 

und kann wahlweise im analytischen (Coilvolumen: 22 mL, maximale Probenaufgabe: ca. 

150 mg) oder im semipräparativen Maßstab (Coilvolumen: 125 mL, maximale Probenaufga-

be: ca. 600 mg; vgl. Abschnitt 5.3.2.3) betrieben werden. 

1.4.8 Spiral-Coil Low-Speed Rotary Countercurrent Chromatography (SCCCC) 

Als spezielle Weiterentwicklung für besonders polare Trennsysteme sind von ITO et al. (2003) 

Spiral-Disk Coils für die HSCCC vorgestellt worden.234 Diese bewirken vor allem eine Steige-

rung der Retention der stationären Phase, wodurch auch eine Verringerung der Trenndauer 

ermöglicht wird. Dieser Effekt sollte auf die Low-Speed Rotary Countercurrent Chromatog-

raphy (LSRCCC) übertragen werden, welche sich zwar durch hohe Probenaufgabemengen 

auszeichnet, jedoch aufgrund langer Trennzeiten im Bereich von mehreren Tagen einen 

Mangel an Effizienz aufweist.233 Eine Besonderheit der LSRCCC ist die Verwendung sog. con-

voluted tubes (Abb. 1–21 rechts). Dabei handelt es sich um Teflonschläuche, die ähnlich ei-

nem Schraubgewinde eine durchgehende Vertiefung aufweisen. An dieser Vertiefung kommt 

es über die gesamte Länge der Säule zu Verwirbelungen des Fließmittels, wodurch eine ver-

besserte Durchmischung der Phasen erreicht wird. 

Aus diesen Überlegungen gingen Prototypen der sog. Spiral-Coil Low-Speed Rotary Counter-

current Chromatography (SCCCC) hervor.235 Diese besitzen einen spiralförmig gewickelten 

Coil, welcher sich um die eigene Achse dreht. Auch hier kommen die convoluted tubes mit 

einem mittleren inneren Durchmesser von 8,5 mm zum Einsatz, wobei mehrere Spiralen zur 

Vergrößerung des Coilvolumens hintereinandergeschaltet werden können. Eine schemati-

sche Darstellung einer solchen Spiral-Disk sowie einer SCCCC-Anlage findet sich in Abb. 1–22 

a bzw. Abb. 1–21. Es handelt sich um eine hydrodynamische Technik, bei der die Retention 

der stationären Phase ebenfalls nach dem Prinzip der archimedischen Schraube erfolgt. 
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Neben der durch die Rotation erzeugten Zentrifugalkraft kommt der Gravitation eine wichti-

ge Rolle zu. Damit keine andere Kräfte, insbesondere der Spiral-Effekt, überwiegen, sollte die 

maximale Rotationsgeschwindigkeit nicht über 150–200 rpm liegen.235 Der sog. Spiral-Effekt 

entsteht durch die spiralförmigen Windungen, welche zusätzliche radiale Kräfte erzeugen. 

Diese pressen die Lösungsmittel, v. a. die schwerere Phase, in den äußeren Bereich der Spira-

le und können damit die Retention der stationären Phase erhöhen. 

Aus der Geometrie der SCCCC ergeben sich acht verschiedene Elutionsmodi. Diese resultie-

ren aus drei Variablen: 

1. Wahl der mobilen Phase: L für Lower (= schwerere Phase) bzw. U für Upper (= leichtere Pha-

se) 

2. Flussrichtung der mobilen Phase: I für innen nach außen bzw. O für außen nach innen 

3. Rotationsrichtung: H für Head-to-Tail (im Uhrzeigersinn) bzw. T für Tail-to-Head (gegen den 

Uhrzeigersinn) 

Als Beispiel kann die in Abschnitt 3.2.2.1 beschriebene Trennung mit dem Fließmittelsystem 

aus EtOAc/n-BuOH/H2O (2:3:5, v/v) herangezogen werden. Dabei wird die wässrige, schwe-

rere Phase als mobile Phase eingesetzt und von innen nach außen gepumpt. Die Rotation 

erfolgt im Uhrzeigersinn, wodurch die stationäre Phase in Richtung des Tail-Endes gedrückt 

wird. Folglich handelt es sich in diesem Beispiel um den Modus L-I-H (Abb. 1–22 b). 

 

Abb. 1–21 Links: Schematische Darstellung einer SCCCC-Anlage (verändert nach KÖHLER et al., 2004).233 Rechts: Aufsicht auf 
den Coil einer SCCCC während der Trennung eines Schwarztee-Extraktes. Erkennbar sind die convoluted tubes mit ihrer 
„verdrehten" Struktur, ebenso wie die parallele Anordnung der 10 Spiral-Disks. Anhand der Farbe ist außerdem die Vertei-
lung der Probe gut sichtbar. 
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Der Spiraleffekt kommt nur dann zum Tragen, wenn die schwere Phase von innen nach au-

ßen bzw. umgekehrt die leichte Phase von außen nach innen eluiert werden soll. Um hiervon 

zu profitieren, sollte also ein entsprechender Trennmodus gewählt werden (L-I-H, L-I-T, 

U-O-H, U-O-T). Bisher ist die Trenntechnik der SCCCC weitgehend unerforscht und es sind 

nur sehr wenige Anwendungsbeispiele wie z. B. die Isolierung von Proanthocyanidinen in der 

Literatur zu finden.101 

Der in dieser Arbeit verwendete Prototyp besitzt 10 Disks mit einem Gesamtcoilvolumen von 

ca. 5,6 L (maximale Probenaufgabe: ca. 20–25 g, vgl. Abschnitt 5.3.2.2). 

 

 

Abb. 1–22 a) Querschnitt einer Spiral-Disk mit 4 Kanälen für die HSCCC. Die vier Kanäle werden nacheinander von der 
mobilen Phase durchlaufen. Bei einem Fluss von innen nach außen bewegt sich die mobile Phase zunächst durch die 
blau gefärbte Spirale von I1 nach O1 und wird dann wieder Richtung Mittelpunkt zu I2 geleitet, um anschließend die 
grüne Spirale zu durchlaufen usw. Die Anordnung entspricht der einer Spiral-Disk für die SCCCC, welche ein Volumen 
von ca. 560 mL besitzt (verändert nach ITO et al., 2003).234  
b) Schematische Darstellung des Einflusses der Drehrichtung auf den Elutionsmodus. Als Beispiel wird die schwere Pha- 
se als mobile Phase jeweils von innen nach außen durch die Spirale gepumpt. Bei einer Rotation im Uhrzeigersinn (links) 
ergibt dies den Modus Head-to-Tail (L-I-H); bei einer Rotation gegen den Uhrzeigersinn (rechts) handelt es sich dagegen 
um den Modus Tail-to-Head (L-I-T) (verändert nach ITO et al., 2013).236  
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2  Zielsetzung 

Hinsichtlich der Zusammensetzung von schwarzem Tee gibt es deutliche Wissenslücken. Dies 

lässt sich jedoch nicht auf ein mangelndes wissenschaftliches Interesse, sondern auf die ho-

he Komplexität der Inhaltsstoffe, konkret der sogenannten Thearubigene, zurückführen, die 

klassische analytische Herangehensweisen an ihre Grenzen bringt. Der Begriff Thearubigene 

stellt eine Sammelbezeichnung für im schwarzen Tee enthaltene Oxidationsprodukte dar, 

die im Rahmen der enzymatischen Oxidation v. a. aus Flavanolen gebildet werden und auf 

der Basis chemischer und sensorischer Eigenschaften sowie des chromatographischen Ver-

haltens zusammengefasst werden. Da die Thearubigene kaum charakterisiert sind, wird vor-

aussichtlich infolge der fortschreitenden Erkenntnisgewinne eine differenziertere Nomenkla-

tur für diese Substanzklasse notwendig werden. 

Ein erstes Ziel dieser Arbeit ist es, die während der Teeherstellung ablaufenden Oxidations-

reaktionen im Rahmen von Modellversuchen im kleinen Maßstab nachzuvollziehen, wofür 

vom Projektpartner Unilever R & D enzymhaltiges Teeblattpulver zur Verfügung gestellt wird. 

Durch die gezielte Auswahl von Substraten und die selektive (In-)Aktivierung der Enzyme 

Polyphenoloxidase bzw. Peroxidase sollen die Reaktionen vereinfacht und der Einfluss dieser 

Parameter auf die Bildung von Oxidationsprodukten untersucht werden. Damit einzelne Fla-

vanole variabel als Substrat eingesetzt werden können, muss ein Verfahren zur kostengüns-

tigen und effektiven Isolierung dieser Substanzen entwickelt werden. Über den gesamten 

Versuchszeitraum der Modelloxidationen werden Proben entnommen und mittels HPLC-

DAD analysiert, um den Konzentrationsverlauf der wichtigsten Komponenten verfolgen zu 

können. Ferner sollen Messungen via HPLC-ESI-MSn durchgeführt werden und die Identifizie-

rung von Teeinhaltsstoffen ermöglichen. Die Beobachtungen sollen Rückschlüsse auf die 

Reaktionsabläufe liefern und mit Daten aus der Literatur verglichen werden. 

Trotz ihrer Heterogenität verhalten sich Thearubigene untereinander und gegenüber ande-

ren Teebestandteilen wie den Theaflavinen chemisch ähnlich. Thearubigen-Standards, wel-

che z. B. zur Erforschung physiologischer Eigenschaften in weitergehenden Arbeiten einge-

setzt werden könnten, sind nicht erhältlich. Deshalb ist die Isolierung möglichst reiner Thea-

rubigenfraktionen aus Schwarztee ein weiterer Aspekt dieser Arbeit. Bestehende Methoden 

sollen aufgegriffen, bewertet und ggf. weiterentwickelt und optimiert werden. 

Aufgrund des Mangels an Standardsubstanzen konzentrierten sich Studien zu teebezogenen 

Fragestellungen vornehmlich auf die Inhaltsstoffe des grünen Tees. Ein Gesichtspunkt ist 
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hierbei die Stabilität gelöster Teebestandteile über einen längeren Zeitraum, der beispiels-

weise für abgefüllte Getränke von Relevanz ist. Im abschließenden Teil der Arbeit sollen da-

her Lagerversuche mit einer zuvor gewonnenen Schwarzteefraktion Erkenntnisse über den 

Abbau von Thearubigenen und Theaflavinen im direkten Vergleich zu dem v. a. in grünem 

Tee vorkommenden EGCG liefern. 
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3 Ergebnisse und Diskussion 

3.1 Modelloxidationen 

3.1.1 Isolierung von Catechinen 

Zur Durchführung der Modellfermentationen wurden Catechine als Substrate für die Tee-

Enzyme PPO und POD benötigt und sollten in definierten Kombinationen eingesetzt werden. 

Aufgrund ihres hohen Preisniveaus im kommerziellen Handel war es erforderlich, eine Stra-

tegie zur Isolierung der Catechine ECG, EGC und EGCG zu entwickeln. 

Als Ausgangsmaterial bieten sich Extrakte unfermentierter Teesorten (grüner bzw. weißer 

Tee) an, da diese einen hohen Gehalt an ECG, EGC und insbesondere EGCG aufweisen. De-

mentsprechend wurde zunächst ein weißer Instanttee (gefriergetrockneter Extrakt aus wei-

ßem Tee) ausgewählt (Abb. 3–1). Später wurde überwiegend ein Grüntee-Extrakt verwen-

det, der unter dem Handelsnamen Sunphenon® 80SK als polyphenolreiches Nahrungsergän-

zungsmittel kommerziell vertrieben wird.  

3.1.1.1 Isolierung mittels CCC 

In apparativer Hinsicht versprach die HSCCC wegen ihrer hohen Trennkraft und Kapazität die 

aussichtsreichste Methode zu sein. Zudem ist in der Literatur die erfolgreiche Trennung von 

Catechinen aus grünem Tee mit dem Lösungsmittelsystem tBME/ACN/0,1 % TFA(aq) (2:2:3, 

v/v) im Tail-to-Head-Modus beschrieben.237 Da die darin verwendete HSCCC-Anlage einen 

sehr geringen Maßstab aufwies (Coilvolumen 40 mL, Probeaufgabemenge 0,1 mg), konnten 

andere Parameter der Methode nicht übernommen werden bzw. mussten angepasst wer-

 

Abb. 3–1 HPLC-DAD-Chromatogramm (λ = 278 nm, HPLC_System 1) des weißen Instanttees und Zuordnung der 
charakteristischen Inhaltsstoffe. 
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den. Ein erster Versuch mit dem so entwickelten HSCCC_System 4 verlief positiv.107 Abb. 3–2 

zeigt das erhaltene Chromatogramm der Trennung von 726 mg des Weißtee-Extraktes. In 

Tab. 3-1 sind die zugehörigen Auswaagen nach Fraktionseinteilung und Gefriertrocknung 

sowie die Hauptbestandteile der Probe gemäß HPLC-DAD-Analyse mittels HPLC_System 1 

aufgeführt. 

Es ist zu sehen, dass die Catechine ECG und EGCG bereits nach kurzer Zeit (ungefähr 70 bzw. 

100 min) in chromatographischen Reinheiten von über 80 bzw. 90 % erhalten wurden, wo-

hingegen EC und insbesondere EGC später und mit geringerer Reinheit eluierten und 

(+)-Catechin nur in Mischfraktionen mit sehr niedrigem Reinheitsgrad gewonnen werden 

konnte. Die Auswaage des EGCG wurde als zufriedenstellend, die des ECG und EGC als noch 

akzeptabel und die des EC sowie des (+)-Catechins in Verbindung mit der unvollständigen 

Trennung als unzureichend bewertet.  

Tab. 3-1 Fraktionseinteilung und Auswaagen der HSCCC-Trennung von 726 mg eines Weißtee-Extraktes mit 
HSCCC_System 4. 

Fraktion Reagenzgläser Zusammensetzung (λ = 278 nm) Auswaage [mg] 

1 3–6 84 % ECG 19,4 

2 7–12 20 % ECG; 25 % EGCG 9,0 

3 13–19 91 % EGCG 56,1 

4 20–23 14 % (+)-C; 18 % EC; 29 % EGCG 6,4 

5 24–32 9 % (+)-C; 64 % EC 21,4 

6 33–37 47 % Gallussäure 2,6 

7 38–47 11 % Gallussäure 5,0 

8 48–62 nicht identifiziert 18,9 

9 63–69 60 % EGC; 3 % GC 26,9 

10 70–85 35 % EGC 20,0 

 

Abb. 3–2 HSCCC-Chromatogramm (λ = 278 nm) der Trennung von 726 mg eines Weißtee-Extraktes mit 
HSCCC_System 4 und Zuordnung der Signale zu den Flavanolen (+)-C, EC, ECG, EGC und EGCG.238 
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In weiteren Versuchen wurde die eingesetzte Probenmenge auf ca. 2 g erhöht und die Rein-

heit der erhaltenen Fraktionen durch ein engeres Zuschneiden der Peaks verbessert. Bei ei-

nem Einsatz von Sunphenon 80SK als Ausgangsmaterial konnten innerhalb eines Laufes bis 

zu 650 mg EGCG und 80 mg ECG mit chromatographischen Reinheiten (λ = 278 nm) von über 

90 % isoliert werden.239 

 

Abb. 3–3 SCCCC-Chromatogramm (λ = 278 nm) der Trennung von 20 g eines Weiß-
tee-Extraktes mit SCCCC_System 2 und Einteilung der Fraktionen unter Angabe der 
Bestandteile.240 

Mit dem Ziel, die Ausbeute eines Laufes weiter zu steigern, wurde die HSCCC-Methode auf 

die SCCCC übertragen, so dass von der etwa zehnfach höheren Probenkapazität profitiert 

werden konnte. Während dieser Ansatz bei der Thearubigen-Isolierung erfolgreich verlief 

(vgl. Abschnitt 3.2.2.1), konnte die Trennung der Catechine nicht ohne Weiteres mit der 

SCCCC nachvollzogen werden. Das Chromatogramm der Trennung von 20 g des Weißtee-

Extraktes via SCCCC_System 2 ist in Abb. 3–3 dargestellt. Wie eine Analyse der Fraktionen 

zeigte, wurden die Catechine lediglich angetrennt, weshalb ECG und EGCG zusammen in ei-

ner Mischfraktion (Fraktion 1) eluierten (Tab. 3-2). Gegenüber der Trennung mittels HSCCC 

blieb die Elutionsreihenfolge unverändert. Das Signal bei ca. 5 Stunden resultiert aus der 

Elution von Coffein. Da Coffein z. B. durch Komplexbildung mit Bestandteilen des Tees rea-

gieren und auch Einfluss auf CCC-Trennungen nehmen kann, wurde der Versuch nach einer 

Entcoffeinierung des weißen Instanttees erneut vorgenommen.75, 238, 256 Das erhaltene 

Chromatogramm und die Zusammensetzung der Fraktionen wiesen jedoch, abgesehen vom 

deutlich geringeren Coffeingehalt, keine Unterschiede auf.240 Von einer weiteren Nutzung 

der SCCCC wurde abgesehen und sämtliche folgenden Trennungen via HSCCC durchgeführt. 

Dieses Werk ist copyrightgeschützt und darf in keiner Form vervielfältigt werden noch an Dritte weitergegeben werden. 
Es gilt nur für den persönlichen Gebrauch.



Ergebnisse und Diskussion 

- 50 - 

Zusätzlich wurde untersucht, ob auf die Verwendung der potentiell gesundheitsschädlichen 

TFA verzichtet werden kann. Eine Substitution des Anteils an 0,1 %iger TFA(aq) am Fließmit-

telsystem durch Wasser (= HSCCC_System 5) übte keinen Einfluss auf den Trennvorgang aus, 

so dass der Einsatz gesundheitlich bedenklicher Chemikalien für die Isolierung von Catechi-

nen reduziert werden konnte.241 Ein Beispielchromatogramm für die Trennung von Sunphe-

non 80SK mit HSCCC_System 5 befindet sich in Anhang 7.2. 

Tab. 3-2 Fraktionseinteilung sowie Zusammensetzung und Auswaagen der Fraktionen 1 und 2 der 
SCCCC-Trennung von 20 g Weißtee-Extrakt. 

Fraktion Reagenzgläser Zusammensetzung (λ = 278 nm) Auswaage 
1 1–9 7 % EC, 42 % EGCG, 24 % ECG 3,84 g 

2 10–18 
5 % TG, 3 % GC, 17 % EGC, 2 % (+)-C,  
9 % Coffein, 10 % EC, 16 % EGCG 

1,29 g 

 

3.1.1.2 Weitere Aufreinigung 

Aufgrund der unzureichenden chromatographischen Reinheiten von ca. 50–65 % sollten die 

mit EC und EGC angereicherten HSCCC-Fraktionen in einem weiteren Schritt aufgereinigt 

werden. Hierzu wurden zwei Ansätze verfolgt, zum einen die Verwendung einer präparati-

ven HPLC und zum anderen die Säulenchromatographie an Sephadex LH-20.  

Aufreinigung mittels präparativer HPLC 

Um die mit EC und EGC angereicherten HSCCC-Fraktionen zu trennen, wurde eine Methode 

für die präparative HPLC entwickelt (PräpHPLC_System 1). Die damit erhaltenen Fraktionen 

wiesen chromatographische Reinheiten von lediglich 67–82 % auf. Da dies als ungenügend 

erachtet wurde und sich der Zeitaufwand für die Erlangung ausreichender Mengen als sehr 

hoch erwies, wurde der Ansatz einer Aufreinigung mittels präparativer HPLC nicht 

weiterverfolgt. Stattdessen wurde das vergleichsweise günstige Epicatechin ebenso wie (+)-

Catechin käuflich erworben.  

Aufreinigung an Sephadex LH-20 

Die Aufreinigung des EGC erfolgte in Anlehnung an die Methode von ROBERTSON & BENDALL 

(1983) durch säulenchromatographische Trennung, wobei das Dextrangel Sephadex LH-20 

als Säulenmaterial genutzt wurde.171 

Zur Trennung wurden jeweils 1–3 mit EGC angereicherte und vereinigte HSCCC-Fraktionen 

eingesetzt (Einwaagen: 220–435 mg). Nach 15–35 Stunden erfolgte die Elution eines breiten 
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Signals, welches lyophilisiert wurde und Auswaagen von 132–335 mg aufwies (Abb. 3–4). Die 

Analyse mittels HPLC-DAD ergab chromatographische Reinheiten des EGC von 84–97 %.239-240 

 

Abb. 3–4 Chromatogramm (λ = 278 nm) einer säulenchromatographischen Trennung von EGC-
haltigen HSCCC-Fraktionen via Sephadex LH-20.239 

 

Trennung mittels HPCCC 

Zu einem späteren Zeitpunkt wurde untersucht, ob sich das etablierte HSCCC-System auf die 

HPCCC übertragen lässt. Deren geringere maximale Probenkapazität von 0,5 g stellt zwar 

einen Nachteil gegenüber der HSCCC dar, infolge einer kürzeren Trenndauer und möglicher-

weise besseren Trennung, insbesondere im Hinblick auf die Reinheit der EGC-Fraktion, könn-

te dieser allerdings aufgehoben werden. In Abb. 3–5 ist das Chromatogramm einer Trennung 

von 0,5 g Sunphenon 80SK mit HPCCC_System 1 im Head-to-Tail-Modus dargestellt. Vergli-

chen mit der HSCCC wurde eine größere Anzahl an Signalen erhalten. Nach Analyse der Rea-

genzglasfraktionen (HPLC_System 1) wurden vier Hauptfraktionen eingeteilt, gefriergetrock-

net und via HPLC_System 1 analysiert (Tab. 3-3). Die übrigen Reagenzglasfraktionen wurden 

verworfen. 

 

Abb. 3–5 HPCCC-Chromatogramm (λ = 278 nm) einer Trennung von 0,5 g Sunphenon 80SK mit 
HPCCC_System 1 zur Isolierung von Flavanolen. 
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Tab. 3-3 Fraktionseinteilung, Zusammensetzung und Auswaagen der Fraktionen der HPCCC-Trennung 
von 0,5 g Sunphenon 80SK. 

Fraktion Reagenzgläser Zusammensetzung (λ = 278 nm) Auswaage 
1 28–29 42 % EGC, 10 % Coffein 26,4 mg 
2 51–55 97 % EGCG 106,8 mg 
3 73–75 73 % GCG + 12 % CG 2,3 mg 
4 90–93 93 % ECG 6,7 mg 

Die Auswertung zeigt, dass eine spürbare Verkürzung der Trenndauer erreicht werden konn-

te, die allerdings wegen der kleineren Probenaufgabemenge erwartungsgemäß mit geringe-

ren Auswaagen der wichtigen Catechinfraktionen (EGC, EGCG und ECG) einherging. Bemer-

kenswerterweise gelang eine deutliche Anreicherung von GCG in einem separaten Signal. 

Die Signale im vorderen Bereich des Chromatogramms erscheinen hingegen gestaucht, da 

hier keine Basislinientrennung erfolgt ist. Infolgedessen weist die EGC-Fraktion eine geringe 

chromatographische Reinheit von nur etwa 40 % auf, was u. a. durch das überlappende Cof-

fein-Signal verursacht wird. Zum Zeitpunkt dieses Versuches lag bereits genügend Material 

für die geplanten Modellfermentationen vor, so dass auf eine Optimierung der HPCCC-

Trennung verzichtet wurde. Ein naheliegender Ansatz wäre die Ausführung im Tail-to-Head-

Modus, um die früh eluierten Komponenten durch längere Retentionszeiten zu „entzerren“. 

Zusammenfassung 

Die Trennung von Tee-Extrakten via HSCCC mit Fließmittelsystem HSCCC_System 5 hat sich 

als zielführend erwiesen, um ausreichende Mengen ECG und EGCG mit Reinheitsgraden von 

über 90 % zu isolieren. Insbesondere das EGCG konnte mit hoher Reinheit und guten Aus-

beuten gewonnen werden. Durch einen zusätzlichen Aufreinigungsschritt mittels Gelchro-

matographie gelang auch die Isolierung des EGC mit zufriedenstellender Reinheit. 
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3.1.2 Modellfermentationen mit endogenen Enzymen 

3.1.2.1 Ausgangslage 

In Zusammenarbeit mit dem Projektpartner Unilever Research & Development sollten Mo-

dellfermentationen durchgeführt werden. Grundlage war ein Forschungsartikel von BONNELY 

et al. (2003), in dem eine schonende Methode zur Entfernung von Polyphenolen (v. a. von 

Flavanolen) aus frischen Teeblättern vorgestellt wird, ohne die Aktivität der endogenen En-

zyme Polyphenoloxidase (PPO) und Peroxidase (POD) zu beeinträchtigen. Auf dieser Basis 

sind Modellversuche mit definierten Flavanol-Kombinationen (z. B. durch Zugabe von EC und 

EGCG) als Substrat unter Verwendung einer Teeblattmatrix mit endogenen Enzymen mög-

lich. Darüber hinaus können die Enzyme durch Veränderung der Rahmenbedingungen wäh-

rend des Versuchs selektiv aktiviert oder inaktiviert werden. Somit ergibt sich die Gelegen-

heit, deren Einfluss auf die Oxidationsvorgänge genauer zu untersuchen. Zudem werden die 

hochkomplexen Reaktionen ein Stück weit vereinfacht und folglich besser nachvollziehbar. 

Aufgrund der mangelnden Verfügbarkeit von frischen Teeblättern in Deutschland wurde der 

erste Schritt, die Herstellung eines polyphenolfreien Teeblattmaterials, durch den Projekt-

partner in Indien vorgenommen und das gefriergetrocknete und zu einem feinen Pulver 

vermahlene Blattmaterial gekühlt nach Deutschland versandt. Das Extraktionsverfahren ist in 

Abschnitt 5.4.4.1 beschrieben und besteht aus mehrfachen Extraktionsschritten mit Aceton-

Wasser-Gemischen in variierenden Verhältnissen bei ungefähr 0 °C. 

Im Rahmen des Projekts wurden insgesamt vier Chargen des extrahierten Teeblattpulvers 

zur Verfügung gestellt (s. Anhang 7.4). Die Lagerung des Blattmaterials erfolgte in luftdicht 

verschlossenen Behältern bei –18 °C. 

3.1.2.2 Bestimmung des Restphenolgehaltes im Teeblattmaterial 

Um auszuschließen, dass eventuell im Blattmaterial verbliebene Restgehalte die Ergebnisse 

der Modellfermentationen verfälschen, wurde der Gehalt an charakteristischen phenoli-

schen Bestandteilen im extrahierten Teeblattpulver bestimmt. Dies geschah durch Extraktion 

des Blattpulvers mit 70 %igem wässrigen Methanol bei 70 °C und anschließender Analyse 

mittels HPLC-DAD (HPLC_System 1, Abschnitt 5.4.4.2).242 Mit 0,23–0,29 g/100 g Blattpulver 

zeigte das EGCG die höchsten Gehalte (Tab. 3-4).  
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Abb. 3–6 HPLC-Chromatogramme (λ = 278 nm) der methanolischen Extrakte zur Bestimmung des 
Restpolyphenolgehaltes in den Teeblattchargen 1 (oben) und 2 (unten).240 

Davon abweichend wies die erste Charge geringere Gehalte auf, wobei deren HPLC-

Chromatogramm deutliche Rückstände von Oxidationsprodukten vermuten ließ (Abb. 3–6). 

Aufgrund dessen wurde Charge 1 nur für erste Versuche zur Erprobung des Oxidationssys-

tems eingesetzt und die Ergebnisse nicht für weitergehende Auswertungen herangezogen. 

Die Gehalte in den Chargen 2–4 werden als unkritisch angesehen, da sie bei einem Einsatz 

von 0,5–1,0 g des Teeblattpulvers (dies entspräche im unwahrscheinlichen Fall einer voll-

ständigen Extraktion 1,2–2,9 mg EGCG) im Vergleich zur zugesetzen Flavanolmenge von 80–

120 mg in den Modellversuchen vernachlässigbar sind.  

Tab. 3-4 Gehalte an Gallussäure, Epicatechingallat und Epigallocatechingallat in 
den zugesandten Chargen des „polyphenolfreien“ Teeblattmaterials.239-241 

Charge 
Gehalt [g/100 g] an 

Gallussäure ECG EGCG 
1 0,05 n. b.a 0,10 
2 0,09 0,07 0,29 
3 0,09 0,08 0,26 
4 0,09 0,08 0,23 

         a n. b. = nicht bestimmbar, da überlagert von anderen Signalen 
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3.1.2.3 Bestimmung der Enzymaktivität im Teeblattmaterial 

Nach Erhalt des extrahierten und gefriergetrockneten Teeblattpulvers wurde jeweils die Ak-

tivität der Enzyme PPO und POD gemessen, um sicherzustellen, dass keine gravierende Be-

einträchtigung stattgefunden hat. Hierzu wird aus dem Blattpulver ein Enzymextrakt herges-

tellt, welcher temperiert und mit einer Catechin-Lösung zur Reaktion gebracht wird. Die von 

den Enzymen katalysierte Bildung eines Catechinchinons wird über einen Zeitraum von 

25 min photometrisch bei einer Wellenlänge von 400 nm verfolgt. Durch die Wahl entspre-

chender Reaktionsbedingungen können die Enzymaktivitäten von PPO und POD separat be-

stimmt werden. Anschließend wird aus den Reaktionsverläufen im linearen Bereich die Stei-

gung ermittelt und mit der Enzymtrockenmasse ins Verhältnis gesetzt (s. Abschnitt 5.4.4.2). 

Die Enzymtrockenmasse wird nach einer Dialyse (Molmassengrenze 14 kDa) des Enzymex-

traktes bestimmt.242 In Tab. 3-5 sind die Ergebnisse der Aktivitätsmessungen dargestellt, 

Abb. 3–7 zeigt den Reaktionsverlauf mit PPO und POD beispielhaft anhand der Charge 2. 

 

Tab. 3-5 Aktivität von PPO und POD in den als Enzymquelle ver-
wendeten Teeblattpulvern.239-241 

Charge 
Enzymaktivität [uA/(min · g)] 
PPO POD 

1a 84 168 
2a 34 134 
3a 52 149 
4a 20 15 

a Aufgrund einer fehlerhaften Bestimmung der Enzym-
trockenmasse wurde für die Berechnung der durchschnittliche 
Wert aus den Chargen 2–4 verwendet.  

 

Abb. 3–7  Photometrische Messung der Umsetzung von (+)-Catechin mit PPO und POD bei 400 nm mit einge-
zeichneten Steigungsdreiecken zur Bestimmung der Enzymaktivität. 
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Die Aktivitäten von PPO und POD liegen in einer Größenordnung mit den Daten von BONNELY 

et al. (2003), die Werte von ca. 24 uA/(min · g) (PPO) bzw. 42 uA/(min · g) (POD) 

ermittelten.143 Allerdings wurden im Teeblattpulver insbesondere im Falle der POD höhere 

als die zitierten Werte gemessen, so dass sich eine stärkere Diskrepanz zwischen den Aktivi-

täten der beiden Enzyme ergibt. Entsprechende Berichte von einer etwa fünffach höheren 

Aktivität der POD gegenüber der PPO in Teeblättern sind jedoch ebenfalls in der Literatur 

aufzufinden, was auf eine gute Eignung des Teeblattmaterials als realitätsnahe Enzymquelle 

schließen lässt.110, 243  

Ausgenommen ist hierbei die Charge 4, welche durch insgesamt niedrige Aktivitätswerte von 

den anderen Chargen abweicht. Offenbar ist es entweder bei der Verarbeitung oder beim 

Transport zu einer stärkeren Beeinträchtigung der Aktivität gekommen. Oxidationen mit 

diesem Blattmaterial sind demzufolge nur nach einer Anpassung der Reaktionsbedingungen 

zur Erhöhung der Aktivität mit den Chargen 1–3 vergleichbar. Aufgrund der in der ersten 

Charge nachgewiesenen Oxidationsprodukte waren somit nur die Chargen 2 und 3 uneinge-

schränkt verwendbar.  

3.1.2.4 Das Modelloxidationssystem 

Um über den gesamten Versuchsverlauf hinweg Proben nehmen zu können, wurden die 

Modellfermentationen in wässriger Suspension durchgeführt. Als Reaktionsgefäß wurde ein 

Dreihalskolben eingesetzt, von dem je eine Öffnung für die Messung der Temperatur, die 

Zufuhr von Sauerstoff und die Entnahme der Proben genutzt wurde. Der Kolben wurde in ein 

temperierbares Wasserbad eingebracht, mit einem Rührkern versehen und das in wenigen 

Millilitern Wasser suspendierte enzymhaltige Teeblattmaterial vorgelegt. Zum Starten der 

Reaktion wurde das in Wasser gelöste und temperierte Substratgemisch zugegeben. Abhän-

gig davon, ob PPO und POD gemeinsam oder nur eines der beiden Enzyme an den Oxidati-

onsreaktionen beteiligt sein sollten, wurden folgende Rahmenbedingungen gewählt: 

PPO: Das Reaktionsmedium wurde über den gesamten Reaktionszeitraum mit syn-

thetischer Luft (20,5 Vol.-% O2; 79,5 Vol.-% N2) durchspült. 

POD: In die Substratlösung wurde kurz vor Reaktionsbeginn Wasserstoffperoxid-

Lösung gegeben. Zudem musste zur Deaktivierung der PPO der Kontakt mit 

Sauerstoff vermieden werden. Hierzu wurde die Substratlösung vorab mit 

Edelgas durchspült und der Versuch anschließend unter einer Edelgas-

Atmosphäre durchgeführt. 
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PPO + POD: In die Substratlösung wurde kurz vor Reaktionsbeginn Wasserstoffperoxid-

Lösung gegeben. Außerdem wurde das Reaktionsmedium über den gesamten 

Versuchszeitraum mit synthetischer Luft (20,5 Vol.-% O2; 79,5 Vol.-% N2) 

durchspült. 

Entsprechend der Angabe bei BONNELY et al. (2003) wurde Helium in den ersten POD-

Oxidationen als Inertgas verwendet.143 Das Helium wurde später durch Argon ersetzt, da 

dieses aufgrund seiner im Vergleich zur Umgebungsluft höheren Dichte bei Öffnung des Kol-

bens nicht nach oben entweicht.242 

Als Substrate kamen Kombinationen von je zwei Flavanolen sowie in einem Fall ein Gemisch 

der vier Hauptflavanole zum Einsatz. Die Flavanole wurden entweder kommerziell erworben 

oder mittels präparativer Methoden aus unfermentierten Tee-Extrakten isoliert (Abschnitt 

3.1.1). 

Die Durchführung der Oxidationen mit den Blattchargen 2 und 3 erfolgte in Blöcken beste-

hend aus jeweils drei Oxidationsversuchen, bei denen eine bestimmte Catechin-

Kombination, beispielsweise EC und EGCG, unter Beteiligung eines oder beider Enzyme 

(entweder PPO + POD, nur PPO oder nur POD) umgesetzt wurde. Ein Vergleich der Ergebnis-

se innerhalb eines Blockes ermöglicht so die Untersuchung spezifischer Eigenschaften der 

Enzyme (Abschnitt 3.1.2.8), während eine Gegenüberstellung der Resultate aus den Versu-

chen unterschiedlicher Blöcke aber mit den gleichen Enzymen den Einfluss der Substrate 

abbildet (Abschnitte 3.1.2.6 und 3.1.2.7). Im Hinblick auf die Substrate wurden vorwiegend 

von beiden Enzymen katalysierte Oxidationen verglichen, da diese den Bedingungen der au-

thentischen Fermentation am nächsten kommen.  

Die Probenahme erfolgte zu unterschiedlichen Zeitpunkten und mit steigenden Abständen 

über den gesamten Versuchszeitraum. Nach Entnahme aller Proben wurde die Reaktion 

durch Zugabe einer Stopp-Lösung beendet. Außerdem wurden diejenigen Proben, die zur 

Analyse mittels HPLC-DAD bestimmt waren, mit einer EDTA-haltigen Stabilisierungslösung 

versetzt. Auf diese wurde bei den zur massenspektrometrischen Messung entnommenen 

Proben verzichtet, um das Messinstrument nicht zu belasten. 

Die Analysen wurden mittels der HPLC_Systeme 1 (Flavanole, Gallussäure, TRs) und 3 (Thea-

flavine) sowie des LC-MS_Systems 1 vorgenommen. In Abb. 3–8 sind Aufbau und Ablauf der 

Modellfermentations-Versuche schematisch dargestellt. Ferner gibt Tab. 3-6 eine Übersicht 

über die verschiedenen durchgeführten Experimente. Aufgrund der begrenzt verfügbaren 

Menge an Teeblattmaterial wurden die Modelloxidationen jeweils als Einfachbestimmungen 
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durchgeführt. Versuchsreihen wie diejenige zur Untersuchung eines eventuellen Einflusses 

der Wassermenge zeigten, dass das System reproduzierbare Ergebnisse liefert (s. Abschnitt 

3.1.2.5). 

 

Tab. 3-6 Übersicht über die durchgeführten Modelloxidationsversuche. 

Nr. 
Teeblattpulver 

aktive(s) En-
zym(e) 

Substrate 
Einwaage je 

Substrat 
[mg] 

Volumen 
[mL] 

Temperatur 
[°C] Charge 

Menge 
[g] 

MF-2.1 2 1,18 PPO + POD ECG + EGCG 60 120 30 

MF-2.2 2 0,80 PPO C + EGCG 40 80 30 

MF-2.3 2 0,80 PPO + POD C + EGCG 40 80 30 

MF-2.4 2 0,80 PPO ECG + EGCG 40 80 30 

MF-2.5 2 0,80 POD ECG + EGCG 40 80 30 

MF-2.6 2 0,79 PPO + POD EC + EGC 40 80 30 

MF-2.7 2 0,80 PPO EC + EGC 40 80 30 

MF-2.8 2 0,80 POD EC + EGC 40 80 30 

MF-2.9 2 0,80 PPO + POD EC + EGCG 40 80 30 

MF-2.10 2 0,80 PPO EC + EGCG 40 80 30 

MF-2.11 2 0,80 POD EC + EGCG 40 80 30 

MF-2.12 2 0,32 POD C + EGCG 16 32 30 

MF-3.1 3 1,00 PPO + POD EC + EGCG 60 120 10 

MF-3.2 3 0,56 PPO + POD EC + EGCG 60 120 5 

MF-3.3 3 0,55 PPO EC + EGCG 60 120 5 

MF-3.4 3 0,55 POD EC + EGCG 60 120 5 

MF-3.5 3 0,55 PPO + POD EGC + ECG 60 120 5 

MF-3.6 3 0,56 PPO EGC + ECG 60 120 5 

MF-3.7 3 0,55 POD EGC + ECG 60 120 5 

MF-3.8 3 0,55 PPO + POD ECG + EGCG 60 120 5 

MF-3.9 3 0,55 PPO ECG + EGCG 60 120 5 

MF-3.10 3 0,55 POD ECG + EGCG 60 120 5 

MF-3.11 3 0,55 PPO + POD EGC + EGCG 60 120 5 

MF-3.12 3 0,55 PPO + POD EC + EGCG 60 100 30 

MF-3.13 3 0,55 PPO + POD EC + EGCG 60 60 30 

MF-3.14 3 0,55 PPO + POD EC + EGCG 60 80 30 

MF-4.1 4 0,55 PPO + POD EC + ECG 60 100 35 

MF-4.2 4 0,55 PPO + POD 
EC + ECG + 

EGC + EGCG 
30 100 35 

MF-4.3 4 1,00 PPO + POD EC + EGC 60 100 35 
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3.1.2.5 Allgemeine Beobachtungen 

Farbentwicklung 

Ein charakteristisches Merkmal des schwarzen Tees ist dessen rötlich-braune Farbe, welche 

primär durch die oxidativ gebildeten Theaflavine und Thearubigene verursacht wird.  

Resultierend aus dem vorangegangenen Extraktionsverfahren und der damit verbundenen 

Entfernung der Chlorophylle besitzt das in den Modelloxidationen verwendete Blattpulver 

eine blass-gelbliche Farbe. Alle weiteren zu Beginn der Versuche zugegebenen Komponen-

ten sind farblos. Sobald das enzymhaltige Blattmaterial mit den Flavanolen in Kontakt tritt, 

entwickelt sich zunächst ein gelber, dann orange-roter Farbton, der mit zunehmender Dauer 

der Reaktion ins Bräunliche übergeht. In Abb. 3–9 sind Aufnahmen des Teeblattpulvers vor 

und nach einer Oxidation sowie Fotografien des Reaktionskolbens zu Beginn und nach ein- 

bzw. vierstündiger Oxidation von EGC und ECG mit PPO und POD bei 5 °C (MF-3.5) zu 

sehen.242, 244  

Diese Beobachtung entspricht den Erwartungen und deutet bereits vor der Auswertung der 

instrumentellen Analysen auf eine Bildung von TFs und TRs hin. Durch die Messung der Farb-

intensität der entnommenen Proben bei 460 nm wird die schnelle Farbbildung dokumen-

tiert, wobei die Farbe im Falle der Oxidation MF-3.2 (EC und EGCG mit PPO und POD bei 5 °C) 

 

Abb. 3–9 Farbveränderung während des Oxidationsvorganges von gelblich-weiß über orange zu braun (MF-3.5). 

Blattpulver vor der Oxidation Blattpulver nach der Oxidation
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nach etwa einer Stunde konstant bleibt (Abb. 3–10). Eine noch intensivere Braunfärbung, 

wie sie unter authentischen Bedingungen erfolgt, kann mit Hilfe des Modellsystems nicht 

erreicht werden, da hier auch Abbauprodukte des Chlorophylls zum Tragen kommen. 

 

Einfluss der Temperatur auf die Enzymaktivität  

Bei der Durchführung der Versuche MF-2.1–2.12 bei 30 °C nahe dem Temperatur-Optimum 

der Enzyme (PPO: 40 °C; POD: 30 °C)143 wurde eine unverzüglich einsetzende Reaktion beo-

bachtet. Die Analyse der entnommenen Proben per HPLC-DAD (HPLC_System 1 und 3) be-

legt eine rasche Umsetzung der Substrate mit vergleichbaren Reaktionsgeschwindigkeiten, 

wie sie unter Verwendung moderner Oxidationsmaschinen in der Schwarzteeherstellung 

erreicht werden. Nach Abschluss der ersten Versuchsreihe mit Blattcharge 2 wurde sowohl 

die Fermentationstemperatur als auch die eingesetzte Blattmenge verringert, um den Reak-

tionsverlauf detaillierter verfolgen zu können. Dafür wurde bei Zugabe von 0,55 g enzymhal-

tigen Blattmaterials eine geeignete Temperatur von 5 °C experimentell ermittelt (Abb. 3–11). 

Zusätzlich bietet die Temperaturreduktion den Vorteil einer stabileren PPO-Aktivität über 

den gesamten Versuchszeitraum, da diese nach einer Studie von CLOUGHLEY (1980) trotz des 

hohen Temperaturoptimums während Fermentationsreaktionen oberhalb von 15 °C zuneh-

mend nachlässt.242, 245 

Im Verlauf der Versuche mit Blattcharge 3 wurde eine Reduktion der Reaktionsgeschwindig-

keit beobachtet, woraufhin die Enzymaktivität des Blattmaterials erneut untersucht wurde 

(Abschnitt 3.1.2.3 und 5.4.4.3). Tatsächlich wurde trotz Lagerung bei –18 °C eine beträchtli-

che Verringerung der Aktivität beider Enzyme, insbesondere im Falle der POD, festgestellt 

(Abb. 3–12).239 Spätere Modelloxidationen mit der 3. Charge des Teeblattpulvers (MF-3.12–

3.14) wurden deshalb wieder bei 30 °C durchgeführt. Für die Experimente mit Blattcharge 4 

 

Abb. 3–10 Entwicklung der Farbintensität bei 460 nm während der Modellfermentation MF-3.2. 
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(MF-4.1–4.3) wurde die Temperatur wegen der noch niedrigeren Aktivität auf 35 °C ange-

passt und die Enzymmenge im letzten Versuch (MF-4.3) fast verdoppelt. 

 

 

 

Abb. 3–12 Aktivität von PPO und POD in dem als Enzymquelle verwendeten Teeblattpulver der 
Charge 3 in den Monaten Juli und September 2012 sowie Februar 2013. 
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Abb. 3–11 Einfluss der Temperatur auf die Abbaugeschwindigkeit von Epigallocatechingallat (oben) und Epica-
techin (unten) während dreier Modelloxidationen bei 5, 10 und 30 °C (MF-2.9, -3.1 und -3.2).242 
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pH-Wert 

In der Literatur beschriebene Modelloxidationssysteme verwenden in der Regel pH-Puffer, 

um eine optimale Umgebung für das jeweils eingesetzte Enzym zu schaffen. Die endogenen 

Tee-Enzyme PPO und POD besitzen ihr Aktivitätsoptimum bei pH 5,5 (PPO) bzw. 4,8−5,0 

(POD).110, 115 Da das von BONNELY et al. (2003) beschriebene Modell keines Pufferzusatzes 

bedarf, entfallen mögliche Limitierungen entnommener Proben gegenüber empfindlichen 

Analyseverfahren wie der Massenspektrometrie. Im Zuge der Modifikationen des Modellsys-

tems und in Anbetracht der Gallussäure-Freisetzung (Abschnitt 3.1.2.7) wurde die Tauglich-

keit ohne pH-Puffer erneut überprüft. Die Abhängigkeit des pH-Wertes von der Gallussäure-

Konzentration im Verlauf der Oxidation MF-4.2 ist in Abb. 3–13 dargestellt. Es zeigt sich, 

dass der pH-Wert zwar mit fortschreitender Dauer und steigender Gallussäure-

Konzentration fällt, jedoch über den gesamten Versuchszeitraum innerhalb des geeigneten 

Bereiches bleibt.242  

Wassermenge 

Die Modellfermentationen wurden in wässriger Suspension durchgeführt. Mit Hilfe dreier 

Versuchsansätze in unterschiedlichen Volumina (60, 80 und 100 mL) sollte überprüft wer-

den, ob die Wassermenge einen Einfluss auf das Reaktionsgeschehen ausübt. Hierbei wurde 

jeweils die gleiche Menge an Ausgangsstoffen zugegeben. Abb. 3–14 zeigt den Abbau von EC 

und EGCG und die daraus resultierende Bildung von TF-3-G. Um die Messwerte vergleichen 

zu können, wurden diese auf ein einheitliches Ausgangsvolumen von 100 mL umgerechnet.  

Die Ergebnisse lassen keine signifikante Beeinflussung des Reaktionsverhaltens durch die 

Variation der Wassermenge erkennen.242 Gleichwohl ist anzumerken, dass in allen Fällen 

Wasser im Überschuss vorlag und die Verhältnisse bei authentischen Fermentationen dies-

 

Abb. 3–13 Verlauf von Gallussäure-Konzentration und pH-Wert während der Modelloxidation MF-4.2. 
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bezüglich und auch hinsichtlich der Gleichmäßigkeit der Verteilung sämtlicher Reaktions-

partner vom Modellsystem abweichen. Die gewählten Bedingungen waren allerdings zum 

Zwecke der Probenahme von Vorteil. Zudem macht ein Vergleich der Konzentrationskurven 

(Abb. 3–14) deutlich, dass das Modellsystem reproduzierbare Ergebnisse liefert.  

Ein weiterer Aspekt im Zusammenhang mit der Wassermenge sind Verdunstungseffekte. 

Diese traten im Verlauf der Modellversuche, in denen synthetische Luft eingeleitet wurde 

(wodurch ein offenes System nötig war), insbesondere bei hohen Temperaturen (30/35 °C) 

auf. Demzufolge können die Gehaltsangaben v. a. bei späten Probenahmezeitpunkten zu 

hoch ausfallen. 

3.1.2.6 Abbau von Flavanolen mit PPO und POD 

Während aller Fermentationsversuche mit PPO und POD (MF-2.1, -2.2, -2.6, -2.9, -3.2, -3.5, 

-3.8, -3.12, -4.1, -4.3) wurde beobachtet, dass bei Oxidationen zweier Catechine jeweils das-

jenige mit einem geringeren Redoxpotential ((+)-C, EC > ECG > EGCG > EGC) einem schnelle-

 

 

Abb. 3–14 Umsetzung von je 60 mg EC und EGCG (Analyse mittels HPLC_System 1, oben) und Bildung von TF-3-G (Ana-
lyse mittels HPLC_System 3, unten) in unterschiedlichen Wasservolumina. Die Messwerte der Versuche mit 60 bzw. 
80 mL wurden zur besseren Vergleichbarkeit auf ein Ausgangsvolumen von 100 mL umgerechnet. 
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ren und vollständigeren Abbau unterliegt (z. B. Abb. 3–14).242, 244 Dies widerspricht den in der 

Literatur beschriebenen Substrataffinitäten der Enzyme, lässt sich jedoch mit dem in Ab-

schnitt 1.3.2.4 und Abb. 1–11 erläuterten Mechanismus erklären. Demnach kommt es im 

ersten Schritt der Reaktion zu einer enzymatisch katalysierten Oxidation des bevorzugten 

Catechins (im Gemisch EC + EGC wäre dies z. B. EC), welches anschließend als ortho-Chinon 

ein Catechin mit geringerem Redoxpotential oxidiert (im Beispiel wäre dies EGC) und dabei 

zurückgewonnen wird. 

In der Modelloxidation MF-4.2, bei der die vier quantitativ wichtigsten Tee-Flavanole EC, 

ECG, EGCG und EGC eingesetzt wurden, wurde folgerichtig ein Abbau von ECG, EGCG und 

EGC festgestellt, wohingegen die Konzentration des EC nicht absank (Abb. 3–15).241 Die ähn-

lichen Oxidationsgeschwindigkeiten von ECG, EGCG und EGC deuten darauf hin, dass das 

ECQ bei der Wahl eines Redox-Partners nicht selektiv vorgeht und etwa nur mit dem EGC 

reagiert, welches das geringste Redoxpotential aufweist. 

 

Abb. 3–15 Konzentrationsverlauf der Flavanole EC, ECG, EGC und EGCG während der Modelloxidation 
MF-4.2. 

3.1.2.7 Reaktionsprodukte mit PPO und POD 

Gallussäure 

Die Bildung von Gallussäure während der Fermentation von Teeblättern ist lange bekannt 

und wurde bei sämtlichen Modelloxidationen beobachtet.171, 246 Gemäß der Literatur han-

delt es sich bei dem Vorgang um eine oxidative Desgalloylierung.118-119 Gleichzeitig kann es 

auch zu einer enzymatischen Spaltung der Esterbindung kommen, beispielsweise durch Tan-

nase oder PPO.118, 247 Die gebildeten Gallussäuremengen waren teilweise sehr gering, insbe-

sondere im Falle der Oxidationen MF-2.6 und MF-4.3, bei denen nur nicht-galloylierte Flava-

nole als Substrate Verwendung fanden. Hierbei ist der Nachweis geringer Gallussäure-
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Konzentrationen auf Rückstände im Blattmaterial und in den Flavanolen zurückzuführen. 

Alle weiteren Versuche mit galloylierten Catechinen zeigten mehr oder weniger starke Frei-

setzungen von Gallussäure.239-241  

Wie in Abb. 3–16 dargestellt, wurden vornehmlich zwei Arten von Konzentrationsverläufen 

beobachtet, bei denen es jeweils zunächst zu einer Bildung von Gallussäure kommt. Im Ver-

lauf der Modelloxidation wird diese entweder mit verringerter Geschwindigkeit bis zum Ver-

suchsende freigesetzt oder kontinuierlich abgebaut. 

Es ist nicht direkt ersichtlich, aus welchem Grund die Gallussäure bei einigen Versuchen ei-

nem Abbau unterliegt. In der Literatur ist vornehmlich von einer Freisetzung die Rede, 

BONNELY et al. (2003) beschrieben jedoch ebenfalls einen Verlauf analog zu MF-3.5 (Abb. 3–

16).143 Auffällig ist, dass dies nur solche Versuche betrifft, in denen EC als Edukt eingesetzt 

wurde. Werden EC und ECG einzeln mit PPO und Gallussäure oxidiert, reagiert die Gallussäu-

re nach Untersuchungen von BERKOWITZ et al. (1971) bevorzugt mit EC unter Bildung von Epi-

theaflavinsäure als Zwischenprodukt, bevor weitere Umsetzungen zu TRs stattfinden.118 So-

mit könnte der Abbau durch eine Reaktion des ECQ mit der Gallussäure zustande kommen, 

da dieser in etwa ab dem Zeitpunkt begann, zu dem das jeweilige Partner-Catechin ver-

braucht war. 

Ferner wurde eine Tendenz zu höheren maximalen Gallussäure-Konzentrationen festgestellt, 

wenn das Substrat mit der größten Affinität zur PPO eine Galloylfunktion besitzt. Gemäß 

BERKOWITZ et al. (1971) katalysiert PPO auch die Spaltung der Esterbindung.118 Dies könnte 

erklären, weshalb während einer Oxidation von EC mit EGCG, in der EC als Primärsubstrat 

auftritt, geringere Gallussäurefreisetzungen gemessen wurden als in einer Oxidation von 

ECG und EGC mit ECG als Primärsubstrat (Abb. 3–16). 

 

Abb. 3–16 Verlauf der Gallussäure-Konzentrationen während der Oxidationen MF-3.2 und -3.5. 
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Theaflavine 

Wie in Abschnitt 1.3.2.4 beschrieben, stellen die Theaflavine ein Primärprodukt des oxidati-

ven Catechin-Abbaus dar. Durch die oxidative Kopplung zweier Catechine, von denen je ei-

nes einen o-dihydroxylierten bzw. einen vic-trihydroxylierten B-Ring trägt, kommt es zur Bil-

dung dimerer Verbindungen, die über eine zentrale 1',2'-Dihydroxy-3,4-Benzotropolon-

Einheit verknüpft sind.  

Der Nachweis erfolgte mittels HPLC_System 3, welches anhand einer Kalibrierung mit exter-

nen Standards eine Quantifizierung von TF, TF-3-G, TF-3'-G und TF-DG ermöglicht. In Abb. 3–

17 ist ein Beispielchromatogramm von der Fermentation MF-4.2 dargestellt, bei der die vier 

Haupttheaflavine gebildet wurden. 

Infolge der Verwendung von (+)-Catechin bei der Oxidation MF-2.3 entstand mit hoher 

Wahrscheinlichkeit das Neotheaflavin-3-gallat als Hauptprodukt. Ein sicherer Nachweis war 

mangels Standard nicht möglich. Allerdings besaß das gebildete Produkt gegenüber seinem 

Epimer TF-3-G und dem TF-3'-G eine veränderte Retentionszeit und wurde im Massenspekt-

rum mit identischem Masse-zu-Ladungsverhältnis und Fragmentierungsmuster detektiert 

(Abb. 3–18).240  

Entsprechende Beobachtungen wurden für ein Nebenprodukt gemacht, welches in gleicher 

Weise als Neotheaflavin zugeordnet wurde. Die Quantifizierung der Neotheaflavine erfolgte  

mangels Standards mit den gleichen Kalibrierfunktionen, die auch für die korrespondieren-

den Epimere TF-3-G resp. TF verwendet wurden. Daher müssen die ermittelten Gehalte als 

Näherungen betrachtet werden. Die große Ähnlichkeit der Responsefaktoren von (+)-C und 

EC (s. Abschnitt 5.4.1.1) deutet jedoch darauf hin, dass zwischen den Epimeren nur ein ge-

ringer Unterschied besteht. 

 
Abb. 3–17 Chromatogramm (λ = 274 nm) der Theaflavinbestimmung mittels HPLC_System 3 in einer nach 
330 min entnommenen Probe von MF-4.2. 
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Abb. 3–18 HPLC-ESI-MSn Spektren einer nach 5 min entnommenen Probe der Modelloxidation MF-2.3. Oben:  
ted-Ion-Chromatogramm (m/z = 715 ± 0,5; negativer Modus). Unten: Fragment-Spektren (MS1–MS3) des Hauptsig-
nals bei 34,8 min.  

 

Tab. 3-7 Kombinationen von Flavanolen, die in Modelloxidationen mit PPO und POD eingesetzt wurden und 
daraus gebildete und per HPLC-DAD (HPLC_System 3) nachgewiesene Theaflavine. In Fettschrift hervorge-
hobene Produkte traten jeweils als Hauptprodukt auf. a Geringe Mengen an TF-3-G via LC-MS nachweisbar, 
wahrscheinlich als Folge von Verunreinigungen im isolierten ECG. 

Eingesetzte Flavanole Produkte 

EC + EGC Theaflavin 

EC + EGCG  Theaflavin-3-gallat, Theaflavin 

ECG + EGCG  
Theaflavin-3,3'-digallat, Theaflavin-3-gallat, 

Theaflavin-3'-gallat, Theaflavin 

(+)-C + EGCG  Neotheaflavin-3-gallat, Neotheaflavin 

ECG + EGC  Theaflavin-3'-gallat, Theaflavin 

EGC + EGCG Keine Theaflavinbildung 

EC + ECG Keine Theaflavinbildunga 

EC + ECG + EGC + EGCG 
Theaflavin, Theaflavin-3-gallat,  

Theaflavin-3'-gallat, Theaflavin-3,3'-digallat  
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In Tab. 3-7 sind die acht untersuchten Catechin-Kombinationen und die daraus gebildeten 

Theaflavine aufgeführt.242 Mitunter konnten neben dem erwarteten Hauptprodukt weitere 

TFs nachgewiesen werden, bei denen es sich jeweils um desgalloylierte Derivate des Haupt-

produktes handelt. Eine Galloylfunktion kann sowohl vom Präkursor (EGCG, ECG) als auch 

vom bereits entstandenen Theaflavin (TF-3-G, TF-3'-G, TF-DG) abgespalten werden. Neben 

der Freisetzung von Gallussäure wird der Ablauf derartiger Reaktionen dadurch bestätigt, 

dass bei einer Oxidation der vier Hauptcatechine (MF-4.2) das TF in höherer Konzentration 

entstand, als dies aufgrund der eingesetzten Catechine zu vermuten war (Abb. 3–19).242  

In den Versuchen MF-3.11 und -4.1 wurden erwartungsgemäß keine Theaflavine gebildet, da 

hier die dihydroxylierten Flavanole EC und ECG bzw. die trihydroxylierten Flavanole EGC und 

EGCG paarweise oxidiert wurden und somit keine Ausgangsstoffe zur Bildung der 

1',2'-Dihydroxy-3,4-Benzotropolon-Einheit vorlagen. 

 

Abb. 3–19 Theaflavinbildung im Verlauf der Modelloxidation MF-4.2.242 

Abb. 3–20 zeigt die Bildung von TF und TF-3-G bei 30 °C als Hauptprodukte der Modelloxida-

tionen MF-2.6 bzw. MF-2.9 (oben) sowie MF-3.12 resp. MF-4.3 (mittig). Die Versuche 

MF-3.12 und MF-4.3 wurden mit Blattmaterial mit geringerer Enzymaktivität durchgeführt. 

Wie ein Vergleich der Graphen deutlich macht, läuft die Reaktion verzögert ab. Ferner ist gut 

zu erkennen, dass die Theaflavin-Konzentrationen nach dem Erreichen eines Maximums 

wieder abnehmen. Ebenso wie der Anstieg der Gehalte erfolgt auch der Abfall mit verringer-

ter Geschwindigkeit. Demzufolge hängt die Umsetzung der Theaflavine ebenso wie die der 

Catechine von der Aktivität der Enzyme ab. Eine genauere Auswertung der Theaflavinbildung 

während der Modellversuche MF-2.1–2.12 ist nicht möglich, weil die hohe Enzymaktivität 

eine größere Anzahl an Probenahmen innerhalb der ersten zehn Minuten erfordert hätte. 
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Abb. 3–20 Bildung von Theaflavinen während unterschiedlicher Modellversuche. Die Versuchsdaten wurden 
nach verwendeter Blattcharge und Temperatur so angeordnet, dass jeweils vergleichbare Enzymaktivitäten vor-
lagen. Oben: MF-2.6 (TF) und MF-2.9 (TF-3-G) bei 30 °C. Mitte: MF-4.3 (TF) und MF-3.12 (TF-3-G) bei 35 bzw. 
30 °C. Aufgrund der höheren Eduktkonzentrationen wurden die ermittelten Gehalte rechnerisch auf das Niveau 
der anderen Oxidationen angeglichen. Unten: MF-3.2 (TF-3-G), MF-3.5 (TF-3'-G) und MF-3.8 (TF-DG) bei 5 °C.  

In Abb. 3–20 (unten) sind außerdem die Konzentrationen an TF-3-G, TF-3'-G und TF-DG im 

Verlauf der Versuche bei 5 °C (MF-3.2, -3.5, -3.8) dargestellt. Ähnlich wie der Abbau der Ca-

techine ist auch die Bildung der TFs bei niedrigeren Temperaturen stark verlangsamt. Die 

Bildungsgeschwindigkeiten des TF-3-G zeigen während der Oxidationen MF-3.2 und MF-3.12 

(Abb. 3–20 mittig und unten) keinen besonders großen Unterschied, was auf eine in etwa 

vergleichbare Enzymaktivität in den beiden Versuchen hindeutet. Gleichwohl findet der Ab-

bau des TF-3-G im Falle der Oxidation bei 5 °C langsamer statt. Folglich scheint für den weite-

ren Reaktionsverlauf der TFs neben der Enzymaktivität auch die Temperatur eine Rolle zu 

spielen. Eine entsprechende Beobachtung wurde für das TF-DG gemacht, welches bei 5 °C 

0

50

100

150

200

0 50 100 150 200 250 300

Ko
nz

en
tra

tio
n 

[m
g/

L]

Zeit [min]

TF

TF-3-G

0

50

100

150

200

0 50 100 150 200 250 300

Ko
nz

en
tra

tio
n 

[m
g/

L]

Zeit [min]

TF

TF-3-G

0

50

100

150

200

0 50 100 150 200 250 300

Ko
nz

en
tra

tio
n 

[m
g/

L]

Zeit [min]

TF-3-G

TF-3'-G

TF-DG

Dieses Werk ist copyrightgeschützt und darf in keiner Form vervielfältigt werden noch an Dritte weitergegeben werden. 
Es gilt nur für den persönlichen Gebrauch.



Ergebnisse und Diskussion 

- 71 - 

(MF-3.5 und MF-3.8, Abb. 3–20 unten) keinem signifikanten Abbau unterliegt, aber bei 30 °C 

und hoher Enzymaktivität (MF-2.1, Daten nicht abgebildet) gänzlich umgesetzt wird.240-242 

Im direkten Vergleich der Hauptprodukte der Flavanol-Oxidationen (Abb. 3–20) zeigt sich 

ebenfalls, dass deren maximale Konzentration mit steigendem Galloylierungsgrad sinkt. Als 

Ursache kommt zumindest teilweise die bereits erwähnte Bildung desgalloylierter Nebenp-

rodukte zum Tragen. 

Die während der Modellversuche MF-3.1– MF-4.3 beobachteten Theaflavingehalte deuten 

auf eine höhere Stabilität von TF-DG und TF-3'-G im Vergleich zu TF und TF-3-G hin. Daher 

bestand zunächst die Annahme, dass die 3'-O-Position einen bevorzugten Angriffspunkt dar-

stellt.242 Werden jedoch die Konzentrationskurven des Hauptproduktes und seines Nebenp-

roduktes innerhalb eines Versuches betrachtet (z. B. TF-3-G und TF in Versuch MF-3.2), so 

kann dies nicht bestätigt werden. Vielmehr trat ein Theaflavinabbau (ähnlich dem Abbau der 

Gallussäure) immer dann auf, wenn EC als Substrat anwesend war. Der Abbau begann, so-

bald das Partner-Catechin vollständig umgesetzt worden war (Abb. 3–21). Eine mögliche 

Erklärung findet sich in der Literatur,120, 128 wonach Theaflavin zwar kein Substrat für PPO ist 

(in Bezug auf POD bestehen widersprüchliche Berichte),110, 115, 171, 248 allerdings durch ECQ 

oxidiert wird. Mit EGCQ wurde diese Beobachtung hingegen nicht gemacht. Folglich wurde 

darauf geschlossen, dass die Redoxpotentiale der Theaflavine zwischen denen von EC und 

EGC liegen. Da die TFs in dieser Arbeit bei Anwesenheit von EGCG und ECG entweder keine 

oder nur geringe Abbauraten zeigten, wird angenommen, dass die Redoxpotentiale dieser 

Flavanole bzw. ihrer o-Chinone ebenfalls zu gering sind, um eine Oxidation der Theaflavine 

herbeizuführen. 

Während aller Modellversuche mit den Chargen 3 und 4 (MF-3.1–MF-4.3) wurde ein Abbau 

von TFs ausschließlich bei Anwesenheit von EC als einzig verbliebenem Catechin beobachtet. 

Dahingegen nahmen die TF-Konzentrationen bei den Oxidationen mittels Charge 2 (MF-2.1–

MF-2.12), welche bei deutlich höherer Enzymaktivität durchgeführt wurden, durchweg 

schnell ab. Mit Ausnahme der Serie ECG + EGCG (MF-2.1, -2.4, -2.5) wurden diese Versuche 

immer in Anwesenheit von EC oder (+)-C durchgeführt, wobei letzteres ein noch höheres 

Redoxpotential aufweist und somit ein Theaflavin-Abbau nach obiger Theorie zu erwarten 

war. Die Oxidationen von ECG + EGCG im Versuchsblock MF-2.1, -2.4, -2.5 ergaben einen 

Abbau der Theaflavine TF-3-G, TF-3'-G und TF-DG, was in der Versuchsreihe MF-3.8–MF-3.10 

mit der gleichen Substratkombination nicht beobachtet wurde. Bei genauerer Betrachtung 

der Konzentrationsverläufe der Oxidationen mit Charge 2 fällt weiterhin auf, dass die Thea-
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flavine z. T. noch nach vollständiger Umsetzung aller Flavanole (mit verminderter Geschwin-

digkeit) abgebaut werden. Daher scheint noch ein weiterer Faktor zu existieren. Die Ver-

suchsreihen (MF-2.1–MF-2.12 ↔ MF-3.1–MF-3.11) unterscheiden sich in der Enzymaktivität, 

der zugesetzten Menge an Blattmaterial und der Temperatur. Möglicherweise führen die 

höhere Temperatur und/oder die größere Blattmenge zur Aktivierung eines weiteren im 

Blattmaterial enthaltenen Tee-Enzyms, das mit den Theaflavinen direkt oder indirekt rea-

giert. Eine weitergehende Betrachtung der Umsetzung von TFs mit POD und einer Blattmat-

rix folgt in Abschnitt 3.1.3. 

 

 

Abb. 3–21 Konzentrationsverläufe der Oxidation MF-3.12. Oben: Substrate EC und EGCG; unten: gebildete Theaflavine 
TF-3-G (Hauptprodukt) und TF (Nebenprodukt). 
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Thearubigene  

Neben der Bildung von TFs konnte mittels HPLC-DAD-Analyse (HPLC_System 1) die Entwick-

lung eines Thearubigen-„Humps“ während der Modellfermentationen beobachtet werden 

(Abb. 3–22).  

Wie in Abschnitt 1.3.2.5 und 3.2.1.4 erläutert, gestaltet sich die Analytik der TRs schwierig, 

da keine zuverlässige Methode zur Quantifizierung der heterogenen Substanzklasse existiert. 

Als Indikator für den TR-Gehalt einer Probe wurde deshalb jeweils die Fläche des gesamten 

Humps bei 278 nm abzüglich der Flächen aller oberhalb aus dem Hügel herausragenden 

Peaks ermittelt. Ein alternatives Vorgehen zur Gehaltsabschätzung ist die indirekte Bestim-

mung über bekannte und quantifizierbare Komponenten. Anhand der gemessenen Konzent-

rationen wird der TR-Gehalt wie folgt berechnet (Gleichung 3–1): 

Thearubigengehalt    = Flavanolgehalt zum Zeitpunkt 0 – (Flavanolgehalt                 (3–1) 

+ Theaflavingehalt + Gallussäuregehalt zum  

Zeitpunkt der Probenahme)  

Abb. 3–23 zeigt eine Gegenüberstellung der beiden Quantifizierungsmethoden anhand der 

Modelloxidationen MF-3.2, -3.5 und -3.8. Bei beiden Herangehensweisen wird ein steiler 

Anstieg des TR-Gehaltes innerhalb der ersten Minuten angezeigt. Im weiteren Verlauf neh-

men die Flächen des TR-Humps nur noch langsam zu und beginnen nach ca. 50–150 min 

wieder leicht abzufallen, während die berechneten Gehalte mit verminderter, aber in etwa 

konstanter Geschwindigkeit kontinuierlich bis zum Versuchsende ansteigen.242 

 

Abb. 3–22 HPLC-Chromatogramm (λ = 278 nm) der Reaktionslösung aus Modelloxidation MF-2.1 nach 10 min 
mit TR-Hump im Retentionsbereich von ca. 23–37 min.  
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Abb. 3–23 Bildung von TRs während dreier Modellfermentationen mit unterschiedlichen Flavanol-
Kombinationen bei 5 °C (MF-3.2: EGCG + EC, MF-3.5: ECG + EGC, MF-3.8: EGCG + ECG), abgeschätzt anhand der 
Fläche des TR-Hügels bei 278 nm (oben) bzw. einer Gehaltsberechnung gemäß Formel 3–1 (unten). 

Umsetzungen innerhalb der Thearubigene wie weitere Oligomerisierungsreaktionen und 

Hydroxylierungen bleiben bei beiden Methoden unerfasst. Allerdings könnte der leichte Ab-

fall der Fläche des TR-Humps auf solche Reaktionen zurückzuführen sein, wenn die höher-

molekularen Oxidationsprodukte eine geringere relative Absorption aufweisen.242 Außerdem 

werden mit steigender Reaktionsdauer zunehmend Signale im vorderen Bereich des HPLC-

Chromatogramms detektiert (Abb. 3–22). Hierbei handelt es sich wahrscheinlich um Abbau-

produkte der TRs/TFs oder um TRs der Gruppe I nach BAILEY et al. (1991), welche per HPLC 

nicht retardiert werden und dementsprechend mit dem Totvolumen eluieren.194 Bei der flä-

chenbasierten Methode werden diese Komponenten nicht mit einbezogen, während sie in 

den Berechnungen als TRs erfasst werden. Die Analyse über die Fläche besitzt somit den 

Vorteil, auf einer tatsächlich auf dem TR-Gehalt basierenden Größe zu beruhen, wohingegen 

sich die Berechnung nur auf anderweitige Parameter stützt. 

Gemäß den Ergebnissen läuft die Bildung einer Thearubigenfraktion innerhalb kurzer Zeit 

nach Beginn der Oxidationsreaktionen ab. Es ist anzunehmen, dass im Anschluss weitere 

Reaktionen stattfinden, beispielsweise gemäß der Theorie einer oxidativen Kaskade. Diese 
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beeinflussen zwar die Beschaffenheit der Fraktion, haben aber keine substanzielle Auswir-

kung auf die Quantität der TRs im Tee. Die HPLC-Messungen weisen darauf hin, dass die 

Fermentationsdauer eines Tees weniger den TR-Gehalt beeinflusst, als vielmehr die Zusam-

mensetzung dieser Gruppe. Wie in Abb. 3–24 dargestellt, scheint die Bildung der TRs weni-

ger stark von der Enzymaktivität abzuhängen als die Bildung und Umsetzung der TFs. Bei 

Modelloxidationen mit niedriger Enzymaktivität (MF-3.2, -3.5, -3.8) wurde eine ähnliche Bil-

dungsgeschwindigkeit der TFs und TRs beobachtet, während die Theaflavin-Bildung bei leicht 

erhöhter Enzymaktivität (MF-3.1) gegenüber der TR-Bildung beschleunigt ablief. Aufgrund 

der überaus schnellen Bildung beider Substanzklassen können bei sehr hoher Enzymaktivität 

(MF-2.1, -2.3, -2.6, 2.9) keine eindeutigen Aussagen getroffen werden.239-240 

 

 

Abb. 3–24 Vergleich der Konzentration von TF-3-G mit der Fläche des TR-Humps bei unterschiedlicher En-
zymaktivität während der Oxidationen MF-3.2 (5 °C, oben) und MF-3.1 (10 °C, unten).  
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3.1.2.8 Einfluss von PPO und POD 

Die oben beschriebenen Ergebnisse beziehen sich weitgehend auf Modelloxidationen unter 

gleichzeitiger Verwendung beider endogener Tee-Enzyme (PPO und POD). In diesem Ab-

schnitt sollen nun die unterschiedlichen Einflüsse der einzelnen Enzyme betrachtet werden. 

Hierzu wurden die Bedingungen während der Oxidationen so angepasst, dass jeweils nur ein 

Enzym arbeiten konnte. Kernelemente der Auswertung sind die Versuchsblöcke MF-3.2–

MF-3.4, MF-3.5–MF-3.7 sowie MF-3.8–MF-3.10. In Abb. 3–25 bis Abb. 3–27 sind die Kon-

zentrationsverläufe wesentlicher Bestandteile der jeweiligen Versuchsreihen dargestellt. 

Diese werden durch die mit Charge 2 erzielten Ergebnisse ergänzt, welche allerdings wegen 

der sehr schnellen Reaktionsabläufe nur bedingt aussagekräftig sind. 

Allgemeine Beobachtungen 

Wie Abb. 3–25 bis Abb. 3–27 zeigen, verlaufen die Reaktionen mit POD zunächst praktisch 

identisch zu den Oxidationen mit beiden Enzymen. Dies lässt darauf schließen, dass die En-

zyme zueinander in Konkurrenz stehen, wobei der Einfluss der POD zu Beginn der Umset-

zungsreaktionen überwiegt. Ein klarer Unterschied der POD-Oxidation gegenüber den 

PPO + POD-Oxidationen wird erst ab dem Zeitpunkt erkennbar, zu dem das erste Flavanol 

vollständig verbraucht ist. Dann treten die durch die POD katalysierten Reaktionen in den 

Hintergrund und der Einfluss der PPO wird deutlich. Die charakteristischen Unterschiede 

zwischen den PPO- und POD-Oxidationen belegen das erfolgreiche Ausschalten des jeweils 

anderen Enzyms.  

Gegenüber den Experimenten mit POD-Beteiligung weisen die nur mit PPO durchgeführten 

Versuche deutliche Abweichungen auf. Sie verlaufen zudem insgesamt langsamer, was sich 

mit der geringeren Enzymaktivität begründen lässt. 

Im Folgenden werden die Einflüsse der Enzyme in Bezug auf charakteristische Bestandteile 

beschrieben. 

Flavanole 

Bei alleiniger Umsetzung mit PPO unterscheidet sich die Abbaukinetik der Flavanole deutlich 

von der, die in Anwesenheit von POD beobachtet wird. So erfolgt der Konzentrationsrück-

gang mit PPO sehr viel gleichmäßiger und in den meisten Fällen fast linear. Der vollständige 

Verbrauch des Partner-Catechins hat dabei keinen Einfluss auf die Abbaugeschwindigkeit des 

verbleibenden Flavanols (z. B. Abb. 3–25: EC und EGCG in Versuch MF-3.3).242 
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    Gallussäure 
 

                       Modelloxidationen                                  
MF-3.2:   PPO + POD 
MF-3.3:   PPO 
MF-3.4:   POD 

Substrate:   EC + EGCG 
Temperatur: 5 °C 

 
 

 

EC EGCG 

  

TF-3-G TF 

  

TR-Hump TRs berechnet 

  
Abb. 3–25  Übersicht über den Einfluss der Enzyme auf Abbau und Bildung wesentlicher Bestandteile des Versuchsblocks  
MF-3.2–MF-3.4.  

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

0 50 100 150 200 250 300 350

K
on

ze
nt

ra
tio

n 
[m

g/
L]

Zeit [min]

PPO+POD PPO POD

0

100

200

300

400

500

600

0 50 100 150 200 250 300 350

K
on

ze
nt

ra
tio

n 
[m

g/
L]

Zeit [min]

PPO+POD PPO POD

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

0 50 100 150 200 250 300 350

K
on

ze
nt

ra
tio

n 
[m

g/
L]

Zeit [min]

PPO+POD PPO POD

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

0 50 100 150 200 250 300 350

K
on

ze
nt

ra
tio

n 
[m

g/
L]

Zeit [min]

PPO+POD PPO POD

0

5

10

15

20

25

0 50 100 150 200 250 300 350

K
on

ze
nt

ra
tio

n 
[m

g/
L]

Zeit [min]

PPO+POD PPO POD

0

2500

5000

0 50 100 150 200 250 300 350

Fl
äc

he
 [m

A
U

]

Zeit [min]

PPO+POD PPO POD

0

100

200

300

400

500

600

700

800

0 50 100 150 200 250 300 350

K
on

ze
nt

ra
tio

n 
[m

g/
L]

Zeit [min]

PPO+POD PPO POD

Dieses Werk ist copyrightgeschützt und darf in keiner Form vervielfältigt werden noch an Dritte weitergegeben werden. 
Es gilt nur für den persönlichen Gebrauch.



Ergebnisse und Diskussion 

- 78 - 

 

         Gallussäure 
 

                        Modelloxidationen 
MF-3.5:   PPO + POD 
MF-3.6:   PPO 
MF-3.7:   POD 

Substrate:   ECG + EGC 
Temperatur: 5 °C 

 
 

 

ECG EGC 

  

TF-3'-G TF 

  

TR-Hump TRs berechnet 

  
Abb. 3–26  Übersicht über den Einfluss der Enzyme auf Abbau und Bildung wesentlicher Bestandteile des Versuchsblocks  
MF-3.5–MF-3.7. 
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         Gallussäure 
 

                        Modelloxidationen 
MF-3.8:   PPO + POD 
MF-3.9:   PPO 
MF-3.10:   POD 

Substrate:   ECG + EGCG 
Temperatur: 5 °C 

 

 

ECG EGCG 

  

TF-DG TF-3-G 

  

TR-Hump TRs berechnet 

  
Abb. 3–27 Übersicht über den Einfluss der Enzyme auf Abbau und Bildung wesentlicher Bestandteile des Versuchsblocks  
MF-3.8–MF-3.10. 
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Die Umsetzung der Flavanole mit POD erfolgt dagegen exponentiell, die Reaktionsgeschwin-

digkeit ist jedoch von der Anwesenheit eines Partner-Flavanols abhängig. Catechine mit drei-

fach hydroxyliertem B-Ring (EGC, EGCG) wurden im direkten Vergleich jeweils schneller ab-

gebaut als zweifach hydroxylierte (EC, ECG). Bemerkenswerterweise kam die Umsetzung des 

EC bzw. ECG zum Erliegen, sobald das jeweilige Partner-Catechin (EGC oder EGCG) ver-

braucht war (Abb. 3–25 bis Abb. 3–27). Die POD scheint demnach eine besonders hohe Affi-

nität zu EGC und EGCG zu besitzen. Eine Bevorzugung eines dieser beiden Catechine wurde 

nicht festgestellt.242 Gestützt wird diese Beobachtung durch den Versuch MF-3.11, in dem 

EGC und EGCG bei der Umsetzung durch PPO und POD praktisch identische Abbauraten 

aufwiesen (Abb. 3–28).  

 

Abb. 3–28 Abbau von EGC und EGCG während der Oxidation MF-3.11 mit PPO und POD. 

 

Gallussäure 

Wie bereits beschrieben, findet im Verlauf der Teeherstellung eine Freisetzung von Gallus-

säure statt. Dies wurde auch in den Versuchen mit nur einem Enzym beobachtet (Abb. 3–25 

bis Abb. 3–27). Während der Oxidationen mit PPO war eine auffallend starke Bildung fest-

zustellen, was im Einklang mit der Literatur steht.118, 242  

Außerdem ähneln die Konzentrationsverläufe der POD-Versuche erneut denen der Oxidatio-

nen mit beiden Enzymen. Eine deutliche Abweichung der Kurvenverläufe ergibt sich erst 

nach der vollständigen Umsetzung eines der Catechine, so dass die Freisetzung in direktem 

Zusammenhang zum Flavanol-Abbau zu stehen scheint. Der Unterschied zwischen den POD- 

und PPO + POD-Experimenten äußert sich in einem Abfall bzw. einer gestoppten Konzentra-

tionszunahme bei Anwesenheit von PPO. Bei den reinen PPO-Oxidationen liegen die Gehalte 
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der PPO katalysierte Oxidation der Gallussäure (s. Abschnitt 3.1.2.5). Dies erklärt auch die 

Abnahme des Gallussäuregehaltes in Versuch MF-3.3.  

Theaflavine 

Die Theaflavin-Kurven in Abb. 3–25 bis Abb. 3–27 verdeutlichen, dass die Flavanole durch 

PPO in einem wesentlich höheren Grad zu den Benzotropolonderivaten umgesetzt werden, 

als dies in Anwesenheit von POD geschieht. So liegt das Konzentrationsmaximum des Haupt-

theaflavins bei einer PPO-Oxidation durchschnittlich um etwa das Doppelte über dem eines 

Modellversuchs mit POD oder PPO + POD.242 Die bevorzugte Bildung von TFs durch PPO 

wurde bereits von DIX et al. (1981) berichtet und kann somit bestätigt werden.115  

Bei gemeinsamer Anwesenheit von EC und PPO (MF-3.3) ist der bereits in Abschnitt 3.1.2.5 

für MF-3.2 (EC + EGCG mit beiden Enzymen) beschriebene Abbau der Theaflavine zu beo-

bachten (Abb. 3–25). Die Gehaltsabnahme beginnt auch mit der einzelnen PPO erst nach fast 

vollständiger Umsetzung des EGCG. In der Modellfermentation mit POD (MF-3.4) verhalten 

sich die TFs nach Erreichen ihres Maximalgehaltes hingegen weitgehend stabil. Diese Beo-

bachtung ist ein weiterer Beleg dafür, dass die POD nach Abbau des EGCG keine Oxidation 

des EC katalysiert, die sich in einer Reduzierung der TF-Gehalte äußern würde.   

Ist statt des EC ECG zugegen, zeigen die Theaflavine auch in den Versuchen mit Einzelenzy-

men keine nennenswerte Abnahme (Abb. 3–26 und Abb. 3–27).  

Thearubigene 

Die Bildung von Thearubigenen verläuft sowohl mit POD als auch mit PPO + POD zügig und 

erreicht nach Auswertung der Flächen des TR-Hügels nach etwa 50–100 min ein Maximum 

(Abb. 3–25 bis Abb. 3–27). Im Anschluss fällt die Fläche wieder ab. Gemäß den berechneten 

Gehalten erfolgt innerhalb der ersten 10 min ein steiler Konzentrationsanstieg, woraufhin 

die Gehalte bis zum Versuchsende mit deutlich verminderter Geschwindigkeit weiter zu-

nehmen. Wird nur PPO eingesetzt, so erfolgt die TR-Generierung laut beider Bestimmungs-

methoden klar langsamer, wobei sich die Gehalte gegen Ende der Versuche an die mit POD-

Beteiligung erreichten Werte annähern.242 Die verzögerte TR-Bildung durch PPO lässt sich 

zum einen mit der geringeren Enzymaktivität, v. a. aber mit der unter PPO-Katalyse begüns-

tigten Theaflavin-Bildung begründen. 

Die Entstehung der Thearubigene erfolgt mit beiden Enzymen, läuft jedoch nicht gleich 

schnell ab. Dabei deuten die unterschiedlichen Umsetzungsraten der Flavanole sowie die 

deutlich stärkere TF-Bildung mit PPO auf verschiedene oder zumindest anders gewichtete 

Reaktionswege hin. Somit ist anzunehmen, dass die mit POD gebildeten Thearubigene eine 

Dieses Werk ist copyrightgeschützt und darf in keiner Form vervielfältigt werden noch an Dritte weitergegeben werden. 
Es gilt nur für den persönlichen Gebrauch.



Ergebnisse und Diskussion 

- 82 - 

andere Zusammensetzung aufweisen als diejenigen, welche nur unter PPO-Beteiligung ent-

standen sind. Letztere weisen vermutlich einen höheren Anteil an Komponenten mit einem 

Benzotropolon-Gerüst bzw. einer davon abgeleiteten Struktur auf. 

  
3.1.2.9 Auswertung mittels HPLC-DAD-ESI-MSn 

Um die Identifizierung weiterer Oxidationsprodukte zu ermöglichen, wurden Proben aus den 

Modellfermentationen mittels HPLC-DAD-ESI-MSn (LC-MS_System 1) im negativen Modus 

untersucht. Dabei werden die Analyten ionisiert und erscheinen in Form von Pseudomole-

külionen *M−H+− als Basissignale in den Chromatogrammen.  

Die Auswertung erfolgte einerseits durch gezieltes Suchen nach m/z-Werten bekannter Oxi-

dationsprodukte (s. Abschnitt 1.3.2.4) und andererseits durch Überprüfen der größeren Sig-

nale im Total-Ion-Chromatogramm. Darüber hinaus wurden die MS²- und MS³-

Fragmentspektren zur Identifizierung der jeweiligen Substanzen herangezogen. Für weit ver-

breitete und gut charakterisierte Komponenten wie die Flavanole und daraus aufgebaute 

Proanthocyanidine sind die unterschiedlichen Fragmentierungsmechanismen weitgehend 

bekannt, während zu den Oxidationsprodukten im Tee nur wenige detaillierte Angaben in 

der Literatur zu finden sind.249-251 Aufgrund der strukturellen Verwandtschaft sind jedoch bei 

diesen Komponenten ähnliche Fragmentierungen zu erwarten. Eine Übersicht über drei typi-

sche Fragmentierungsreaktionen von Flavanolen und Flavanolderivaten ist in Abb. 3–29 am 

Beispiel des Epigallocatechin-3-gallats dargestellt. Es handelt sich dabei um die Retro-Diels-

Alder-Fragmentierung (RDA), die Benzofuran-Ring-Forming-Fragmentation (BFF) sowie die 

Heterocyclic-Ring-Fragmentation (HRF). Darüber hinaus werden die bei galloylierten Flava-

nolen häufig auftretenden Abspaltungen von Gallussäure (GS) bzw. der Galloylfunktion (G) 

gezeigt. Zur Veranschaulichung sind im unteren Teil der Abb. 3–29 die in einer Probe von 

MF-3.11 aufgenommenen MS1- und MS2-Spektren von EGCG abgebildet. 

Für die Auswertung wurden die Modellfermentationen MF-3.2, -3.5, -3.8, -3.11 und MF-4.1–

MF-4.3 ausgewählt. Jeder dieser Versuche wurde mit PPO und POD durchgeführt, wobei 

jeweils eine andere Substratkombination eingesetzt wurde. Im Folgenden werden die 

Hauptsignale der einzelnen Modellversuche detailliert aufgeführt, interpretiert und mögli-

chen Reaktionsprodukten zugeordnet. Oftmals wurden Flavanole identifiziert, welche nicht 

als Substrat zugesetzt worden waren und geringe Signalintensitäten aufwiesen. Hierbei han-

delt es sich um Verunreinigungen der verwendeten Flavanole bzw. um extrahierte Rückstän-

de aus den Teeblättern. 
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Abb. 3–29 Oben: Schematische Darstellung typischer ESI-MS/MS-Fragmentierungsmechanismen von Flavanolen und 
ihren Derivaten am Beispiel des EGCG. Unten: MS1- und MS2-Spektren von EGCG (negativer Modus, m/z = [M–H]–). 
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EC + ECG 

Zunächst soll Versuch MF-4.1 (EC + ECG) betrachtet werden (Tab. 3-8). Da als Substrate zwei 

Catechine mit B-Ring des Catechol-Typs eingesetzt wurden, war keine Bildung von Theasi-

nensinen, Theacitrinen oder Theaflavinen zu erwarten. In den Massenchromatogrammen 

wurden u. a. Verbindungen mit Masse-zu-Ladungs-Verhältnis von 729 sowie 577 gefunden, 

was auf die Bildung von Dimeren aus EC und ECG (m/z 729) bzw. 2 x EC (m/z 577), sog.  De-

hydrodicatechinen, hindeutet. Theoretisch gehören auch die Theasinensine zu den Dehydro-

dicatechinen, ebenso wie die Subklasse der Proanthocyanidine, die sich aufgrund ihrer Fä-

higkeit zur Bildung farbiger Anthocyanidine durch Erhitzen in saurem Milieu abgrenzen lässt. 

Wie in Abschnitt 1.3.2.3 erläutert, besitzen Proanthocyanidine vom B-Typ eine Interflavan-

Bindung zwischen C8 und C4 oder C6, während B-Typ-Dehydrodicatechine über C6' und C6 

oder C8 verknüpft sind.252 Die Vermutung, dass es sich um Catechin-Dimere handelt, lässt 

sich anhand der Fragmentierung untermauern. In Abb. 3–30 sind mögliche Fragmente eines 

Dimers aus EC und ECG dargestellt, welche in den gemessenen Signalen 6–8 und 10 (m/z 

729) nachgewiesen wurden. Gemäß Literatur handelt es sich bei der Verbindung mit m/z 577 

(Tab. 3-8, Signal 4) wahrscheinlich um ein Dehydrodicatechin des B-Typs (charakteristische 

Fragmentionen: m/z 439, 393 und 269 bei Abwesenheit von 451).253  

Tab. 3-8 In Proben der Modelloxidation MF-4.1 (EC + ECG) mittels HPLC-ESI-MSn nachgewiesene Signale und Zuord-
nungsvorschläge, wo möglich.  

Signal Zuordnungs-
vorschlag 

Rt 
[min] 

[M – H]- 

m/z 
MS² 
m/z 

MS³ 
m/z 

UV/Vis 
[nm] 

1 Gallussäure 2,8 169 125 - 231, 273 
2 unbekannt 3,2 457 269/257/377/413 241 - 
3 unbekannt 3,7 565 323/211 211/280/139 - 
4 EC-Dimer 11,6 577 439/393/559/425/269/241 421/377/395 231, 281 
5 EC 13,4 289 245/205/203 203/187 232, 278 
6 EC-ECG-Dimer 26,5 729 577/439/395/269/559 381/449/269 231, 280 
7 EC-ECG-Dimer 27,0 729 439/269/591/257/395/577 312/354/283 231, 278 
8 EC-ECG-Dimer 28,4 729 439/413/287/577/371/591 288/317 231, 277 
9 ECG 28,8 441 289/245/169 245/205 231, 278 

10 EC-ECG-Dimer 29,4 729 439/413/287/457/577 288/287 235, 280 
11 EC-EGC-Dimer 29,9 591 439/289/301 289/301/215 232, 278 
12 Epitheaflavinsäure 32,8 427 227/383/365/257 200 231, 279, 377 
13 TF-3-G 35,0 715 563/545/527/483/389 377/395/241 - 
14 Theaflavat B 35,7 699 427/383/289/227/549/271/

561 
227/383/365 231, 278, 397 

Signal 11 (Tab. 3-8) scheint ebenfalls von einem Flavanol-Dimer zu stammen, wobei das 

Pseudomolekülion mit m/z 591 auf eine Beteiligung von EGC schließen lässt. Da auch Spuren 
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von TF-3-G nachgewiesen werden konnten, muss eine Verunreinigung mit EGC vorgelegen 

haben. EGC war in den analysierten Proben (45 min und 120 min) hingegen nicht mehr 

nachweisbar. 

Ferner wurden Verbindungen mit m/z 427 und 699 detektiert und anhand der Fragment-

spektren als Theaflavinsäure bzw. Theaflavat B identifiziert. Theaflavinsäure besitzt wie die 

Theaflavine eine Benzotropolon-Einheit, die durch Kondensation des B-Ringes eines EC- oder 

(+)-C-Moleküls mit Gallussäure entsteht. Da sowohl EC als auch Gallussäure in der Reaktions-

lösung vorlagen, wird davon ausgegangen, dass es sich um die Epi-Form handelt. Das Thea-

flavat B wird auf ähnlichem Wege wie die Theaflavinsäure gebildet, an die Stelle der Gallus-

säure tritt jedoch die Galloyleinheit eines ECG-Moleküls. Da auch diese Verbindung im Oxi-

dationsmedium vorlag, ist die Bildung plausibel. Interessanterweise entsteht als Hauptfrag-

ment des Theaflavats B im MS²-Spektrum offenbar Theaflavinsäure. In Abb. 3–31 sind mögli-

che Fragmentierungsmechanismen für das Theaflavat B dargestellt. 

Die Signale 2 (m/z 457) und 3 (m/z 565) konnten nicht identifiziert werden. Obwohl das 

Masse-zu-Ladungsverhältnis des Signals 2 mit EGCG übereinstimmt, ist diese Zuordnung auf-

grund der abweichenden Fragmentspektren und Retentionszeiten auszuschließen. Mögli-

cherweise handelt es sich bei dem Ion um ein aus ECG gebildetes Epoxid entsprechend dem 

von YASSIN et al. (2014) (s. Abschnitt 1.3.2.5, Abb. 1–16) postulierten Mechanismus.200  

 

Abb. 3–30 Vorgeschlagene Fragmentierungsmechanismen eines Flavanol-Dimers aus EC und ECG bei Messung mittels 
ESI-MSn im negativen Modus (m/z = [M–H]–). 
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EGC + EGCG 

Im Versuch MF-3.11 wurden die Catechine EGC und EGCG zur Reaktion gebracht und nach 

Messung via HPLC-DAD-ESI-MSn die in Tab. 3-9 aufgeführten Signale in der Reaktionslösung 

nachgewiesen. Aufgrund der jeweils dreifach hydroxylierten B-Ringe war bei dieser Substrat-

kombination nicht mit der Bildung von Theaflavinen zu rechnen. Vielmehr wurde die Entste-

hung von Theasinensinen bzw. deren Vorstufen, den Dehydrotheasinensinen, erwartet. Tat-

sächlich wiesen mehrere Signale m/z-Werte auf, die sich diesen Substanztypen zuordnen 

lassen. Da es sich bei den Theasinensinen um 2'–2'-verknüpfte dimere Catechine handelt, 

sind ihre Pseudomolekülionen allerdings wegen identischer m/z-Werte nicht von anderen 

einfach verknüpften Dimeren zu unterscheiden. Für die einzelnen Isomerenpaare der Bisfla-

vanole sind jedoch Informationen zum Fragmentierungsverhalten in der Literatur vorhan-

den.96, 254-256 Ein Vergleich mit den Messwerten zeigt, dass die Angaben für Theasinensin A 

und D gut mit den Daten des Signals 10 (Tab. 3-9) übereinstimmen. Somit handelt es sich mit 

hoher Wahrscheinlichkeit um eine der beiden Verbindungen. Bei Signal 5, dessen m/z von 

761 dem Atropisomerenpaar Theasinensin B/H entspricht, wurde ein ähnliches Fragmentie-

rungsmuster festgesellt. Mögliche Fragmentierungsreaktionen dieser Komponenten sind in 

 

Abb. 3–31 Vorgeschlagene Fragmentierungsreaktionen von Theaflavat B und Theaflavinsäure bei Messung mittels ESI-
MSn im negativen Modus (m/z = [M–H]–). 
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Abb. 3–32 dargestellt. Signal 1 könnte auf diese Weise dem Theasinensin C oder E zugeord-

net werden, die sehr frühe Elution nach 2,6 min und damit noch vor der Gallussäure er-

scheint allerdings als unwahrscheinlich für diese Verbindung. 

Tab. 3-9 In Proben der Modelloxidation MF-3.11 (EGC + EGCG) mittels HPLC-ESI-MSn nachgewiesene Signale und Zuord-
nungsvorschläge. 

Signal Zuordnungs-
vorschlag 

Rt 
[min] 

[M – H]– 

m/z 
MS² 
m/z 

MS³ 
m/z 

UV/Vis 
[nm] 

1 Theasinensin C/E 2,6 609 591/471/453/344 573/447/367 234, 272 
2 DehydroTS C 2,7 625 581/563/607/425 563/545 234, 272 
3 Gallussäure 2,8 169 - - - 
4 DehydroTS H/ 

EGC-EGCG-Dimer 
4,5 759 607/407/451/590/509 469/315/481 233, 274 

5 Theasinensin B/H 5,7 761 591/609/454/623/573 453/287/573/
425 

233, 274 

6 EGC 6,1 305 219/179 177/201 232, 271 
7 DehydroTS B 8,3 777 734/759/698/452 563/419 233, 275 
8 DehydroTS H/ 

EGC-EGCG-Dimer 
8,4 759 243/607/427/428/296/741 197 234, 274 

9 DehydroTS B 11,0 777 733/759/455 545/563 234, 274 
10 Theasinensin A/D 15,0 913 591/609/743/761/573 287/573/405 234, 274 
11 EGCG 17,3 457 169/331/269/305 125 232, 272 
12 DehydroTS A 21,3 929 715/885/723/697 545/527/563 - 
13 Desgalloyl-

Oolongtheanin 
24,7 579 561/543/435/533/395/423 308/391/363/

533 
- 

14 DehydroTS AQ/ 
EGCG-Dimer  

26,1 911 759/589/723/893 463/589 232, 278 

15 Theacitrin A/B 27,8 759 607/589/621/463/741 469/589/481/
427 

232, 275, 376 

16 ECG 28,9 441 289/169 245/205 232, 276 
17 Theacitrin C 31,3 911 589/759/463/607 463/409/432 232, 279, 

345–445 
(ansteigend) 

18 DehydroTS AQ/ 
EGCG-Dimer 

31,7 911 608/579/757 301/326/408 232, 278 

In größerer Zahl wurden Basispeaks detektiert, welche anhand ihrer m/z-Werte den Dehyd-

rotheasinensinen zugeordnet werden können. Gemäß Literatur werden diese während der 

Fermentation gebildet und auf nicht-enzymatischem Wege (v. a. im Rahmen der thermischen 

Einwirkung bei der Trocknung) in die stabilere Form der Theasinensine umgewandelt.161 Da-

neben ist auch die Entstehung der Theacitrine A–C als Produkte von EGC und EGCG zu erwar-

ten, deren Molekülmassen (760 bzw. 912 g/mol) sich mit denen der Dehydro-theasinensine 

H und AQ überschneiden. Im Falle der Theacitrine müssten die UV-Spektren Absorptions-

banden im Bereich von 350–450 nm aufweisen, was mit guter Übereinstimmung auf die Sig-
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nale 15 (m/z 759) und 17 (m/z 911) zutrifft. Laut DAVIS et al. (1997) zeigt Theacitrin A 

(M = 760 g/mol) ein UV/Vis-Absorptionsmaximum bei 379 nm, MATSUO et al. (2011) berichte-

ten von einem linearen Absorptionsanstieg des Theacitrins C (M = 912 g/mol) im Bereich 

zwischen 350 und 450 nm.149, 184 Für eine sichere Identifizierung über die Fragmentspektren 

fehlen detaillierte Referenzwerte. KUHNERT et al. (2010) beobachteten folgende Fragmente 

für das Monogallat (Theacitrin A/B): MS²: m/z 607, 741; MS³: m/z 589, 427, 301.198 Abgese-

hen von dem Fragment mit m/z 301 wurden diese auch in den eigenen Messungen gefun-

den, z. T. allerdings mit geringer Intensität (m/z 741, 427). Abb. 3–33 zeigt Vorschläge für die 

Bildung der nachgewiesenen Fragmente des Signals 15 (Tab. 3-9). 

 

Abb. 3–32 Vorgeschlagene Fragmentierungsreaktionen von Theasinensin B/H bei Messungen mittels ESI-MSn im negati-
ven Modus (m/z = [M–H]–). 

Bei den verbleibenden Signalen 4, 8, 14, 17 und 18 mit m/z 579 bzw. 911 könnte es sich um 

die bereits erwähnten Dehydrotheasinensine handeln. Eine sichere Identifizierung ist aller-

dings mangels genauerer Kenntnisse über die Fragmentierungsmuster nicht möglich. Darü-

ber hinaus können die mehrfach aufgetretenen Signale mit m/z 911 und 759 auch aus zwei-

fach verknüpften EGC-EGCG- bzw. EGCG-Dimeren resultieren. Dass mehrere der nachgewie-

senen Pseudomolekülionen mit den für (Dehydro-)Theasinensine erwarteten m/z-Werten 

übereinstimmen, macht eine Bildung dieser Substanzen aber sehr wahrscheinlich. Außerdem 
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zeigen die Retentionszeiten und -reihenfolgen Parallelen zu einem mit ähnlichem Fließmit-

telsystem erhaltenen HPLC-Chromatogramm nach TANAKA et al. (2010), die die Peaks den 

(Dehydro-)Theasinensinen zuordneten.123 

 

Abb. 3–33 Vorgeschlagene Fragmentierungen des Signals 15, welches mittels ESI-MSn im negativen Modus (m/z = [M–H]–) 
einem Theacitrin-monogallat zugeordnet wurde. 

Interessant ist auch das Signal 13 (Tab. 3-9) mit m/z 579, welches jedoch kein auswertbares 

UV/Vis-Spektrum aufwies. Ein entsprechender Teeinhaltsstoff mit einer Molekülmasse von 

580 g/mol ist (Epi-)Theaflavinsäure-3-gallat. Aufgrund des Fragmentierungsmusters und der 

eingesetzten Substrate kann dieser allerdings nahezu ausgeschlossen werden. Eher wäre die 

Bildung von Hydroxytheaflavin oder Desgalloyl-Oolongtheanin denkbar, welche die gleiche 

Molekülmasse aufweisen und gemäß MATSUO et al. (2006) durch Oxidation von EGC entste-

hen können. Hydroxytheaflavin wird über Proepitheaflagallin gebildet, während das Desgal-

loyl-Oolongtheanin als Abbauprodukt aus Dehydrotheasinensin C hervorgeht.148 Da in der 

Literatur keine Informationen zu den Fragmentierungsmechanismen dieser Verbindungen 

gefunden wurden, kann keine eindeutige Zuordnung erfolgen. Das Fragmentierungsmuster 

weist jedoch deutliche Parallelen zu einer dem Desgalloyl-Oolongtheanin strukturell sehr 

ähnlichen Verbindung auf (Abb. 3–34). Diese als EGC-Dimer P2 bezeichnete Substanz wurde 

von NEILSON et al. (2007) durch künstliche Verdauung von EGC synthetisiert und zeigt Frag-

mente mit m/z 423, 561, 395, 543 und 435.256 In den eigenen Messwerten tauchen diese 

89 
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Tochterionen ebenfalls auf (Tab. 3-9), so dass es sich bei Signal 13 mit hoher Wahrschein-

lichkeit um Desgalloyl-Oolongtheanin handelt. Der Nachweis eines möglicherweise dem De-

hydrotheasinensin C entsprechenden Signals und die Abwesenheit von Proepitheaflagallin 

unterstützen diese These. 

 

Abb. 3–34 Strukturformeln von Desgalloyl-Oolongtheanin und EGC-Dimer P2. 

EC + EGC 

Während der oxidativen Umsetzung der Flavanole EC und EGC in Versuch MF-4.3 konnten 

die in Tab. 3-10 aufgeführten Verbindungen mittels LC-MS_System 1 nachgewiesen werden. 

Die Signale 1–4, 6, 8 und 16 lassen sich den zugegebenen Substraten und den erwarteten 

Reaktionsprodukten wie Theaflavin zuordnen. Der Nachweis des EGC-Epimers GC (Signal 5) 

erfolgte nur in den zu späteren Zeitpunkten entnommenen Proben und lässt sich mit der 

Durchführungstemperatur von 35 °C erklären, die eine Epimerisierung begünstigt.105 Ferner 

wurde ein EC-Dimer mit m/z 577 detektiert (Signal 7). Die Signale 9 und 14 besitzen ebenfalls 

ein Masse-zu-Ladungsverhältnis von 577, deren MS²- und MS³-Muster deuten indes auf ei-

nen anderen Verbindungstyp hin, was durch das Absorptionsmaximum des Signals 14 bei 

364 nm im UV/Vis-Spektrum bekräftigt wird. Aufgrund der sehr ähnlichen MS²- und MS³-

Spektren handelt es sich wahrscheinlich um Isomere. TANAKA et al. (2002b) berichteten von 

der Bildung einer Substanz mit m/z 577 [M–H]– und einem UV/Vis-Absorptionsmaximum bei 

360 nm während der Oxidation von EC und EGC mit polyphenolfreiem Teeblatthomogenat. 

Die Strukturaufklärung ergab ein Theaflavin-Derivat, welches den Trivialnamen Dehydro-

theaflavin erhielt.175 Es erscheint daher plausibel, dass die Signale 9 und 14 einem Isomeren-

paar dieser Verbindung zugeordnet werden können. 

Bezüglich der Signale 11–13 mit m/z 851, die sehr ähnliche Fragmentionen und UV/Vis-

Spektren aufweisen, ist eine Identifizierung nicht gelungen. Die Masse-zu-

Ladungsverhältnisse der Pseudomolekülionen entsprechen zwar dem des Theaflavats A, al-
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lerdings zeigen weder die Fragmente noch die Retentionszeiten eine Übereinstimmung. In 

Anbetracht der UV/Vis-Maxima im Bereich von 352–366 nm und der relativ hohen Molekül-

masse wäre die Bildung eines trimeren Flavanols nach Ablauf mindestens einer Kondensati-

onsreaktion zwischen zwei B-Ringen eine mögliche Erklärung. 

Tab. 3-10 In Proben der Modelloxidation MF-4.3 (EC + EGC) mittels HPLC-ESI-MSn nachgewiesene Signale und Zuordnung zu 
bekannten Substanzen, wo möglich. 

Signal Zuordnungs-
vorschlag 

Rt 
[min] 

[M – H]– 

m/z 
MS² 
m/z 

MS³ 
m/z 

UV/Vis 
[nm] 

1 Theasinensin C/E 2,6 609 469/471/591/481/439 453/343 232, 274 
2 Gallussäure 2,8 169 - - - 
3 DehydroTS C 2,9 625 581/563/545 563/545 232, 270 
4 DehydroTS E 3,9 607 439/481/589/451 563/545/437 232, 272 
5 GC 4,1 305 179/219 164 - 
6 EGC 6,0 305 219/179 159/135 - 
7 EC-Dimer 12,2 577 439/425/393/269 421/377 232, 278 
8 EC 13,3 289 245/205/203 203/188 232, 278 
9 Dehydrotheaflavin 15,4 577 409/559/365/243 243/391 - 

10 EGCG 17,6 457 169/331/305/375 - - 
11 unbekannt 24,9 851 617/833/713/443 455/443 231, 366 
12 unbekannt 26,5 851 617/833/713/443 270/461 232, 352 
13 unbekannt 27,8 851 833/815/707/617 815/651 232, 352 
14 Dehydrotheaflavin 28,9 577 409/365/395/559 391/243 232, 280, 364 
15 TF-Abbauprodukt  34,6 535 379/397/355/241 241/361/343 232, 382, 450 
16 TF 35,0 563 241/379/545/407 197/213/223 232, 375, 460 

Mit abnehmender TF-Konzentration (Signal 16) wurde bemerkenswerterweise die Entste-

hung des Signals 15 beobachtet. Dieses weist Analogien zu den Fragmentionen des TF auf 

(m/z 379, 241) und besitzt ein ähnliches UV/Vis-Spektrum, so dass es sich wahrscheinlich um 

ein Derivat des Theaflavins handelt. Eine genaue Identifizierung war nicht möglich; denkbar 

ist das als Abbauprodukt des Theaflavins bekannte Theanaphthochinon (M = 534 g/mol) in 

der reduzierten, nicht-chinoiden Form (M = 536 g/mol) gemäß der Beschreibung von TANAKA 

et al. (2000), die ein um 2 Masseneinheiten größeres Pseudomolekülion als erwartet detek-

tierten.257 Dies ist jedoch nicht immer der Fall, sondern hängt von den Bedingungen in der 

jeweiligen Lösung ab. Unter der Prämisse, dass tatsächlich das reduzierte Theanaphthochi-

non vorliegt, lassen sich sinnvolle Fragmentierungsreaktionen für die MS²-Tochterionen mit 

m/z 397 (RDA-Fragmentierung an einem flavanolischen C-Ring), 379 (RDA + Wasserabspal-

tung) und 355 (Spaltung der Bindung zwischen C- und B-Ring in einer der Flavanoleinheiten) 

postulieren.  

Das jüngst von KUSANO et al. (2015) als weiteres Abbau- bzw. Oxidationsprodukt des Theafla-

vins charakterisierte Theacoumarin mit m/z 521 konnte nicht nachgewiesen werden.174  
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EC + EGCG 

In den Proben des Modellversuchs MF-3.2 wurden die in Tab. 3-11 aufgelisteten Komponen-

ten inklusive des Hauptproduktes TF-3-G detektiert. Neben einer Reihe von Substanzen, die 

bereits in den oben beschriebenen Versuchen nachgewiesen wurden, waren die Signale 10 

und 11 von besonderem Interesse. Diese konnten zwei literaturbekannten Bestandteilen des 

Schwarztees,  dem Epitheaflagallin-3-gallat (Signal 10) und dem Theadibenzotropolon (Signal 

11), zugeordnet werden. Aufgrund der im Reaktionsmedium vorliegenden Verbindungen ist 

die Bildung dieser Substanzen plausibel. So kann Epitheaflagallin-3-gallat durch eine Konden-

sation des B-Ringes von EGCG mit dem aromatischen System der Gallussäure entstehen. Die 

dabei gebildete 1',2',3'-Trihydroxy-3,4-Benzotropolon-Einheit erklärt die beobachtete UV-

Absorption bei 378 nm. In Abb. 3–35 sind Vorschläge für die Fragmentierungswege der de-

tektierten Tochterionen dargestellt. 

Tab. 3-11 In Proben der Modelloxidation MF-3.2 (EC + EGCG) mittels HPLC-ESI-MSn nachgewiesene Signale und Zuordnungs-
vorschläge. 

Signal Zuordnungs-
vorschlag 

Rt 
[min] 

[M – H]– 

m/z 
MS² 
m/z 

MS³ 
m/z 

UV/Vis 
[nm] 

1 Gallussäure 2,8 169 125 - 225, 270 
2 (+)-C 8,1 289 245/205/203 203 232, 278 
3 EC-Dimer 12,8 577 439/425/393/269 377/421 232, 278 
4 EC 13,1 289 245/203/205 203/161 232, 278 
5 EGCG 17,6 457 169/331/305 125 232, 272 
6 ECG 29,1 441 289/245 245 232, 276 
7 EC-Dimer 30,7 577 289/425/245/439 245/205 232, 274 
8 DehydroTS AQ/ 

EGCG-Dimer 
31,9 911 455/741/605/579/623 315/285/409/

327 
- 

9 Epitheaflavinsäure 32,7 427 227/383/365/257 155/199 231, 274, 382 
10 Epitheaflagallin-3-

gallat 
34,4 551 399/295/233/261/381/337/

413/319 
233/381/355/
273 

231, 279, 303, 
378, 438  

11 Theadibenzotropolon 34,6 973 545/427/527/955/835/ 
419/407 

419/407/389/
527/439 

232, 278, 384 

12 TF 34,8 563 241/379/407/545/524 213 231, 278, 377 
13 TF-3-G 35,9 715 527/563/545/371/399 371/399/483 231, 272, 376, 

460 
 

Hinsichtlich des Theadibenzotropolons (Signal 11, m/z 973) kommen drei Verbindungen in 

Frage (Theadibenzotropolon A–C), die alle eine molekulare Masse von 974 g/mol aufweisen 

und aus einer Kondensation zweier B-Ringe (Bindung des Theaflavin-Typs) sowie eines B-

Ringes mit der Pyrogallol-Einheit einer Galloylfunktion (Bindung des Theaflavat-Typs) her-

vorgehen. Sie sind als Produkte der Reaktion eines EGCG-Moleküls in zentraler Position mit 

zwei EC-Einheiten beschrieben. Das Fragmentierungsmuster (MS²) des nachgewiesenen Sig-
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nals 11 stimmt hervorragend mit Angaben aus der Literatur überein.139-140 Zwischen den 

Isomeren A–C ist anhand dessen jedoch keine Unterscheidung möglich. 

EGC + ECG 

Im Folgenden wird die Modelloxidation von EGC und ECG (MF-3.5) betrachtet. Eine Über-

sicht über die mittels HPLC-DAD-ESI-MSn detektierten Signale gibt Tab. 3-12. 

Neben dem für diese Substratkombination charakteristischen Produkt TF-3'-G (Signal 16) 

wurde eine Reihe von Substanzen identifiziert, die in den bereits beschriebenen Versuchen 

gefunden wurde (Signale 1–7, 9, 14 und 15). Beachtenswert ist das Signal 7. Dieses ent-

spricht dem Signal 13 (Tab. 3-9) aus Versuch MF-3.11 (EGC + EGCG), bei dessen Auswertung 

eine vage Zuordnung zum Desgalloyl-Oolongtheanin erfolgt ist. Durch die erneute Detektion 

bei einer Oxidation unter Beteiligung von EGC und Bildung von Dehydrotheasinensin C wird 

diese Annahme unterstützt. Darüber hinaus wurde ein aussagekräftiges UV/Vis-Spektrum 

mit einem Maximum bei 342 nm erhalten. 

Ferner wurden einige neue Signale nachgewiesen. So wurde neben dem Theaflavat B auch 

dessen Galloylester, das Theaflavat A (Signal 17, Tab. 3-12), gefunden und anhand des Frag-

mentierungsverhaltens (MS² und MS³) identifiziert. Die Bildung erfolgt aus zwei ECG-

Einheiten und ist damit für diesen Versuch schlüssig. Analog zur Bildung von Theaflavinsäure 

 

Abb. 3–35 Vorgeschlagene Fragmentierungswege für Epitheaflagallin-3-gallat bei Analyse mittels ESI-MSn im negativen 
Modus (m/z = [M–H]–). 
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aus Theaflavat B (vgl. Abb. 3–31) wurde hier die Abspaltung von Theaflavinsäure-3-gallat mit 

m/z 579 beobachtet. Das UV/Vis-Spektrum mit einem lokalen Maximum bei 402 nm unter-

mauert die Identifizierung des Signals als Theaflavat A. Von einer Verschiebung in den län-

gerwelligen Bereich gegenüber Theaflavat B berichteten auch LIN et al. (2008).95 

Zudem wurde das Signal 13 als Epitheaflavinsäure-3-gallat identifiziert, welche in ihrer des-

galloylierten Variante bereits in Versuch MF-4.1 nachgewiesen wurde. Die Entstehung lässt 

sich durch eine Reaktion des ECG mit freigesetzter Gallussäure erklären. 

Bei einer Retentionszeit von 34,4 min wurde das Signal 12 mit m/z 533 detektiert. Das Mas-

se-zu-Ladungsverhältnis weist auf Theanaphthochinon hin. Auch das lokale Maximum des 

UV/Vis-Spektrums bei 446 nm befindet sich in relativ guter Übereinstimmung mit Daten aus 

der Literatur (440 nm).83 Allerdings ließ sich das Fragmentierungsverhalten nicht nachvoll-

ziehen, so dass keine sichere Zuordnung des Signals zu Theanaphthochinon erfolgen konnte. 

Tab. 3-12 In Proben der Modelloxidation MF-3.5 (EGC + ECG) mittels HPLC-ESI-MSn nachgewiesene Signale und Zuordnungs-
vorschläge, wo möglich. 

Signal Zuordnungs-
vorschlag 

Rt 
[min] 

[M – H]– 

m/z 
MS² 
m/z 

MS³ 
m/z 

UV/Vis 
[nm] 

1 DehydroTS C 2,6 625 581/563/545/607 563/545/425/
419/395 

232, 270 

2 Gallussäure 2,8 169 - - - 
3 EGC 6,0 305 219/179 177/201 232, 270 
4 EC 13,3 289 245/205/203 203/227 232, 278 
5 EGCG 18,1 457 169/331/305 125 232, 272 
6 EGC-Dimer 19,9 607 589/427/451/439 315/361/571 - 
7 Desgalloyl-

Oolongtheanin  
25,0 579 561/533/551/441/413/381 380/391/363/ 

533/ 499 
232, 278, 342 

8 unbekannt 26,5 743 453/315/327/285 315/327 231, 278 
9 ECG 28,9 441 289/169 245/205 232, 276 

10 Epitheaflagallin 32,4 399 233/261/381/273 187/205/215 231,279,302, 
374, 437 

11 unbekannt 33,6 453 315/327/285 287/298/297/
269 

232, 274, 374 

12 Theanaphthochinon 34,4 533 515/349/505/305/471/165 349/305/453/
425/471 

231, 274, 
372, 446 

13 Epitheaflavinsäure-
3-gallat 

34,5 579 227/383/365/535 - 231, 274, 374 

14 TF 34,7 563 241/545/379/407 213/199 238, 272, 
375, 459 

15 Theaflavat B 35,7 699 427/289/383/549/409/227 227/383/365 235, 278, 386 
16 TF-3'-G 36,4 715 563/545/407 407/545/389/

363 
231, 272, 
376, 460 

17 Theaflavat A 37,1 851 579/535/701/365 535/227/365/
383/427 

235, 281, 402  
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Weniger strittig ist die Identifizierung des Signals 10 als Epitheaflagallin anhand des Frag-

mentierungsverhaltens und des UV/Vis-Spektrums. Hier sind deutliche Parallelen zum kor-

respondierenden 3-Gallat erkennbar, welches in Versuch MF-3.2 (Tab. 3-11) nachgewiesen 

wurde. Die Bildung in der Reaktionslösung durch Kondensation zweier EGC-Moleküle oder 

einer EGC-Einheit mit Gallussäure ist nachvollziehbar. 

Die Signale 8 und 11 (Tab. 3-12) konnten nicht zugeordnet werden. Im Falle des Signals 8 

könnte es sich um ein über zwei Interflavanbindungen verknüpftes Dimer aus EGC und ECG 

handeln. Auffällig ist, dass das Hauptfragmention mit m/z 453 dem Signal 11 zu entsprechen 

scheint und die beiden Substanzen somit offenbar strukturell verwandt sind. 

ECG + EGCG 

Tab. 3-13 In Proben der Modelloxidation MF-3.8 (ECG + EGCG) mittels HPLC-ESI-MSn nachgewiesene Signale und Zuord-
nungsvorschläge, wo möglich. 

Signal Zuordnungs-
vorschlag 

Rt 
[min] 

[M – H]- 

m/z 
MS² 
m/z 

MS³ 
m/z 

UV/Vis 
[nm] 

1 Gallussäure 2,8 169 125 - 228, 269 
2 unbekannt 3,7 565 323/211 211/280 - 
3 (+)-C 7,9 289 245/205/203 203/230/184 232, 280 
4 EC 13,4 289 245/205/203 203/187 232, 278 
5 EGCG 18,3 457 169/331/379/305 125 231, 275 
6 DehydroTS A 23,8 929 885/715/697/455 715/733 230, 274 
7 Theasinensin F/G 25,2 897 - - 231, 276 
8 unbekannt 28,1 947 929/911/455/605/759 912/778/626/

456 
- 

9 Theasinensin F/G 28,6 897 - - 231, 277 
10 ECG 28,9 441 289/331/169/245 245/205 231, 277 
11 DehydroTS G/ 

ECG-EGCG-Dimer 
31,4 895 605/289/453/467/435 453/435/315 231, 276 

12 unbekannt 32,0 455 317/289/329/303/269/199 227/273/299 231, 278 
13 Epitheaflagallin-3-

gallat 
34,3 551 399/233/295/261/381 233/381 231, 278, 374 

14 TF 34,7 563 241/545/379/407 - 231, 278, 378 
15 Theaflavat B 35,7 699 427/383/289/227/365 227/383/365 - 
16 TF-3-G 35,8 715 - - - 
17 TF-DG 36,4 867 697/715/389/527/545  231, 279, 378 
18 TF-3'-G 36,4 715 - - - 
19 Theaflavat A 37,2 851 579/535 227/365/383/

535/427 
231, 280, 400 

Die Analyse der Proben der Modellfermentation MF-3.8 mit ECG und EGCG führte zur Detek-

tion der in Tab. 3-13 wiedergegebenen Signale. Neben der Identifizierung der vier Haupt-

theaflavine (Signale 14 und 16–18) konnten weitere Verbindungen zugeordnet werden, die 

bereits genannt wurden (Signale 1, 3–6, 10, 13). Die Entstehung dieser Substanzen aus den 
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eingesetzten Substraten ist gemäß den bekannten Synthesewegen möglich und schlüssig. 

Davon ausgenommen sind die Theaflavate A und B, für deren Bildung die Anwesenheit von 

EC notwendig ist. Da im Verlauf des Versuchs eine Zunahme des EC-Gehaltes beobachtet 

wurde (entweder durch Extraktion aus dem Blattmaterial oder durch oxidative Desgalloylie-

rung des ECG), lässt sich der Nachweis dieser Verbindungen in den zu einem fortgeschritte-

nen Zeitpunkt der Oxidation entnommenen Proben erklären.  

Die Signale 2 (m/z 565) und 8 (m/z 947) konnten keiner Substanz zugeordnet werden. Bei 

letzterem könnte es sich möglicherweise um ein Derivat des Dehydrotheasinensins A han-

deln. Auch die Identität des Peaks bei 32,0 min (m/z 455) ist unklar. Die Fragmente deuten 

auf ein Flavanol-Grundgerüst hin, so dass oxidierte Derivate des EGCG oder des ECG, z. B. 

[EGCG–2H] oder [ECG+O–2H], in Frage kommen. Demzufolge ist die Bildung eines Epoxids 

mit Wasserstoffperoxid gemäß der Hypothese von YASSIN et al. (2014) ebenfalls denkbar.200 

Sehr interessant ist das Signal 11 mit m/z 895, bei dem es 

sich um ein Dehydrotheasinensin als Vorstufe der Theasi-

nensine F und G (M = 898 g/mol) handeln könnte. Tat-

sächlich wurden zwei schwache Signale mit dem der 

Theasinensine entsprechenden Masse-zu-

Ladungsverhältnis von 897 detektiert. Es ist jedoch keine 

Fragmentierung der Pseudomolekülionen erkennbar, die 

eine Identifizierung ermöglichen könnte. Aufgrund der 

eingesetzten Substratkombination aus ECG und EGCG ist 

die Entstehung dieser Bisflavanole zu erwarten, so dass 

auch die Bildung eines entsprechenden Dehydrotheasi-

nensins als Vorstufe plausibel ist. Nach eigenem Kenntnis-

stand wurde bisher für die Theasinensine F und G im Ge-

gensatz zu den anderen Atropisomeren-Paaren (TS A↔D, 

TS B↔H, TS C↔D) von keiner derartigen Vorstufe berichtet. Es ist jedoch kein Grund be-

kannt, der deren Bildung entgegenstehen würde. Gemäß der bisher verwendeten Nomenk-

latur würde die Verbindung mit m/z 895 als Dehydrotheasinensin G bezeichnet werden. Ein 

Strukturvorschlag ist in Abb. 3–36 dargestellt. Eine Zuordnung der Fragmentionen ist nicht 

gelungen. Somit kann es sich auch um ein anderes Dimer aus ECG und EGCG mit zwei Inter-

flavan-Bindungen handeln. Eine eindeutige Identifizierung ist anhand der vorliegenden Da-

ten nicht möglich. 

 

Abb. 3–36 Strukturvorschlag für Dehydro-
theasinensin G. 
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EC + ECG + EGC + EGCG 

Tab. 3-14 In Proben der Modelloxidation MF-4.2 (EC + ECG + EGC + EGCG) mittels HPLC-ESI-MSn nachgewiesene Signale und 
Zuordnungsvorschläge, wo möglich. 

Die massenspektrometrische Auswertung des Versuchs MF-4.2 ist in Tab. 3-14 dargestellt. In 

dieser Modelloxidation wurden alle vier Hauptcatechine als Substrate eingesetzt, so dass die 

Ausgangsstoffe theoretisch die Bildung aller zuvor beobachteter Oxidationsprodukte erlau-

ben würden. Tatsächlich konnten vergleichsweise viele Signale detektiert werden. Davon 

weisen drei Anzeichen dimerer Flavanole (Dehydrodicatechine, Signale 14, 18, 19) auf. Darü-

ber hinaus wurden Substanzen mit Benzotropolon-Einheit (Signale 21–23, 25–28) gefunden 

Signal Zuordnungs-
vorschlag 

Rt 
[min] 

[M – H]- 

m/z 
MS² 
m/z 

MS³ 
m/z 

UV/Vis 
[nm] 

1 Theasinensin C/E 2,6 609 470/471/469/591/453 453/343 - 
2 DehydroTS C 2,7 625 581/563/545/607 563/545/395 - 
3 Gallussäure 3,0 169 125 - - 
4 GC 4,0 305 179/219/221 164 232, 274 
5 DehydroTS H 4,6 759 607/469/589/451/481 469/343/481/

315 
233, 272 

6 Theasinensin B/H 5,6 761 591/609/533/453 573/447/287 233, 274 
7 EGC 6,0 305 219/179 177/201 232, 271 
8 (+)-C 7,9 289 245/205/203 203/227 232, 278 
9 DehydroTS B 8,3 777 733/759/607/563 563/595 234, 274 

10 DehydroTS H 8,7 759 607/741/427/451/589 427/451/589 233, 276 
11 unbekannt 10,0 633 301 257/284 232, 270 
12 DehydroTS B 10,8 777 - - - 
13 unbekannt 10,8 579 561/543/423/405 417/405/499 - 
14 EC-Dimer 12,1 577 425/439/269/241 - - 
15 EC 13,0 289 245/205/203 203/227 232, 278 
16 EGCG 17,4 457 169/331/305 125 232, 272 
17 GCG 21,6 457 169/331/305 125 232, 276 
18 EC-EGCG-Dimer/ 

ECG-EGC-Dimer 
25,6 745 455 285/299/325 231, 281 

19 EC-EGCG-Dimer/ 
ECG-EGC-Dimer 

27,4 745 455/532 - 231, 274 

20 ECG 29,0 441 289/169 245/205 232, 275 
21 Epitheaflagallin 32,5 399 233/273/381/261 187/205/215 233, 279, 378 
22 Epitheaflavinsäure 32,8 427 227/383/365 - 231, 281, 379 
23 Epitheaflagallin-3-

gallat 
34,4 551 399/295/261/337/273 - 232, 274, 

376, 469 
24 TF-Abbauprodukt 34,7 535 379/397/355 241/213/361 - 
25 TF 35,0 563 407/545/379/389/241 241/363/389 238, 272, 

375, 459 
26 TF-3-G 36,1 715 527/563/483/545/389 407/361/483 232, 272, 

375, 459 
27 TF-3'-G 36,7 715 563/407/545/527/577 407/361/483 - 
28 TF-DG 36,7 867 - - - 
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und mehrere Komponenten identifiziert, bei denen es sich wahrscheinlich um 2',2'-

verknüpfte Bisflavanole handelt (Signale 1, 2, 5, 6, 9, 10, 12).  

Auffällig ist das Fehlen einiger Verbindungen, die in den vorangegangenen Versuchen nach-

gewiesen wurden und mit deren Bildung folglich auch in diesem Experiment zu rechnen war. 

Dies lässt sich dadurch begründen, dass bei Anwesenheit einer größeren Auswahl von Reak-

tionspartnern ein Teil der Reaktionen bevorzugt abläuft und somit andere (z. B. die Entste-

hung von Theaflavaten) in den Hintergrund treten.  
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3.1.2.10 Übersicht über die identifizierten Verbindungen und allgemeine Beobachtungen 

Abschließend wird in Tab. 3-15 eine Übersicht über die wichtigsten Oxidationsprodukte und 

ihre Bildung während der jeweiligen Modellversuche gegeben.  

Tab. 3-15 Übersicht über gebildete Verbindungen und ihren Nachweis in den jeweiligen Modellversuchen.  = Verbindung 
sicher oder mit hoher Wahrscheinlichkeit nachgewiesen; () = Verbindung vermutlich anwesend (keine eindeutige Zuord-
nung möglich); a = Freisetzung geringer Mengen infolge von Verunreinigungen. 

Verbindung [M–H]– 

m/z 
MF-4.1 

EC + ECG 
MF-3.11 

EGC + 
EGCG 

MF-4.3 
EC + EGC 

MF-3.2 
EC + 

EGCG 

MF-3.5 
ECG + 
EGC  

MF-3.8 
ECG + 
EGCG 

MF-4.2 
EC + ECG 
+ EGC + 
EGCG 

Gallussäure 169        
TF 563        
TF-3-G 715        
TF-3'-G 715 a       
TF-DG 867        
Epitheaflavinsäure 427        
Epitheaflavinsäure-3-
gallat 

579        

Epitheaflagallin 399        
Epitheaflagallin-3-
gallat 

551        

Theaflavat A 851        
Theaflavat B 699        
Theadibenzotropolon 973        
Dehydrotheaflavin 577   ()     
Desgalloyl-
Oolongtheanin 

579        

Theanaphthochinon 533/ 
535   ()  ()  () 

Theacitrin A/B 759  ()      
Theacitrin C 911  ()      
Theasinensin A/D 913        
Theasinensin B/H 761        
Theasinensin C/E 609        
Theasinensin F/G 897      ()  
DehydroTS A 929        
DehydroTS AQ 911  ()  ()    
DehydroTS B 777  ()     () 
DehydroTS C 625  () ()  ()  () 
DehydroTS E 607   ()  ()   
DehydroTS G 895      ()  
DehydroTS H 759  ()     () 

Es wurde in erster Linie eine qualitative Auswertung vorgenommen, die der Identifizierung 

charakteristischer Oxidationsprodukte diente. Anhand der Intensität der Signale bei unter-

schiedlichen Probenahmezeitpunkten lassen sich auch Aussagen über die Bildungsgeschwin-

digkeiten treffen. Als Beispiel sind in Abb. 3–37 die Extracted-Ion-Chromatogramme von 
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Theaflagallin-3-gallat, Theaflavin-3,3'-digallat sowie Theaflavat A und B zu unterschiedlichen 

Zeitpunkten der Modellfermentation MF-3.8 dargestellt. Demnach erfolgt die Bildung der 

Theaflagalline offenbar sehr schnell, wobei deren Konzentration bereits innerhalb der ersten 

Stunde wieder zu fallen beginnt. Das TF-DG entsteht ebenfalls zügig, erreicht die Maximal-

konzentration allerdings erst nach etwa ein bis zwei Stunden und unterliegt im weiteren Ver-

lauf nur einem geringfügigen Abbau (vgl. Abschnitt 3.1.2.7, Abb. 3–20). Indes steigen die 

Gehalte an Theaflavat A und B vergleichsweise langsam, aber kontinuierlich bis zum Ver-

suchsende an.  

Ferner wurde anhand der Substratkombination EGCG + EC ein Vergleich zwischen den Enzy-

men PPO und POD vorgenommen. Dazu wurden die gemäß den MS-Auswertungen während 

der Versuche MF-3.2–MF-3.4 gebildeten Oxidationsprodukte einander gegenübergestellt. 

Bezüglich der qualitativen Zusammensetzung wurden keine bedeutenden Unterschiede fest-

gestellt, wohingegen in quantitativer Hinsicht Abweichungen erkennbar waren. Dieser Um-

stand war bereits aus den HPLC-DAD-Daten der Hauptkomponenten (Abschnitt 3.1.2.8) her-

vorgegangen und wurde keiner näheren Betrachtung unterzogen.  

 

 

Abb. 3–37 Extracted-Ion-Chromatogramme von m/z 551 (Theaflagallin-3-gallat), m/z 867 (TF-DG), m/z 851 (Theafla- 
vat A) und m/z 699 (Theaflavat B) in Proben der Modelloxidation MF-3.8, welche nach 10, 150 bzw. 300 min entnom-
men wurden. 
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass das Modellsystem in der Lage ist, die 

Oxidation von Flavanolen zu katalysieren und eine Reihe bekannter Teeinhaltstoffe zu syn-

thetisieren. Die selektive Auswahl von Substraten und Enzymen sowie die Veränderbarkeit 

diverser Parameter wie Zeit, Temperatur und Konzentrationen ermöglichen einen flexiblen 

Einsatz zur Untersuchung konkreter Fragestellungen unter vereinfachten Bedingungen. Den-

noch bleiben die Abläufe komplex und führen neben einigen charakteristischen Primärpro-

dukten zur Bildung einer unübersichtlichen Anzahl gering konzentrierter Verbindungen. Die 

betrachteten Tee-Enzyme besitzen einen unterschiedlichen Einfluss auf die stattfindenden 

Umsetzungen, jedoch ohne die Reaktionsmechanismen grundlegend zu verändern. 
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3.1.3 Modellfermentationen mit Meerrettich-POD und extrahierter Blattmatrix  

Die Durchführung der Modellfermentationen unter Verwendung von enzymatisch aktivem 

Teeblattpulver (Abschnitt 3.1.2) weist eine Reihe von Vorteilen auf, zeigte aber auch Schwä-

chen. Insbesondere die Beschaffung des Teeblattpulvers außerhalb von Anbauregionen und 

der schnelle Verlust an Enzymaktivität können in der Praxis Probleme bereiten. Daher sollte 

ein alternativer Ansatz erarbeitet und hinsichtlich des Oxidationsverhaltens mit dem oben 

beschriebenen Modell verglichen werden. 

Als Enzymquelle wurde die Meerrettich-Peroxidase (engl. horseradish peroxidase, HR-POD) 

gewählt, welche auf kommerziellem Wege schnell und unkompliziert verfügbar ist. Zudem 

wurde die HR-POD bereits in einer Reihe von Veröffentlichungen als Oxidationsmittel für 

Catechine eingesetzt (Abschnitt 1.3.2.4).  

Die Analyse erfolgte in erster Linie mittels HPLC-DAD. Zur Quantifizierung der Catechine 

wurden dabei die HPLC_Systeme 1 und 2 herangezogen, während die TFs zunächst mit 

HPLC_System 4 bestimmt wurden. Im Verlauf der Untersuchungen wurde eine neue, effi-

zientere Methode für die Theaflavin-Analyse via Ultra-Hochleistungs-

Flüssigkeitschromatographie (UHPLC) entwickelt, die die Trennung von TF, TF-3-G, TF-3'-G 

und TF-DG innerhalb von nur 4,5 min ermöglicht (UHPLC_System 1). Ein Beispielchromatog-

ramm sowie die Kalibriergeraden befinden sich in Anhang 7.5. 

3.1.3.1 Oxidationen mit HR-POD 

Für die ersten Experimente wurden als Basis-Substratkombination je ca. 50 mg EC und EGCG 

ausgewählt. Die Enzymmenge wurde nach Vorversuchen so angepasst, dass eine Durchfüh-

rung mit adäquater Geschwindigkeit bei Raumtemperatur realisierbar war. Aufgrund der 

äußerst hohen Aktivität der HR-POD (> 300 000 uA/(min · g) gemäß Abschnitt 5.4.4.3) wurden 

hierzu lediglich 0,5 mg des Enzyms benötigt.258-259 

Die Reaktionslösung wies ein Volumen von 100 mL sowie eine Wasserstoffperoxid-

Konzentration von 6,5 mmol/L auf und wurde beständig mit synthetischer Luft durchspült. In 

Abschnitt 5.4.5 ist die genaue Durchführung beschrieben. Die Probenahme erfolgte analog 

zu den Modelloxidation mit endogenen Enzymen.  

Die Beobachtungen lassen Parallelen zu den Versuchen mit dem enzymhaltigen Teeblattma-

terial erkennen. So entwickelte sich innerhalb weniger Minuten eine deutliche Orangefär-

bung der Reaktionslösung. Die Analytik mittels HPLC-DAD und UHPLC-DAD zeigte den Abbau 

der Catechine, insbesondere von EGCG, und die gleichzeitig einsetzende Bildung von TF-3-G 

Dieses Werk ist copyrightgeschützt und darf in keiner Form vervielfältigt werden noch an Dritte weitergegeben werden. 
Es gilt nur für den persönlichen Gebrauch.



Ergebnisse und Diskussion 

- 103 - 

(Abb. 3–38). Nach 15 min scheinen die Umsetzungen im Wesentlichen abgeschlossen zu 

sein. Die Gehalte der drei Hauptkomponenten (EC, EGCG, TF-3-G) blieben stabil bzw. stiegen 

geringfügig an, was auf eine langsame Verdunstung des Wassers in der Oxidationslösung 

zurückzuführen ist. Die Reproduzierbarkeit der Konzentrationsverläufe im neuen Modellsys-

tem ist gegeben (Abb. 3–38).258 

Im direkten Vergleich zur Oxidation von EC und EGCG mit endogener POD (Versuch MF-3.4,  

Abschnitt 3.1.2.8) werden jedoch auch Unterschiede offenbar. So fällt der Abbau des EC 

deutlich schwächer aus und das EGCG wird nicht gänzlich, sondern nur bis zu einem Restge-

halt von durchschnittlich etwa 38 mg/L umgesetzt. Weitere Diskrepanzen treten bei einer 

Gegenüberstellung der HR-POD-Oxidationen und der Versuche mit endogener POD und PPO 

(MF-3.1, MF-3.2, MF-3.12) zutage. Hierbei findet ein vollständiger Abbau der Flavanole und 

zusätzlich eine Umsetzung der gebildeten Theaflavine statt, die mit HR-POD nicht beobach-

tet wurde. 

 

 

 

Abb. 3–38 Oxidation von EC und EGCG mit HR-POD in Anwesenheit von H2O2 und O2 (n = 3). Oben: Abbau 
der Flavanole. Unten: Bildung der Theaflavine. 
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3.1.3.2 Zusatz einer Teeblattmatrix 

Durch den Zusatz einer Teeblattmatrix sollten realistischere Bedingungen während der HR-

POD-Oxidationen geschaffen werden. Bisher wurde nach eigener Kenntnis neben den enzy-

matischen Wirkungen von keinem weiteren signifikanten Einfluss der Teeblätter auf das Oxi-

dationsgeschehen berichtet. Als Matrix wurde ein handelsüblicher, chinesischer Grüntee 

(Gunpowder) gewählt (s. Abb. 1–7). Grüner Tee hat den Vorteil, in seiner Zusammensetzung 

weitgehend frischen Teeblättern zu entsprechen, weil bei der Herstellung das Hauptaugen-

merk auf die Inaktivierung der Enzyme und das Entfernen von Feuchtigkeit gerichtet wird (s. 

Abschnitt 1.2.1).258  

3.1.3.2.1 Ermittlung einer geeigneten Extraktionsmethode 

Damit die Modelloxidationen wie gewohnt mit definierten Substratkombinationen durchge-

führt werden konnten, mussten die phenolischen Bestandteile des Grüntees eliminiert wer-

den. Hierzu sollte eine effektive und gleichsam schonende Extraktionsmethode entwickelt 

werden, weshalb zunächst ein Screening mit verschiedenen Verfahren vorgenommen wur-

de.259 Diese sind in Tab. 3-16 aufgeführt. Relevante Parameter waren die Wahl des Lö-

sungsmittels, das Volumen, die Temperatur, die Extraktionszeit sowie die Anzahl an Wieder-

holungen. Darüber hinaus wurde geprüft, ob sich eine Zerkleinerung des Tees und die damit 

verbundene Vergrößerung der Oberfläche vorteilhaft auswirken.  

Im Anschluss an die Extraktion wurden die Blätter erneut gemäß ISO 14502-2 extrahiert, um 

deren Restpolyphenolgehalt per HPLC-DAD (HPLC_System 1) zu bestimmen (Abschnitt 

3.1.2.2 bzw. 5.4.5.2). Die nach den jeweiligen Extraktionsverfahren verbliebenen Gehalte an 

EC, ECG, EGC und EGCG sind in Abb. 3–39 dargestellt. Hier ist zu erkennen, dass die besten 

Ergebnisse mit Wasser (E1) und 70 %igem wässrigen Methanol (E2–E7) erzielt wurden und 

eine mehrfache Durchführung (E5 ↔ E6) sowie eine moderate Temperaturzufuhr (E4 ↔ E5) 

der Extraktion dienlich sind. Eine Zerkleinerung der Blätter steigert die Extraktionsrate eben-

falls, insbesondere bei Raumtemperatur (E3 ↔ E4, E2 ↔ E5). 

Folglich erzielte Methode E7 die umfassendste Extraktion der Polyphenole und wurde für die 

zukünftigen Versuche herangezogen. Die extrahierten Teeblätter wurden gefriergetrocknet 

und bis zur Verwendung trocken und verschlossen gelagert.258-259 
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Tab. 3-16 Untersuchte Vorgehensweisen zur Extraktion von phenolischen Bestandteilen aus Grüntee. 

Nr. Einwaage 
[g] 

Blätter 
zerkleinert? 

Lösungsmittel Volumen 
[mL] 

Temperatur Extraktionszeit 

E1 5,30 - Wasser je 5000 RT 3 x 60 min 

E2 2,46 - 70 % Methanol(aq) 75 50 °C 15 min 

E3 1,64 - 70 % Methanol(aq) je 50 RT 15 min + 10 min 

E4 1,97  70 % Methanol(aq) je 50 RT 15 min + 10 min 

E5 2,37  70 % Methanol(aq) 75 50 °C 15 min 

E6 1,85  70 % Methanol(aq) je 50 50 °C 2 x 15 min 

E7 1,30  70 % Methanol(aq) je 100 40 °C 3 x 15 min 

E8 2,00  Aceton je 75 RT 3 x 15 min 

E9 1,25  Ethylacetat je 75 30 °C 3 x 15 min 

 

 

 

 

 

Abb. 3–39 Im Grüntee verbliebene Gehalte an EC, EGC, ECG und EGCG nach Extraktion mit den Methoden 
E1–E9. 
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3.1.3.2.2 Katalytischer Effekt 

Von der so erhaltenen Blattmatrix wurden 0,5 g zum Oxidationsansatz gegeben; alle anderen 

Parameter blieben gegenüber Abschnitt 3.1.3.1 unverändert. In Abb. 3–40 sind die Konzent-

rationsverläufe der Flavanole und Theaflavine während der Modellfermentationen graphisch 

dargestellt. Der Vergleich mit Abb. 3–38 macht einige Unterschiede deutlich. Demnach wer-

den sowohl EC als auch EGCG in Anwesenheit der Teeblattmatrix stärker abgebaut. Beson-

ders auffällig ist darüber hinaus die Abnahme der TF-3-G-Konzentration, nachdem diese ca. 

15 min nach Reaktionsbeginn ihren Höhepunkt erreicht hat.258  

Die Effekte erwiesen sich als reproduzierbar und wurden auch beobachtet, wenn je ca. 

25 mg der vier Hauptcatechine gemeinsam oxidiert wurden. In Abb. 3–41 sind die Entwick-

lungen der Flavanol- und Theaflavin-Konzentrationen bei Modellfermentationen mit und 

ohne Blattmatrix einander gegenübergestellt.258 Insbesondere am Beispiel des EC und ECG 

ist zu erkennen, dass die Catechine zu einem höheren Grad umgesetzt werden. Ähnlich den 

Modellversuchen mit endogener POD findet der Abbau der Flavanole vom Pyrogallol-Typ 

(EGCG, EGC) mit HR-POD ebenfalls bevorzugt statt (Abb. 3–41, Graphen A1 und B1). Ferner 

werden erwartungsgemäß die vier Haupttheaflavine gebildet (Abb. 3–41, Graphen A2 und 

B2). Wie bei der Fermentation MF-4.2 mit endogener PPO und POD entsteht TF als Haupt-

produkt, dessen Begünstigung fällt mit HR-POD jedoch geringer aus. Ebenso wie das bei der 

Oxidation von EC und EGCG gebildete TF-3-G verhalten sich die TFs gegenüber der HR-POD 

stabil und werden nur in Gegenwart der Blattmatrix abgebaut. Die Umsetzung der TFs be-

ginnt direkt nach dem Erreichen der Maximalkonzentrationen nach etwa 10–15 min, erfolgt 

zunächst schnell und verlangsamt sich mit fortschreitender Dauer, so dass innerhalb der 

fünfstündigen Versuchslaufzeit kein vollständiger Abbau festzustellen war.  

Um auszuschließen, dass der beschriebene Vorgang nur mit dem Gunpowder-Tee auftritt, 

wurden die Oxidationen von EC und EGCG mit zwei weiteren Grünteesorten untersucht. Zum 

Einsatz kamen ein chinesischer (Lung Ching) sowie ein indischer (Darjeeling) Tee. Wie aus 

Abb. 3–42 hervorgeht, beschränken sich die beobachteten Umsetzungen von EC und TF-3-G 

nicht auf den Gunpowder-Tee. Die von den Blattmatrizes ausgehende Einflussnahme auf das 

Oxidationsgeschehen erfolgt dabei in vergleichbarem Umfang.258 
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Abb. 3–40 Oxidation von EC und EGCG mit HR-POD in Anwesenheit von H2O2 und O2 (n = 3). Oben: Ab-
bau der Flavanole. Unten: Bildung der Theaflavine.  
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Abb. 3–41 Umsetzung der Catechine und Bildung von Theaflavinen mit HR-POD, H2O2 und O2 in Abwesenheit (A1, A2) 
sowie in Gegenwart einer Blattmatrix aus Gunpowder-Grüntee (B1, B2). 
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Im nächsten Schritt sollte überprüft werden, ob die oben beschriebenen Effekte tatsächlich 

durch die Blattmatrizes verursacht werden. Hierzu wurden wässrige Lösungen sowohl einer 

Kombination von EC und EGCG als auch einer Theaflavin-Mischung hergestellt und deren 

Konzentrationsverläufe über einen Zeitraum von fünf Stunden untersucht. Es erfolgte weder 

ein Zusatz von HR-POD und Wasserstoffperoxid, noch wurden die Lösungen mit Sauerstoff 

durchspült, so dass alle Faktoren, die als Auslöser für eine Reaktion der Edukte in Frage 

kommen (außer Wasser und die Edukte selbst), ausgeschaltet waren. Dabei konnte kein 

nennenswerter Abbau der Polyphenole festgestellt werden (Abb. 3–43). Es folgten weitere 

Ansätze unter Zugabe der Gunpowder-Blattmatrix, woraufhin sich zuvor nicht beobachtete 

Umsetzungen der Edukte ergaben. Im Falle der EC/EGCG-Kombination blieb das EC weitge-

hend stabil, während das EGCG signifikant umgesetzt wurde. Ebenso war eine beachtliche 

Abnahme der Theaflavin-Konzentrationen zu erkennen (Abb. 3–43). Diese Beobachtung ist 

auch insofern interessant, dass der Theaflavin-Abbau in Abwesenheit von Catechinen ge-

schieht. In den Versuchen mit endogenen Tee-Enzymen erfolgte eine Umsetzung der Thea-

flavine nur bei gleichzeitiger Anwesenheit eines Catechins (Abschnitt 3.1.2.7).  

 

 

Abb. 3–42 Verlauf der EC- und EGCG-Gehalte (oben) sowie des TF-3-G-Gehaltes (unten) während der Mo-
delloxidation mit HR-POD, H2O2 und O2 in Anwesenheit von Blattmatrizes aus grünem Darjeeling- resp. Lung 
Ching-Tee. 
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Die Reaktionen sind damit direkt auf die Präsenz der Blattmatrizes zurückzuführen. Von die-

sen scheint eine Art katalytischer Effekt auf die polyphenolischen Bestandteile (sowohl Eduk-

te als auch Produkte) des Modellsystems auszugehen, welcher einen Abbau dieser Kompo-

nenten zur Folge hat.258 

3.1.3.2.3 Mögliche Ursachen 

Metallkationen 

Eine erste Vermutung fiel auf Metallkationen, die aus den Teeblättern freigesetzt werden 

könnten. Die Ionen verschiedener Metalle wie Kupfer oder Nickel sind für ihre katalytischen 

Wirkungen bekannt, weshalb sie für eine Reihe von Anwendungen genutzt werden. Auf-

grund der Extraktion der Teeblätter vor ihrem Einsatz in den Modellversuchen erscheint eine 

nennenswerte Freisetzung solcher Ionen allerdings unwahrscheinlich. Zur Überprüfung wur-

den EC und EGCG in Anwesenheit von Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) im ansonsten 

unveränderten Oxidationssystem mit HR-POD, H2O2, O2 und Gunpowder-Blattmatrix umge-

setzt. Dabei fungiert die EDTA als Komplexbildner, welcher durch seine Struktur und Ladung 

in der Lage ist, Metallkationen in Chelatkomplexen zu binden und somit gegenüber ander-

 

 

Abb. 3–43 Oben: Konzentrationsverläufe von EC und EGCG in An- und Abwesenheit einer Blattmatrix. Un-
ten: Konzentrationsabnahme von Theaflavinen in Gegenwart einer Blattmatrix.  
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weitigen Reaktionen zu blockieren. Die Analyse der Polyphenolgehalte im Verlauf der Oxida-

tion zeigte jedoch erneut die charakteristischen Merkmale des Matrixeffektes. Infolgedessen 

wurden Metallkationen als Ursache ausgeschlossen.258 

Adsorption 

Ferner wurde die Möglichkeit einer Adsorption der Catechine und TFs an die Blattpartikel 

erwogen, da dies eine Verringerung der Konzentration in der Lösung zur Folge hätte. Es wur-

de 1 g der aufbereiteten Blattmatrix in zwei Äquivalente aufgeteilt, um deren Polyphenolge-

halt vor und nach dem Einsatz in einer Modellfermentation zu ermitteln. Eine Hälfte wurde 

nach ISO 14502-2 extrahiert und mittels HPLC-DAD der Gehalt an EC, EGCG und TFs be-

stimmt, mit der anderen Hälfte wurde eine Modelloxidation (EC, EGCG, HR-POD, H2O2 und 

O2) durchgeführt und dann gemessen. Im Falle einer Adsorption an die Blattmatrix ist nach 

dem Einsatz im Modellversuch mit einem Anstieg der extrahierten Gehalte zu rechnen. Die 

Versuche wurden mit einem Gunpowder-Grüntee und einem Assam-Schwarztee durchge-

führt. Den Ergebnissen in Abb. 3–44 kann entnommen werden, dass im grünen Tee weder 

vor noch nach der Anwendung TFs nachweisbar sind. Somit ist eine Anlagerung von Theafla-

vinen an die Blattmatrix auszuschließen. Hinsichtlich der Flavanole wurde zwar ein Anstieg 

festgestellt, allerdings ist dieser mit etwa 1 mg pro 0,5 g Blattmatrix zu vernachlässigen.258-259 

 

 

Abb. 3–44 Gehalte an EC, EGCG und Theaflavinen in zwei Blattmatrizes jeweils vor und nach dem 
Einsatz in Modellversuchen. 
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Restenzymaktivität von PPO/POD 

In der Literatur sind vereinzelt Angaben zu finden, wonach sowohl PPO260 als auch POD110 

während der Teeherstellung nicht vollständig inaktiviert werden. Die Resultate einer Aktivi-

tätsstudie zu PPO beziehen sich auf schwarzen Tee und zeigten, dass nach dem Firing (der 

Trocknung) noch eine Restaktivität vorhanden war.260 Während der Lagerung schwand diese 

jedoch und konnte nach sechs Monaten nicht mehr nachgewiesen werden. Andere Studien 

berichteten von einem Nachlassen der PPO-Aktivität bereits im Verlauf der Fermentation, 

wohingegen in Bezug auf die POD eine stabilere Aktivität verzeichnet wurde.245, 261 CLOUGHLEY 

(1981) beschrieb zudem den Grad der Enzyminaktivierung in Abhängigkeit von der Dauer 

einer Behandlung mit heißem Dampf. Demnach zeigte PPO nach 4-minütiger Behandlung 

keine Aktivität mehr, während POD noch eine geringe Aktivität besaß, welche in Spuren auch 

nach 8 min noch nachweisbar war.262 

Aus diesen Gründen wurden die Enzymaktivitäten von PPO und POD gemäß der Methode 

nach Abschnitt 5.4.4.3 bestimmt. In Abb. 3–45 sind die Aktivitätskurven für zwei aus Grüntee 

hergestellte Blattmatrizes sowie das enzymatisch aktive Teeblattpulver von Unilever (Charge 

2) als Referenz dargestellt.258 Die Extinktionen des Lung Ching-Tees zeigten praktisch keine 

Zunahme (je 0,003 mit PPO und POD nach 30 min), die des Gunpowders stiegen minimal 

(0,016 mit PPO bzw. 0,027 mit POD nach 25 min). Dabei ist kein linearer Bereich zur Ermitt-

   

Abb. 3–45 Photometrische Aktivitätsbestimmung (λ = 400 nm) von PPO und POD in den Blattmatrizes aus 
Gunpowder- und Lung Ching-Grüntee. Als Referenz dient das von Unilever zur Verfügung gestellte enzyma-
tisch aktive Teeblattpulver (Charge 2).  
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lung der Steigung erkennbar, schon allein aufgrund der in diesem Bereich deutlich sichtbaren 

Messschwankungen. Der Vergleich mit der Referenz verdeutlicht, dass die Blattmatrizes nur 

äußerst geringe Absorptionswerte kaum oberhalb der Grundlinie erzielen. Somit kann eine 

zur Beeinflussung der Versuche ausreichende Aktivität von PPO oder POD nicht festgestellt 

werden.  

Dieser Befund wird zudem von den eigenen Ergebnissen mit dem Unilever-Blattpulver ge-

stützt, in welchem trotz Lagerung bei –18 °C die Enzymaktivität innerhalb weniger Monate 

wesentlich zurückging. Überdies war der Gunpowder-Tee bereits mehrere Jahre bei Raum-

temperatur und ohne Luftabschluss aufbewahrt worden. Eine Restaktivität von PPO oder 

POD wird damit als Grund für den beobachteten Matrixeffekt ausgeschlossen.  

Die Ursache für die durch die Blattmatrizes ausgelösten Umsetzungen ist folglich weiter un-

geklärt. Denkbar ist, dass in den Teeblättern verbliebene Inhaltsstoffe, beispielsweise reakti-

ve Substanzen, ein bisher unbeachtetes, hitze- und lagerbeständiges Enzym oder aktive 

Rückstände eines denaturierten Enzyms an den Oxidationsprozessen beteiligt sind.258 Im 

Falle der Enzyme wären z. B. Laccase (EC 1.10.3.2) und Catalase (EC 1.11.1.21), die ebenfalls 

Oxidationsreaktionen an Phenolen katalysieren, in Betracht zu ziehen.83, 113, 115, 122 

3.1.3.2.4 Zusammenfassung und Bewertung des neuen Oxidationssystems 

Abb. 3–46 zeigt eine schematische Darstellung des Aufbaus und der Funktionsweise des 

entwickelten Modellfermentations-Systems. Alle für die Durchführung benötigten Kompo-

nenten sind auf einfachem Wege kommerziell erhältlich. Im Falle der Catechine ist aus Kos-

tengründen eine Isolierung, z. B. gemäß Abschnitt 3.1.1/5.4.3, zu erwägen. Auch andere 

Substanzen wie Theaflavine können als Edukte eingesetzt werden.  

Abgesehen von der Extraktion der Teeblattmatrix und einer eventuellen Isolierung der Cate-

chine sind keine weiteren Vorbereitungsschritte erforderlich. Die Reagenzien werden einge-

wogen, gelöst und durch Vereinigung zur Reaktion gebracht. Bei stark schwankenden Umge-

bungstemperaturen oder zur Untersuchung des Temperatureinflusses ist die Verwendung 

eines temperaturkontrollierten Wasserbades angeraten. Die Probenahme kann jederzeit 

erfolgen, wobei die Reaktion durch sofortige Zugabe einer Stopplösung zur entnommenen 

Probe beendet werden muss.  
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Um die Aussagekraft der Methode beurteilen und einordnen zu können, ist in Abb. 3–47 

eine Übersicht von vier Oxidationen mit unterschiedlichen Enzym-/Matrix-Kombinationen 

dargestellt.258 Es handelt sich jeweils um Umsetzungen von EC und EGCG, so dass als Haupt-

produkt TF-3-G entsteht. Graph A gibt den Einfluss beider endogener Tee-Enzyme auf das 

Reaktionsgeschehen wieder und kann dementsprechend als Referenz angesehen werden. Da 

für diese Versuche ein Teeblattpulver als Enzymquelle verwendet wurde, sind auch hier Mat-

rixeffekte denkbar. Die Auswirkungen einer Teeblattmatrix wurden gezielt untersucht und 

werden v. a. bei einem Vergleich der Graphen C und D deutlich, welche den Oxidationsver-

lauf mit HR-POD in Ab- und Anwesenheit einer Blattmatrix abbilden. In Gegenwart der 

Blattmatrix nimmt die Flavanol-Konzentration stärker ab und es erfolgt ein Abbau des gebil-

deten TF-3-G.  

In den Graphen B und D sind Versuche gegenübergestellt, die beide mit POD (in einem Fall 

aus Tee, im anderen aus Meerrettich) und in Anwesenheit von Teeblattpartikeln durchge-

führt wurden, so dass Gemeinsamkeiten zu erwarten waren. Tatsächlich weisen die Kurven-

Tee-PPO und Tee-POD Tee-POD 

  

HR-POD HR-POD mit Blattmatrix 

  

Abb. 3–47 Umsetzung von EC und EGCG zu TF-3-G unter vier unterschiedlichen Bedingungen: A – mit endogener Tee-PPO 
und -POD, B – mit endogener Tee-POD, C – mit Meerrettich-POD, D – mit Meerrettich-POD und Teeblattmatrix. 
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verläufe einige Parallelen auf. In den ersten Minuten sinken die Flavanol-Konzentrationen, 

insbesondere die des EGCG, rapide ab, bevor sich die Reaktion verlangsamt und nach ca. 60–

90 min zum Erliegen kommt. Gleichzeitig entsteht TF-3-G. Dieses zeigt bei Oxidationen mit 

endogener POD nach etwa 15 min stabile Gehalte, während es bei einem Einsatz von 

HR-POD in Kombination mit einer Blattmatrix abgebaut wird. In den Versuchen (MF-3.2–

MF-3.4) wurde beobachtet, dass ein Abbau der Theaflavine bei geringen Temperaturen nur 

in Anwesenheit aktiver PPO erfolgt (s. Graph A). Folglich besitzt das vorgestellte Modell mit 

HR-POD und Blattmatrix eine größere Nähe zur Oxidation mit beiden Enzymen, als es Syste-

me bieten, in denen ausschließlich POD verwendet wird.  

Ferner ist bei den Modellfermentationen ein abruptes Ende der Catechin-Abnahme (Graph 

C) bzw. eine Verringerung der Abbaugeschwindigkeit (Graphen A, B, D) zu erkennen, die mit 

einer Inaktivierung der POD zusammenhängen könnte. Weitergehende Versuche hatten 

deutliche Hinweise darauf gegeben, dass die Peroxidase bereits nach kurzer Zeit inaktiviert 

wird. Dies wird möglicherweise durch Oxidationsprodukte ausgelöst, indem diese an das 

aktive Zentrum binden oder es könnte eine sog. Selbstmord-Inaktivierung stattfinden, wobei 

radikalische Zwischenprodukte zu einer Fragmentierung und einem Herauslösen des essen-

tiellen Kupfers aus dem Enzym führen. Für PPO ist ein derartiges Verhalten in der Literatur 

beschrieben.122, 264 Die Konzentrationsabnahme der Flavanole im weiteren Verlauf der Reak-

tion mit endogener PPO und POD (Graph A) ist mit der Anwesenheit von PPO zu erklären. 

Während der Oxidationen mit Tee-POD sowie mit HR-POD und Blattmatrix erfolgt eine ge-

ringere und begrenzte Umsetzung zwischen Minute 15 und 90 (Graph B) resp. Minute 15 

und 60 (Graph D), was mit der Anwesenheit der Blattpartikel in Zusammenhang zu stehen 

scheint. 

Hinsichtlich der Thearubigene wurde in den HPLC-Chromatogrammen (HPLC_System 1) der 

HR-POD-Oxidationen die Bildung eines vergleichbaren TR-Hügels wie bei den Modellfermen-

tationen mit endogenen Enzymen beobachtet. Oftmals war die Fläche größer, wenn eine 

Blattmatrix beteiligt war, eine klare Aussage lässt sich allerdings nicht treffen. Es erscheint 

jedoch plausibel, dass durch den Theaflavin-Abbau eine höhere Menge an TRs gebildet wur-

de. 

Analog zu den Modelloxidationen mit endogenen Enzymen wurde ein Teil der HR-POD-

Proben mittels HPLC-DAD-ESI-MSn analysiert. Zum Vergleich wurde der Versuchsblock MF-

3.2–MF-3.4 mit der Substratkombination EC + EGCG herangezogen. Die in den Experimenten 

mit teeeigenen Enzymen nachgewiesenen Signale wurden denen aus HR-POD-Oxidationen 
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des EC und EGCG sowohl mit als auch ohne Einsatz einer Blattmatrix gegenübergestellt. Da-

bei war von Interesse, ob sich die Matrix auf die Zusammensetzung der Proben auswirkt. Die 

in Tab. 3-17 aufgeführten Hauptsignale lassen einen offenbar von der Enzymquelle 

(Tee ↔ Meerrettich) abhängigen Unterschied erkennen. So wurden in den HR-POD-Proben 

einige zusätzliche Signale detektiert, die z. T. aus dimeren Catechinen resultieren. Ein Ver-

gleich der HR-POD-Reaktionen mit und ohne Beteiligung einer Blattmatrix zeigt jedoch keine 

grundlegende Diskrepanz, abgesehen von der Freisetzung geringer Flavanolmengen aus der 

Blattmatrix. 

Tab. 3-17 Übersicht über die zugeordneten Oxidationsprodukte von EC und EGCG nach Umsetzungen mit endogenen 
Tee-Enzymen bzw. HR-POD mit und ohne Blattmatrix; a = Freisetzung geringer Mengen infolge von Verunreinigungen. 

Verbindung Rt 
[min] 

[M – H]- 

m/z 
MS² 
m/z 

MF-3.2–
MF-3.4 

(endogene 
Enzyme) 

HR-POD 
ohne Mat-

rix 

HR-POD 
mit Matrix 

Gallussäure 3,4 169 125    
EC-Dimer 5,0 759 607/589/469/283    
unbekannt 5,5 761 591/609/453    
unbekannt 8,4 759 607/741/427    
unbekannt 8,4 745 575/593/607/437    
(+)-C 8,5 289 245/205/203 a  a 
unbekannt 9,5 633 301/463    
unbekannt 11,0 777 455/733/759    
EC-Dimer 12,3 577 439/425/393/269    
EC 13,7 289 245/203/205    
DehydroTS AQ/ 
EGCG-Dimer 

15,7 911 759/589/607/741/427    

EGCG 17,7 457 169/331/305    
EGCG-Dimer 21,7 913 591/743/761    
unbekannt 23,9 929 715/885/527/455 

 
   

DehydroTS AQ/ 
EGCG-Dimer  

26,1 911 759/589/741/409/463 
   

unbekannt 28,1 947 929/911/455/605/759    
ECG 28,9 441 289/245 a  a 
EC-Dimer 30,6 577 289/425/245    
unbekannt 31,1 729 389/515/559/331    
DehydroTS AQ/ 
EGCG-Dimer  

31,5 911 455/741/605/579/623 
   

Epitheaflavinsäure 32,6 427 227/383/365/257    
Epitheaflagallin-3-gallat 34,2 551 399/295/337/233    
Theanaphthochinon 34,2 533 515/505/349/471/165    
Theadibenzotropolon 34,5 973 545/407/383/930    
TF 34,5 563 241/379/407/545/524    
TF-3-G  35,3 715 371/527/563/545/399    
unbekannt 35,9 685 559/667/519/641 ()   
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Nennenswert ist die Abwesenheit von Epitheaflavinsäure in den HR-POD-Proben. Mögli-

cherweise wird deren Entstehung durch andere Reaktionen gehemmt oder die HR-POD ist in 

der Lage, direkt mit dem Benzotropolonderivat zu reagieren. Von dieser Komponente abge-

sehen konnten jedoch alle in den Versuchen mit endogenen Enzymen identifizierten Verbin-

dungen auch von HR-POD gebildet werden. 

Abschließend kann festgehalten werden, dass das vorgestellte Modell unter Verwendung 

von HR-POD in Verbindung mit einer polyphenolfreien Blattmatrix gegenüber Systemen, in 

denen ausschließlich eine Fremdperoxidase eingesetzt wird, im Vorteil ist, da die Unter-

schiede zur authentischen Fermentation z. T. durch die Blattmatrix ausgeglichen werden. 

Allerdings ist die Abwesenheit der PPO als klarer Nachteil zu bewerten. Unterschiede zwi-

schen endogenen Enzymen und der HR-POD können außerdem aus den Isoenzymen resul-

tieren, aus denen sich sowohl die Tee-PPO als auch die Tee-POD zusammensetzt.111, 265 Des-

sen ungeachtet entsprechen die nachgewiesenen Oxidationsprodukte weitgehend denen, 

die auch im Modellsystem mit endogenen Enzymen sowie in authentischen Teeproben vor-

liegen. 
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3.1.4 Oxidationen ohne Enzyme 

In der Literatur wurde beschrieben, dass Wasserstoffperoxid auch als solches Oxidations-

reaktionen von Flavanolen bewirken kann.266 Es sollte überprüft werden, ob ähnliche Reak-

tionen bei den im Modellsystem vorliegenden Bedingungen (ca. 0,05 %iges Wasserstoff-

peroxid, Einleitung synthetischer Luft) ebenfalls auftreten.  

Hierzu wurden die Flavanole EC und EGCG einzeln in wässriger Lösung vorgelegt und der 

Versuch durch Zugabe von Wasserstoffperoxid-Lösung und Zufuhr synthetischer Luft gestar-

tet (s. Abschnitt 5.4.5). Eine Übersicht über die Versuche befindet sich in Tab. 3-18. Insbe-

sondere während der ersten Versuchsdurchführung mit EGCG fand eine starke Verdunstung 

des Wassers statt, da ein geringes Volumen von nur 30 mL eingesetzt wurde und die Tempe-

ratur 35 °C betrug. Dies führte zu einer vollständigen Verdampfung der Reaktionslösung in-

nerhalb von etwa vier Stunden, wobei es zu einer Anreicherung des Wasserstoffperoxids 

kam. Aufgrund dessen wurden die weiteren Versuche bei 21 °C und in einem Volumen von 

40 mL durchgeführt. Im Verlauf der sechsstündigen Reaktionen verhielten sich beide Flava-

nol-Lösungen optisch stabil (keine Farbänderung). Die Analyse mittels HPLC (HPLC_System 1) 

zeigte im Falle des EGCG die zunehmende Bildung eines Signals bei 25,8 min, die EC-Proben 

wiesen ein Signal bei 10,1 min auf. Somit laufen offenbar auch in Abwesenheit von Enzymen 

Oxidationsreaktionen ab.241 

Tab. 3-18 Übersicht über die Einwaagen und Reaktionsbedingungen der Oxi-
dationen ohne Enzyme. 

Nr. Edukt Einwaage 
[mg] 

Wassermenge 
[mL] 

Temperatur 
[°C] 

1 EGCG 69,9 30 35 
2 EGCG 70,5 40 21 
3 EC 70,5 40 21 

Eine interessante Beobachtung wurde nach Beendigung des ersten Versuches mit dem im 

Kolben getrockneten Rückstand gemacht, da nach Zugabe von Wasser eine intensiv violett 

gefärbte Lösung entstand (Abb. 3–48). Bei erneuter Durchführung (Tab. 3-18, Nr. 2) fielen 

die Verdunstungseffekte deutlich schwächer aus, weshalb ein Teil der Reaktionslösung nach 

sechsstündiger Reaktionsdauer im Stickstoffstrom getrocknet wurde. Bei Aufnahme des 

Rückstandes in Wasser zeigte sich erneut eine violette Farbe. Die Zugabe geringer Mengen 

an Ameisensäure resp. Natriumhydroxid-Lösung hatte jeweils eine Farbänderung hin zu 

gelblich im sauren Milieu bzw. rot-bräunlich in alkalischer Umgebung zur Folge, so dass eine 

pH-Abhängigkeit des Farbstoffes vorliegt (Abb. 3–48).241 
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Abb. 3–48 Links: Farblose Reaktionslösung mit EGCG und Wasserstoffperoxid. Mitte: Violette Lösung nach Verdamp- 
fen der Reaktionslösung und Aufnehmen des Rückstands in Wasser (Fotografie: Steffi Niemann). Rechts: Verhalten 
der Lösung bei pH 3,1; 6,4 und 8,5 (Fotografie: Steffi Niemann). 

Eine Violett-Färbung trat nur bei Oxidationen des EGCG auf. Im Gegensatz zum EC wurde das 

EGCG selbst isoliert und war nicht frei von Verunreinigungen, wodurch sich mehr Ausgangs-

stoffe zur Oxidation und insbesondere auch zur Reaktion untereinander anboten. Da die 

Farbe erst nach vollständiger Trocknung des Kolbeninhaltes und erneutem Lösen des Rück-

stands sichtbar wurde, laufen die entscheidenden Vorgänge offenbar erst bei sehr hoher 

Wasserstoffperoxid-Konzentration oder dem direkten Kontakt mit Luftsauerstoff ab.  

Um diese Beobachtungen und die möglicherweise entstandenen Oxidationsprodukte zu un-

tersuchen, wurde die violette Lösung via HPLC-DAD analysiert. Das erhaltene HPLC-

Chromatogramm ist in Abb. 3–49 wiedergegeben und zeigt neben dem EGCG-Peak ein deut-

liches Signal bei 25,5 min, welches aus einem kleinen Hump ähnlich dem der TRs heraus-

ragt.241 

 

Abb. 3–49 HPLC-Chromatogramm (λ = 278 nm) der violett gefärbten Lösung mit HPLC_System 1. 

Weiterhin wurden Proben der EC- bzw. EGCG-Oxidationen (je nach 60 und 360 min ent-

nommen) sowie der violetten Lösung per HPLC-ESI-MSn (LC-MS_System 1) gemessen. Die im 

negativen Modus gefundenen Signale sind in Tab. 3-19 – Tab. 3-21 dargestellt. 
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 EC-Oxidation 

In der Oxidationslösung des EC wurde neben dem EC-Pseudomolekülion mit m/z 289 (Sig-

nal 7) ein Signal mit m/z 305 (Signal 3) detektiert (Tab. 3-19). Die Massenzunahme von 16 Da 

weist auf den Einbau eines Sauerstoffatoms hin. Demgegenüber zeigt das Signal 8 ein eher 

unerwartetes Masse-zu-Ladungsverhältnis von 273, was der Abspaltung eines Sauerstoff-

atoms entspricht. Dessen Hauptfragmente im MS2- und MS3-Spektrum korrespondieren 

ebenfalls mit denen des EC abzüglich einer Masse von 16 Da (Tab. 3-19) und können folglich 

als Anhaltspunkt dafür gesehen werden, dass die Grundstruktur des EC in der Substanz er-

halten geblieben ist. Auffällig ist außerdem eine Gruppe von insgesamt sieben Signalen mit 

m/z 577 mit zum Teil sehr ähnlichen Fragmentierungsmustern. Die Masse stimmt mit der 

zweier EC-Moleküle überein, welche über eine Ether- oder eine C–C-Brücke verknüpft sind 

(EC + EC – 2 H). Gemäß den Fragmentierungsmustern handelt es sich vermutlich um dimere 

B-Typ-Proanthocyanidine und Dehydrocatechine.250, 253, 267-268  

Tab. 3-19 Liste während der Oxidation von EC mit H2O2 und O2 detektierter Signale und Zuordnungs-
vorschläge. 

Signal Rt  
[min] 

Zuordnungsvorschlag [M–H]–

m/z 
MS2 

m/z  
MS3 

m/z  

1 3,5 EC-Epoxid 303 165/167/261 125 

2 5,8 B-Typ Dehydrodicatechin 577 559/393 421/541 

3 8,0 [EC + O] 305 287/125 125/161 

4 10,9 B-Typ Dehydrodicatechin 577 559/393 421/335 

5 12,7 B-Typ Proanthocyanidin- 
Dimer 

577 425/407 407 

6 13,1 B-Typ Dehydrodicatechin 577 439/269/425  421/377 

7 13,9 EC 289 245/205/203/179 203/161 

8 24,3 [EC – O] 273 229/187/255 187 

9 26,3 B-Typ Dehydrodicatechin 577 425/287/439 287 

10 29,4 B-Typ Dehydrodicatechin 577 439/425/329 377/421 

11 31,0 B-Typ Dehydrodicatechin 577 289/425/245 245/205 

Des Weiteren könnte eine Bildung von EC-Epoxiden gemäß YASSIN et al. (2014) erfolgt sein 

(Abb. 1–16).200 So wurde mit geringer Intensität das Signal 1 (m/z 303) detektiert, dessen 

MS²-Hauptfragment mit m/z 165 möglicherweise aus einer Retro-Diels-Alder-Spaltung am C-

Ring hervorgeht. Andere Fragmente konnten nicht zugeordnet werden. 
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Ein von ZHU et al. (2000) beschriebenes Reaktionsprodukt von EC mit Wasserstoffperoxid 

wurde nicht nachgewiesen.266 

EGCG-Oxidationen 

Während der EGCG-Oxidation entstanden abgesehen von dem EGCG-Pseudomolekülion mit 

m/z 457 (Signal 6) zwei Verbindungen mit m/z 473 (Signale 1 und 4), bei denen es sich wahr-

scheinlich um ein einfach oxidiertes EGCG handelt (Tab. 3-20). Im MS²-Hauptfragment des 

Signals 4 zeigt sich ein Massenverlust von 154 Da gegenüber dem Mutterion. Dieser lässt 

sich mit einer RDA-Spaltung am C-Ring erklären, sofern sich das zusätzliche Sauerstoffatom 

am A-Ring befindet. Die anderen Fragmente (m/z 303, 169) gehen aus einer Abspaltung der 

Galloylfunktion hervor. Dagegen weist das Signal 1 nach Wasserabspaltung ein Fragment mit 

m/z 455 auf, welches dem Signal 7 zu entsprechen scheint. Interessanterweise wurde dieses 

Signal (m/z 455, 32 min) in der Modellfermentation MF-3.2 mit EGCG und EC ebenfalls de-

tektiert. Der Nachweis in beiden Systemen deutet darauf hin, dass auch im Modellsystem 

nach Abschnitt 3.1.2.4 Reaktionen ablaufen, die von den Enzymen unabhängig sind. 

ZHU et al. (2000) charakterisierten ein 

Produkt 1 (Abb. 3–50) der Oxidation von 

EGCG mit Wasserstoffperoxid, das ein 

Masse-zu-Ladungsverhältnis von 477 und 

eine Öffnung am A-Ring mit zwei Carbo-

xylgruppen besitzt.266 In den Proben wur-

den zwei Peaks (Signale 2 und 3) mit ent-

sprechendem m/z-Wert detektiert. Diese 

eluieren in kurzer Folge und weisen ähnli-

che Fragmente auf, deren Intensitäten 

jedoch variieren. Möglicherweise handelt 

es sich dabei um Isomere. Gemäß dem MS²-Tochterion bei m/z 433 (–44 Da) wird offenbar 

eine Carboxylfunktion abgespalten. Die daraus gebildeten MS³-Fragmente weisen neben der 

Trennung der Esterbindung (m/z 281) und Abspaltung von Wasser (m/z 415) ein Signal bei 

m/z 389 auf, so dass die Abspaltung einer weiteren Carboxylfunktion vermutet wird. Das 

Vorliegen der in der Literatur beschriebenen Verbindung 1 ist damit sehr wahrscheinlich. 

Interessanterweise wurde im Massenspektrum ein intensiveres Signal bei m/z 461 detek-

tiert, welches formal [1 – O] entspricht (Signal 5). Da die Fragmentionen z. T. mit denen des 

Signals 3 abzüglich 16 Da übereinstimmen, ist als Hauptprodukt ein Desoxi-Derivat von 1 

 

Abb. 3–50 Oxidationsprodukt 1 des EGCG mit Wasser-
stoffperoxid nach ZHU et al. (2000). 
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denkbar. Eine Bildung dimerer Verbindungen, wie im Falle des EC beobachtet, wurde nicht 

festgestellt. 

Tab. 3-20 Liste während der Oxidation von EGCG mit H2O2 und O2 detektierter Signale und Zuordnungs-
vorschläge. 

Signal Rt  
[min] 

Zuordnungs-
vorschlag 

[M–H]–

m/z 
MS2 

m/z  
MS3 

m/z  

1 5,6 *EGCG + O+ 473 455/169 317/199/269/ 
241/303/169 

2 9,7 1 477 219/169/325/433 201/125 

3 10,5 1  477 433/219/169/325 415/169/389/281 

4 12,4 *EGCG + O+ 473 319/303/169 167 

5 15,2 [1 – O+ 461 417 169/265/125/ 
399/373 

6 17,9 EGCG 457 169/331/305/197/287  125 

7 32,0 *EGCG – 2H+ 455 317/241/199/269/169 271 

Die Untersuchung einer aus der violetten Lösung entnommenen Probe zeigt klare Abwei-

chungen gegenüber den farblosen Lösungen (Tab. 3-21). So wurde das Signal m/z 461 ([1 –

 O]) mit merklich geringerer Intensität nachgewiesen, während das der Verbindung 1 zu-

geordnete Signal nicht mehr detektierbar war. Mit fast gleicher Retentionszeit eluierte an 

dessen Stelle eine Komponente mit m/z 433 (Signal 2), die dem Hauptfragment von 1 nach 

Abspaltung einer Carboxylgruppe entspricht. Ferner ist eine Gruppe von insgesamt 6 neuen 

Oxidationsprodukten mit m/z 480 (Signale 8−13) und sehr ähnlichen MS²-Spektren entstan-

den, was auf eine gemeinsame Grundstruktur hinweist.  

Oxidierte EGCG-Derivate mit m/z 473 sind auch hier vorhanden (Signale 1, 6 und 7), weichen 

allerdings bezüglich ihrer Retentionszeiten und Fragmentierungsspektren von denen in der 

farblosen Lösung ab. Alle Signale zeigen typische Ionen für eine Fragmentierung am Gallates-

ter (m/z 321, 303, 169) sowie für eine heterocyclische Ringspaltung (m/z 347). Dies deutet 

auf eine intakte Grundstruktur des EGCG hin. Da die Verbindung bei 26,6 min (Signal 6) die 

höchste Intensität nach der des EGCG besitzt, wurde diese dem Peak im HPLC-

Chromatogramm bei 25,5 min zugeordnet (Abb. 3–49).  

Welches Reaktionsprodukt für die Ausbildung der violetten Farbe verantwortlich ist, ist un-

bekannt. In der Literatur wird das Auftreten eines blau-violetten Farbtons bei der Oxidation 

von Theaflavinen mit POD und H2O2 beschrieben und mit der Bildung von Chinonen an der 

Benzotropolon-Einheit erklärt.110, 115, 269 Eine Theaflavin-Bildung wäre im vorliegenden Falle 

durch Verunreinigungen des EGCG mit anderen Catechinen denkbar. Hinzu kommt, dass das 
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EGCG infolge der Abspaltung der Galloylfunktion dazu beigetragen haben könnte, geeignete 

Reaktionspartner für die Bildung von Substanzen wie Epitheaflagallin-3-gallat freizusetzen. 

Theaflavine oder Theaflagalline wurden jedoch nicht nachgewiesen. 

Tab. 3-21 Liste in der nach der Oxidation von EGCG mit H2O2 und O2 erhaltenen violetten Lösung detek-
tierter Signale und Zuordnungsvorschläge. 

Signal Rt  
[min] 

Zuordnungs-
vorschlag 

[M–H]–

m/z 
MS2 

m/z  
MS3 

m/z  

1 9,2 [EGCG + O] 473 321/303/259/169/347 177 

2 11,0 [1 – COO] 433 389/263/169 219/263/169 

3 12,7 unbekannt 455 169/319/379 167 

4 15,2 [1 – O+ 461 417 169/265/125/399 

5 18,0 EGCG 457 169/331/305 125 

6 26,6 *EGCG + O+ 473 169/319/321/347/303 125 

7 27,7 *EGCG + O+ 473 169/319/321/347/303 125 

8–13 12,0; 
15,6; 
24,6; 
25,4; 
27,0; 
28,9  

unbekannt 480 319/462/471/386/169 217/191/167 

Eine alternative Möglichkeit besteht in der Bildung eines Anthocyanidins. Bei diesen handelt 

es sich um die Aglycone der Anthocyane, verbreitete Pflanzenfarbstoffe mit pH-abhängigem 

Farbton.270 Beispiele sind Cyanidin und Delphinidin, von deren Anwesenheit in Tee bereits 

berichtet wurde.271 Aufgrund seiner strukturellen Nähe zum EGCG käme insbesondere das 

Delphinidin in Betracht, welches in Form seines 3-Gallates eine Molmasse von 456 Da be-

sitzt. Tatsächlich ist in der violetten Lösung ein Pseudomolekülion mit m/z 455 vorhanden 

(Signal 3), dessen Fragmentierungsmuster sich aber von dem des Delphinidins unterschei-

det.272 Des Weiteren ist das Farbverhalten in Abhängigkeit vom pH-Wert zum Teil unstim-

mig. So weisen Anthocyanidine zwar im pH-Bereich 6−7 eine violette Farbe auf, zeigen in 

saurer Lösung jedoch infolge veränderter Auxochrome eine rote oder blaue und in basischer 

Umgebung eine blaue oder grüne Tönung.270 

Der Ursprung der violetten Färbung bleibt damit ungeklärt. 
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3.2 Fraktionierung und Isolierung von Thearubigenen 

3.2.1 Vergleich verschiedener Methoden 

Aufgrund des unvollständigen Wissens über die Bestandteile des schwarzen Tees, insbeson-

dere die Thearubigene, wurden Verfahren verglichen, die der Fraktionierung bzw. Isolierung 

von Thearubigenen dienen. Bei den verwendeten Methoden handelt es sich um die Roberts'-

Fraktionierung, die Fällung mit einem Überschuss an Coffein sowie eine Trennung mittels 

HSCCC nach vorheriger säulenchromatographischer Aufreinigung an XAD-7-Adsorberharz. 

Bemerkenswert ist, dass bei allen drei Verfahren die Lösungsmittel Wasser, Ethylacetat und 

n-BuOH eingesetzt werden. 

3.2.1.1 Roberts'-Fraktionierung 

Die Roberts'-Fraktionierung ist die älteste Methode zur Beschreibung der Thearubigene und 

wurde 1957 von ROBERTS et al. entwickelt.150 Sie umfasst eine flüssig-flüssig-Extraktion eines 

wässrigen Teeaufgusses mit Ethylacetat im ersten und mit n-Butanol im zweiten Schritt. Aus 

der Ethylacetatphase wird durch zweimaliges Fällen mit Chloroform resp. Ether die sog. SI-

Fraktion gewonnen. Nach der Trennung von butanolischer und wässriger Phase wird letztere 

angesäuert und ein weiteres Mal mit n-Butanol extrahiert. Der wässrige Rückstand wird 

verworfen. Durch Fällung mit Ether werden aus den vereinigten butanolischen Extrakten die 

sog. SII- und SIa-Fraktionen erhalten.  

Erste Versuche zeigten, dass das ursprünglich von ROBERTS et al. (1957) beschriebene Verfah-

ren mit einem hohen Zeit- und Arbeitsaufwand einhergeht.150 Aus diesem Grund wurde eine 

verkürzte Version nach BAILEY et al. (1994) getestet, welche sich zwar als zeitsparender er-

wies, jedoch geringere Ausbeuten lieferte.191 Um ein Gleichgewicht zwischen Zeitaufwand 

und Ausbeute zu finden, wurde daher eine Kombination der beiden Ansätze entwickelt. Dies 

gelang mit der in Abb. 3–51 dargestellten Methode.273 

3.2.1.2 Coffein-Fällung 

Coffein bildet mit Polyphenolen einen in kaltem Wasser schwerlöslichen Komplex, der nach 

der üblichen Herstellung eines Schwarzteeaufgusses somit erst im Laufe des Abkühlvorgan-

ges als rot-brauner Niederschlag sichtbar wird. Seitens der Polyphenole reagieren v. a. die 

Thearubigene und Theaflavine.274 
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Abb. 3–51 Schematische Darstellung der Thearubigen-Fraktionierung mittels modifizierter Roberts'-Fraktionierung nach 
Abschnitt 5.4.2.1. 
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Abb. 3–52 Schematische Darstellung der Thearubigen-Isolierung mittels Coffein-Fällung nach KUHNERT et al. (2010), s. auch 
Abschnitt 5.4.2.2.173 
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In der Fachliteratur ist der Effekt auch als Tea-Creaming bekannt. Die Reaktion kann genutzt 

werden, um nach Zugabe von Coffein im Überschuss die polyphenolischen Bestandteile ei-

nes Schwarztees zu isolieren. Durch erneutes Lösen in heißem Wasser und eine flüssig-

flüssig-Extraktion mit Ethylacetat werden die Polyphenole ähnlich der Roberts'-

Fraktionierung in zwei Fraktionen aufgetrennt. Verschiedene Varianten dieses Verfahrens 

sind in der Literatur beschrieben, von denen für diese Arbeit die Methode nach KUHNERT et 

al. (2010) ausgewählt wurde.173, 195 Die experimentelle Vorgehensweise ist in Abb. 3–52 

schematisch dargestellt.273  

3.2.1.3 Isolierung mittels XAD-7 und HSCCC 

WEDZICHA et al. (1990) beschrieben ein Verfahren zur Isolierung von Thearubigenen aus ei-

nem wässrigen Teeaufguss mittels HSCCC-Trennung unter Verwendung von Lösungsmittel-

systemen aus der sog. EBuWat-Familie (Ethylacetat/n-Butanol/Wasser).275 Indem eine säu-

lenchromatographische Aufreinigung des Teeaufgusses an Amberlite XAD-7-Adsorberharz 

vorgeschaltet wurde, entwickelten DEGENHARDT et al. (2000) diese Methode weiter.196 Der 

zusätzliche Aufreinigungsschritt dient der Abtrennung hydrophiler und dadurch mit der 

Thearubigenfraktion coeluierender Proteine und Polysaccharide. Dabei bindet das Adsor-

berharz die phenolischen Bestandteile, so dass störende Substanzen mit Wasser von der 

Säule gespült werden können. Die Phenole werden anschließend mit Methanol eluiert und 

nach Gefriertrocknung für die HSCCC eingesetzt. Eine schematische Darstellung des Verfah-

rens findet sich in Abb. 3–53.273 

3.2.1.4 Vergleichsparameter 

Es wurden drei Kategorien festgelegt, anhand derer die Methoden verglichen werden soll-

ten: 

- Zeitaufwand 

- Ausbeute 

- Reinheit 

Unter Zeitaufwand ist die gesamte benötigte Zeit für eine Durchführung der Methode in 

Verbindung mit der dafür erforderlichen Arbeitsintensität zu verstehen. 

Die Ausbeute gibt die prozentuale Ausbeute an TR-reichen Fraktionen an. Unter Einbezie-

hung des üblichen Maßstabes der jeweiligen Methode kann damit auch die absolute Menge 

an Material abgeschätzt werden, welche erhalten wird. 
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Abb. 3–53 Schematische Darstellung der Thearubigen-Isolierung mittels XAD-7-Extraktion und Gegenstrom-
verteilungschromatographie nach DEGENHARDT et al. (2000), s. auch Abschnitt 5.4.2.3.196 

Der Faktor Reinheit drückt den Anteil der gewünschten Thearubigene an allen Inhaltsstoffen 

einer Fraktion aus. Aufgrund der Komplexität der Thearubigene und des daraus resultieren-

den Mangels an zuverlässigen Verfahren zur Quantifizierung erwies sich dieser Punkt als 

problematisch. Ein Ansatz bestand darin, den TR-Gehalt mit Hilfe einer ISO-Methode zur Be-

stimmung des Gesamtphenolgehaltes in Tee unter Verwendung des Folin-Ciocalteu-

Reagenzes abzuschätzen (s. Abschnitt 5.4.1.6).276 Die erhaltenen Ergebnisse entsprachen 

jedoch nicht den Erwartungen und fielen mit Werten von durchschnittlich ca. 50 % relativ 

niedrig aus. Zudem zeigten Fraktionen wie die SI-Fraktion, die vergleichsweise viele uner-

wünschte Mono- und Dimere enthalten, einen erhöhten Phenolgehalt. Dies liegt insbeson-

dere darin begründet, dass die Methode mit Gallussäure kalibriert wird, deren Verhalten 

eher dem der monomeren Flavanole entspricht, wohingegen die Thearubigene einen gerin-
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geren relativen Responsefaktor besitzen. Außerdem weist das Verfahren eine mangelnde 

Spezifität auf: Da auch andere oxidierbare Substanzen erfasst werden können, ist nicht si-

chergestellt, dass der ermittelte Gehalt ausschließlich Phenolen zuzuordnen ist.277  

 

Abb. 3–54 HPLC-Chromatogramme (λ = 278 nm) eines wässrigen Aufgusses aus Sumatra-Schwarztee. Oben 
(blau): Messung mit einer Luna®-Umkehrphasensäule (HPLC_System 1). Unten (violett): Messung mit einer 
Diol-Normalphasensäule (HPLC_System 5). Die Signale sind wie folgt zuzuordnen: A1: Gallussäure, Theogallin; 
A2: Theobromin; A3: Coffein; A4: EGCG; A5: ECG; A6: TRs, FOG; B1: mono-, dimere Bestandteile; B2: FOG; B3: 
TRs. 

Aufgrund dessen wurde auf die Analyse mittels HPLC zurückgegriffen und der Begriff Rein-

heit als die Fläche des TR-Hügels bei λ = 278 nm (abzüglich aller evtl. daraus herausragenden 

Peakflächen) bezogen auf die Gesamtfläche eines Chromatogramms definiert. Es handelt 

sich somit um die chromatographische Reinheit. Zu diesem Zweck wurden zwei HPLC-

Systeme eingesetzt. Zum einen wurde eine etablierte Methode nach ISO 14502-2 verwendet 

(s. Abschnitt 5.4.1.1), welche die charakteristischen Teebestandteile, insbesondere die Cate-

chine (+)-C, EC, ECG, EGC und EGCG sowie Coffein und Gallussäure, als diskrete Peaks dar-

stellt und deren Quantifizierung erlaubt (Abb. 3–54 oben).278 Thearubigene eluieren in der 

bekannten Form als Hügel mit vergleichsweise hoher Retentionszeit, es findet jedoch eine 

Coelution mit anderen Bestandteilen wie Theaflavinen und FOG statt. Deshalb wurde ein 

zweites HPLC-System herangezogen, bei dem eine Diol-Säule zum Einsatz kommt. Im Gegen-

satz zur Säule des ersten Systems handelt es sich hierbei um eine Normal-Phase anstelle ei-
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ner Umkehr-Phase. Wie KELM et al. (2006) berichteten, kann damit die mit den TRs chemisch 

verwandte Gruppe der Proanthocyanidine anhand ihres Polymerisationsgrades getrennt 

werden, so dass die Elution in der Reihenfolge Mono-, Di-, Tri-, …, Polymere erfolgt.279 Um 

die Übertragbarkeit auf Teepolyphenole zu testen, wurden verschiedene Tee-Extrakte mit 

einer ähnlichen Methode aus der Literatur analysiert. Dabei sollen Proanthocyandin-

Polymere ab einem Polymerisationsgrad von > 5 in Form eines einzelnen, theoretisch quanti-

fizierbaren Peaks eluieren.280 Die untersuchten Teeproben zeigten ein ähnliches Verhalten: 

Bei einer Trennung mit HPLC_System 5 eluieren die Thearubigene nach ca. 24 min, wohinge-

gen kleinere Moleküle wie Catechine, Coffein und Theaflavine (3–7 min) sowie FOG (8–

12 min) geringere Retentionszeiten aufweisen (Abb. 3–54 unten).273  

 

3.2.1.5 Vergleich 

Die Ergebnisse des Methodenvergleiches sind in Tab. 3-22 zusammengefasst. Anhand der 

HPLC-Chromatogramme der wichtigsten Fraktionen wird deren Reinheitsgrad in Abb. 3–55 

veranschaulicht. Die angegebenen Ausbeuten wurden ausschließlich mit demselben Tee, 

einem Sumatra-Schwarztee (Broken Orange Pekoe Fannings), ermittelt. Bei der Durchfüh-

rung der Methoden mit anderen Schwarztees (UL Assam, UL South India, Ostfriesische Bro-

ken-Mischung und Instanttee) zeigten sich z. T. starke Abweichungen in Bezug auf die Aus-

beute. In allen Fällen lag diese höher als bei der Verwendung des Sumatratees. Eine Abhän-

gigkeit der Faktoren Reinheit und Zeitaufwand von der jeweiligen Teesorte wurde hingegen 

nicht beobachtet. Hinsichtlich der Bewertung von Reinheit und Ausbeute sollte beachtet 

werden, dass diese Parameter miteinander verknüpft sind – eine geringere Reinheit geht 

oftmals mit einer höheren Ausbeute einher und umgekehrt.273   

So ergibt die Roberts'-Fraktionierung bei hohem Zeit- und Arbeitsaufwand im Vergleich die 

höchsten Ausbeuten, die erhaltenen Fraktionen weisen jedoch die geringste Reinheit auf. Ein 

Vorteil dieses Verfahrens ist die Aufteilung der Thearubigene in drei Fraktionen und de-

mentsprechend drei TR-Subklassen. Allerdings handelt es sich dabei lediglich um eine Anrei-

cherung, keinesfalls um eine Isolierung von Thearubigenen. Dies trifft v. a. auf die mittels 

Ethylacetat erhaltene SI-Fraktion zu, welche einen großen Anteil an Monomeren und Thea-

flavinen enthält. Als Hauptfraktion setzt sich die SII-Fraktion neben einem deutlich erkenn-

baren TR-Hump (Abb. 3–55) vor allem aus Coffein und FOG zusammen.273  
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Tab. 3-22 Vergleich dreier Methoden zur Fraktionierung und Isolierung von Thearubigenen.273 

Methode Zeitaufwand 
Ausbeutea bezogen auf 

Reinheit getrocknete 
Teeblätter 

extrahierbare An-
teileb 

Roberts'-
Fraktionierung 

hoch 
(3–4 Tage,  
hoher Auf-

wand) 

mittel 

gering  
(viele non-TRs) 

„SII”: 
2,30 ± 0,65 %c,e 

7,42 ± 2,09 %c, e 

total: 
3,68 ± 1,04 %c, e 

11,9 ± 3,36 %c, e 

Coffein-
Fällung 

mittel 
(1–2 Tage,  
hoher Auf-

wand) 

gering 
mittel 

(einige non-TRs, 
Coffein) 

„TR”: 
0,73 ± 0,27 %d, e 

2,36 ± 0,87 %d, e 

total: 
2,74 ± 0,41 %d, e 

8,84 ± 1,34 %d, e 

XAD-7 + 
HSCCC 

hoch 
(4–5 Tage, 
moderater 
Aufwand) 

gering 
hoch 

(wenige non-TRs) 0,75 ± 0,08 %d 2,42 ± 0,26 %d 

a Für die Roberts'-Fraktionierung und die Coffein-Fällung werden zusätzlich zur Gesamtausbeute die Hauptfraktionen „SII” 
bzw. „TR” angegeben. 

b Berechnet auf der Basis einer gemessenen Extraktionsrate von 31 % festen Bestandteilen bei der Herstellung eines Tee-
aufgusses aus dem verwendeten Sumatra-Schwarztee. 

c Mittelwert ± SD (n = 4). 
d Mittelwert ± SD (n = 3). 
e Werte z. T. in Zusammenarbeit mit Janina Stark im Rahmen eines studentischen Forschungspraktikums ermittelt. 
 

Auf dem Wege der Coffein-Fällung wurden zwei Fraktionen gewonnen, die in Bezug auf die 

enthaltenen Thearubigene Parallelen zur SI- („TF“-Fraktion) bzw. SII-Fraktion („TR“-Fraktion) 

der Roberts'-Fraktionierung aufweisen. Mit 0,73 ± 0,27 % fällt die Ausbeute für die aus-

schlaggebende „TR”-Fraktion geringer aus, die Reinheit ist jedoch deutlich höher, wie Abb. 

3–55 anhand der verringerten Anzahl und Fläche einzelner Peaks im linken RP-HPLC-

Chromatogramm bzw. des größeren Polymerpeaks im rechts abgebildeten NP-HPLC-

Chromatogramm verdeutlicht. Der hohe Coffeingehalt resultiert aus der Coffeinzugabe im 

Versuch sowie einer offenbar unvollständigen Entcoffeinierung. Für diese Methode spricht 

die schnelle Durchführbarkeit innerhalb von 1–2 Tagen. 

Die Isolierung via HSCCC aus einem XAD-7-Extrakt ergibt in der Durchführung nach 

DEGENHARDT et al. (2000) nur eine TR-Fraktion, welche direkt mit und kurz nach dem Durch-

bruch der Lösungsmittelfront eluiert, während die meisten anderen Komponenten auf dem 

Coil verbleiben (Abb. 3–56). 
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Abb. 3–55 Vergleich verschiedener Extrakte aus Sumatra-Schwarztee anhand von HPLC-Chromatogrammen (λ = 278 nm), 
welche mittels RP-HPLC (links, blau, HPLC_System 1) und NP-HPLC (rechts, violett, HPLC_System 5) erhalten wurden. Von 
oben nach unten: Wässriger Extrakt aus Schwarzteeblättern → SII-Fraktion der Roberts'-Fraktionierung → „TR“-Fraktion 
der Coffein-Fällung → Fraktion 1 der HSCCC-Trennung nach DEGENHARDT et al. (2000). 
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Dabei entsprechen die isolierten TRs hauptsächlich der SII-Gruppe nach ROBERTS' Klassifizie-

rung. Die Ausbeute ist mit 0,75 ± 0,08 % vergleichbar mit der „TR“-Fraktion der Coffein-

Fällung. In der Literatur ist eine Ausbeute von 1,5 % angegeben.196 Bei einer Wiederholung 

des Versuches unter Verwendung von südindischem Tee konnte mit einer Ausbeute von 

1,3 % ein ähnlicher Wert erzielt werden. Auffällig ist, dass eine auch im Vergleich zur Coffein-

Fällung deutlich verbesserte Reinheit des Extraktes erreicht wird und in den HPLC-

Chromatogrammen nur geringe Verunreinigungen zu erkennen sind (Abb. 3–55).273  

 
Abb. 3–56 HSCCC-Chromatogramm (λ = 278 nm, HSCCC_System 1) der Trennung eines XAD-7-Extraktes 
von Sumatra-Schwarztee. Nach ca. 200 min erfolgt der Durchbruch der mobilen Phase und zeitgleich die 
Elution der TR-Fraktion (Fraktion 1). Die Trennung wird nach vollständiger Elution des Peaks gestoppt. 

Der Vergleich zeigt die spezifischen Vor- und Nachteile jedes Verfahrens. Um größere Frak-

tionen unterschiedlicher TRs zu erhalten, bieten sich weiterhin Varianten der Roberts'-

Fraktionierung an, sofern auf hohe Reinheitsgrade und eine schnelle Durchführbarkeit ver-

zichtet werden kann. Die Coffein-Fällung ist diesbezüglich effizienter und führt mit der „TR“-

Fraktion in kurzer Zeit zu einem TR-Extrakt mit guter Reinheit. Allerdings fällt die Ausbeute 

deutlich geringer aus, was ebenfalls auf die HSCCC-Trennung des mittels XAD-7-Extraktion 

vorgereinigten Tees zutrifft. Diese Methode liefert jedoch die mit Abstand reinste TR-

Fraktion und zeigt die beste Reproduzierbarkeit hinsichtlich der Ausbeuten. Aus diesen 

Gründen wurde das gegenstromverteilungschromatographische Verfahren für weitere Op-

timierungsarbeiten ausgewählt (Abschnitt 3.2.2). 

Interessanterweise wurde festgestellt, dass die TR-Fraktionen mit der höchsten Reinheit in 

allen Fällen an einer besonders intensiven Braunfärbung erkennbar waren. Diese Beobach-

tung wird in Abschnitt 3.2.2.4 näher behandelt. 
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3.2.2 Weiterentwicklung der CCC-Methode 

3.2.2.1 Spiral-Coil CCC 

Die absolute Ausbeute, welche in einem HSCCC-Lauf von der relevanten TR-Fraktion erhalten 

wird, ist mit durchschnittlich 108 mg aus 2 g XAD-7-Extrakt gering. Um Thearubigene im 

Gramm-Maßstab zu isolieren, sind zahlreiche Trennläufe mit der HSCCC erforderlich. Daher 

erschien es sinnvoll, zu testen, ob der Maßstab mit Hilfe der Spiral-Coil CCC vergrößert wer-

den kann. Zu diesem Zweck wurde das HSCCC-Verfahren nach Abschnitt 3.2.1.3 auf die in 

Abschnitt 1.4.8 beschriebene SCCCC-Anlage übertragen. Es wurden 21 g eines XAD-7-

Extraktes aus Sumatra-Schwarztee zur Trennung mittels SCCCC_System 1 eingesetzt. In Abb. 

3–57 ist das erhaltene Chromatogramm dargestellt, die Fraktionseinteilung sowie die jewei-

ligen Auswaagen finden sich in Tab. 3-23.  

Wie aus dem SCCCC-Chromatogramm (Abb. 3–57 links) hervorgeht, eluiert die relevante 

Fraktion 1 bereits innerhalb von 4 Stunden. Die Trenndauer ist somit vergleichbar mit der 

HSCCC-Trennung. Allerdings weicht das Chromatogramm von dem der HSCCC-Methode ab, 

 
Abb. 3–57 links: SCCCC-Chromatogramm (λ = 278 nm, SCCCC_System 1) der Trennung eines XAD-7-Extraktes 
aus Sumatra-Schwarztee. Der Durchbruch der mobilen Phase erfolgt nach ca. 210 min. und führt direkt zur 
Elution der besonders TR-reichen Fraktion 1; rechts: HPLC-Chromatogramme (λ = 278 nm) der SCCCC-
Fraktion 1 (oben: RP-HPLC mit HPLC_System 1; unten: NP-HPLC mit HPLC_System 5). 
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da dort nur ein einzelner Peak erhalten wurde. Die Fraktionseinteilung erfolgte anhand des 

Chromatogramms und der Farbe der Reagenzglasfraktionen. Nach dem Durchbruch der mo-

bilen Phase war eine tiefbraune Färbung festzustellen, welche mit zunehmender Retentions-

zeit an Intensität verlor.  

Tab. 3-23 Fraktionseinteilung der SCCCC-Trennung eines XAD-7-Extraktes aus Sumatra-Schwarztee. 

Fraktion Reagenzgläser Zusammensetzung (λ =  278 nm) Auswaage [mg] 
1 1–4 90 % TR-Hump 911 
2 5–8 87 % TR-Hump 700 
3 9–12 77 % TR-Hump 386 
4 13–16 77 % TR-Hump 399 
5 18–19 68 % TR-Hump, 5 % Theobromin 121 
6 20–22 64 % TR-Hump, 10 % Theobromin 155 
7 23–29 50 % TR-Hump, 20 % Theobromin 253 
8 30–31 35 % TR-Hump, 26 % Theobromin 16 

Coil (Teil) Coil Catechine und Hump (v. a. FOG) 1514 

Außerdem zeigen die HPLC-Chromatogramme der Fraktion 1 (Abb. 3–57 rechts), dass die 

Reinheit derjenigen der HSCCC-Fraktionen entspricht. Die Auswaage von Fraktion 1 ergab 

nach Gefriertrocknung 911 mg und entspricht 0,63 % bezogen auf das Gewicht der einge-

setzten Schwarzteeblätter. Damit liegt sie nur geringfügig unter der der HSCCC-Trennungen 

(0,75 ± 0,08 %). Wie das HPLC-Chromatogramm der Fraktion 2 (Abb. 3–58) verdeutlicht, 

weist auch diese Fraktion noch eine gute Reinheit auf. Demzufolge hätte eine etwas großzü-

gigere Fraktionseinteilung zu einer höheren Ausbeute bei ähnlicher Reinheit geführt.273 

 

Abb. 3–58 RP-HPLC-Chromatogramm (λ = 278 nm) der SCCCC-Fraktion 2 (HPLC_System 1). 

Es konnte somit gezeigt werden, dass das Verfahren auf die SCCCC übertragbar ist und auf-

grund des vergrößerten Maßstabs bei vergleichbarer Trenndauer und Reinheit der Extrakte 

deutlich an Effizienz gewinnt.  
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3.2.2.2 Weiterentwicklung der HSCCC-Methode  

Darüber hinaus sollte die Methode nach DEGENHARDT et al. (2000) auch unter Verwendung 

der HSCCC weiter optimiert werden.196 Einen naheliegenden Ansatzpunkt stellte das Fließ-

mittelsystem dar.  

Durch die Substitution des n-Butanols mit iso-Butanol wurde eine Verbesserung in der prak-

tischen Durchführung erreicht, da sich letzteres im Anschluss an die Trennung leichter von 

den Fraktionen entfernen lässt (HSCCC_System 2). Außerdem deutet ein Vergleich der Aus-

waagen, die bei der Trennung eines XAD-7-Extraktes aus UL South India Schwarztee mit 

n- bzw. iso-Butanol erzielt wurden, darauf hin, dass mit iso-Butanol höhere Ausbeuten der 

Fraktion 1 erzielt werden können. Um diese Beobachtung sicher belegen zu können, hätte 

allerdings eine größere Anzahl an Wiederholungen unter vergleichbaren Bedingungen 

durchgeführt werden müssen.273 

Eine Entcoffeinierung mittels Dichlormethan wurde als zusätzlicher Aufreinigungsschritt 

nach der XAD-7-Extraktion vorgenommen. Folglich erhöht sich die Menge an TR-Fraktion, 

welche bei gleicher Probeneinwaage mit einem HSCCC-Lauf erhalten wird. Entgegen einem 

Bericht von WEDZICHA et al. (1990) hatte die Entfernung des Coffeins keinen negativen Ein-

fluss auf die HSCCC-Trennung.273, 275 

 

Abb. 3–59 HSCCC-Chromatogramm (λ = 278 nm, HSCCC_System 2) der Trennung eines entcoffeinierten XAD-7-
Extraktes aus UL South India Schwarztee. Die gestrichelte Linie markiert den Zeitpunkt, bei dem die Trennung ge-
stoppt und die auf dem Coil verbliebene stationäre Phase fraktioniert ausgepumpt wurde. Peak 1 entspricht der 
HSCCC-Fraktion 1 nach Abschnitt 3.2.1.5 (vgl. Abb. 3–56). Peak 3Ex gehört zu einer zweiten, weniger reinen TR-
Fraktion. Die Fotografien zeigen die aufgefangenen Fraktionen vor der Entfernung des Fließmittels. 
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Tab. 3-24 Fraktionseinteilung und Auswaagen einer HSCCC-Trennung (HSCCC_System 2) von 1,10 g eines entcof-
feinierten XAD-7-Extraktes aus UL South India Schwarztee. 

Da die prozentuale Ausbeute an TR-Fraktionen gering ausfällt (z. B. maximal 1,8 % mit UL 

South India Schwarztee), wurde im Anschluss an den Trennvorgang eine fraktionierte Extru-

sion der im Coil verbliebenen stationären Phase durchgeführt (s. HSCCC_System 2). Abb. 3–

59 zeigt das resultierende Chromatogramm eines entcoffeinierten XAD-7-Extraktes des UL 

South India Schwarztees und die Fraktionseinteilung. Die Auswaagen sind in Tab. 3-24 aufge-

führt. Neben dem bereits beschriebenen TR-Peak 1 tritt kurz vor Abschluss des Extrusions-

vorganges ein weiterer großer Peak 3Ex auf. Bei diesem Peak handelt es sich somit um die 

am wenigsten polare Fraktion des Tee-Extraktes, wohingegen Peak 1 die polarste Fraktion 

darstellt. Wie in Abb. 3–59 illustriert, weist die Fraktion 3Ex eine braune Farbe auf. Die Ana-

lyse mittels HPLC-DAD bestätigt, dass auch in dieser Fraktion Thearubigene angereichert 

wurden (Abb. 3–60).273  

Fraktion Reagenzgläser 
Zusammensetzung 

(λ = 278 nm, HPLC_System 1) 
Farbe 

Auswaage 
[mg] 

1 7-10 
70 % sauberer TR-Hump, ca. 20 % 
Hump im vorderen Bereich 

dunkelbraun 208 

1Ex 23-27 
55 % Theobromin, 3 nicht identifi-
zierte Substanzen bei 3,9; 8,5 und 
21,2 min 

gelblich 43 

2Ex 40-44 75 % Coffein schwachrosa 66 

3Ex 73-77 
9 % EGCG, 6 % ECG, Rest TRs, FOG, 
TFs 

braun 198 

Zwischen-
fraktionen 

alle restlichen - gelblich 355 

Σ    869 

 

Abb. 3–60 HPLC-Chromatogramm (λ = 278 nm, HPLC_System 1) der HSCCC-Fraktion 3Ex. 
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Demzufolge kann durch das fraktionierte Auspumpen des Coils eine zweite TR-Fraktion ge-

wonnen werden, was zudem die auffallend geringe Ausbeute an Fraktion 1 erklärt. Offenbar 

eluiert darin nur ein Teil der Thearubigene, während eine größere Menge auf dem Coil ver-

bleibt und mit der angewandten Methode keine ausreichende Aufreinigung erfährt. Im Ge-

gensatz zu Fraktion 1 sind in Fraktion 3Ex allerdings weitere phenolische Bestandteile wie 

FOG, ECG und EGCG enthalten. 

Trennung im Tail-to-Head-Modus 

Versuchsweise wurde die Trennung auch im Tail-to-Head-Modus durchgeführt. Hierbei sollte 

untersucht werden, ob es infolge der umgekehrten Elutionsreihenfolge möglich ist, alle 

nicht-TRs mit der mobilen Phase zu eluieren und somit in der stationären Phase eine annä-

hernd reine TR-Fraktion (ähnlich der oben beschriebenen Fraktion 1) zu erhalten. Die Tren-

nung von 2,54 g XAD-7-Extrakt mit HSCCC_System 6 zeigte, dass nach Elution eines einzelnen 

großen Peaks tatsächlich eine solche Fraktion im Coil zurückbleibt. Allerdings fiel die Aus-

waage noch geringer als bei der Trennung in Head-to-Tail-Richtung aus, womit kein Vorteil 

gegenüber dem etablierten System erzielt wurde. 

Da Thearubigene sehr polar sind, wurde das polarste Fließmittelsystem der EBuWat-Familie, 

Butanol/H2O (1:1, v/v; HSCCC_System 7), für einen weiteren Versuch ausgewählt, um eine 

bessere Verteilung der Thearubigene zu erreichen.215, 218 2,94 g eines XAD-7-Extraktes aus 

Sumatra-Schwarztee wurden mit Ethylacetat extrahiert und anschließend zur Trennung mit-

tels HSCCC eingesetzt. Diese verlief ähnlich der mit HSCCC_System 1 und brachte im Ver-

gleich keinen Vorteil mit sich. Außerdem trat nach Durchbruch der mobilen Phase ein „Säu-

lenbluten“, d. h. eine gleichzeitige Elution stationärer Phase, auf. Möglicherweise liegt dieser 

unerwünschte Effekt in der hohen Viskosität des Fließmittelsystems begründet, welche die 

Trennung der Phasen beeinträchtigt. Die Chromatogramme, Fraktionseinteilungen und Aus-

waagen der Trennungen mit HSCCC_System 6 bzw. 7 können in Anhang 7.1 eingesehen wer-

den. 

3.2.2.3 Zusätzliche Trennung mittels HPCCC 

Im Folgenden wurde versucht, durch eine erneute Trennung mittels CCC eine weitere Auf-

reinigung oder im optimalen Fall eine Aufteilung der nach 3.2.2.2 erhaltenen TR-Fraktionen 

in zwei oder mehrere Subfraktionen zu erreichen. 

Da es sich bei den per HSCCC erhaltenen TR-Fraktionen jeweils um geringe Mengen unter 

0,5 g handelte, wurde für diesen Schritt die HPCCC ausgewählt, die die Möglichkeit bietet, 

semi-präparative Mengen in weniger als 30 min zu trennen (s. Abschnitt 1.4.7). Mit den in 
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Tab. 3-25 aufgeführten Lösungsmittelkombinationen wurde zunächst ein Screening nach 

geeigneten polaren Lösungsmittelsystemen durchgeführt (s. Abschnitt 5.4.1.9). Eine Phasen-

trennung erfolgte in den Lösungsmittelgemischen 1–6, wobei Nr. 6 drei Phasen ausbildete. 

Nach Zugabe weniger mg eines TR-Extraktes zeigten jedoch nur noch die Lösungsmittelkom-

binationen 4 und 5 eine ausreichend schnelle und saubere Phasentrennung. 

Tab. 3-25 Potentielle Lösungsmittelsysteme für die CCC-Trennung von Thearubigenen, welche in einem Screeningverfahren 
nach Abschnitt 5.4.1.9 getestet wurden. Die Zahlenwerte geben die jeweiligen Volumenanteile wieder. 

Nr. Hexan EtOAc tBME n-PrOH i-BuOH Aceton MeOH ACN H2O 
1  1   4    5 
2  2 2  3    5 
3   2  2    4 
4   2     2 3 
5  1      1 1 
6 1 1      1 1 
7     1 1 1  1 
8     1   1 1 
9     1  1  1 

10     1 1   1 
11     1   1  
12      1   1 
13  2  3     5 

 Auf Basis dieser beiden Ansätze wurden Trennungen mit HPCCC_System 1 

(tBME/ACN/Wasser, 2:2:3, v/v) und HPCCC_System 2 (EtOAc/ACN/H2O; 6:5:6; v/v) vorge-

nommen. Als Proben dienten die HSCCC-Fraktionen 1 nach 3.2.2.2 aus UL South India bzw. 

UL Assam Schwarztee. Wie aus den in Abb. 3–61 dargestellten Chromatogrammen hervor-

geht, eluieren die Thearubigene bereits nach etwa 15 min in einem Peak. Somit ist eine Auf-

teilung in klar unterscheidbare Subfraktionen nicht erfolgt. Der Peak wurde auf mehrere 

Reagenzgläser verteilt aufgefangen und daraus jeweils vier Fraktionen gebildet, deren Aus-

waagen eine Rückgewinnungsquote der eingesetzten Proben von 75–78 % ergaben. Die 

Fraktionen wurden mittels HPLC analysiert, wobei in den höheren Fraktionen zunehmend 

Verunreinigungen gefunden wurden (Abb. 3–62). Dabei übertrafen die HPCCC-Fraktionen 1 

und 2 die eingesetzten HSCCC-TR-Extrakte hinsichtlich deren Reinheit. Im direkten Vergleich 

wurden die besseren Ergebnisse mit dem HPCCC_System 1 erzielt.273 
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Abb. 3–62 Gegenüberstellung der HPLC-Chromatogramme (λ = 278 nm, HPLC_System 1) der mittels 
HPCCC_System 1 (tBME/Acetonitril/Wasser) erhaltenen Fraktionen 1–4. 

Der Einfluss einer Säurezugabe auf das Retentionsverhalten der Probe in den beiden Phasen 

des Lösungsmittelsystems wurde getestet. Mit dem Fließmittelsystem Ethylace-

tat/Acetonitril/1 %ige Essigsäure(aq) (6:5:6, v/v; HPCCC_System 3) zeigte sich kein offensich-

tlicher Unterschied gegenüber der Trennung mit HPCCC_System 2. Die Substitution von 

Wasser mit 1 %iger Essigsäure im HPCCC-System1 führte hingegen zu einer massiven Ver-

schlechterung der Phasentrennung, so dass von einem Testlauf abgesehen wurde. Bei Ver-

wendung von 1 %iger Ameisensäure und Zugabe von wenig Ethanol zur Verbesserung der 

Phasentrennung war eine Trennung jedoch möglich (HPCCC-System 4). Dabei wurde der ty-

pische TR-Peak beobachtet, welcher allerdings ein deutliches Tailing aufwies; eine klare Auf-
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Abb. 3–61 HPCCC-Chromatogramme (λ = 278 nm) der HPCCC_Systeme 1 (links) und 2 (rechts). 
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trennung der Probe hat nicht stattgefunden (Abb. 3–63). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde 

der Einsatz von Säuren in CCC-Fließmitteln zur Thearubigen-Isolierung nicht weiterverfolgt.  

 

Abb. 3–63 HPCCC-Chromatogramm (λ = 278 nm) der Trennung einer HSCCC-TR-Fraktion aus UL South India 
Schwarztee mit HPCCC_System 4 unter Verwendung von 1 %iger Ameisensäure. 

Abb. 3–65 gibt einen Überblick über die wichtigsten Schritte der ausgearbeiteten Methode 

zur Isolierung einer TR-Fraktion aus Schwarztee. Anhand der HPLC-Chromatogramme ist der 

Reinheitsgrad ersichtlich, der vom ursprünglichen Schwarzteeaufguss (in diesem Fall aus UL 

South India) über den XAD-7-Extrakt und die Fraktion 1 der HSCCC-Trennung bis zur HPCCC-

Fraktion 1 deutlich anstieg. Im Hinblick auf eine Vergrößerung des Maßstabes wurde unter-

sucht, ob das HPCCC_System 1 auf die HSCCC übertragbar ist untersucht. Eine Trennung mit 

dem daraus abgeleiteten HSCCC_System 3 konnte die mittels HPCCC erzielten Ergebnisse in 

Bezug auf die Probenrückgewinnung mit 91 % sogar übertreffen und lieferte Fraktionen von 

vergleichbarer Reinheit. Die Trenndauer lag mit ca. 100 min allerdings deutlich über den mit-

tels HPCCC erreichten Zeiten (Abb. 3–64). Im Vergleich zu den Trennzeiten, die mit 

HSCCC_System 1 und 2 nötig sind, beträgt diese jedoch nur etwa die Hälfte. Das neu entwi-

ckelte Lösungsmittelsystem käme somit auch als zeitsparende Alternative für diese Fließmit-

telsysteme in Frage, wurde allerdings nicht mit XAD-7-Extrakten getestet.  
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Abb. 3–64 HSCCC-Chromatogramm (λ = 278 nm) der mit HSCCC_System 3 durchgeführten Trennung einer TR-
reichen HSCCC-Fraktion nach 3.2.2.2 aus UL South India Schwarztee. Der Durchbruch der mobilen Phase und die 
Elution der TR-Fraktion erfolgen nach etwa 80 min. 
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Abb. 3–65 Schrittweise Aufreinigung einer Thearubigenfraktion aus schwarzem Tee mittels Säulenchromatographie, HS- und 
HPCCC, veranschaulicht anhand von HPLC-Chromatogrammen (λ = 278 nm, c = 0,5 mg/mL, HPLC_System 5, Probe: UL South 
India).273 
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3.2.2.4 Farbintensität 

Bei den oben beschriebenen Versuchen wurde wiederholt beobachtet, dass Fraktionen mit 

einem hohen TR-Gehalt eine intensive Braunfärbung aufweisen (vgl. Abb. 3–59). Da dieser 

subjektive Eindruck auch die Folge von Konzentrationsunterschieden in den Extrakten sein 

kann, wurde eine photometrische Bestimmung der Farbintensität (total colour) nach einer 

etablierten Methode durchgeführt (s. Abschnitt 5.4.1.6).189, 201 

Die Ergebnisse sind ausschnittsweise in Abb. 3–67 dargestellt und bestätigen die zuvor getä-

tigten Beobachtungen. So ist die Farbintensität der besonders reinen Fraktionen 1 der CCC-

Trennungen höher als die der mittels Roberts'-Fraktionierung oder Coffein-Fällung erhalte-

nen Extrakte. Ferner steigen die Werte parallel zur Reinheit der Tee-Extrakte aus Abb. 3–65 

an. Diesen Effekt zeigen auch die Fraktionen eines einzelnen Peaks (Abb. 3–66). Somit ist die 

mittels CCC erhaltene Thearubigenfraktion 1 maßgeblich für die Farbe eines Schwarzteeauf-

gusses verantwortlich und überwiegt in dieser Eigenschaft gegenüber den Theaflavinen. Die-

ser Sachverhalt könnte für die industrielle Produktion von Tee-Erzeugnissen von Interesse 

sein, da eine intensive (dunkle) Farbgebung in vielen Ländern als wichtiges Qualitätsmerkmal 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3–66 HPCCC-Chromatogramm (λ = 278 nm) der Trennung eines mittels HSCCC nach Abschnitt 
3.2.2.2 erhaltenen TR-Extraktes aus UL Assam Schwarztee (HPCCC_System 1). Anhand der gestrichelten 
Linien ist die Einteilung des Peaks in 4 Fraktionen ersichtlich. Die Fotografie unterhalb zeigt die Vertei- 
lung des Peaks auf Reagenzgläser durch den Fraktionensammler und veranschaulicht die Farbverteilung. 
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Produkten ein hoher Teegehalt suggeriert werden kann (z. B. in Eistees).2, 273 

 

Abb. 3–67 Farbintensität (λ = 460 nm) von Schwarztee und daraus gewonnenen thearubigenreichen Extrak-
ten. 

3.2.3 Zusammenfassung Thearubigen-Isolierung 

In einem Vergleich dreier etablierter Methoden zur Fraktionierung und Anreicherung von 

Thearubigenen konnte gezeigt werden, dass die klassische Roberts'-Fraktionierung zwar re-

lativ hohe Ausbeuten liefert, dies jedoch auf Kosten der Reinheit erfolgt und mit einem ho-

hen Aufwand einhergeht. Dagegen kann durch die Fällung mit Coffein in relativ kurzer Zeit 

eine stark angereicherte Thearubigen-Fraktion erhalten werden. Für die Isolierung eines sehr 

reinen Thearubigen-Extraktes hat sich die HSCCC als Methode der Wahl erwiesen. Diese 

wurde im Folgenden einer Prüfung und Weiterentwicklung unterzogen, um Handhabung, 

Ausbeute und Reinheit zu verbessern. 

Das vorgestellte Verfahren erlaubt die Trennung eines Tee-Extraktes in zwei TR-reiche Frak-

tionen, von denen eine nur sehr wenige Verunreinigungen enthält. Durch eine weitere CCC-

Trennung mit neu ausgearbeiteten Lösungsmittelsystemen konnte die Reinheit nochmals 

gesteigert werden, die erhoffte Fraktionierung in weitere Subfraktionen wurde jedoch nicht 

erreicht. Es wurde eine positive Korrelation zwischen der Reinheit der TR-Fraktionen und 

ihrer Farbintensität festgestellt. Somit enthält die isolierte TR-Fraktion insbesondere diejeni-

gen Thearubigene, welche für die charakteristische Farbe des Schwarztees verantwortlich 

sind. 
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Die prinzipielle Möglichkeit einer Vergrößerung des Maßstabes um das 10-Fache wurde 

durch die Verwendung der SCCCC anstelle der HSCCC für die erste Trennung und der HSCCC 

anstelle der HPCCC im zweiten Schritt aufgezeigt und experimentell demonstriert. 

Gemäß Literaturangaben enthalten getrocknete Schwarzteeblätter 6–36 % Thearubigene.281-

282 Demgegenüber fallen die erhaltenen Ausbeuten gering aus. Neben einer unvollständigen 

Extraktion der Teeblätter bei der Herstellung des Aufgusses wird als Hauptgrund angenom-

men, dass Thearubigene aufgrund ihres uneinheitlichen Trennungsverhaltens nicht in die 

beschriebenen TR-Fraktionen übergehen. 

Die Einführung einer HPLC-Methode unter Verwendung einer Diol-Säule zur Analyse von 

Schwarztee-Extrakten hat sich in Kombination mit der etablierten HPLC-Methode nach ISO 

14502-2 als sehr hilfreich für die Beurteilung der Zusammensetzung und Reinheit der Frak-

tionen erwiesen. 
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3.3 Lagerversuche 

Bei vielen Lebensmitteln ist die Haltbarkeit ein wichtiger Faktor in der Herstellung und wei-

teren Vermarktung. Im Falle klassischer Teeprodukte (loser Tee, Teebeutel) sowie in geringe-

rem Maße auch von Instant-Tees ist eine vergleichsweise lange Haltbarkeitsdauer durch die 

Trocknung und damit einhergehende Verringerung der Wasseraktivität sichergestellt, sofern 

die anschließende Lagerung trocken, kühl und weitgehend luftdicht verschlossen erfolgt.262, 

283-287 Die Senkung des Wassergehaltes beugt dabei nicht nur mikrobiellem Wachstum vor, 

sondern verhindert auch viele chemische Veränderungen. Beispiele für chemische Reaktio-

nen sind Epimerisierungen und Oxidationen, wobei Untersuchungen gezeigt haben, dass 

Flavonoide tendenziell umso leichter reagieren, je mehr Hydroxylgruppen sie besitzen.248, 288-

289 Diese Umsetzungen führen mit der Zeit zu einer veränderten Zusammensetzung in trink-

fertigen Produkten wie Eistees. So wurde in Teegetränken auf Grünteebasis ein Anteil von 

45 % GCG am Gesamtcatechingehalt ermittelt, der sich fast ausschließlich auf die Epimerisie-

rung des eigentlichen Hauptflavanols EGCG während der Pasteurisation und Lagerung zu-

rückführen ließ.290 In diesem Zusammenhang stellt sich auch die Frage nach der Stabilität der 

Analysenlösungen im Labor. Neben Studien zum Einfluss von Verarbeitung291 und Maßnah-

men zur Abtötung von Mikroorganismen292-293 ist in der Literatur nur eine begrenzte Anzahl 

an Untersuchungen bekannt, die sich mit der Langzeitstabilität von aufgebrühtem Tee bzw. 

gelösten Tee-Extrakten befassen. Dabei liegt der Fokus fast ausschließlich auf der Stabilität 

von Grüntee-Catechinen, während das Verhalten von schwarzteehaltigen Lösungen bzw. 

Getränken bisher kaum erforscht ist.294  

Aus diesem Grund wurde in einem Nebenprojekt eine kleine Versuchsreihe zum Lagerverhal-

ten durchgeführt.241, 295 Als Probenmaterial wurden vereinigte HSCCC-Fraktionen aus zuvor 

mittels XAD-7 aufbereiteten Teeaufgüssen (Sumatra und Ostfriesentee) ausgewählt. Der 

Tee-Extrakt entspricht dabei der Fraktion 3Ex (s. Abschnitt 3.2.2.2 und Abb. 3–59) und ist mit 

TRs, TFs und FOG sowie Flavanolrückständen angereichert (Abb. 3–68). Es wurde eine 

Stammlösung von 2,5 g/L in 20 %igem wässrigen Acetonitril angesetzt, deren Konzentration 

in den Probenlösungen beibehalten wurde. Durch den Zusatz des Acetonitrils wurde ein mik-

robielles Wachstums verhindert, da in dieser Studie vornehmlich die chemischen Verände-

rungen betrachtet werden sollten. Einem mikrobiellen Verfall lässt sich in der Industrie durch 

Pasteurisation resp. Autoklavieren vorbeugen. Zu Vergleichszwecken wurde ein Ansatz in 

reinem Wasser gelöst und bei Raumtemperatur gelagert. Alle anderen Proben dienten der 

Untersuchung des Einflusses dreier Faktoren.  
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Der erste Faktor war die Temperatur. Hierzu wurden die Proben im Tiefkühlschrank bei –

18 °C, im Kühlschrank bei ca. 4 °C, bei Raumtemperatur (ca. 20 °C) bzw. in einem Heizblock 

bei 40 °C gelagert.  

Ferner sollte der Einfluss des pH-Wertes betrachtet werden. Da die Probenlösung (c = 2,5 g/L) 

bereits einen pH-Wert von 2 aufwies, wurde dieser auch für den sauren pH-Bereich ausge-

wählt. Für die Lagerung in neutralem bzw. alkalischem Milieu wurde der pH-Wert der jewei-

ligen Ansätze mit 10 %iger Natronlauge auf 7 bzw. 10 eingestellt und die Proben anschlie-

ßend bei Raumtemperatur gelagert.  

Da Getränke oft mit stabilisierenden Zusatzstoffen versehen werden, sollten außerdem mög-

liche haltbarkeitsverlängernde Effekte eines Zusatzes von Ascorbinsäure (Asc, E 300) bzw. 

Ethylparaben (4-Hydroxybenzoesäureethylester, EP, E 214 bzw. als Natriumsalz E 215) sowie 

der Lagerung unter einer Schutzgasatmosphäre aus Helium untersucht werden. Die Ascor-

binsäure wurde hier mit einer Konzentration von 0,3 g/L (≘ 1,7 mM) zugegeben, was etwa 

dem Gehalt in Fruchtsäften entspricht. Ethylparaben ist ein in Getränken unüblicher und nur 

in wenigen Lebensmitteln zugelassener Konservierungsstoff; die gebräuchlichen und in der 

EU für Tee-Extrakte und aromatisierte Getränke zugelassenen Konservierungsstoffe Sorbin- 

und Benzoesäure (E 200–E 203 bzw. E 210–E 213) weisen jedoch HPLC-Retentionszeiten im 

Bereich des TR-Hügels auf.241 Ähnlich wie die Ascorbinsäure wird das Ethylparaben aufgrund 

seiner antioxidativen, v. a. aber wegen seiner antimikrobiellen Wirkung eingesetzt. Vorbe-

haltlich der Matrixunterschiede erscheint es interessant zu prüfen, ob von dem Ethylparaben 

eine stabilisierende Wirkung auf die polyphenolischen Teebestandteile ausgeht. Der Zusatz 

 

Abb. 3–68 HPLC-Chromatogramm (λ = 278 nm, HPLC_System 1) des gelösten Tee-Extraktes (c = 2,5 g/L), wel-
cher als Ausgangslösung für die Lagerversuche verwendet wurde. 
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erfolgte entsprechend dem Grenzwert für Sorbin- bzw. Benzoesäure in flüssigen Teekon-

zentraten in einer Konzentration von 0,6 g/L (≘ 3,6 mM).296  

In Abb. 3–69 findet sich ein Schema der Versuchsdurchführung. Eine Übersicht über die in-

sgesamt 10 unterschiedlichen Ansätze gibt Tab. 3-26. Von jedem Ansatz wurden zwei Pro-

benlösungen hergestellt, in HPLC-Vials überführt und fest verschlossen. Die Anzahl der Vials 

richtete sich nach der geplanten Zahl an Messpunkten, wobei stets Doppelbestimmungen 

durchgeführt wurden. Anschließend wurden die Proben über einen Gesamtzeitraum von 200 

Tagen unter Lichtausschluss gelagert. Probenahmen erfolgten innerhalb der ersten 69 Tage 

mit abnehmender Frequenz; eine letzte Probe wurde nach 200 Tagen analysiert. Dies ge-

schah mittels HPLC-DAD (HPLC_System 1). Da die Messdauer einer Sequenz mit allen 20 pro 

Zeitpunkt entnommenen Proben bei etwa 22 Stunden lag, kann die „Wartezeit“ im Auto-

sampler (bei 10 °C) somit zu Verfälschungen geführt haben, die mit zunehmender Lagerzeit 

der Proben jedoch nicht mehr ins Gewicht fiel.297  

 

Tab. 3-26 Zusammensetzung und Lagerbedingungen der 10 Probenansätze für die Stabilitätstests mit einem an-
gereicherten Schwarztee-Extrakt (c = 2,5 g/L).295 

Ansatz Lösungsmittel Lagertemperatur pH Zusätze 

Tiefgekühlt 20 % Acetonitril(aq) –18 °C 2 - 

Gekühlt 20 % Acetonitril(aq) +4 °C 2 - 

Erwärmt 20 % Acetonitril(aq) +40 °C 2 - 

Raumtemperatur/ 
pH 2 

20 % Acetonitril(aq) RT 2 - 

pH 7 20 % Acetonitril(aq) RT 7 - 

pH 10 20 % Acetonitril(aq) RT 10 - 

Ascorbinsäure 20 % Acetonitril(aq) RT 2 
Ascorbinsäure 

(c = 0,3 g/L) 

Ethylparaben 20 % Acetonitril(aq) RT 2 
Ethylparaben 
(c = 0,6 g/L) 

Helium 20 % Acetonitril(aq) RT 2 Heliumatmosphäre 

Vergleich Wasser RT 2 - 
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Abb. 3–69 Schematische Darstellung des Lagerversuchs: (1) – Ansetzen eines Schwarzteeaufgusses mit kochendem 
Wasser (Konzentration: 50 g/L, 10 min Ziehzeit). (2) – Adsorptionschromatographie an XAD-7 zur Entfernung nicht-
phenolischer Bestandteile. (3) – Anreicherung von TRs und anderen Inhaltsstoffen mittels HSCCC. (4) – Herstellung der 
Probenlösungen (2,5 g/L in 20 % Acetonitril(aq))*, evtl. unter Zusatz von Additiven bzw. Säure oder Lauge. (5) – Lage-
rung der unterschiedlichen Probenansätze gemäß den gewählten Bedingungen (Temperatur, pH, Zusätze, s. Tab. 3-26). 
(6) – Entnahme von Proben zu verschiedenen Zeitpunkten während der ersten 69 Tage. Eine letzte Probe wird nach 
200 Tagen entnommen** und mittels HPLC-DAD (HPLC_System 1) analysiert, um die Entwicklung der Gehalte von 
EGCG, GS und den TRs zu verfolgen. *Zusatz von Acetonitril zur Vermeidung mikrobiellen Wachstums. **Die erwärm-
ten Proben (40 °C) wurden nur für 69 Tage gelagert.295 
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Untersucht wurden die Konzentrationen von EGCG und Gallussäure sowie die Fläche des TR-

Hügels. Die Freisetzung der Gallussäure erfolgt mutmaßlich nur zu einem geringen Teil aus 

EGCG und vielmehr aus den Di- und Oligomeren wie den TFs und TRs, so dass sowohl eine 

Verringerung der Catechin-Konzentration als auch die Bildung von Gallussäure Indikatoren 

für chemische Umsetzungen darstellen. Zusätzlich wird die Fläche des TR-Humps beobach-

tet, um Hinweise darüber zu erhalten, ob die TRs durch längere Lagerdauern nennenswerte 

Änderungen erfahren und ggf. in ihrem Gehalt ab- oder zunehmen. Das HPLC_System 1 er-

laubt außerdem grobe Aussagen bezüglich des TF-Gehaltes zu treffen. Diese eluieren im Be-

reich des TR-Humps (s. Abb. 3–68) und werden auf Basis der addierten Peakflächen (bei 

λ = 278 nm) beurteilt. 

3.3.1 Einfluss der Temperatur 

 

 

 
Abb. 3–70 Einfluss der Lagertemperatur auf die Gehalte an EGCG (oben) und Gallussäure (unten) sowie die Fläche 
des TR-Hügels (mittig).  
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Die Ergebnisse sind in Abb. 3–70 dargestellt und zeigen, dass das Verhalten der drei beo-

bachteten Komponenten gut überein stimmt. Sofern die Lagerung bei –18 bzw. 4 °C erfolgte, 

konnten innerhalb der ersten 69 Tage jeweils lediglich geringe Gehaltsunterschiede nachge-

wiesen werden, mit einem leichten Vorteil bei der Tiefkühllagerung. Diese Resultate stim-

men mit den Angaben in der Literatur überein.254, 298 Bei Raumtemperatur kam es in dieser 

Zeit zu einem leichten Abfall des EGCG-Gehaltes sowie der TR-Fläche bzw. zu einem leichten 

Anstieg der Gallussäure-Konzentration, was auf langsam ablaufende Umsetzungsreaktionen 

schließen lässt. Diese Trends setzten sich bis zum 200. Tag fort: Bei –18 °C erfolgten keine 

signifikanten Abbaureaktionen, wohingegen bei Lagerung im Kühlschrank leichte Verände-

rungen beobachtet wurden. Die bei Raumtemperatur aufbewahrten Proben wiesen zu die-

sem Zeitpunkt klare Gehaltsänderungen auf.295   

Bei allen Bestandteilen sticht der Effekt einer Lagerung bei 40 °C hervor. Unverzüglich nach 

Versuchsbeginn treten Reaktionen auf, welche einen Abbau des EGCG, eine Freisetzung von 

Gallussäure und eine Verringerung der Fläche des TR-Humps bewirken. Werden die Gehalte 

bei –18 °C als Referenzwerte angesehen, so bedingt eine Temperatur von 40 °C Konzentrati-

onsänderungen, die um ein Vielfaches über denen liegen, die bei Raumtemperatur beobach-

tet wurden.295 Der Abbau des EGCG kann nur z. T. auf eine Epimerisierung zurückgeführt 

werden, da gemäß Literatur bis etwa 40 °C anderweitige Abbaureaktionen dominieren, bei 

denen es auch zur Bildung von Theasinensinen kommen kann.105, 254, 299  

Die HPLC-Chromatogramme zeigen, dass die in der Stammlösung noch deutlich erkennbaren 

Theaflavin-Peaks (Abb. 3–68) schon nach einer 20-tägigen Lagerung bei 40 °C nicht mehr 

nachweisbar waren. Bei Raumtemperatur war dies erst am 200. Tag der Fall, bereits nach 69 

Tagen konnten jedoch nur noch Bruchteile der ursprünglichen Peakflächen detektiert wer-

den. Die Theaflavin-Signale der im Kühlschrank gelagerten Proben waren nach 200 Tagen 

zwar reduziert, aber noch deutlich zu erkennen, während bei den tiefgekühlten Proben kein 

merklicher Abbau erfolgt war. Somit muss es in einem Teil der Proben zu einer Umsetzung 

dieser charakteristischen Schwarzteekomponenten gekommen sein, wobei deren Empfind-

lichkeit gegenüber Wärme größer zu sein scheint als die des EGCG. Von einer Instabilität der 

TFs gegenüber Wärmeeinwirkung haben bereits SU et al. (2003) berichtet.300 

Die Entwicklungen der Gehalte an EGCG, Gallussäure und den TRs sind damit sowohl inner-

halb der durchgeführten Versuche als auch im Vergleich mit Daten aus der Literatur konsis-

tent. Für Teeinhaltsstoffe wie  Catechine und Theaflavine wurde bei längerer Lagerzeit und 

in Abhängigkeit von der Temperatur ein Abbau bestätigt. Ferner lassen die Ergebnisse den 
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Schluss zu, dass auch die Thearubigene durch Aufbewahrung bei einer Temperatur von 40 °C, 

welche in tropischen Ländern oder bei Lagerung an einem sonnigen Standort nicht unge-

wöhnlich ist, negativ beeinflusst werden. Der messbare Effekt fällt bei den TRs zwar geringer 

aus, unterliegt allerdings den Beschränkungen der Methode. Folglich könnten einer ver-

gleichsweise geringen Änderung der Fläche auch umfassende strukturelle Umwandlungen 

vorausgegangen sein. Bemerkenswert ist, dass es tatsächlich zu einem Abfall der Fläche 

kommt und somit die Umsetzung anderer Komponenten wie der Flavanole offenbar nicht 

oder nur zu einem geringen Teil zur Bildung TR-artiger Substanzen führt. 

Auf der anderen Seite geht aus den Ergebnissen hervor, dass unter den gegebenen Bedin-

gungen (20% Acetonitril, keine weiteren Matrixbestandteile) eine mindestens halbjährige 

Lagerung und ohne nennenswerte Qualitätseinbußen der polyphenolischen Bestandteile 

möglich ist, sofern eine konsequente Kühlung erfolgt. 

3.3.2  Einfluss des pH-Wertes 

Das Verhalten bei einer Lagerung in saurer, neutraler und alkalischer Umgebung bei Raum-

temperatur lässt ebenfalls klare Schlüsse zu (Abb. 3–71). So äußerte sich eine auch in der 

Literatur (z. B CHEN et al., 2001; NEILSON et al., 2007)256, 290 bekannte Instabilität des EGCG in 

neutralem und basischem Milieu darin, dass bereits bei der ersten Messung wenige Stunden 

nach Einstellung des pH-Wertes kein EGCG mehr nachweisbar war. ZHU et al. (1997) berich-

teten von einem vollständigen Abbau einer Mischung von Grüntee-Catechinen bei pH-

Werten größer 8 innerhalb weniger Minuten und bei pH 7,4 innerhalb von 3 Stunden.301 Ein 

neutraler pH-Wert führt gemäß WANG & HELLIWELL (2000) zu einer schnelleren Epimerisierung 

von EGCG, zudem kommt es laut HATANO et al. (2004) zur Bildung monomerer und dimerer 

Oxidationsprodukte, u. a. Theasinensin A.105, 302 Durch eine Lagerung bei pH 2 konnte hinge-

gen eine Stabilisierung des EGCG-Gehaltes innerhalb der ersten ca. 30 Tage erreicht werden. 

Danach nimmt die Konzentration linear ab und es ergibt sich nach 200 Tagen ein Gehalt von 

etwa 35 % des Ursprungswertes.241  

Die Gallussäure-Konzentration steigt bei pH 7 und 10 direkt nach Versuchsbeginn sprunghaft 

an und nimmt im Anschluss weiter zu. Bei pH 2 zeigte sich hingegen ein moderater, fast li-

nearer Konzentrationsanstieg über den gesamten Versuchszeitraum. Bezüglich der Thearu-

bigene ist nur bei pH 10 ein leichter Abfall der Fläche zu verzeichnen, während sich diese im 

sauren und neutralen Umfeld nahezu konstant verhält.241 
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Abb. 3–71 Einfluss des pH-Wertes auf den Gehalt an EGCG (oben) und Gallussäure (unten) sowie die Fläche des 
TR-Hügels (mittig). 

Demgegenüber wurden die Theaflavin-Peaks bei pH 10 innerhalb von wenigen Stunden voll-

ständig abgebaut. Bei pH 7 wurden ebenfalls abnehmende Peakflächen festgestellt, bis diese 

bei der Messung am 13. Tag nicht mehr nachweisbar waren. Im sauren Milieu verhielten sich 

die TF-Peaks länger stabil, waren jedoch nach 69 Tagen kaum noch und am 200. Tag gar 

nicht mehr zu detektieren. Diese Erkenntnisse stimmen mit den Ergebnissen einer Studie 

von JHOO et al. (2005) überein, in der die Stabilität von TFs bei pH 5,5; 7,4 und 8,5 untersucht 

wurde.142  Dabei wurde bei pH 5,5 innerhalb von 24 Stunden keine Umsetzung festgestellt, 

wohingegen bei pH 7,4 über 60 % und bei pH 8,5 mehr als 80 % der eingesetzten Theaflavine 

einem Abbau unterlagen, u. a. zu Theanaphthochinon.  
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Um negative Begleiterscheinungen bei der Lagerung schwarz- und grünteehaltiger Lösungen 

bzw. Getränke zu vermeiden, sollten diese in jedem Fall einen sauren pH-Wert aufweisen. 

Laut Literatur290, 301 bieten sich pH-Werte kleiner 4 an. Der in den Versuchen gewählte pH-

Wert von 2 erlaubte eine Stabilisierung des EGCG bei Raumtemperatur über einen Zeitraum 

von etwa 30 Tagen, bevor dessen Konzentration zu sinken begann. Die Freisetzung von Gal-

lussäure erfolgte dagegen von Beginn an mit linearer Geschwindigkeit. 

3.3.3 Einfluss von Additiven (Ascorbinsäure, Ethylparaben, Helium) 

 

 

 

Abb. 3–72 Einfluss verschiedener Zusätze auf den Gehalt an EGCG (oben) und Gallussäure (unten) sowie die Flä-
che des TR-Hügels (mittig). 
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Abb. 3–72 gibt die Konzentrationen von EGCG und Gallussäure sowie die Fläche des TR-

Hügels im Verlauf der Stabilitätstests nach Zugabe von Ascorbinsäure, Ethylparaben und He-

lium neben einer Referenzprobe ohne Zusätze (pH 2/RT) wieder. 

Die Zweckmäßigkeit einer Beigabe des als Antioxidationsmittel zugelassenen Zusatzstoffes 

Ascorbinsäure ist in der Literatur umstritten. ZHU et al. (2003) und SANG et al. (2005) berich-

teten von einer protektiven Wirkung gegenüber oxidativen Abbaureaktionen an Catechi-

nen.254, 303 ZIMMERMANN & GLEICHENHAGEN (2011) kamen hingegen in ihren Untersuchungen zu 

dem Schluss, dass die stabilisierenden Eigenschaften lediglich auf die Absenkung des pH-

Wertes zurückzuführen seien, während SU et al. (2003) gar einen intensivierten Catechin-

Abbau beobachteten.300, 304 Eine Studie, in der Teepulver mit Ascorbinsäure versetzt wurde, 

zeigte sowohl einen positiven als auch einen negativen Effekt in Abhängigkeit von der relati-

ven Luftfeuchtigkeit.287 

Die in dieser Arbeit erhaltenen Resultate bei einer Ascorbinsäure-Zugabe (Abb. 3–72) zeigen 

einen schwach stabilisierenden Effekt auf das EGCG und die TRs.295 Die Gallussäure-

Konzentration entwickelte sich jedoch praktisch identisch zur Vergleichsprobe. Demnach 

könnte die Ascorbinsäure in geringem Maße dazu beitragen, diejenigen Oxidationsreaktio-

nen zu unterbinden, die ohne eine Abspaltung der Galloylfunktion aus den polyphenolischen 

Verbindungen verlaufen. 

Der Zusatz von Ethylparaben führte zu einem schnellen und vollständigen Abbau von EGCG; 

die TR-Fläche nahm ebenfalls merklich ab. Gleichzeitig stieg die Gallussäure-Konzentration 

schnell an, was auf eine Freisetzung aus den Polyphenolen oder eine Bildung aus dem che-

misch verwandten Ethylparaben nach Oxidation und Esterhydrolyse schließen lässt. Auch die 

Theaflavine waren nach wenigen Stunden nicht mehr nachweisbar.241 

Laut Literatur wirken sich hohe Sauerstoff-Konzentrationen negativ auf die Stabilität von Tee 

und Teegetränken aus.254, 262 Die Lagerung der Teelösung unter einer Helium-Atmosphäre 

offenbarte jedoch keine protektiven Einflüsse auf das EGCG und die TRs (Abb. 3–72).295 Mög-

licherweise hätte die Lösung vorab zusätzlich mit Helium gespült werden sollen, um gelösten 

Sauerstoff auszutreiben und so eine verbesserte Schutzwirkung zu erreichen. 

Abschließend erscheint gemäß den erhaltenen Ergebnissen nur ein Zusatz von Ascorbinsäure 

als tendenziell sinnvoll. Die widersprüchlichen Angaben zur Wirkung der Ascorbinsäure in 

der Literatur sowie das beobachtete Verhalten der Schwarzteelösung nach Zugabe von 

Ethylparaben lassen allerdings darauf schließen, dass die vornehmlich wegen ihrer antioxida-

tiven Eigenschaften eingesetzten Substanzen in Abhängigkeit von der Zusammensetzung der 
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Teelösung auch prooxidativ wirken können. Daher sollte die Verwendung von Ascorbinsäure 

hinsichtlich ihrer Eignung in der jeweiligen Matrix geprüft werden. Die Lagerung unter einer 

Schutzgasatmosphäre führte zu keiner Verbesserung der Haltbarkeit. 

3.3.4 Weitere Beobachtungen  

Wie oben beschrieben, wurde zu Vergleichszwecken ein Doppelansatz nur in Wasser gelöst. 

Die Lagerung erfolgte bei pH 2 und Raumtemperatur ohne Zusätze. Damit unterscheiden 

sich die Vergleichsproben von dem Ansatz Raumtemperatur/pH 2 (s. Tab. 3-26) lediglich hin-

sichtlich der Abwesenheit des Acetonitrils. Die beobachtete Stabilität der Inhaltsstoffe war 

während des ersten Monats vergleichbar (jeweils kaum Konzentrationszu- bzw. abnahmen), 

im zweiten Monat wurden bei beiden Ansätzen sinkende EGCG- und TR-Gehalte registriert, 

die bei den ausschließlich in Wasser gelösten Proben stärker ausfielen. Die Freisetzung von 

Gallussäure erfolgte bei beiden Ansätzen in praktisch identischem Umfang. Allerdings wurde 

nach 40 Tagen eine Trübung der Vergleichsproben festgestellt, welcher mutmaßlich ein mik-

robielles Wachstum zugrundelag. Infolge dieser sich verstärkenden Trübung wurden die 

Proben bis zum 69. Tag nur noch nach erneuter Mikrofiltration zur Messung eingesetzt, wäh-

rend auf eine weitergehende Lagerung bis zum 200. Tag verzichtet wurde.  

Die Gegenüberstellung des Raumtemperatur/pH 2-Ansatzes mit den Vergleichsproben in 

Wasser bekräftigt somit die Annahme, dass der Zusatz von Acetonitril keine relevanten, 

unerwünschten chemischen Veränderungen zur Folge hat. Darüber hinaus bestätigen die 

nach einem Monat auftretenden Trübungen und verstärkt einsetzenden Abbaureaktionen 

der Vergleichsproben, dass ein Schutz gegen mikrobielles Wachstum notwendig und durch 

die Beigabe des Acetonitrils gewährleistet ist. 

Neben der Trübung in den Vergleichslösungen waren auch bei den anderen Ansätzen opti-

sche Unterschiede festzustellen. Die Lösungen blieben zwar klar, die bei 40 °C sowie die bei 

 

Abb. 3–73 Farben der Probenlösungen nach 20-tägiger Lagerung bei folgenden Bedingungen (v. l. n. r.): –18 °C, 
4 °C, 40 °C, pH 10, pH 2 (Vergleichsprobe), pH 2/20 °C, pH 7, Zusatz von Asc, Zusatz von EP, unter Heliumatmos-
phäre (Fotografie: Steffi Niemann, 2013  ). 
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pH 7 bzw. pH 10 und die unter Zusatz von Ethylparaben gelagerten Proben zeigten aber eine 

zunehmend dunkle Färbung (Abb. 3–73).241 Somit waren genau diejenigen Lösungen ver-

färbt, die gemäß HPLC-Analyse besonders stark von Abbaureaktionen betroffen waren. Diese 

Beobachtung deckt sich mit Berichten aus der Literatur, nach denen in Stabilitätstests Braun-

färbungen durch Oxidation der Catechine301, durch Erhitzen305 oder durch Abbau von TFs in 

alkalischer Lösung142 auftraten. 

Eine graphische Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Abb. 3–74 zu sehen. Darin sind die 

prozentualen Abweichungen der untersuchten Inhaltsstoffe von ihrem Ausgangswert (dieser 

entspricht 0 %) nach 69 Tagen dargestellt. Im Falle des zunehmenden Gehaltes der Gallus-

säure wurde die höchste Zunahme als 100 % definiert. Die Prozentangaben basieren bei 

EGCG und Gallussäure auf den Konzentrationen, während für die Theaflavine und Thearubi-

gene die Flächen bei 374 resp. 278 nm herangezogen wurden. Dabei stehen die Ecken des 

Netzes jeweils für einen Probenansatz. Je weiter sich eine Linie vom Mittelpunkt in Richtung 

einer der Ecken entfernt, desto stärker ist die Abweichung gegenüber der Ausgangslösung. 

Es ist zu erkennen, dass die Theaflavine (z. T. zusammen mit EGCG) bei allen Lagerbedingun-

gen am stärksten von Abbaureaktionen betroffen sind. Insbesondere gegenüber der Tempe-

ratur ist deren Empfindlichkeit größer als die der anderen Inhaltsstoffe. Weiterhin trägt kein 

 

Abb. 3–74 Übersicht über die Veränderungen der Gehalte an EGCG, Gallussäure, Theaflavinen und 
Thearubigenen nach 69-tägiger Lagerung bei unterschiedlichen Bedingungen. 0 = keine Veränderung; 
100 = vollständiger Abbau (EGCG, TFs, TRs) bzw. höchste gemessene Konzentration (Gallussäure). 
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Faktor so sehr zu einer Abspaltung von Gallussäure bei wie die Erwärmung auf 40 °C. Die 

Auswirkungen auf die Fläche des TR-Hügels sind insgesamt gering; lediglich durch eine Lage-

rung bei 40 °C, pH 10 oder den Zusatz von Ethylparaben kommt es hier zu einer merklichen 

Abnahme. 
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4 Zusammenfassung und Ausblick 

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Vorgänge bei der Teeproduktion untersucht, etablierte 

Methoden zur Fraktionierung von Thearubigenen (TRs) evaluiert und optimiert sowie die 

Lagereigenschaften eines Schwarztee-Extraktes betrachtet werden.  

Dabei ist es gelungen, durch Modellfermentationen mit endogenen Tee-Enzymen die Bil-

dung charakteristischer Schwarzteebestandteile mit unterschiedlichen Grundstrukturen (di- 

und trihydroxylierte Benzotropolone sowie Benzotropolon-Derivate; 2',2'-Bisflavanole; ver-

schiedene Dehydrodicatechine) nachzuvollziehen und anhand von HPLC-DAD-ESI-MSn-Daten 

Vorschläge für das Fragmentierungsverhalten mehrerer Oxidationsprodukte wie Theaflavat 

B, Theacitrin und Epitheaflagallin-3-gallat zu erstellen. Durch qualitative und quantitative 

Bestimmungen von Edukten und Produkten wurde gezeigt, dass die Enzyme Polyphenoloxi-

dase (PPO) und Peroxidase (POD) offenbar dieselben Reaktionen katalysieren, sich dabei 

jedoch hinsichtlich ihrer Präferenzen deutlich unterscheiden. Mit einem alternativen Oxida-

tionssystem wurde erstmalig eine Art Matrixeffekt durch Teeblätter beschrieben, der sich 

nicht mit einer enzymatischen Aktivität erklären ließ. 

Des Weiteren erfolgte die Optimierung einer Methode zur Fraktionierung und Isolierung von 

Thearubigenen mittels Gegenstromverteilungschromatographie, wobei auch die Übertrag-

barkeit auf andere Technologien zur Verringerung des Zeitaufwandes bzw. zur Vergrößerung 

des Maßstabes demonstriert wurde. Anhand einer dabei erhaltenen thearubigenreichen 

Fraktion wurde die Lagerstabilität schwarzteehaltiger Lösungen untersucht. Vorbehaltlich 

etwaiger Matrixunterschiede scheint der Schlüssel zu einer langen Lagerfähigkeit v. a. in der 

konsequenten Kühlung und dem Einstellen eines sauren pH-Wertes zu liegen. 

Die in der Schwarzteemanufaktur ablaufenden Oxidationsreaktionen wurden im ersten Teil 

der Arbeit betrachtet. Dies geschah mit Hilfe eines literaturbekannten Modellsystems, wel-

ches an die vorliegenden Bedingungen angepasst und weiter optimiert wurde. Dabei wurde 

der Fokus auf die enzymatische Oxidation der im Tee quantitativ bedeutsamsten Flavanole 

EC, EGC, ECG und EGCG gelegt. Als Enzymquelle wurde ein gefriergetrocknetes Teeblattpul-

ver genutzt, dessen phenolische Bestandteile vorab entfernt worden waren, so dass beliebi-

ge Kombinationen von Flavanolen als Substrate eingesetzt werden konnten. Für die Isolie-

rung des benötigten EGC, ECG und EGCG aus Tee-Extrakten stellte sich die Verwendung von 

HSCCC und Säulenchromatographie mit Sephadex LH-20 als zielführend heraus. Durch Varia-
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tion der Reaktionsbedingungen konnte die Beteiligung der teeeigenen Enzyme Polyphenol

 

Die Konzentrationsverläufe relevanter Substanzen zeigten, dass Gallocatechine besonders 

schnell umgesetzt werden und die Bildung von Theaflavinen sowie eines Thearubigen-

Humps zügig erfolgt. Hierbei unterscheidet sich die Abbaukinetik der Flavanole mit den ein-

zelnen Enzymen deutlich, wobei die POD eine höhere Spezifität erkennen ließ. Die Umset-

zung mit PPO ergab höhere Theaflavin- und Gallussäurekonzentrationen; umgekehrt scheint 

die POD die Bildung von Thearubigenen zu begünstigen. Qualitativ wurden hingegen keine 

Unterschiede festgestellt. 

Als wesentlicher Faktor für die Gesamtgeschwindigkeit der Umsetzungen erwies sich erwar-

tungsgemäß die Enzymaktivität, welche durch Anpassung der Temperatur variiert werden 

konnte. Ferner wurden Anzeichen dafür gefunden, dass die Redoxpotentiale der Polypheno-

le eine wichtige Rolle in deren Reaktionsverhalten spielen. Insbesondere die Anwesenheit 

von EC bzw. dessen korrespondierendem o-Chinon ECQ begünstigt den Ablauf weiterer Oxi-

dationen, beispielsweise von Theaflavinen. Bei erhöhter Temperatur (30 °C) unterliegen die 

entstandenen Theaflavine weiteren Abbaureaktionen.  

Als Alternative zu den endogenen Tee-Enzymen wurde in weiteren Versuchen die Oxidation 

mit Meerrettich-Peroxidase erprobt. Erwartungsgemäß wies die Umsetzung der Flavanole 

einige Parallelen zu den Abläufen einer „Fermentation“ mit teeeigenen Enzymen auf. Die 

Unterschiede konnten durch die Zugabe polyphenolfreier und enzymatisch inaktiver Grün-

teeblätter partiell ausgeglichen werden. Die Ursachen für diesen Matrixeffekt, der sich v. a. 

in einem Abbau der Theaflavine äußert, sind unklar. Denkbare Gründe wie Adsorptionsreak-

tionen, eine Freisetzung von katalytisch aktiven Metallkationen sowie eine Restaktivität von 

PPO und POD konnten experimentell widerlegt werden. 

Somit ist es mit beiden Modellsystemen – sowohl unter Verwendung von endogenen Tee-

Enzymen als auch von Meerrettich-Peroxidase – gelungen, die Oxidation von Flavanolen zu 

katalysieren und eine Reihe bekannter Teeinhaltsstoffe zu synthetisieren. Die Abläufe blei-

ben trotz der vereinfachten Bedingungen komplex und führen neben einigen charakteristi-

schen Primärprodukten zur Bildung einer unübersichtlichen Anzahl gering konzentrierter 

Verbindungen.  

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurden mit der Roberts'-Fraktionierung, der Coffein-

Fällung und einer gegenstromverteilungschromatographischen Trennung via HSCCC drei Me-

thoden zur Anreicherung und Fraktionierung von Thearubigenen verglichen. Es folgte eine 

-

oxidase und Peroxidase gezielt gesteuert werden.
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Optimierung des HSCCC-basierten Verfahrens, da dieses hinsichtlich der Reinheit der Thea-

rubigen-Fraktionen die vielversprechendsten Ergebnisse geliefert hatte. Durch Veränderun-

gen des Lösungsmittelsystems wurde die Handhabung verbessert. Zusätzliche Aufarbei-

tungsschritte, die eine Entcoffeinierung und Trennung mit einem weiteren Fließmittelsystem 

beinhalteten, erhöhten den Reinheitsgrad der Thearubigen-Fraktionen. Ferner konnte ge-

zeigt werden, dass die Methode grundsätzlich auf verwandte Techniken wie HPCCC und 

SCCCC übertragbar ist. 

Für die Analyse von TR-Fraktionen mittels HPLC-DAD erwies sich die Verwendung einer Diol-

Phasen-Säule als sinnvoll, um die Coelution von Thearubigenen mit chemisch verwandten 

Verbindungen weitgehend zu vermeiden und auf diese Weise genauere Aussagen über die 

chromatographische Reinheit einer Fraktion treffen zu können. 

Mit der Frage nach der Stabilität einer thearubigenreichen Lösung über einen Zeitraum von 

insgesamt 200 Tagen beschäftigt sich der dritte Teil dieser Arbeit. In diesem wurde der Ein-

fluss verschiedener Faktoren wie Temperatur, pH-Wert und die Zugabe potentiell protekti-

ver Additive auf die Bestandteile EGCG, Gallussäure, Theaflavine und Thearubigene unter-

sucht. Zur Verhinderung mikrobiellen Wachstums wurde 20 %iges Acetonitril(aq) als Lö-

sungsmittel verwendet.   

Durch eine Lagerung bei –18 °C und pH 2 wurde eine sehr gute Stabilität erreicht; mit gering-

fügigen Abstrichen war dies auch bei 4 °C der Fall. Höhere Temperaturen von 20 bzw. 40 °C 

und pH-Werte von 7 bzw. 10 hatten hingegen starke Veränderungen in den Probenlösungen 

zur Folge. Der Einsatz von Additiven ergab keine nennenswerten Verbesserungen der Lager-

stabilität. Interessanterweise resultierten die beobachteten Umsetzungsreaktionen von Fla-

vanolen und Theaflavinen nicht in einer Bildung von Thearubigenen; vielmehr zeigten die 

besonders stark von Abbaureaktionen betroffenen Proben Anzeichen einer abnehmenden 

Thearubigen-Konzentration.  

Für die Zukunft ist eine Durchführung der Modellversuche in größerem Maßstab denkbar, 

um eine Identifizierung unbekannter oder in den MS-Spektren nur vage zugeordneter Signa-

le, z. B. nach Isolierung mittels Gelchromatographie und anschließender NMR-

spektroskopischer Analyse, zu ermöglichen. Durch den Einsatz nicht-flavanolischer Teein-

haltsstoffe in den Modellfermentationen ließe sich eine Beteiligung dieser Verbindungen am 

Reaktionsgeschehen untersuchen.  
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Die via Gegenstromverteilungschromatographie erhaltenen Schwarztee-Fraktionen bieten 

eine gute Grundlage für weitere Forschungsarbeiten wie sensorische oder ernährungsphy-

siologische Studien.  
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5 Material und Methoden 

5.1 Teematerial 

Tees bzw. Tee-Extrakte, die im Rahmen der Modelloxidationsversuche verwendet wurden: 

- Weißer Instanttee: White Tea Extract, Ref.Nr.: K48066, Charge: 111748E (Hälssen & Lyon 

GmbH, Hamburg) 

- Sunphenon 80SK: Polyphenolreicher Tee-Extrakt (Taiyo International, Inc., Minneapolis, 

MN, USA) 

- Polyphenolfreies Blattpulver: Mit Wasser und Aceton extrahierte, frische Teeblätter mit 

aktiven Enzymen, gefriergetrocknet und gemahlen (Unilever Research & Development, 

Bangalore, Indien). Herstellung s. Abschnitt 5.4.4.1 

- Gunpowder: Grüner China-Blatttee „Temple of Heaven“ Special Gunpowder 

- China Lung Ching: Grüner China-Blatttee 

- Darjeeling grün: Grüner Darjeeling-Blatttee, kbA, FTGFOP 1, Plantagen: Arya und Tindha-

ria, Ernte 2009 (Projektwerkstatt GmbH, Berlin) 

- Assam Fannings: Assam CTC Fannings für Teebeutel, 31.03.2011 (Meßmer Momentum, 

Hamburg) 

Tees bzw. Tee-Extrakte, die im Rahmen der Fraktionierungs-, Isolierungs- und Lagerversuche 

verwendet wurden: 

- UL BTE: Schwarztee-Extrakt aus wässrigem Aufguss (Unilever Research & Development, 

Bangalore, Indien) 

- UL SII und UL SIa: SII und SIa-Fraktionen nach ROBERTS aus UL BTE (Unilever Research & 

Development, Bangalore, Indien) 

- UL Assam: Assam CTC Schwarztee (Unilever Research & Development, Vlaardingen, Nie-

derlande) 

- UL South India: Südindischer CTC-Schwarztee (Unilever Research & Development, Vlaar-

dingen, Niederlande) 

- Instant-Schwarztee: Schwarztee-Extrakt, Std. 670, Charge: 111025E, Los K142970 (Häls-

sen & Lyon GmbH, Hamburg) 

- Sumatra: Sumatra-Schwarztee, fein, Broken Orange Pekoe Fannings, BAH, BUT, 146028, 

Charge: RF0000117 

- Ostfriesentee: Onno Behrends „Schwarzer Friese“, Los: L213610111 (Onno Behrends 

GmbH & Co. KG, Norden) 
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5.2 Chemikalien und Lösungsmittel 

Sofern verfügbar wurden für Trennungen mittels SCCCC Lösungsmittel der Reinheit „tech-

nisch“ des Zentralen Chemikalienlagers der TU Braunschweig (ZCL) eingesetzt. 

Tab. 5-1 Liste der für diese Arbeit verwendeten Chemikalien. 

Chemikalie Reinheit Hersteller 

(−)-Epicatechin  90 % 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim 

(+)-Catechin-monohydrat 98 % 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim 

2-(N-morpholino)-ethansulfonsäure  - EGA Chemie, Steinheim 
4-Hydroxybenzoesäureethylester > 99 % Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz 
4-Hydroxybenzoesäuremethylester > 98 % Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz 

Aceton p.a., ≥ 99,5 % 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim 

Aceton p.a. 
VWR International S.A.S., Fontenay-
sous-Bois, Frankreich 

Acetonitril 
LC-MS grade, 
≥ 99.95 % 

Carl Roth; Honeywell Burdick & Jack-
son, Seelze 

Acetonitril 
HPLC gradient 
grade, ≥ 99,9 % 

VWR International; Honeywell; Sig-
ma-Aldrich 

Acetonitril technisch ZCL 

Amberlite XAD-7 - 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim 

Ameisensäure ≥ 99 % 
VWR International S.A.S., Fontenay-
sous-Bois, Frankreich 

Argon, verdichtet 99,999 Vol.-% Westfalen AG, Münster 
Benzamidin-hydrochlorid ≥ 99 % AppliChem GmbH, Darmstadt 
Benzoesäure p.a. Merck KGaA, Darmstadt 

Chloroform 
p.a., ≥ 99.99 %, 
stabilisiert mit 
Amylen 

Fisher Scientific, Loughborough, UK 

Citronensäure 
wasserfrei, ≥ 
99,5 % 

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe 

Coffein wasserfrei 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim 

Dichlormethan 
99,5 %, stabili-
siert mit 0,2 % 
Ethanol 

VWR International S.A.S., Fontenay-
sous-Bois, Frankreich 

Diethylether 99,9 % VWR International S.A.S., Fontenay-
sous-Bois, Frankreich 

Di-Natriumhydrogenphosphat- do-
decahydrat 

p.a., > 99 % Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz 
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Di-Natriumhydrogenphosphat-
dihydrat 

99 % 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim 

Essigsäure HPLC grade Fisher Scientific, Loughborough, UK 

Essigsäure 
LC-MS grade, 
≥ 99,7 % 

Fisher Scientific, Loughborough, UK 

Essigsäure p.a., 100 % 
VWR International S.A.S., Fontenay-
sous-Bois, Frankreich 

Ethanol p.a. 
VWR International S.A.S., Fontenay-
sous-Bois, Frankreich 

Ethylacetat ≥ 99,5 % Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe 
Ethylendiamintetraessigsäure 
(EDTA) 

Dinatriumsalz, 
Dihydrat, > 99 % 

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz 

Folin-Ciocalteu's Phenolreagenz - Merck KGaA, Darmstadt 
Helium 

 
Westfalen AG, Münster 

iso-Butanol p.s., ≥ 98 % AppliChem GmbH, Darmstadt 
iso-Butanol p.a. Riedel-de-Haën AG, Seelze 

L(+)-Ascorbinsäure ≥ 99% 
VWR International S.A.S., Fontenay-
sous-Bois, Frankreich 

Luft (synthetisch) 
20.5 Vol.-% O2, 
79.5 Vol.% N2 

Westfalen AG, Münster 

Methanol 
HPLC gradient 
grade, 100,0 % 

VWR International S.A.S., Fontenay-
sous-Bois, Frankreich 

Natriumhydroxid ≥ 99% Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe 
Natriumsulfat wasserfrei, ≥99 % Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe 

n-Butanol 99,8 % 
VWR International S.A.S., Fontenay-
sous-Bois, Frankreich 

o-Phenylendiamin p.a. Merck KGaA, Darmstadt 

Peroxidase (POD) aus Meerrettich 52 Einheiten/mg  
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim 

Petrolether technisch ZCL 
Schwefelsäure ≥ 95 % Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe 
Sephadex LH-20 (lipophil),  
25–100 µm 

für die Chroma-
tographie 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim 

Sorbinsäure > 99 % Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz 
tert-Butylmethylether (tBME) p.s., ≥ 99,5 % Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe 

Trifluoressigsäure 99 % 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim 

Triton X-100 - AppliChem GmbH, Darmstadt 

Wasser 
doppelt deioni-
siert (Nanopure® 
Qualität) 

Werner Reinstwassersysteme, Lever-
kusen 

Wasserstoffperoxid-Lösung ≥ 30 % Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe 
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5.3 Geräte und Parameter 

5.3.1 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 

5.3.1.1 HPLC-DAD 

Geräteparameter 

HPLC-Anlage I 

Pumpe:  Agilent Series 1100 Bin Pump G1312A (Agilent Technologies, Wald-

bronn) 

Probenaufgabe: Agilent Series 1100 ALS G1329A (Agilent Technologies, Waldbronn) 

Säulenofen:  Agilent Series 1100 COLCOM G1316A (Agilent Technologies, Wald-

bronn) 

Detektor:  Agilent Series 1100 DAD G1315A (Agilent Technologies, Waldbronn) 

Datenverarbeitung: ChemStation for LC 3D systems, Rev.B.03.01 (Agilent Technologies, 

Waldbronn) 

HPLC-Anlage II 

Pumpe: Agilent Series 1200 Bin Pump G1312A (Agilent Technologies, Wald-

bronn) 

Probenaufgabe: Agilent Series 1200 ALS G1329A (Agilent Technologies, Waldbronn) 

Thermostat: Agilent Series 1200 FC/ALS Therm G1330B (Agilent Technologies, 

Waldbronn) 

Säulenofen:  Agilent Series 1200 TCC G1316A (Agilent Technologies, Waldbronn) 

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

Datenverarbeitung: ChemStation for LC 3D systems, Rev.B.03.01 (Agilent Technologies, 

Waldbronn) 

 

Fließmittelsysteme 

HPLC_System 1 (u. a. Analytik von Catechinen und TRs, modifiziert nach ISO 14502-2:2002, 

große Säule) 

Probenvorbereitung: Mikrofiltration (Rotilabo Mini-Tip Spritzenfilter, PTFE-Membran, 0,45 

µm, ⌀ 15 mm; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) 

Säule: Phenomenex Luna® 5 µm Phenyl-Hexyl, 250 x 4,6 mm (Phenomenex, 

Aschaffenburg) 

Fließmittel A:  2 % Essigsäure in 9 % Acetonitril(aq), 20 µg/mL EDTA 

Fließmittel B:  2 % Essigsäure in 80 % Acetonitril(aq), 20 µg/mL EDTA 
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Gradient: 0–15 min, 0 % B; 15–30 min, 0→32 % B; 30–35 min, 32 % B; 35–36 min, 

32→100 % B; 36–45 min, 100 % B; 45–46 min, 100→0 % B 

Equilibrierungszeit:  15 min 

Flussrate:  1 mL/min 

Säulentemperatur: 35 ± 0,5 °C 

Temp. Autosampler: RT (HPLC-Anlage I), 10 °C (HPLC-Anlage II) 

Injektionsvolumen: 20 µL 

Detektion:  278, 354, 374 nm 

Verwendet mit: HPLC-Anlage I + II 

 

HPLC_System 2 (u. a. Analytik von Catechinen und TRs, modifiziert nach ISO 14502-2:2002, 

kleine Säule) 

Probenvorbereitung: Mikrofiltration (Rotilabo Mini-Tip Spritzenfilter, PTFE-Membran, 0,45 

µm, ⌀ 15 mm; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) 

Säule: Phenomenex Luna® 3 µm Phenyl-Hexyl, 150 x 2 mm (Phenomenex, 

Aschaffenburg) 

Fließmittel A:  2 % Essigsäure in 9 % Acetonitril(aq), 20 µg/mL EDTA 

Fließmittel B:  2 % Essigsäure in 80 % Acetonitril(aq), 20 µg/mL EDTA 

Gradient: 0–15 min, 0 % B; 15–30 min, 0→32 % B; 30–35 min, 32 % B; 35–36 min, 

32→100 % B; 36–45 min, 100 % B; 45–46 min, 100→0 % B 

Equilibrierungszeit:  15 min 

Flussrate:  0,25 mL/min 

Säulentemperatur: 35 ± 0,5 °C 

Temp. Autosampler: RT 

Injektionsvolumen: 5 µL 

Detektion:  278, 354, 374 nm 

Verwendet mit: HPLC-Anlage I 

 

HPLC_System 3 (Theaflavinanalytik, große Säule) 

Probenvorbereitung: Mikrofiltration (Rotilabo Mini-Tip Spritzenfilter, PTFE-Membran, 0,45 

µm, ⌀ 15 mm; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) 

Säule: Zorbax Eclipse XDB C-18 3,5 µm, 150 x 4,6 mm (Agilent Technologies, 

Waldbronn) 

Fließmittel A:  2 % Essigsäure(aq), 20 µg/mL EDTA 

Fließmittel B:  2 % Essigsäure in Acetonitril, 20 µg/mL EDTA 
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Gradient: isokratisch, 20 % B, 35 min/Lauf 

Flussrate:  2 mL/min 

Säulentemperatur: 30 ± 0,5 °C 

Temp. Autosampler: 10 °C 

Injektionsvolumen: 10 µL/20 µL 

Detektion:  274 nm 

Verwendet mit: HPLC-Anlage II 

 

HPLC_System 4 (Theaflavinanalytik, kleine Säule) 

Probenvorbereitung: Mikrofiltration (Rotilabo Mini-Tip Spritzenfilter, PTFE-Membran, 0,45 

µm, ⌀ 15 mm; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) 

Säule: Zorbax Eclipse XDB C-18 3,5 µm, 150 x 2,1 mm (Agilent Technologies, 

Waldbronn) 

Fließmittel A:  2 % Essigsäure(aq), 20 µg/mL EDTA 

Fließmittel B:  2 % Essigsäure in Acetonitril, 20 µg/mL EDTA 

Gradient: isokratisch, 20 % B, 35 min/Lauf 

Flussrate:  0,38 mL/min 

Säulentemperatur: 30 ± 0,5 °C 

Temp. Autosampler: 10 °C  

Injektionsvolumen: 5 µL 

Detektion:  274 nm 

Verwendet mit: HPLC-Anlage II 

 

HPLC_System 5 (Thearubigenanalytik mit Diol-Säule) 

Probenvorbereitung: Mikrofiltration (Rotilabo Mini-Tip Spritzenfilter, PTFE-Membran, 0,45 

µm, ⌀ 15 mm; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) 

Säule: Agilent MonoChrom Diol 3 µm, 150 x 2,0 mm (Agilent Technologies, 

Waldbronn) 

Fließmittel A:  2 % Essigsäure in Acetonitril 

Fließmittel B:  2 % Essigsäure und 3 % Wasser in Methanol 

Gradient: 0–14 min, 0→16 % B; 14–20 min, 16→100 % B; 20–25 min, 100 % B;       

25–35 min, 100→0 % B 

Equilibrierungszeit:  10 min 

Flussrate:  0,2 mL/min 

Säulentemperatur: 25 ± 0,5 °C 

Temp. Autosampler: RT  
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Injektionsvolumen: 20 µL 

Detektion:  278, 354, 374 nm 

Verwendet mit: HPLC-Anlage I 

 

5.3.1.2 Ultra-Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (UHPLC-DAD) 

Geräteparameter 

Pumpe: Agilent 1290 Infinity Bin Pump G4220A (Agilent Technologies, 

Waldbronn) 

Probenaufgabe: Agilent 1290 Infinity Sampler G4226A (Agilent Technologies, Wald-

bronn) 

Säulenofen: Agilent 1290 Infinity TCC G1316C (Agilent Technologies, Waldbronn) 

Thermostat: Agilent 1290 Infinity FC/ALS Therm G1330B (Agilent Technologies, 

Waldbronn) 

Detektor: Agilent 1290 Infinity DAD G4212A (Agilent Technologies, Waldbronn) 

Datenverarbeitung: OpenLAB CDS ChemStation for LC & LC/MS systems, Rev. C.01.05 [35] 

(Agilent Technologies, Waldbronn) 

 

Fließmittelsysteme 

UHPLC_System 1 (Theaflavinanalytik) 

Probenvorbereitung: Mikrofiltration (Rotilabo Mini-Tip Spritzenfilter, PTFE-Membran, 0,2 

μm, ⌀ 15 mm; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) 

Säule: Eclipse Plus C-18 1,8 µm, 50 x 2,1 mm (Agilent Technologies, Wald-

bronn) 

Fließmittel A:  2 % Essigsäure(aq) 

Fließmittel B:  2 % Essigsäure in Acetonitril 

Gradient: 0–0,5 min, 23→20 % B; 0,5–3 min, 20→21 % B; 3–4,5 min, 21→23 % B 

Flussrate: 0,8 mL/min 

Säulentemperatur: 30 °C 

Temp. Autosampler: 10 °C  

Injektionsvolumen: 1,5 µL 

Detektion:  274, 375 nm 
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5.3.1.3 Präparative HPLC (PräpHPLC-DAD) 

Geräteparameter 

Pumpe: Beckman System Gold Programmable Solvent Module 126 (Beckman 

Coulter GmbH, Krefeld) 

Probenaufgabe: Rheodyne® 7125 5-Wegeventil, 100 µL Probenschleife 

Detektor: Beckman System Gold Diode-Array Detector Module 168 (Beckman 

Coulter GmbH, Krefeld) 

Datenverarbeitung: Beckman System Gold V810 (Beckman Coulter GmbH, Krefeld) 

 

Fließmittelsystem 

PräpHPLC_System 1 

Fließmittel A: 2 % Essigsäure in 9 % Acetonitril(aq), 20 µg/mL EDTA  

Fließmittel B: 2 % Essigsäure in 80 % Acetonitril(aq), 20 µg/mL EDTA 

Gradient: 0–5 min, 0 % B; 5 min, 0→10 % B; 5–10 min, 10→20 % B; 10–35 min, 

20 % B; 35–40 min, 20→50 % B; 40–54 min, 50 %B; 54–55 min, 

50→0 % B 

Equilibrierungszeit:  10 min 

Säule: Hypersil 120 ODS, 5µ, 250 x 16 mm (M & W Chromatographietechnik 

GmbH, Berlin) 

Flussrate: 4 mL/min 

Säulentemperatur: RT 

Injektionsvolumen: 100 µL 

Detektion: 278 nm 

 

5.3.1.4 Massenspektrometrie (HPLC-DAD-ESI-MSn) 

Geräteparameter 

Pumpe:  Agilent Series 1100 Bin Pump G1312A (Agilent Technologies, Wald-

bronn) 

Probenaufgabe:  Agilent Series 1200 ALS SL G1329B (Agilent Technologies, Waldbronn) 

Thermostat: Agilent Series 1200 FC/ALS Therm G1330B (Agilent Technologies, 

Waldbronn) 

Detektion:  Agilent Series 1100 DAD G1315B (Agilent Technologies, Waldbronn) 

Massenspektrometer: Bruker HCT Ultra PTM Discovery System Electrospray Ionization Ion 

Trap Mass Spectrometer (Bruker Daltonik GmbH, Bremen) 
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Datenverarbeitung: Bruker ESI Compass 1.3 for HCT/Esquire (Bruker Daltonik GmbH,   

Bremen) 
- HyStar Version 3.2 

- DataAnalysis Version 4.0 (build 234) 

 MZMine Version 2.14.2 

 

LC-MS-Systeme 

LC-MS_System 1: 

HPLC-Methode 

Probenvorbereitung: Mikrofiltration (Rotilabo Mini-Tip Spritzenfilter, PTFE-Membran, 0,45 

µm, ⌀ 15 mm; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) 

Säule: Phenomenex Luna® 3 µm Phenyl-Hexyl, 150 x 2 mm (Phenomenex, 

Aschaffenburg) 

Fließmittel A:  9 % Acetonitril in 2 % Essigsäure(aq) 

Fließmittel B:  80 % Acetonitril in 2 % Essigsäure(aq) 

Gradient: 0–15 min, 0 % B; 15–30 min, 0→32 % B; 30–35 min, 32 % B; 35–36 min, 

32→100 % B; 36–45 min, 100 % B; 45–46 min, 100→0 % B 

Equilibrierungszeit:  15 min 

Flussrate:  0,25 mL/min 

Säulentemperatur: RT 

Temp. Autosampler: 10 °C  

Injektionsvolumen: 5 µL 

Detektion:  278 nm 

MS-Methode 

Ion mode:   alternierend 

Scan:    100–1000 m/z 

Nebulizer:   60,00 psi 

Dry gas:   11 L/min, 365 °C 

Capillary:   ‒/+ 3500 V 
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5.3.2 Gegenstromverteilungschromatographie  

5.3.2.1 High-Speed Countercurrent Chromatography (HSCCC) 

Geräteparameter 

Kontrolleinheit:  NEC control unit Model PC-8300 (NEC Corporation Microcomputer, 

Tokyo, Japan) 

Pumpe:  Beckman System Gold pump module 116 (Beckman Coulter GmbH, 

Krefeld)  

Probenaufgabe:  Rheodyne® 5041 4-Wegeventil (Sigma-Aldrich), 30 mL Probenschleife 

System:  High-speed Countercurrent Chromatograph model CCC-1000 (Pharma-

Tech Research Corp., Baltimore, MD, USA) 

Coilvolumen:   ca. 850 mL, verteilt auf 3 Coils 

Schlauch:   PTFE; i. D.: 2,5 mm 

Detektor:  Beckman System Gold detector module 168 (Beckman Coulter GmbH, 

Krefeld) 

Fraktionensammler:  LKB Bromma 2111 Multirac (Bromma, Schweden) 

Datenverarbeitung: CSW Chromatography Station Beckman 166 (Beckman Coulter GmbH, 

Krefeld) 

  

Trennsysteme 

HSCCC_System 1 (TR-Isolierung in Anlehnung an DEGENHARDT et al., 2000) 

Fließmittelsystem: EtOAc/n-BuOH/H2O (2:3:5, v/v) 

Rotation:  800–900 rpm 

Fluss:   3,0 mL/min 

Modus:  Head-to-Tail 

Detektion:  278 nm 

Fraktionierung: 4 min/Reagenzglas (= 12 mL) 

 

HSCCC_System 2 (TR-Isolierung; verändert) 

Fließmittelsystem: EtOAc/iso-BuOH/H2O (2:3:5, v/v) 

Rotation:  800–900 rpm 

Fluss:   4,0 mL/min 

Modus:  Head-to-Tail 

Detektion:  278 nm 

Fraktionierung: 3 min/Reagenzglas (= 12 mL) 
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Wahlweise mit Extrusion nach der Trennung (zum Erhalt einer zweiten TR-Fraktion) 

Fließmittel:  stationäre Phase 

Rotation:  ohne Rotation 

Fluss:   6 mL/min 

Detektion:  278 nm 

Fraktionierung: 3 min/Reagenzglas (= 18 mL) 

 

HSCCC_System 3 

Fließmittelsystem: tBME/ACN/H2O (2:2:3, v/v) 

Rotation:  850 rpm 

Fluss:   4,0 mL/min 

Richtung:  Head-to-Tail  

Detektion:  278 nm 

Fraktionierung: 3 min/Reagenzglas (= 12 mL) 

 

HSCCC_System 4 (Catechin-Isolierung 1) 

Fließmittelsystem: tBME/ACN/0,1 % TFA(aq) (2:2:3, v/v) 

Rotation:  800–900 rpm 

Fluss:   4,0 mL/min 

Modus:  Tail-to-Head 

Detektion:  278 nm 

Fraktionierung: 3 min/Reagenzglas (= 12 mL) 

 

HSCCC_System 5 (Catechin-Isolierung 2) 

Fließmittelsystem: tBME/ACN/H2O (2:2:3, v/v) 

Rotation:  800–900 rpm 

Fluss:   4,0 mL/min 

Modus:  Tail-to-Head 

Detektion:  278 nm 

Fraktionierung: 3 min/Reagenzglas (= 12 mL) 

 

HSCCC_System 6 (TR-Isolierung Tail-to-Head) 

Fließmittelsystem: EtOAc/n-BuOH/H2O (2:3:5, v/v) 

Rotation:  950 rpm 

Fluss:   4,0 mL/min 

Modus:  Tail-to-Head 
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Detektion:  278 nm 

Fraktionierung: 3 min/Reagenzglas (= 12 mL) 

 

HSCCC_System 7 

Fließmittelsystem: n-BuOH/H2O (1:1, v/v) 

Rotation:  840 rpm 

Fluss:   4,0 mL/min 

Richtung:  Tail-to-Head 

Detektion:  278 nm 

Fraktionierung: 3 min/Reagenzglas (= 12 mL) 

5.3.2.2 Spiral-Coil Low Speed Rotary Countercurrent Chromatography (SCCCC) 

Geräteparameter 

Pumpe:   System Knauer Mini Star V 1.24 (Knauer GmbH, Berlin)  

Probenaufgabe: manuell via 3-Wegeventil 

System:  Spiral-Coil Countercurrent Chromatograph Prototype (Pharma-Tech 

Research Corp., Baltimore, MD, USA) 

Coilvolumen:   ca. 5,6 L, verteilt auf 10 Disks 

Schlauch:   PTFE, „convoluted”, mittlerer i. D.: 8,5 mm 

Detektor:   Knauer Variable Wavelength detector (Knauer GmbH, Berlin)  

Fraktionensammler:  Pharmacia LKB Super Frac (Pharmacia LKB Biotechnology AB, Uppsala, 

Schweden) 

Schreiber:   ABB Goerz SE 120 (ABB Goerz AG, Wien, Österreich)  

 

Trennsysteme 

SCCCC_System 1 (TR-Isolierung aus Sumatra Tee) 

Fließmittelsystem: EtOAc/n-BuOH/H2O (2:3:5, v/v) 

Rotation:  ca. 172 rpm (43 x 4) 

Fluss:   15,0 mL/min 

Modus:  L-I-H 

Detektion:  278 nm 

Fraktionierung: 3 min/Reagenzglas (= 45 mL) 

 

SCCCC_System 2 (Catechinisolierung aus weißem Instanttee) 

Fließmittelsystem: tBME/ACN/0,1 % TFA(aq) (2:2:3, v/v) 

Rotation:  ca. 160 rpm (40 x 4) 
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Fluss:   15,0 mL/min 

Modus:  U-I-T 

Detektion:  278 nm 

Fraktionierung: 3 min/Reagenzglas (= 45 mL) 

5.3.2.3 High-Performance Countercurrent Chromatography (HPCCC) 

Geräteparameter 

Pumpe:   System Knauer Mini Star V 1.24 (Knauer GmbH, Berlin)  

Probenaufgabe:  Injektionsventil, 5 mL Probenschleife 

System:  Spectrum High Performance Countercurrent Chromatograph (Dynamic 

Extractions Ltd, Slough, UK) 

Coilvolumen:   125,5 mL 

Schlauch:   PTFE, i. D.: 1,6 mm 

Detektor:   Knauer Spectralphotometer K-2500 (Knauer GmbH, Berlin) 

Fraktionensammler:  Pharmacia LKB Super Frac (Pharmacia LKB Biotechnology AB, Uppsala, 

Schweden) 

Kühleinheit: Lauda RCS 6 (Lauda DR. R. Wobser GmbH & Co. KG, Lauda-

Königshofen) 

Datenverarbeitung: Eurochrom 2000 for Windows, Version 2.05 (Knauer GmbH, Berlin) 

 

Trennsysteme 

HPCCC_System 1 

Fließmittelsystem: tBME/ACN/H2O (2:2:3, v/v) 

Maßstab:   semi-präparativ 

Rotation:  1600 rpm 

Fluss:   2,0 mL/min 

Modus:  Head-to-Tail  

Detektion:  278 nm 

 

HPCCC_System 2 

Fließmittelsystem: EtOAc/ACN/H2O (6:5:6, v/v) 

Maßstab:   semi-präparativ 

Rotation:  1600 rpm 

Fluss:   2,0 mL/min 

Modus:  Head-to-Tail  

Detektion:  278 nm 
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HPCCC_System 3 

Fließmittelsystem: EtOAc/ACN/1 % AcOH (6:5:6, v/v) 

Maßstab:   semi-präparativ 

Rotation:  1600 rpm 

Fluss:   2,0 mL/min 

Modus:  Head-to-Tail  

Detektion:  278 nm 

 

HPCCC_System 4 

Fließmittelsystem: tBME/ACN/EtOH/1 % Ameisensäure (14:14:1:21, v/v) 

Maßstab:   semi-präparativ 

Rotation:  1600 rpm 

Fluss:   2,0 mL/min 

Modus:  Head-to-Tail 

Detektion:  278 nm 

 

5.3.3 Säulenchromatographie 

5.3.3.1 Amberlite XAD-7 

Säulenmaße:  i. D.: 5 cm  

Höhe: 80 cm 

Trennmaterial:  Amberlite® XAD-7 Adsorberharz 

Füllhöhe:  55 cm  

Fließmittel:  Konditionierung: 1. Methanol  

      2. Wasser 

   Elution:  1. Wasser (Waschen) 

      2. Methanol (Elution der Phenole) 

Flussrate:  Probenaufgabe und Elution: 1–2 Tropfen/s 

5.3.3.2 Sephadex LH-20 

Säulenmaße:  i. D.: 1,7 cm  

Höhe: 50 cm 

Trennmaterial:  Sephadex LH-20, 25‒100 µm  

Fließmittel:  Chloroform/Methanol/Petrolether (1:2:1, v/v) 

Flussrate:  0,2 mL/min 

Detektor:  L-4000A UV-Detektor (Merck KGaA, Darmstadt) 
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Detektion:  278 nm 

Schreiber:  LKB 2210 2-Channel Recorder (LKB Produkter AB, Bromma, Schweden) 

Papierschub:   0,5 mm/min 

Fraktionensammler: Advantec SF-2120 Super Fraction Collector (Advantec MFS Inc., Dublin, 

CA, USA) 

Fraktionierung: 20 min/Reagenzglas (= 4 mL) 

    

5.3.4 Photometrie 

Küvetten:  Polystyrol Einwegküvetten, 10 x 4 x 45 mm (Sarstedt AG & Co., Nüm-

 

Photometer: Jasco UV/VIS/NIR Spectrophotometer V-570 (Jasco Labor und Daten-

technik GmbH, Groß-Umstadt) 

Datenverarbeitung: SpectraManager Version 1.27.02   

5.3.5 Zentrifugation 

Zentrifuge 1:  Hermle Z 383, Baujahr 2008 (Hermle Labortechnik GmbH, Langenha-

gen) 

Zentrifuge 2: Rotilabo Micro Centrifuge, Modell: AL, Geschwindigkeit: 6 000 rpm 

(Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) 

5.3.6 Rotationsverdampfung 

Wasserbad: Büchi 461 Water Bath (Büchi Laboratoriums-Technik AG, Flawil, 

Schweiz) 

Motor:   Büchi Motor KRvrTD (Büchi Laboratoriums-Technik AG, Flawil, Schweiz) 

Steuereinheit: Büchi Rotavapor RE 121 (Büchi Laboratoriums-Technik AG, Flawil, 

Schweiz) 

Vakuumpumpe: MLT VacuBox PVK 600 (MLT AG Labortechnik, Wangen, Schweiz) 

Kühleinheit: Lauda RCS 6 (Lauda DR. R. Wobser GmbH & Co. KG, Lauda-

Königshofen) 

5.3.7 Temperierung 

5.3.7.1 Modelloxidationen 

Wasserbad:  Julabo 5M Model MP-PA/KÜ (Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach) 

brecht)
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Kühleinheit:  Thermo Haake WKL 26, Typ 003-8046 (Thermo Haake GmbH, Karlsruhe)

5.3.7.2 Extraktion von Flavanolen 

Wasserbad:  Haake W13 (Thermo Haake GmbH, Karlsruhe) 

Thermostat:  Haake Typ E52 (Thermo Haake GmbH, Karlsruhe) 

5.3.7.3 Lagerversuche 

Heizblock: Thermo Scientific PIERCE Reacti-Therm 18821 Heating/Stirring Module 

(Thermo Fisher Scientific Germany BV & Co. KG, Braunschweig) 

5.3.8 pH-Wert-Bestimmung 

pH-Meter:  WTW inoLab pH Level 2 (WTW GmbH & Co. KG, Weilheim) 

5.3.9 Langzeitextraktion 

Schüttelbad: GFL Typ 1083 (Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burgwedel) 

Temperatur:  Raumtemperatur  

5.3.10 Magnetrührer 

Magnetrührer mit   

Heizfunktion: IKA-Combimag RET Nr. 109335 (Janke & Kunkel GmbH & Co. KG,      

Staufen) 

5.3.11 Vortexer 

Vortexer: SI-A256 Vortex-Genie 2 Digital (Scientific Industries, Inc., Bohemia, NY, 

USA) 
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5.4 Methoden 

5.4.1 Allgemeine Methoden 

5.4.1.1 Bestimmung von Catechinen und Gallussäure mittels HPLC-DAD 

Die qualitative und quantitative Bestimmung von Catechinen (Flavanolen) und Gallussäure 

erfolgt anhand der ISO-Methode 14502-2. Zur Identifizierung werden dabei die Retentions-

zeiten und UV-Spektren herangezogen, während die Quantifizierung mit Hilfe einer externen 

Kalibrierfunktion mit Coffein und über relative Responsefaktoren (RRF) der Catechine bzw. 

der Gallussäure vorgenommen wird. Die RRF wurden in internationalen Ringversuchen fest-

gelegt. 

Benötigte Lösungen 

Stabilisierungslösung: 

Je 2,5 mL einer EDTA- und einer Ascorbinsäure-Lösung (jeweils c = 10 g/L) werden in einen 

50 mL-Messkolben überführt und mit 5 mL Acetonitril versetzt. Anschließend wird mit Was-

ser bis zur Marke aufgefüllt. 

Stammlösung: 

200,0 mg Coffein werden in einen 100 mL Messkolben eingewogen, welcher dann mit Was-

ser bis zur Marke aufgefüllt wird. 

Standardlösungen: 

50, 100, 300, 500, 1000 bzw. 1500 µL der Stammlösung werden in jeweils einen 20 mL-

Messkolben pipettiert. Anschließend wird mit Wasser bis zur Marke aufgefüllt. 

Durchführung 

Nach Mikrofiltration werden die Standardlösungen (c = 5,00–150 mg/L) zur Messung mittels 

HPLC-DAD (HPLC_Systeme 1 und 2; Abschnitt 5.3.1.1) eingesetzt. Im Falle der Modelloxidati-

onsversuche (Abschnitte 5.4.4–5.4.6) erfolgt eine Analyse der mikrofiltrierten Reaktionslö-

sung, im Rahmen des Lagerversuchs werden die vorab vorbereiteten Proben (c = 2,5 g/L in 

20 % Acetonitril(aq)) direkt gemessen. Bei anderen Versuchen werden die Proben  im Fließ-

mittel A oder in Wasser gelöst (c = 2 mg/L), mikrofiltriert und anschließend analysiert. 

Auswertung 

Zur Ermittlung der Kalibrierfunktion werden die Signalflächen der Coffein-Standardlösungen 

(λ = 278 nm) gegen deren Konzentrationen aufgetragen. Anhand der Kalibrierfunktion und 

der RRF (Tab. 5-2) können die Konzentrationen der Flavanole und der Gallussäure in den 

Proben berechnet werden (Gleichung 5–1). 
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𝐴𝐴𝐴𝐴𝑛𝑛𝑎𝑎𝑙𝑙𝑦𝑦𝑡𝑡 −𝑦𝑦

𝑚𝑚 ∙ 𝑅𝑅𝑅𝑅𝐹𝐹     (5–1) 

mit  cAnalyt:   Konzentration des Analyten [mg/L] 
 AAnalyt:  Signalfläche des Analyten [mAU] 
 y:  y-Achsenabschnitt der Kalibriergeraden 
 m:  Steigung der Kalibriergeraden 

RRF:  Relativer Responsefaktor (Tab. 5-2) 

Tab. 5-2 Relative Responsefaktoren der Flavanole und der Gallussäure. 

Verbindung Rel. Responsefaktor 
(RRF) 

Gallussäure 0,84 
(+)-Catechin 3,58 
(–)-Epicatechin 3,67 
(–)-Epicatechin-3-O-gallat 1,42 
(–)-Epigallocatechin 11,24 
(–)-Epigallocatechin-3-O-gallat 1,72 

 

5.4.1.2 Bestimmung von Theaflavinen mittels HPLC-DAD 

Die Bestimmung der Theaflavine TF, TF-3-G, TF-3'-G und TF-DG basiert auf einer vorläufigen 

Standard Operation Procedure der Firma Unilever und erfolgt mit den HPLC_Systemen 3 und 

4 aus wässriger und mikrofiltrierter Lösung. Zur Qualifizierung werden die Retentionszeiten 

(Abb. 3–17) und UV/Vis-Spektren der Verbindungen herangezogen. Die Quantifizierung wird 

mit Hilfe von Kalibriergeraden der vier Theaflavine im Konzentrationsbereich von 10–

200 mg/L vorgenommen. Für die Messungen mit HPLC_System 3 werden bestehende Kalib-

rierreihen verwendet, während für das HPLC_System 4 externe Kalibrierfunktionen aufge-

nommen werden. Dies geschieht anhand von Standards für die Theaflavine TF, TF-3-G, 

TF-3'-G und TF-DG.  

Auswertung 

Die Gehalte werden über Gleichung 5–2 aus den gemessenen Signalflächen und den Para-

metern der Kalibriergeraden berechnet. 

            
𝐴𝐴𝐴𝐴𝑛𝑛𝑎𝑎𝑙𝑙𝑦𝑦𝑡𝑡 −𝑦𝑦

𝑚𝑚      (5–2) 

mit  cAnalyt:   Konzentration des Analyten [mg/L] 

 AAnalyt:  Signalfläche des Analyten [mAU] 

 y:  y-Achsenabschnitt der Kalibriergeraden 

 m:  Steigung der Kalibriergeraden 
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(5–4) 

5.4.1.3 Bestimmung von Theaflavinen mittels UHPLC-DAD 

Die Methode wird zur qualitativen und quantitativen Bestimmung der Theaflavine TF, 

TF-3-G, TF-3'-G und TF-DG in den Proben der Modellversuche mit HR-POD eingesetzt. 

Durchführung 

Die Proben werden nach Mikrofiltration mittels UHPLC-DAD (UHPLC_System 1) getrennt. Für 

jedes der vier Theaflavine wird mit einer Standardsubstanz eine externe Kalibrierfunktion 

über einen Konzentrationsbereich von 10–200 mg/L aufgestellt (Anhang 7.5). 

Auswertung 

Der Nachweis und die Zuordnung der Theaflavine TF, TF-3-G, TF-3'-G und TF-DG erfolgt an-

hand der Retentionszeiten und UV/Vis-Spektren (Anhang 7.3 und 7.5). Mit Hilfe von Glei-

chung 5–2 werden die Gehalte durch Einsetzen der Signalflächen und der Parameter aus den 

jeweiligen Kalibriergeraden berechnet. 

5.4.1.4 Abschätzung des Thearubigengehaltes mittels HPLC-DAD 

5.4.1.4.1 Indirekte Gehaltsbestimmung durch Berechnung 

Der Thearubigengehalt in der Reaktionslösung eines Modellsystems nach Abschnitt 3.1 wird 

über die zuvor zu ermittelten Konzentrationen von Flavanolen, Theaflavinen und Gallussäure 

(Abschnitte 5.4.1.1 und 0) näherungsweise kalkuliert. Dies geschieht nach der Berechnung 

des Gesamtflavanolgehaltes (Gleichung  5–3) durch Einsetzen der Konzentrationen in Glei-

chung 5–4: 

       𝐺𝐺𝑒𝑒𝑠𝑠𝑎𝑎𝑚𝑚𝑡𝑡𝑓𝑓𝑙𝑙𝑎𝑎𝑣𝑣𝑎𝑎𝑛𝑛𝑜𝑜𝑙𝑙𝑒𝑒 𝐸𝐸𝐶𝐶 𝐸𝐸𝐶𝐶𝐺𝐺 𝐸𝐸𝐺𝐺𝐶𝐶 𝐸𝐸𝐺𝐺𝐶𝐶𝐺𝐺   (5–3) 

mit EC, ECG, EGC und EGCG als jeweilige Konzentration in mg/L. 

𝑇𝑇𝑅𝑅𝑠𝑠 𝐺𝐺𝑒𝑒𝑠𝑠𝑎𝑎𝑚𝑚𝑡𝑡𝑓𝑓𝑙𝑙𝑎𝑎𝑣𝑣𝑎𝑎𝑛𝑛𝑜𝑜𝑙𝑙𝑒𝑒𝑡𝑡 − 𝐺𝐺𝑒𝑒𝑠𝑠𝑎𝑎𝑚𝑚𝑡𝑡𝑓𝑓𝑙𝑙𝑎𝑎𝑣𝑣𝑎𝑎𝑛𝑛𝑜𝑜𝑙𝑙𝑒𝑒𝑡𝑡 𝑥𝑥 𝑇𝑇ℎ𝑒𝑒𝑎𝑎𝑓𝑓𝑙𝑙𝑎𝑎𝑣𝑣𝑖𝑖𝑛𝑛𝑒𝑒𝑡𝑡 𝑥𝑥

𝐺𝐺𝑎𝑎𝑙𝑙𝑙𝑙𝑢𝑢𝑠𝑠𝑠𝑠 𝑢𝑢𝑟𝑟𝑒𝑒𝑡𝑡 𝑥𝑥      

mit     TRs:              Thearubigengehalt [mg/L] 

Gesamtflavanolet=0: Gesamtflavanolgehalt zu Beginn des Modellversuchs [mg/L] 

Gesamtflavanolet=x: Gesamtflavanolgehalt zum Zeitpunkt der Probenahme [mg/L] 

Theaflavinet=x: Theaflavingehalt zum Zeitpunkt der Probenahme [mg/L] 

Gallussäuret=x: Gallussäuregehalt zum Zeitpunkt der Probenahme [mg/L] 
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5.4.1.4.1 Abschätzung des Thearubigengehaltes durch Flächenvergleich mittels HPLC-DAD 

Um die ungefähre Entwicklung des Thearubigengehaltes während eines Versuches (z. B. ei-

ner Modelloxidation oder eines Lagerversuchs) direkt verfolgen zu können, wird die Probe 

mittels HPLC-DAD (HPLC-System 1 oder 2) analysiert. Im HPLC-Chromatogramm wird die 

Fläche des Thearubigen-Humps innerhalb festgelegter Integrationsgrenzen ermittelt und die 

Flächen sämtlicher aufgelöster Signale, die aus dem Hump herausragen, davon abgezogen. 

Die erhaltene Fläche kann bei gleichbleibenden Messparametern mit den Werten anderer 

Proben verglichen werden. 

5.4.1.5 Analyse von Schwarztee-Extrakten mittels HPLC-DAD an einer Diol-Phase 

Durchführung 

2,5 mg eines Schwarztee-Extrakes werden in 0,5–1,0 mL Wasser gelöst. Anschließend wird 

mit Acetonitril auf ein Gesamtvolumen von 5 mL aufgefüllt. Nach Mikrofiltration erfolgt die 

Messung mittels HPLC-DAD (HPLC_System 5). 

Auswertung 

Die Auswertung erfolgt anhand der Retentionszeit, wobei die TRs nach ca. 24 min eluieren 

(Abb. 3–54). Mit Hilfe des Chromatogramms kann die Reinheit einer Thearubigenfraktion 

abgeschätzt werden. 

5.4.1.6 Bestimmung des Gesamtpolyphenolgehaltes nach Folin-Ciocalteu 

Die Messung des Gesamtpolyphenolgehaltes wird kolorimetrisch nach der ISO-Methode 

14502-1:2005 vorgenommen.276 

5.4.1.7 Bestimmung der Farbintensität 

Durchführung 

A – Trockene Extrakte 

Zur Bestimmung der Farbintensität (engl.: total colour) eines Tee-Extraktes wird eine wässri-

ge Lösung des Extraktes (c = 0,5 mg/mL) hergestellt und deren Extinktion gegen Wasser pho-

tometrisch bei 460 nm im Fixed-Wavelength-Modus gemessen (s. Abschnitt 5.3.4). Die zu 

untersuchenden Extrakte werden i. d. R. dreimal, mindestens jedoch zweimal eingewogen 

und zur Messung eingesetzt. 
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B – Proben aus Modellfermentationen 

Die Farbintensitätsmessung erfolgt im Rahmen der Modelloxidationen mit den bereits via 

HPLC analysierten Proben. Diese werden aus den HPLC-Vials in Polystyrol-Küvetten über-

führt und wie unter A direkt zur photometrischen Messung bei 460 nm eingesetzt. 

Auswertung 

Die ermittelten Extinktionen geben die Farbintensität bei 460 nm und damit einen Anhalt-

spunkt bezüglich der sogenannten Gesamtfarbintensität (engl.: total color) wieder. Über den 

Vergleich mit anderen Proben kann die Farbentwicklung nachvollzogen werden. 

5.4.1.8 Herstellung von XAD-7-Extrakten 

Durchführung 

Schwarztee wird in einem Erlenmeyerkolben mit kochendem Wasser aufgegossen (z. B. 

100 g Teeblätter mit 2 L Wasser) und nach 10-minütigem Ziehen unter gelegentlichem Rüh-

ren mit fließendem Wasser abgekühlt. Nach Filtration (Macherey-Nagel 615 ¼ Filter) wird 

der wässrige Extrakt langsam auf eine mit Amberlite® XAD-7 Adsorberharz gefüllte und mit 

Wasser konditionierte Säule aufgebracht (Abschnitt 5.3.3.1). Die Säule wird mit ca. 4 L Was-

ser gespült und anschließend die anhand ihrer dunkelbraunen Farbe gut erkennbare phenol-

reiche Fraktion mit Methanol eluiert (ca. 1–2 Tropfen/s). Das Eluat wird am Rotationsver-

dampfer stark eingeengt, mit Wasser verdünnt und gefriergetrocknet. 

5.4.1.9 Ermittlung geeigneter Lösungsmittelsysteme für die CCC 

Durchführung 

Unter Berücksichtigung der Polarität der Probe wird eine Auswahl an Lösungsmitteln getrof-

fen. Diese werden in Milliliter-Schritten und verschiedenen Kombinationen in verschließbare 

Rollrandgefäße pipettiert. Das Verhältnis der Lösungsmittel sollte so gewählt werden, dass 

die sich ausbildenden Phasen ein etwa gleichgroßes Volumen besitzen. Die Gefäße werden 

verschlossen, kräftig geschüttelt und anschließend beobachtet, ob es innerhalb von 20 Se-

kunden zur Ausbildung einer klaren Phasengrenze kommt. Alle Lösungsmittelkombinationen, 

die diesen Anforderungen entsprechen, werden anschließend mit wenigen mg des Proben-

materials versetzt. Nach erneuter Durchmischung wird geprüft, ob es zu einer Beeinträchti-

gung der Phasenbildung kommt.  

Messung und Auswertung 

Von beiden Phasen werden je 0,5 mL abgenommen, das Lösungsmittel im Stickstoffstrom 

entfernt und der Rückstand in 1 mL HPLC-Fließmittel A aufgenommen. Die erhaltenen Lö-
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sungen werden mikrofiltriert, in HPLC-Vials überführt und mittels HPLC-DAD (HPLC_System 1 

oder 2) analysiert. Im Anschluss wird der Quotient der jeweiligen Peakflächen des Analyten 

in den einzelnen Phasen, der sog. K-Wert, bestimmt. Die Berechnung des K-Wertes erfolgt 

gemäß Gleichung 5–5: 

                          𝐾𝐾 𝑃𝑃𝑒𝑒𝑎𝑎𝑘𝑘𝑓𝑓𝑙𝑙 𝑐𝑐ℎ𝑒𝑒 𝑚𝑚𝐴𝐴𝑈𝑈 𝑠𝑠𝑡𝑡𝑎𝑎𝑡𝑡𝑖𝑖𝑜𝑜𝑛𝑛 𝑟𝑟𝑒𝑒 𝑃𝑃ℎ𝑎𝑎𝑠𝑠𝑒𝑒
𝑃𝑃𝑒𝑒𝑎𝑎𝑘𝑘𝑓𝑓𝑙𝑙 𝑐𝑐ℎ𝑒𝑒 𝑚𝑚𝐴𝐴𝑈𝑈 𝑚𝑚𝑜𝑜𝑏𝑏𝑖𝑖𝑙𝑙𝑒𝑒 𝑃𝑃ℎ𝑎𝑎𝑠𝑠𝑒𝑒

       (5–5) 

Weitere Erläuterungen zum K-Wert finden sich in Abschnitt 1.4.2.  

5.4.2 Isolierung von Thearubigenen 

5.4.2.1 Roberts'-Fraktionierung 

Die ersten Durchführungen der Roberts'-Fraktionierung erfolgten in naher Anlehnung an die 

Beschreibungen von ROBERTS et al. (1957) bzw. BAILEY et al. (1994) (s. Abschnitt 3.2.1.1).150, 191 

Auf Grundlage der Ergebnisse wurde die nachfolgend dargelegte Vorgehensweise entwi-

ckelt. 

Durchführung 

50 g Schwarztee werden in einem Nylon-Netz in einen 2 L-Erlenmeyerkolben gegeben und 

mit 1 L kochendem Wasser übergossen. Nach 10-minütiger Ziehzeit und gelegentlichem Um-

rühren wird das Netz mit dem Tee entfernt und der Aufguss durch einen Faltenfilter filtriert 

(Macherey-Nagel 615 ¼ Filter, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren). Das Filtrat wird un-

ter fließendem Wasser auf Raumtemperatur abgekühlt und 2 x mit je 500 mL Ethylacetat 

über einen Zeitraum von mindestens 6 Stunden auf einem Schüttelbad bei mittlerer Schüt-

telintensität extrahiert. Anschließend werden die organische und die wässrige Phase vonei-

nander getrennt. Zum Erhalt der SI-Fraktion wird die organische Phase mit Wasser gewa-

schen und das Lösungsmittel in vacuo entfernt. Der Rückstand wird in ca. 5–10 mL Aceton 

aufgenommen. Um Coffein zu binden und die Thearubigenfraktion auszufällen, werden lang-

sam 500 mL Chloroform hinzugefügt. Der Niederschlag wird mit einem Büchnertrichter ab-

getrennt und erneut in Aceton gelöst. Unter kontinuierlichem Rühren wird tropfenweise 

Diethylether hinzugegeben, wodurch sich ein braun-gelber Niederschlag bildet. Dieser wird 

abfiltriert, mit Diethylether gewaschen und im Exsikkator getrocknet. 

→ SI-Fraktion 

Zur Herstellung der SII- und SIa-Fraktionen wird die wässrige Phase 2 x mit je 400 mL iso-

Butanol über einen Zeitraum von mindestens 6 Stunden auf einem Schüttelbad extrahiert. 

Die organischen Phasen werden von der wässrigen Phase getrennt, mit Wasser gewaschen 

und vereint. Nach Ansäuerung mit 1 M Schwefelsäure wird die wässrige Phase erneut 2 x mit 
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je 250 mL iso-Butanol in einem Scheidetrichter extrahiert. Die organischen Phasen werden 

mit Wasser gewaschen und mit dem bereits erhaltenen iso-Butanolextrakt vereinigt. Am 

Rotationsverdampfer wird das Lösungsmittel der butanolischen Extrakte entfernt und der 

Rückstand in ca. 5 mL Methanol aufgenommen. Unter Rühren wird nun langsam Diethyle-

ther hinzugefügt, bis ein rot-brauner Niederschlag gebildet wird. Dieser wird abfiltriert und 

im Exsikkator getrocknet. 

→ SII-Fraktion 

Das Filtrat wird unter vermindertem Druck bis zur Trockene eingeengt und der gelbliche 

Rückstand in wenig Aceton aufgenommen. Es wird erneut Diethylether zugegeben, wobei 

ein gelber Feststoff ausfällt. Dieser wird abfiltriert und getrocknet. 

→ SIa-Fraktion 

Messung 

Die erhaltenen Fraktionen werden mittels HPLC-DAD (HPLC_System 1 und 4) analysiert. 

5.4.2.2 Coffein-Fällung 

Die Coffein-Fällung wird gemäß der Beschreibung von KUHNERT et al. (2010) durchgeführt.173  

Durchführung 

15 g Schwarztee werden in einem Erlenmeyerkolben mit 300 mL kochendem Wasser über-

gossen und 10 min unter gelegentlichem Rühren extrahiert. Der Aufguss wird unter fließen-

dem Wasser auf Raumtemperatur abgekühlt und 40 mM Coffein unter Rühren zugegeben. 

Der dabei gebildete Niederschlag wird über einen Zeitraum von 2 Stunden bei 7 °C gealtert 

und anschließend durch Zentrifugation (Zentrifuge 1) abgetrennt. Mit 100 mL kochendem 

Wasser wird der feste Rückstand gelöst und 5 x mit je 100 mL Ethylacetat im Scheidetrichter 

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Wasser gewaschen und über 

Na2SO4 getrocknet. Unter vermindertem Druck wird das Lösungsmittel entfernt. Der Rück-

stand bildet die „TF-Fraktion“. Die verbliebene wässrige Phase wird auf 80 °C temperiert und 

das Coffein durch dreimalige Extraktion mit je 100 mL Chloroform entfernt. Nach Gefrier-

trocknung wird die „TR-Fraktion“ erhalten. 

Messung 

Die gewonnenen Fraktionen werden mittels HPLC-DAD (HPLC_System 1 und 5) analysiert. 
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5.4.2.3 Isolierung mittels XAD-7 und HSCCC  

Die im Folgenden beschriebene Vorgehensweise basiert auf der Methode von DEGENHARDT et 

al. (2000).196 

Durchführung 

Der XAD-7-Extrakt wird gemäß Abschnitt 5.4.1.8 hergestellt. 

Im nächsten Schritt wird eine Trennung via HSCCC (Abschnitt 5.3.2.1, HSCCC_System 1) 

durchgeführt. Pro Lauf werden ca. 1–2 g des XAD-7-Extraktes in je 16 mL stationärer und 

mobiler Phase gelöst und nach Filtration durch einen Faltenfilter (Macherey-Nagel 615 ¼, 

⌀ 150 mm, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren) durch die Probenschleife injiziert. Das 

Eluat wird mit Hilfe eines Fraktionensammlers in Reagenzgläsern aufgefangen und im An-

schluss an die Trennung zu Fraktionen vereint. Hierbei entsprechen die ersten Reagenzgläser 

nach Durchbruch der Fließmittelfront dem Hauptsignal der Trennung und weisen eine be-

sonders intensive Braunfärbung auf. Hieraus wird die Fraktion 1 (TR-Fraktion) gebildet. Das 

Lösungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Rückstand mit Wasser ver-

dünnt und gefriergetrocknet. 

Messung 

Die erhaltenen Fraktionen werden mittels HPLC-DAD (HPLC_System 1 und 5) analysiert. 

5.4.2.4 Erweiterte Methode mittels HSCCC und HPCCC 

Durchführung 

HSCCC 

Als Ausgangsmaterial wird ein XAD-7-Extrakt wie unter 5.4.1.8 beschrieben hergestellt und 

vor der Gefriertrocknung zusätzlich durch dreifaches Ausschütteln mit Dichlormethan ent-

coffeiniert. Etwa 2 g des so gewonnenen Extraktes werden in je 16 mL stationärer und mobi-

ler Phase von HSCCC_System 2 gelöst und nach Filtration (Macherey-Nagel 615 ¼, 

⌀ 150 mm, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren) zur HSCCC-Trennung eingesetzt. Die 

Hauptfraktion eluiert mit und kurz nach dem Durchbruch der Fließmittelfront. Um eine wei-

tere TR-Fraktion zu erhalten, wird die Trennung beendet, erneut stationäre Phase vom 

Head-Ende in Richtung Tail-Ende eingepumpt und das Eluat fraktioniert aufgefangen. Nach 

ca. 390 min wird die zweite TR-Fraktion erhalten. Die Reagenzglasfraktionen werden unter 

Berücksichtigung des Chromatogramms und ihrer Farbintensität so vereinigt, dass sie zwei 

Thearubigen-Fraktionen bilden. Diese werden am Rotationsverdampfer vom Lösungsmittel 

befreit, mit Wasser verdünnt und gefriergetrocknet. 
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HPCCC 

Bis zu 500 mg der HSCCC-Fraktion 1 werden in 5 mL eines 1:1-Gemisches aus stationärer und 

mobiler Phase von HPCCC_System 1 gelöst und nach Mikrofiltration in die HPCCC injiziert. 

Die Probe eluiert in einem Peak, welcher fraktioniert aufgefangen und in 3–4 Fraktionen ein-

geteilt wird. Nach Entfernung des Lösungsmittels am Rotationsverdampfer und Verdünnung 

mit Wasser werden diese gefriergetrocknet. Die erste Fraktion stellt die reinste TR-Fraktion 

dar. 

Messung 

Die erhaltenen Fraktionen werden mittels HPLC-DAD (HPLC_System 1 und 5) analysiert. 

5.4.3 Isolierung von Catechinen 

5.4.3.1 Isolierung und Anreicherung von Catechinen mittels HSCCC 

Durchführung 

2 g Probe (weißer Instanttee bzw. Sunphenon 80SK) werden in je 16 mL der beiden Phasen 

des Fließmittelsystems gelöst, durch einen Faltenfilter filtriert (Macherey-Nagel 615 ¼, 

⌀ 150 mm, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren) und in die Probenschleife der HSCCC 

injiziert. Die Trennung erfolgt gemäß HSCCC_System 5. Das Eluat wird aufgefangen und an-

hand des HSCCC-Chromatogramms sowie evtl. nach zusätzlicher HPLC-Analyse 

(HPLC_System 1) in ECG-, EGCG- und EGC-haltige Fraktionen eingeteilt (Retentionszeiten s. 

Abb. 3–2). Anschließend werden diese Fraktionen unter reduziertem Druck vom Lösungsmit-

tel befreit, mit Wasser verdünnt, gefriergetrocknet und ausgewogen.  

Messung und Auswertung 

Zur Überprüfung der Reinheit werden die Fraktionen mittels HPLC-DAD (HPLC_System 1) 

untersucht. Die chromatographische Reinheit wird als prozentualer Anteil der Fläche des 

Analyten (z. B. EGCG) an der Gesamtfläche aller Signale bei 278 nm angegeben. 

5.4.3.2 Aufreinigung von EGC an Sephadex LH-20 

Durchführung 

Das Säulenmaterial Sephadex LH-20 wird im Fließmittel (Chloroform/Methanol/Petrolether, 

1:2:1, v/v) aufgeschwemmt und weitgehend luftblasenfrei in die Säule gefüllt (vgl. Abschnitt 

5.3.3.2). Etwa 300–400 mg der mit EGC angereicherten HSCCC-Fraktionen werden in einem 

möglichst kleinen Volumen des Fließmittels gelöst und auf die Säule gegeben. Bei einem 

Fluss von 0,2 mL/min wird das Eluat nach UV-Detektion mit Hilfe eines Fraktionensammlers 

in Reagenzgläsern aufgefangen. Das EGC eluiert in einem breiten Peak. Die korrespondie-
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renden Reagenzgläser werden, evtl. nach Überprüfung per HPLC-DAD, vereinigt und das Lö-

sungsmittel in vacuo entfernt. Der Rückstand wird mit Wasser aufgenommen, gefrierget-

rocknet und ausgewogen.  

Messung und Auswertung 

Zur Überprüfung der Reinheit werden die Fraktionen mittels HPLC-DAD (HPLC_System 1) 

untersucht. Die chromatographische Reinheit wird als prozentualer Anteil der Fläche des 

EGC an der Gesamtfläche aller Signale bei 278 nm angegeben. 

5.4.4 Modelloxidationen mit PPO und POD aus C. sinensis 

5.4.4.1 Herstellung des polyphenolfreien Teeblattmaterials 

Frisch geerntete Blätter von C. sinensis (400 g) werden über Nacht bei –80 °C gelagert und 

anschließend unter Kühlung mit flüssigem Stickstoff gemahlen. In einem mittels Eisbad ge-

kühlten Stahlbehältnis wird das Teeblattpulver zu 500 mL Aceton gegeben. Die entstandene 

Suspension wird mit einem Silverson Mixer 15 min durchmischt und sofort bei verminder-

tem Druck abfiltriert (Whatman Filterpapier No. 40). Der Filterrückstand wird mit kaltem 

Aceton gewaschen und die Extraktion noch drei Mal wiederholt. Daraufhin wird das Blatt-

pulver fünf weitere Male mit Wasser-Aceton-Mischungen (je 500 mL) in der folgenden Rei-

henfolge extrahiert: 75 % Aceton → 50 % Aceton → 25 % Aceton → 50 % Aceton → 75 % 

Aceton. Im letzten Schritt wird das Teeblattpulver erneut mit kaltem Aceton gewaschen und 

gefriergetrocknet. 

5.4.4.2 Bestimmung des Restpolyphenolgehaltes 

Die Bestimmung des Restpolyphenolgehaltes erfolgt in Anlehnung an die Methode 

ISO 14502-2.  

Benötigte Lösungen 

Stabilisierungslösung: 

Je 12,5 mg EDTA und Ascorbinsäure werden in einen 50 mL-Messkolben eingewogen, wel-

cher anschließend mit Wasser bis zur Marke aufgefüllt wird. 

Durchführung 

Etwa 40 mg des Blattmaterials werden in ein Eppendorfgefäß genau eingewogen, mit 1 mL 

70 %igem Methanol versetzt und innerhalb von 10 min auf 70 °C erhitzt. Nach 5 und nach 

10 min wird die Suspension jeweils mit einem Vortexer durchmischt. Es folgt eine Zentrifuga-

tion bei 6 000 rpm (Zentrifuge 2). Im Anschluss wird der Überstand (Extrakt) abgenommen 

und der Rückstand zwei weitere Male extrahiert. Die vereinigten Extrakte werden mit 210 µL 
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der Stabilisierungslösung versetzt und nach Mikrofiltration zur Analyse mittels HPLC-DAD 

(HPLC_System 1 und 2) eingesetzt. 

Auswertung 

Die extrahierten Bestandteile werden anhand ihrer Retentionszeiten und UV-Spektren iden-

tifiziert und gemäß Abschnitt 5.4.1.1 quantifiziert. 

5.4.4.3 Bestimmung der Enzymaktivität im Teeblattmaterial 

Die Bestimmung der Enzymaktivität erfolgte in Anlehnung an die Methode von BONNELY et al. 

(2003) und wurde auf die veränderte Enzymquelle (gefriergetrocknetes Teeblattpulver ans-

telle von frischen und zerkleinerten Teeblätter) angepasst.143 Zur Sicherstellung einer ausrei-

chenden Enzymaktivität wurde die Messung jeweils kurz nach Erhalt des Blattmaterials aus 

Indien durchgeführt. Die Aktivitäten von PPO und POD werden jeweils einzeln ermittelt. 

Benötigte Lösungen 

Enzympuffer: 

1,42 g Natriumsulfat, 488 mg 2-(N-morpholino)-Ethansulfonsäure und 7,83 mg Benzamidin-

Hydrochlorid werden in einen 50 mL-Messkolben eingewogen und mit 150 µL Triton X-100 

versetzt. Der Kolben wird mit Wasser bis zur Marke aufgefüllt und anschließend mit 2,5 M 

Natronlauge ein pH-Wert von 2,5 eingestellt. 

(+)-Catechin-Lösung: 

37,0 mg (+)-Catechin-monohydrat werden in einen 2 mL-Messkolben eingewogen und dieser 

mit Wasser bis zur Marke aufgefüllt. 

Stopplösung: 

In einem 100 mL-Messkolben werden 60 mL Acetonitril und 10 mL Eisessig vorgelegt. Der 

Kolben wird anschließend mit Wasser bis zur Marke aufgefüllt. 

Wasserstoffperoxid-Lösung: 

 0,5 mL einer 30%igen Wasserstoffperoxid-Lösung werden in einem 10 mL-Messkolben vor-

gelegt und dieser anschließend mit Wasser bis zur Marke aufgefüllt. 

Natriumphosphat-Citrat-Puffer: 

In je einen 100 mL-Messkolben werden 3,57 g Di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat bzw. 

1,93 g Citronensäure eingewogen und mit Wasser bis zur Marke aufgefüllt. 50 mL der Nat-

riumphosphat-Lösung sowie 40 mL der Citronensäure-Lösung werden in einen weiteren 

100 mL-Messkolben überführt und dieser mit Wasser bis zur Marke aufgefüllt. Der pH-Wert 
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des Natriumphosphat-Citrat-Puffers wird kontrolliert und ggf. mit der Natriumphosphat- 

bzw. der Citronensäure-Lösung auf einen pH-Wert von 5,50 eingestellt. 

Durchführung 

100 mg des Teeblattmaterials werden in ein Zentrifugenglas eingewogen, mit 3 mL Enzym-

puffer versetzt und über einen Zeitraum von 30 Minuten unter Kühlung mit Eis gerührt. An-

schließend erfolgt eine Zentrifugation (Zentrifuge 1) für 20 min bei 3500 rpm. Der flüssige 

Überstand wird entnommen und als Enzymextrakt für die Bestimmung eingesetzt.  

Bestimmung der PPO-Aktivität: 

1,38 mL des Natriumphosphat-Citrat-Puffers werden zusammen mit 75 µL der Catechin-

Lösung in eine Küvette gegeben und 10 min im Trockenofen bei 40 °C temperiert. Direkt im 

Anschluss werden 50 µL des Enzymextraktes hinzugefügt und die Extinktion in 5-Sekunden-

Abständen über einen Zeitraum von 25–30 min photometrisch (Abschnitt 5.3.4) bei 400 nm 

gegen Wasser gemessen.  

Bestimmung der POD-Aktivität: 

Zusätzlich zu 1,38 mL Natriumphosphat-Citrat-Puffer und 75 µL Catechin-Lösung werden 

25 µL Wasserstoffperoxid-Lösung in die Küvette gegeben. Es folgt eine 10-minütige Tempe-

rierung bei 30 °C. Nach Zugabe von 50 µL des Enzymextraktes wird die Messung identisch zur 

PPO-Aktivitätsbestimmung durchgeführt.  

Bestimmung des Blindwertes: 

Für beide Enzyme ist die Ermittlung eines Blindwertes notwendig. Hierzu werden die Aktivi-

tätsbestimmungen wie oben beschrieben durchgeführt, wobei jeweils vor Zugabe des En-

zymextraktes 100 µL der Stopplösung in die Küvette pipettiert werden. 

Bestimmung der Trockenmasse: 

Um im nächsten Schritt die Aktivitätsrate berechnen zu können, muss die Trockenmasse des 

Enzymextraktes mittels Dialyse bestimmt werden. Dazu wird 1 mL des Enzymextraktes in 

einen Dialysierschlauch mit einer Ausschlussgrenze von 14 kDa (Visking, Cellulose Typ 20/32 

Inch, Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe) gegeben und während 24 Stunden in einem mit ca. 

2 L Wasser gefüllten Erlenmeyerkolben extrahiert. Anschließend wird der Inhalt des Dialy-

sierschlauches gefriergetrocknet und ausgewogen.  

Auswertung 

Die während der Catechin-Umsetzung mit PPO und POD gemessenen Extinktionen werden 

nach Subtraktion des jeweiligen Blindwertes graphisch gegen die Zeit aufgetragen. Zur Er-

mittlung der Umsetzungsrate wird die Steigung des linearen Bereichs bestimmt. Diese wird 
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zusammen mit der Trockenmasse pro 100 µL Enzymextrakt (≘ 1/10 der gemessenen Aus-

waage) in Gleichung  5–6 eingesetzt, gemäß der sich die Enzymaktivität EA wie folgt ergibt: 

       𝐸𝐸𝐴𝐴      (5–6) 

 

5.4.4.4 Durchführung der Modelloxidationen 

Die Durchführung der Modelloxidationen erfolgt in Anlehnung an die Methode von BONNELY 

et al. (2003), welche in einigen Punkten verändert wurde.  

Benötigte Lösungen 

Stabilisierungslösung: 

Je 12,5 mg EDTA und Ascorbinsäure werden in einen 50 mL-Messkolben eingewogen und 

dieser anschließend mit Wasser bis zur Marke aufgefüllt. 

Stopplösung: 

In einen 100 mL-Messkolben werden 60 mL Acetonitril und 10 mL Eisessig vorgelegt. Danach 

wird der Kolben mit Wasser bis zur Marke aufgefüllt. 

Wasserstoffperoxid-Lösung: 

 0,5 mL einer 30 %igen Wasserstoffperoxid-Lösung werden in einem 10 mL-Messkolben vor-

gelegt, der anschließend mit Wasser bis zur Marke aufgefüllt wird. 

Durchführung 

Die jeweils in den Versuchen eingesetzten Mengen und Volumina sowie weitere Parameter-

daten wie Temperatur und Substratkombinationen können Tab. 3-6 entnommen werden. Im 

Allgemeinen werden die Modelloxidationen wie folgt durchgeführt: 

Das enzymhaltige, polyphenolfreie Blattmaterial aus Abschnitt 5.4.4.1 wird in einen 250 mL-

Dreihalskolben eingewogen, in 10 mL Wasser suspendiert und mit einem Rührkern versehen. 

Der Dreihalskolben wird in ein temperaturkontrolliertes Wasserbad oberhalb eines Magnet-

rührers gehängt und auf die gewünschte Temperatur gebracht. Zur Kontrolle wird ein Ther-

mometer durch einen der Seitenhälse in die Lösung getaucht. Parallel dazu werden die als 

Substrate vorgesehenen Flavanole in einen Erlenmeyerkolben eingewogen und in der zum 

gewünschten Gesamtvolumen fehlenden Menge Wasser gelöst. Die Flavanol-Lösung wird 

ebenfalls temperiert. Währenddessen werden für jeden geplanten Probenahmezeitpunkt 

zwei Schnappdeckelgläser bereitgestellt, von denen je eines mit 700 µL der Stopplösung und 

eines mit 158 µL der Stabilisierungs-Lösung versehen wird.   
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Der nächste Schritt erfolgt in Abhängigkeit von der gewünschten Enzymaktivität: 

Oxidation mit PPO 

Eine Pasteurpipette, deren Ende mit einem Anschluss für synthetische Luft (20,5 Vol.-% O2; 

79,5 Vol.-% N2) verbunden ist, wird in den noch freien Seitenhals des Kolbens gehängt und 

dieser mit Parafilm (Parafilm „M“ Laboratory Film, Bemis Company, Inc., Neenah, WI, USA) 

abgedichtet. Zum Start der Reaktion wird die Flavanol-Lösung in den Kolben gegeben. 

Gleichzeitig wird ein konstanter Gasfluss so eingestellt, dass die Lösung zwar ausreichend 

durchspült, eine zu starke Blasenbildung aber vermieden wird. 

Oxidation mit PPO + POD 

Kurz vor der Zugabe der Flavanol-Lösung in den Reaktionskolben wird diese mit 1,95 mL der 

Wasserstoffperoxid-Lösung versetzt. Alle anderen Schritte werden entsprechend der Oxida-

tion mit PPO ausgeführt. 

Oxidation mit POD 

Die Teeblatt-Suspension sowie die in diesem Fall in einem verschließbaren Kolben befindli-

che Flavanol-Lösung werden mit Inertgas (Stickstoff oder Helium) durchspült, um darin ge-

lösten Sauerstoff auszutreiben. Der Dreihalskolben wird mit einer Membranpumpe evakuiert 

und daraufhin Argon eingeleitet (in ersten Versuchen wurde Helium verwendet). Auch der 

Kolben mit der Flavanol-Lösung wird mit Argon befüllt und bis zum Versuchsstart verschlos-

sen. Kurz vor Beginn werden 1,95 mL der Wasserstoffperoxid-Lösung zur Flavanol-Lösung 

gegeben und diese anschließend in den Reaktionskolben überführt. Um den Sauerstoffein-

trag möglichst gering zu halten, wird währenddessen Argon eingeleitet. Der Kolben wird ver-

schlossen und nur zur Probenahme, jeweils begleitet von einer Einleitung des Edelgases, 

geöffnet. 

Zu jedem Probenahmezeitpunkt werden 2 mL der Reaktionslösung mit Hilfe einer Eppen-

dorf-Pipette entnommen. Die Behandlung der Proben und die weiteren Schritte erfolgen 

unabhängig von der Enzymwahl für alle Ansätze gleich. Die Proben werden direkt in je eines 

der mit Stopplösung versehenen Schnappdeckelgefäße überführt und die Lösungen vorsich-

tig durchmischt. Die Hälfte der so erhaltenen Lösung (1,35 mL) wird in eines der Gefäße mit 

der Stabilisierungs-Lösung pipettiert. Beide Probelösungen werden zügig in ein HPLC-Vial 

mikrofiltriert und entweder direkt zur Messung eingesetzt oder tiefgefroren. Proben mit 

Stabilisierungs-Lösung werden dabei zur Analyse mittels HPLC-DAD (HPLC_Systeme 1 ,  2 und 

3) eingesetzt, während diejenigen, welche nur mit Stopplösung versetzt wurden, zur Mes-

sung per HPLC-DAD-ESI-MSn (LC-MS_System 1) herangezogen werden.  
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Auswertung 

Zur Auswertung der Versuche werden die Gehalte an Flavanolen, Gallussäure und Theaflavi-

nen nach den Methoden aus Abschnitt 5.4.1.1 und 0 sowie die Fläche des Thearubigen-

Hügels im Chromatogramm bei 278 nm (HPLC_System 1 oder 2) bestimmt. Darüber hinaus 

erfolgt die Identifizierung weiterer Oxidationsprodukte mittels HPLC-DAD-ESI-MSn (LC-

MS_System 1). 

5.4.5 Modellfermentationen mit Meerrettich-Peroxidase  

5.4.5.1 Herstellung der Blattmatrix 

Etwa 3 g eines losen Blatttees werden im Mörser fein gemahlen und in einen Erlenmeyer-

kolben überführt. Zur Extraktion werden 100 mL 70 %iges und auf 40 °C temperiertes Me-

thanol(aq) zugegeben und der Kolben für 15 min und unter gelegentlichem Schwenken in ein 

ebenfalls auf 40 °C eingestelltes Wasserbad gehängt. Der flüssige Extrakt wird entfernt und 

die Extraktion der Teeblätter noch zweimal wiederholt. Die extrahierten Blätter werden ge-

friergetrocknet und bis zum Einsatz als Blattmatrix trocken und verschlossen aufbewahrt. 

5.4.5.2 Bestimmung des Restpolyphenolgehaltes in der Blattmatrix 

Die Bestimmung erfolgt wie in Abschnitt 5.4.4.2 beschrieben. Abweichend davon werden 

200 mg des nach Abschnitt 5.4.5.1 extrahierten Blattmaterials eingewogen und die Extrakti-

on mit 5 mL des 70 %igen Methanols(aq) durchgeführt. Die Zentrifugation (Zentrifuge 1) findet 

über einen Zeitraum von 10 min bei 3500 rpm statt. 

5.4.5.3 Bestimmung der Enzymaktivität der HR-POD 

Die Bestimmung erfolgt wie in Abschnitt 5.4.4.3 für die endogene POD beschrieben. Da es 

sich um ein weitgehend reines Enzym handelt, werden nur 0,17 mg der HR-POD eingewogen 

und in 3 mL des Enzympuffers nach Abschnitt 5.4.4.3 gelöst. Eine Extraktion via Zentrifuge ist 

nicht notwendig, die Enzymlösung muss jedoch vor Zugabe in die Messküvette 1:10 ver-

dünnt werden. 

5.4.5.4 Durchführung der Modelloxidation mit HR-POD und/oder Blattmatrix 

Benötigte Lösungen 

Enzymlösung:  0,50 ± 0,02 mg HR-POD werden in ein Becherglas eingewogen 

und in 4 mL Wasser gelöst. 

Stabilisierungslösung:  Siehe Abschnitt 5.4.4.4 

Stopplösung:   Siehe Abschnitt 5.4.4.4 

Dieses Werk ist copyrightgeschützt und darf in keiner Form vervielfältigt werden noch an Dritte weitergegeben werden. 
Es gilt nur für den persönlichen Gebrauch.



Material und Methoden 

- 194 - 

Wasserstoffperoxid-Lösung: Siehe Abschnitt 5.4.4.4 

Durchführung 

Die Einwaagen und weiteren Parameter der einzelnen Versuche sind in Anhang 7.6 aufge-

führt. 

Die jeweiligen Reaktionsedukte (Flavanole oder Theaflavin-Mischung) werden in einen Er-

lenmeyerkolben eingewogen und in Wasser gelöst. Das Wasservolumen wird so gewählt, 

dass nach Zugabe aller anderen Komponenten ein Gesamtvolumen von 100 mL erhalten 

wird. Die Lösung wird in einen 250 mL-Dreihalskolben überführt und ein Rührkern zugege-

ben. Über einen Seitenarm des Kolbens erfolgt die Zufuhr von synthetischer Luft, welche 

durch eine Pasteurpipette in die Lösung geleitet wird. Je nach gewünschter Versuchsanord-

nung werden 1,55 mL der Wasserstoffperoxid-Lösung, die Teeblattmatrix nach Abschnitt 

5.4.5.1 und zuletzt die Enzymlösung zugegeben. Die Reaktion findet bei Raumtemperatur 

(ca. 20 °C), unter Rühren und konstanter, moderater Luftzufuhr statt und wird nach 300 min 

beendet. Die Probenahme erfolgt verteilt über die gesamte Versuchsdauer. Dabei wird ge-

mäß der Beschreibung in Abschnitt 5.4.4.4 vorgegangen. 

Auswertung 

Siehe Abschnitt 5.4.4.4 

5.4.6 Modelloxidationen ohne Enzyme 

Benötigte Lösungen 

Stabilisierungslösung:  Siehe Abschnitt 5.4.4.4 

Stopplösung:   Siehe Abschnitt 5.4.4.4 

Wasserstoffperoxid-Lösung: Siehe Abschnitt 5.4.4.4 

Durchführung 

70 mg EC bzw. EGCG werden in einen Dreihalskolben eingewogen, in dem in Tab. 3-18 ange-

gebenen Volumen Wasser gelöst und ein Rührkern zugefügt. Der Kolben wird in einem Was-

serbad oberhalb eines Magnetrührers positioniert und temperiert. Zum Start der Reaktion 

wird ein Strom synthetischer Luft in die Lösung geleitet, dann werden 1,95 mL der Wassers-

toffperoxid-Lösung hinzupipettiert. Die Probenahme erfolgt stündlich über einen Zeitraum 

von insgesamt 6 Stunden. Dabei wird gemäß der Beschreibung in Abschnitt 5.4.4.4 vorge-

gangen. 

Auswertung 

Siehe Abschnitt 5.4.4.4  
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5.4.7 Lagerversuche 

Ein Schwarztee-Extrakt wird gelöst und über einen Zeitraum von sechs Monaten bei unter-

schiedlichen Bedingungen gelagert. Als Ausgangsmaterial findet ein HSCCC-Extrakt entspre-

chend der Fraktion 3Ex aus Abb. 3–59 (Abschnitte 3.2.2.2 und 5.4.2.4) Verwendung. Daraus 

werden insgesamt 2 x 10 Probenlösungen hergestellt, welche den Extrakt mit einer Konzent-

ration von jeweils 2,5 mg/mL enthalten. Durch Analysen werden die Veränderungen im Lau-

fe der Lagerung verfolgt. 

Durchführung 

Probe: Vereinigte HSCCC-Fraktionen 3Ex gemäß Abschnitt 5.4.2.4., hergestellt aus 

Sumatra- und Ostfriesentee.  

Die Probenlösungen werden wie nachfolgend beschrieben angesetzt. Dabei werden alle An-

sätze doppelt hergestellt (A und B) und in je 12 Vials mikrofiltriert (Rotilabo Mini-Tip Sprit-

zenfilter, PTFE, 0,45 μm, ⌀ 15 mm; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe). Die Vials werden 

verschlossen und bis zu ihrem jeweiligen Messeinsatz unter den angegebenen Bedingungen 

gelagert. Eine Übersicht über die Ansätze und die genauen Einwaagen kann Anhang 7.7 ent-

nommen werden. 

Vergleich: 25,0 ± 0,1 mg des Tee-Extraktes werden in einen 10 mL-Messkolben eingewo-

gen und dieser mit Wasser bis zur Marke aufgefüllt. Der pH-Wert soll bei 2 lie-

gen und wird mittels pH-Meter (Abschnitt 5.3.8) überprüft. Die Lösung wird in 

Vials mikrofiltriert und bei Raumtemperatur gelagert. 

pH 7 + pH 10: 62,5 ± 0,1 mg des Tee-Extraktes werden in einen Erlenmeyerkolben eingewo-

gen und in 15 mL 20 %igen Acetonitrils(aq) gelöst. Mit 10 %iger Natronlauge 

wird auf pH 7 bzw. pH 10 eingestellt, die Lösung quantitativ in einen 25 mL-

Messkolben überführt und dieser mit 20 %igem wässrigen Acetonitril bis zur 

Marke aufgefüllt. Die Lösung wird in Vials mikrofiltriert und bei Raumtempe-

ratur gelagert. 

Für alle weiteren Ansätze wird zunächst eine Stammlösung hergestellt. Dazu werden 250 mg 

der HSCCC-Fraktion in einen 100 mL-Messkolben eingewogen, der dann mit 20 %igem wäss-

rigen Acetonitril bis zur Marke aufgefüllt wird. 

Tiefkühlung:  Die Stammlösung wird direkt in die Vials mikrofiltriert und bei –18 °C gelagert. 

Kühlung:  Die Stammlösung wird direkt in die Vials mikrofiltriert und bei 4 °C gelagert. 
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RT/pH 2: Die Stammlösung wird direkt in die Vials mikrofiltriert und bei Raumtempera-

tur gelagert. 

Wärme: Die Stammlösung wird direkt in die Vials mikrofiltriert und bei 40 °C gelagert. 

Helium: Die Stammlösung wird direkt in die Vials mikrofiltriert und vor dem Verschlie-

ßen Helium eingeleitet. Zusätzlich zum Deckel werden die Vials mit Parafilm 

abgedichtet. Die Lagerung erfolgt bei Raumtemperatur. 

Ascorbinsäure: 3,0 ± 0,1 mg Ascorbinsäure werden in einen 10 mL-Messkolben einge-

wogen und dieser mit der Stammlösung bis zur Marke aufgefüllt. Die Lösung 

wird in Vials mikrofiltriert und bei Raumtemperatur gelagert. 

Ethylparaben: 6,0 ± 0,1 mg Ethylparaben werden in einen 10 mL-Messkolben eingewogen 

und dieser mit der Stammlösung bis zur Marke aufgefüllt. Die Lösung wird in 

Vials mikrofiltriert und bei Raumtemperatur gelagert. 

Die Lagerdauer beträgt insgesamt 200 Tage. Die Entnahme der ersten Proben erfolgt am Tag 

des Abfüllens (Tag 0), die der weiteren in steigenden Abständen bis zum 69. Tag. Am 200. 

Tag wird eine letzte Probe genommen. Ausgenommen ist der Ansatz Wärme, dessen Lage-

rung nicht über den 69. Tag hinaus fortgeführt wird. 

Messung 

Die Probenvials werden nach der Entnahme optisch auf Trübungen untersucht. Betroffene 

Probengefäße werden geöffnet und die Lösungen erneut mikrofiltriert. Die Analyse der Pro-

ben erfolgt mittels HPLC-DAD (HPLC_System 1). 

Auswertung 

Anhand der erhaltenen HPLC-Chromatogramme werden die Konzentrationen von Gallussäu-

re und EGCG gemäß Abschnitt 5.4.1.1 bestimmt, während die Fläche des Thearubigen-

Hügels nach Abschnitt 5.4.1.4 ermittelt wird. Darüber hinaus werden die Flächen der Thea-

flavin-Peaks, welche aus dem TR-Hump herausragen, festgehalten. Die Identifizierung der 

Theaflavine erfolgt mit Hilfe der Retentionszeiten (TF: 33,4–34,0 min; TF-3-G: 34,5 min; 

TF-3'-G: 35,0–35,6 min; TF-DG: 35,0–35,2 min) und UV/Vis-Spektren (Anhang 7.3). 

Aus den Einzelwerten der Doppelbestimmungen werden Mittelwerte gebildet und diese 

graphisch als Funktion der Zeit aufgetragen. 
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7 Anhang 

7.1 HSCCC-Trennungen zur Isolierung von Thearubigenen 

7.1.1 Isolierung mit HSCCC_System 6 (EtOAc/n-BuOH/H2O im Tail-to-Head-Modus) 

 

Abb. 7–1 Chromatogramm (λ = 278 nm) einer HSCCC-Trennung eines XAD-7-Extraktes aus Assam Schwarztee 
mit HSCCC_System 6 zum Zwecke der Isolierung von Thearubigenen. 

 

Tab. 7-1 Fraktionseinteilung und Auswaagen der in Abb. 7–1 dargestellten Trennung von 2,54 g XAD-7-
Extrakt mit HSCCC_System 6. 
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7.1.2 Isolierung mit HSCCC_System 7 (n-BuOH/H2O im Tail-to-Head-Modus) 

 

Abb. 7–2 Chromatogramm (λ = 278 nm) einer HSCCC-Trennung eines bereits mit Ethylacetat extrahierten Tee-
Extraktes mit HSCCC_System 7 zum Zwecke der Isolierung von Thearubigenen. 

 

Tab. 7-2 Fraktionseinteilung und Auswaagen der in Abb. 7–2 dargestellten Trennung von 1,10 g 
Schwarztee-Extrakt mit HSCCC_System 7. 
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7.2 HSCCC-Trennungen zur Anreicherung von Catechinen 

 

Abb. 7–3 Beispielchromatogramm (λ = 278 nm) einer HSCCC-Trennung von Sunphenon 80SK mit HSCCC_System 5 
zum Zwecke der Isolierung bzw. Anreicherung von ECG, EGCG und EGC. 

 

Tab. 7-3 Fraktionseinteilung, Zusammensetzung und Auswaagen der in Abb. 7–3 dargestellten Trennung 
von 2,0 g Sunphenon 80SK mit HSCCC_System 5. 
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7.3 UV-Spektren charakteristischer Teebestandteile 

Gallussäure / Theogallin Coffein / Theobromin 

  
 

(+)-C / EC CG / ECG 

  
 

GC / EGC GCG / EGCG 
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7.4 Verwendete Chargen des Teeblattpulvers mit aktiven Enzymen 

Tab. 7-4 Übersicht über die als Enzymquelle zur Verfügung 
gestellten Teeblattpulver. 

Nr. Menge Lieferdatum 
1 1,5 g Januar 2012 
2 11 g Februar 2012 
3 14 g Juli 2012 
4 10 g Februar 2013 

 

7.5 Bestimmung von Theaflavinen mittels UHPLC 

 

Tab. 7-5 Kalibrierfunktionen von TF, TF-3-G, TF-3'-G und TF-DG über einen Konzentrationsbereich von 10–
200 mg/L für die Bestimmung mittels UHPLC_System 1 (R = Korrelationskoeffizient). 

Theaflavin 

cTF  
[mg/L] 

Fläche 
[mAU] 

 

9,91 34,9 

19,82 66,7 
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148,7 507,3 

198,4 736,9 
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Abb. 7–4 UHPLC-DAD-Chromatogramm (λ = 274 nm) einer Trennung der Theaflavine TF, TF-3-G, TF-3'-G 
und TF-DG mittels UHPLC_System 1. 
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Theaflavin-3-gallat 

cTF-3-G 
[mg/L] 

Fläche 
[mAU] 

 

9,98 34,6 

19,96 60,3 

49,9 169,6 

99,8 348,0 

149,7 526,8 

199,6 704,8 

  

   

Theaflavin-3'-gallat 

cTF-3'-G 
[mg/L] 

Fläche 
[mAU] 

 

10,06 35,3 

20,12 71,7 

50,3 179,8 

100,6 372,4 

150,9 566,3 

201,2 746,6 

  

   

Theaflavin-3,3'-digallat 

cTF-DG 
[mg/L] 

Fläche 
[mAU] 

 

10,04 35,4 

20,08 73,0 

50,2 182,2 

100,4 371,3 

150,6 570,2 

200,8 721,7 
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7.7 Lagerversuche 

Tab. 7-7 Übersicht über die Einwaagen und Lagerbedingungen der 10 Schwarzteeextrakt-Lösungen, welche im Lagerversuch 
verwendet wurden. 

Ansatz 
Einwaage Tee-Extrakt Einwaage Zusätze 

pH 
Lager-

temperatur A B A B 

Ascorbinsäure 250 mg/100 mL 250 mg/100 mL 3,05 mg/10 mL 3,12 mg/10 mL 2 RT 

Ethylparaben 250 mg/100 mL 250 mg/100 mL 5,96 mg/10 mL 6,11 mg/10 mL 2 RT 

Helium 250 mg/100 mL 250 mg/100 mL - - 2 RT 

Tiefkühlung 250 mg/100 mL 250 mg/100 mL - - 2 –18 °C 

Kühlung 250 mg/100 mL 250 mg/100 mL - - 2 +4 °C 

Wärme 250 mg/100 mL 250 mg/100 mL - - 2 +40 °C 

Raumtemperatur/ 
pH 2 

250 mg/100 mL 250 mg/100 mL - - 2 RT 

pH 7 62,5 mg/25 mL 62,4 mg/25 mL - - 7 RT 

pH 10 62,6 mg/25 mL 62,6 mg/25 mL - - 10 RT 

Vergleich1 25,1 mg/10 mL 25,0 mg/10 mL - - 2 RT 

1 Tee-Extrakt nur in Wasser gelöst. 
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