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1 Einleitung

1 Einleitung

Aktuell bieten zahlreiche Hersteller Tee oder Nahrungserganzungsmittel auf der Basis von
Cistus incanus (Graubehaarte Zistrose) trotz einer bestehenden Novel Food Einstufung
durch die Europaische Kommission an. Eine Zertifizierung des verwendeten Pflanzen-
materials, auf europaischer Ebene durch das Gemeinschaftliche Sortenamt, liegt fir das
verarbeitete Pflanzenmaterial nicht immer vor. Fur den Verbraucher ist es daher schwierig
die Authentizitat, beispielsweise verarbeitete Zistrosenunterarten oder Herkunftslander,
dieser Produkte zu beurteilen. Ebenso ist die Qualitdt und Zusammensetzung des
verarbeiteten Pflanzenmaterials sehr inhomogen. Beispielsweise bestehen einige
traditionelle C. incanus Teemischungen hauptsachlich aus gréberen Stangelteilen, andere
Teemischungen vorwiegend aus feinen Blattern. Die Profile und Konzentrationen der im

trinkfertigen Tee enthaltenen Inhaltsstoffe variieren hierdurch moglicherweise stark.

Insbesondere hohe Gehalte sowie eine grofl3e Vielfalt phenolischer Inhaltsstoffe werden
haufig in C. incanus Produkten beworben. Diesen Substanzen werden hohe antioxidative
Kapazitaten und zahlreiche gesundheitsfordernde Effekte zugeschrieben. So sind fur
C. incanus Extrakte unter anderem antikanzerogene, antibakterielle und antivirale Effekte
bekannt. Neben den bereits genannten Aspekten der Lebensmittelsicherheit und
rechtlichen Beurteilung von C. incanus Erzeugnissen ist es fir die Verbraucher ebenso
entscheidend, dass hohe Konzentrationen der bioaktiven Inhaltsstoffe im verzehrfertigen
Endprodukt enthalten sind. Die Konzentrationen dieser Inhaltsstoffe kdbnnen von der Art
und Qualitat der verarbeiteten pflanzlichen Rohstoffe, der Extrahierbarkeit der
phenolischen Substanzen aus der pflanzlichen Matrix, aber auch von Faktoren des
industriellen Produktionsprozesses oder der Teezubereitung durch den Verbraucher
abhangen. Hierbei ist die Stabilitdt der bioaktiven Inhaltsstoffe, beispielsweise gegenuber
thermischen Einflissen, Autoxidationsprozessen oder Komplexierungsreaktionen durch

lonen des Kochwassers, innerhalb der Zubereitung ein kritischer Faktor.

Fir eine Neubewertung des bestehenden Novel Food Status sowie einer erneuten
Zulassung von C. incanus Produkten innerhalb der Europaischen Union (EU) kénnen eine
Klassifizierung des verarbeiteten Pflanzenmaterials sowie insbesondere ein Profiling, d.h.
eine lIdentifizierung und Quantifizierung der bioaktiven Inhaltsstoffe, sowie deren

Charakterisierung beitragen.



2 Grundlagen

2 Grundlagen

2.1 Graubehaarte Zistrose (Cistus incanus)

2.1.1 Botanik und Herkunft

Cistus incanus (Graubehaarte Zistrose) ist ein Halbstrauch aus der Familie der Cistaceae
(Zistrosengewachse), die wiederum zur Ordnung der Malvales (Malvenartige) gehoren.
Zistrosen wachsen bevorzugt auf kalkreichen Bdden in mediterranen Klimazonen
(DE WITT 1964, POLUNIN 1971, BARRAJON-CATALAN et al. 2011) und bilden dort einen
festen Bestandteil innerhalb der Geblschformationen der Macchien und Gariguen
(PETEREIT 1992). Einige Cistus-Arten sind endemisch, andere sind auf der Iberischen
Halbinsel, den Kanarischen Inseln, Nordwestafrika, Italien, Griechenland oder der Tirkei
weitverbreitet (BARRAJON-CATALAN et al. 2011). Die Familie der Cistaceae gliedert sich in
insgesamt acht Gattungen: Cistus, Halimium, Fumana, Tuberia, Helianthemum,
Crocanthemum, Hudsonia und Lechea. Diese konnen wiederum in 175 Arten unterteilt
werden (PETEREIT 1992, ATTAGUILE et al. 2000). Cistaceae sind kleine Straucher mit
ledrigen, immergriinen, einfachen und haufig gegenstandigen Blattern, die Nebenblatter
enthalten kdnnen. Weiterhin sind die Blliten einzeln oder auch zu mehreren angeordnet
(DE WITT 1964, POLUNIN 1971). Die meist zwischen 20 mm und 50 mm langen und
8-30 mm breiten Blatter sind mit Drisenhaaren besetzt, die das fur C. incanus typische
Labdanumharz sekretieren. Die Wuchshdhe von C. incanus betragt bis zu 1 m (PETEREIT
1992). Die Bliten haben einen Durchmesser von etwa 4-6 cm und weisen funf leicht
zerknitterte rosa Kronblatter und goldgelbe Staubblatter auf (CHEERS 2000). Abbildung 2.1
zeigt einen bluhenden C. incanus Strauch sowie ein C. incanus Teekraut. Aufgrund einer
morphologischen Anpassung an extrem trockene Standorte innerhalb der mediterranen
Herkunftsgebiete sowie einer ausgepragten Dirreresistenz zahlt C. incanus zu den
malakophyllen Xerophyten (weichblattrige an trockene Standorte angepasste Pflanzen).
Diese Pflanzen reduzieren wahrend Trockenperioden das Wachstum der relativ langen,
behaarten Blatter bis nur noch kurze Blattanlagen vorhanden sind. Gleichzeitig wird die
Behaarung der Pflanzenblatter verstarkt. Insgesamt werden durch diese Prozesse die
Transpiration deutlich reduziert, was einen effektiven Schutzmechanismus gegen
Austrocknung darstellt (POTT und HUPPE 2007, ARONNE et al. 2001).
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Abb. 2.1 Blihender C. incanus Strauch (links) und Teekraut (rechts).

Nach CHRISTODOULAKIS et al. (2014) weisen C. incanus Sommerblatter eine verstarkte
Akkumulation phenolischer Substanzen auf, die Winterblatter hingegen enthalten deutlich
geringere  Konzentrationen dieser Verbindungen. Innerhalb der Analytik und
Klassifizierung von Cistus-Pflanzen sind biochemische Differenzen, die auf einen
ausgepragten Polymorphismus zurtickzufihren sind, zu berlcksichtigen. Dieser
Polymorphismus resultiert aus dem evolutiondr bedingten Prozess der adaptiven
Radiation, d.h. einer Adaptation der Pflanzen an standortspezifische Umweltverhaltnisse,
wie z.B. Boden und Klima (BARRAJON-CATALAN et al. 2011). Auch treten haufig
interspezifische Bastardisierungen auf, die eine prazise Artenbestimmung erschweren.
Ebenfalls sind Hybride zwischen den verwandten Gattungen Cistus und Halimium
bekannt. C. incanus wird daher erganzend zur bereits beschriebenen Systematik weiter in
drei Unterarten (ssp. incanus, ssp. corsicus, ssp. creticus) eingeteilt (PETEREIT 1992). Ein
weiteres charakteristisches Merkmal der Cistaceae ist der angenehme Duft des
Labdanumharzes. Die enthaltenen &therischen Ole waren bereits haufig Gegenstand
chemischer Untersuchungen, um eine Anwendung in der Parfumindustrie zu etablieren
(BARRAJON-CATALAN et al. 2011). Bereits im Altertum und Mittelalter war das
Labdanumharz fur seinen Wohlgeruch und wundheilende Effekte bekannt (PETEREIT
1992). Publik wurde C. incanus vor allem im Jahr 1999 aufgrund der Auszeichnung als

,Pflanze Europas 1999“ durch die Gesellschaft Herba Historica e.V..
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2.1.2 Traditionelle Verwendung von C. incanus

Extrakte aus Pflanzenteilen von C. incanus wurden bereits seit dem 4. Jh. v. Chr. in der
traditionellen Volksmedizin als antiinflammatorische, antiulzerogene, antimikrobielle und
wundheilungsférdernde Medikamente verwendet (POTT 2010, BARRAJON-CATALAN et al.
2011). Im Mittelalter diente vorwiegend das Labdanumharz als Expektoranz bei
katarrhalischen Entzindungen oder als Zusatz in Wundsalben. Ebenso kam das Harz
aufgrund der wohlriechenden Eigenschaften zu R&ucherzwecken zum Einsatz.
Traditionell wurden insbesondere im Norden Griechenlands die oberirdischen
Pflanzenteile, bestehend aus verholzten Stangeln, Blattern sowie einigen Bliten,
therapeutisch genutzt (PETEREIT 1992, MEYER-BUCHTELA 2001). Entsprechend der
variierenden Indikationen der Droge wurden die luftgetrockneten Pflanzenteile hierfur sehr
spezifisch zubereitet. Beispielsweise wurden flir eine Behandlung inflammatorischer
Hauterkrankungen, ebenso wie zur Unterstutzung von Wundheilungsprozessen, kurz
gekochte wassrige Extrakte eingesetzt. Diese wurden insbesondere traditionell von
Wachnerinnen fur Kérperwaschungen verwendet. Zur Infektionsprophylaxe wurden die
Pflanzenteile zu einem Brei verarbeitet, der dann auf offene Wunden aufgetragen wurde.
Dagegen wurden lang gekochte wassrige Extrakte als Antidiarrhoikum bei Diarrhd
verabreicht. Als Basis fur die Extrakte wurde in den beschriebenen nordgriechischen
Gebieten ausschlielBlich C. incanus und nicht die ebenfalls in dieser Region verbreitete
weild blihende Art C. salvifolius eingesetzt (PETEREIT 1992).

2.1.3 Aktueller Forschungsstand zu C. incanus

Aktuell werden fur C. incanus diverse gesundheitsférdernde Effekte diskutiert. Dabei
stellen die Hauptwirkstoffe in C. incanus Extrakten phenolische Substanzen,
insbesondere Verbindungen aus der Gruppe der Flavonoide, dar (POMPONIO et al. 2003).
Fur C. incanus sind verschiedene monomere und dimere Flavanole, Flavonolglycoside,
Phenolsauren und Ellagitannine in der Literatur beschrieben (PETEREIT 1991 und 1992,
DANNE et al. 1993, BARRAJON-CATALAN et al. 2011, SANTAGATI et al. 2008). Fur das
Labdanumharz sind bereits Strukturen von Diterpenen und Flavonoiden (Aglycone und
Glycoside) bekannt (DEMETZOS et al. 1990). C. incanus Extrakte zeigten u.a. protektive
Eigenschaften in Bezug auf eine DNA-Schadigung in Zellkulturzellen. Eine antimutagene
sowie antikanzerogene Wirkungen von C. incanus Extrakten ist somit prinzipiell méglich
(ATTAGUILE et al. 2000). Fur C. incanus Extrakte sind weiterhin antibakterielle Effekte
beschrieben. Beispielsweise konnte durch Mundspilungen auf Basis von C. incanus Tee

eine Verringerung biofilminduzierter Erkrankungen innerhalb der Mundhdhle durch eine
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reduzierte Bakterienanzahl und eine verringerte Bakterienadhdsion gezeigt werden
(HANNIG et al. 2009 und 2008). Weiterhin wurden in Zellkulturen und Tierversuchen
antivirale Effekte gegeniber verschiedenen Influenzaviren, wie Vogelgrippe (H7N7 und
H5N1), Schweinegrippe (H1N1v) sowie humane Rhinoviren (HRV14) gezeigt (DROEBNER
et al. 2011, EHRHARDT et al. 2007, DROEBNER et al. 2007). In einer klinischen
Humanstudie zur Behandlung von Infektionen der oberen Atemwege mit einem
C. incanus Extrakt konnte weiterhin eine verklrzte Dauer und verringerte Schwere der
Symptome beobachtet werden (KALUS et al. 2009). In einer placebokontrollierten,
randomisierten Humanstudie wurde ebenfalls erstmals gezeigt, dass erhdhte
Cadmiumkonzentrationen in Blut und Urin von starken Rauchern durch Einnahme eines
C. incanus Sudes signifikant reduziert werden kénnen (ALl et al. 2013). Insgesamt
konnten C. incanus Erzeugnisse auf Basis der bisherigen Forschungsergebnisse
zuklnftig moglicherweise als ,Alleskbnner® zur allgemeinen Verbesserung der
menschlichen Gesundheit und insbesondere zur Pravention zahlreicher degenerativer

Erkrankungen sowie viraler Pandemien eingesetzt werden.

2.1.4 Ubersicht C. incanus Produkte

Nachfolgend ist eine, auf einer Internetrecherche (Stand: April 2014) basierende,
Ubersicht Gber kommerziell verfiigbare C. incanus Produkte verschiedener Hersteller
dargestellt. Um eine Anonymitat der Hersteller sicherzustellen, wurden die einzelnen

Homepages zu diesem Abschnitt nicht im Literaturverzeichnis aufgefihrt.

Im Internet sind aktuell vor allem verschiedene Krautertees, teilweise auch in Form von
Teemischungen, erhaltlich. Die in diesen Produkten verarbeiteten C. incanus Pflanzen
oder Extrakte hieraus kénnen aus verschiedenen Herkunftslandern (meist Griechenland
oder Turkei) stammen. Das verarbeitete Pflanzenmaterial ist teilweise Sorten und/oder
biozertifiziert und kann aus traditioneller Wildsammlung sowie aus konventionellem Anbau
stammen. Die vollstandigen Informationen hierzu stehen dem Endverbraucher nur selten
zur Verfigung. Neben den beschriebenen Krautertees sind im Handel auch Halspastillen
auf Basis von C. incanus Extrakten verfigbar. Diese werden innerhalb der EU in
Osterreich auch als Infektblockerlutschtabletten verkauft und dienen zur Vorbeugung von
Erkaltungskrankheiten, Virusinfektionen, bakteriellen Infektionen der Atemwege sowie zur
unterstitzenden Therapie bei Entziindungen des Mund- und Rachenraumes. Ahnliche
Effekte sollen vermutlich auch die angebotenen C. incanus Sprays fir Mund- und
Rachenraum bieten. Weitere Produkte auf Basis von C. incanus sind Cremes und Salben

als Naturkosmetik und zur Grundpflege bei Neurodermitiserkrankung. Ein ebenfalls im
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Handel verfligbarer Sud aus C. incanus soll eine Ausleitung von Schwermetallen, z.B. bei
einer Schwermetallakkumulation durch starkes Rauchen, fordern. Als Nahrungs-
erganzungsmittel sind C. incanus Kapseln kommerziell erhaltlich, die mit hohen Gehalten
phenolischer Substanzen mit antioxidativem und antibakteriellem Potential beworben

werden. Ebenfalls erhaltlich sind C. incanus Extrakt enthaltende Zahncremes.

2.1.5 Lebensmittelrechtliche Beurteilung und Einstufung von C. incanus als Novel
Food

Nach den Leitsatzen des deutschen Lebensmittelbuchs flr Tee, teeahnliche Erzeugnisse,
deren Extrakte und Zubereitungen (Neufassung 1999) sind nachfolgende, fur C. incanus
Tee relevanten, Begriffsbestimmungen aufgelistet. Tee stammt dabei ,ausschliel3lich aus
Blattern, Blattknospen und zarten Stielen des Teestrauches Camellia sinensis L. O.
Kuntze aus der Familie der Teegewachse (Theaceae), die nach den Ublichen Verfahren
bearbeitet sind“. Zu diesen Bearbeitungsverfahren zahlt beispielsweise eine Fermentation
des Tees. C. incanus wird nach den Leitsatzen entsprechend zu den teeahnlichen
Erzeugnissen eingeordnet. Diese Produkte ,bestehen aus Pflanzenteilen, die nicht vom
Teestrauch stammen und die dazu bestimmt sind, in der Art wie Tee verwendet zu

werden“ [1].

Zusatzlich sind seit dem Jahr 2007 C. incanus Produkte, die fir den menschlichen
Verzehr vorgesehen sind, nach Verordnung (EG) Nr. 258/97 Uber neuartige Lebensmittel
und neuartige Lebensmittelzutaten [2] als Novel Food eingestuft [3]. Der Grund hierfir ist,
dass diese Produkte vor dem 15. Mai 1997 innerhalb der Europaischen Gemeinschaft
nicht in ,nennenswertem Umfang flir den menschlichen Verzehr verwendet wurden® [2].
C. incanus Erzeugnisse mussen daher erneut zugelassen werden, um innerhalb der EU
verkehrsfahig zu werden. Bei diesem Zulassungsverfahren handelt es sich um einen
meist langwierigen und kostenintensiven Prozess. Hierbei miussen Nachweise erbracht
werden, die bestdtigen, dass entweder keine gesundheitlichen Risiken durch nicht
geklarte pharmakologische Wirkungen vorliegen oder tatsachlich eine signifikante,
traditionelle Verwendung als Lebensmittel besteht. Diesbezlglich existieren einige
Quellen, nach denen C. incanus traditionell als Heilpflanze vor dem Jahr 1997 eingesetzt
wurde (BARRAJON-CATALAN et al. 2011, PETEREIT 1992). Dennoch stieR die aktuelle
Einstufung als Novel Food teilweise auf Unverstandnis bei Herstellern und langjahrigen

Konsumenten von C. incanus Erzeugnissen.
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2.2 Sekundare Pflanzenstoffe

Neben Produkten des Primarstoffwechsels - Kohlenhydrate, Proteine und Fette —
produzieren Pflanzen eine grolde Anzahl weiterer, chemisch diverser Verbindungen. Diese
Substanzen werden allgemein als sekundare Pflanzenstoffe bezeichnet. Eine scharfe
Abgrenzung zwischen primaren und sekundaren Pflanzenstoffen lasst sich allerdings
nicht ziehen. Weiterhin stellt die Bezeichnung ,sekundar hierbei keine Wertung dar. Der
Begriff sekundarer Pflanzenstoff soll vielmehr zum Ausdruck bringen, dass diese
Verbindungen nicht im Zellplasma jeder Pflanze zu finden sind, sondern jeweils
charakteristisch fur bestimmte Arten, Gattungen oder Familien sind. Die Funktionen
sekundarer Pflanzenstoffe innerhalb der Pflanze sind sehr vielfaltig. Es sind bisher u.a.
Abwehrfunktionen gegen Mikroorganismen, Schutz gegen Tierfra3, Anlockung von
Insekten zur Bestaubung sowie allelopathische Wirkungen zur Unterdriickung artfremder
Pflanzen an einem Standort bekannt (NuLTSCH 2001). Zu den sekundaren
Pflanzenstoffen zahlen Carotinoide, Phytosterine, Saponine, Glucosinolate, phenolische
Substanzen (haufig auch als Polyphenole bezeichnet), Proteaseinhibitoren, Terpene,
Phytoostrogene, Sulfide und Phytinsduren. Diese Substanzgruppen gliedern sich
wiederum in weitere Untergruppen auf (WATZL und LEITZMANN 2005).

2.2.1 Phenolische Substanzen

Unter dem Begriff phenolische Substanzen werden allgemein Substanzen
zusammengefasst, die auf der Struktur des Phenols basieren. Insgesamt kénnen diese
Verbindungen in sieben Untergruppen unterteilt werden: einfache Phenole,
Hydroxybenzoesauren, Hydroxyzimtsduren, Cumarine, Flavonoide, Lignane und Lignine
(WATZL und LEITZMANN 2005). Die Konzentration dieser phenolischen Substanzen in
pflanzlichen Lebensmitteln hangt u.a. stark von der jeweiligen Pflanzenart, Klima und
Reifegrad ab (BELITZ et al. 2008).

In der vorliegenden Arbeit liegt der analytische Schwerpunkt bei den phenolischen
Substanzen und hier insbesondere bei der Gruppe der Flavonoide (Cg-C3-Ce-
Grundgerust) sowie den  Hydroxybenzoesduren  (Cs-C4-Grundgerist),  bzw.
Hydroxyzimtsauren (C¢-Cs-Grundgerust). Diese stellen nach SCALBERT et al. (2005) die
Hauptklassen der phenolischen Verbindungen dar und werden nachfolgend kurz
beschrieben. Weiterhin werden die Grundlagen und Analytik zu Lignin, das ebenfalls
einen sekundaren Pflanzenstoff aus der Gruppe der phenolischen Substanzen darstellt,

nachfolgend in Kapitel 2.3, Holzstoffe und Gerustsubstanzen, behandelt.
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2.2.1.1 Flavonoide

Historisch wurden phenolische Substanzen erstmals in den 1930er Jahren bekannt. Zu
dieser Zeit wurden gelbe flavonoide Pflanzenfarbstoffe (lateinisch: flavus = gelb), hierunter
vor allem die Flavone und Flavonole, zunachst als Vitamin P bezeichnet. Dieser Begriff
resultierte aus Studien von RUSzZNYAK und SzENT-GYORGYI (1936), in denen flr diese
Substanzen eine verbesserte vaskulare Permeabilitdt beobachtet wurde. Das ,P“ in
Vitamin P stand hier falschlicherweise flir Permeabilitdt. Flavonoide tragen weiterhin
allgemein zu Farbe und Geschmack von Obst bei (BELITZ et al. 2008) und sind fur die
gelben, orangen sowie roten Farbnuancen in blihenden Pflanzen verantwortlich (PIETTA
2003).

Chemisch betrachtet stellen Flavonoide Derivate des Benz-y-Pyrons dar und sind in
verschiedenen Strukturvarianten ubiquitér in Pflanzen enthalten (EBERMANN und ELMADFA
2008). Die chemische Basisstruktur der Flavonoide ist das Flavan. Dieses besteht aus 15
Kohlenstoffatomen, die in drei Ringen (A, C und B) angeordnet sind. Die Ringe bilden das
Ces-C3-Ce-Grundgertst (STALIKAS 2007). In Abbildung 2.2 ist die Grundstruktur der

Flavonoide dargestellt.

Abb. 2.2 Grundstruktur der Flavonoide nach CROZIER et al. (2009).

Die Gruppe der Flavonoide umfasst bisher tber 8000 Verbindungen mit zunehmender
Tendenz. Die Ursache hierfir liegt in der grolten strukturellen Bandbreite der
Substanzklasse. Diese resultiert hauptsachlich aus den unterschiedlichen
Hydroxylierungs-, Methoxylierungs-, Glycosylierungs- sowie Acylierungsmuster des
Flavangrundgerustes (PIETTA 2003). Weiterhin sind der Redoxstatus des y-Pyronringes
(EBERMANN und ELMADFA 2008) sowie die funktionellen Gruppen am C-Ring (D ARCHIVIO
et al. 2007) entscheidend fur die Einteilung dieser Verbindungen. Flavonoide werden
allgemein in sechs Unterklassen eingeteilt. In Abbildung 2.3 ist diese Einteilung in
Flavanole, Anthocyanidine, Flavanone, Flavone, Flavonole und Isoflavone anhand deren

Grundstrukturen veranschaulicht.
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Abb. 2.3 Unterklassen der Flavonoide nach BELITzZ et al. (2008). R: H, OH oder
OCHs; X°: Gegenanionen.

Die Unterklasse der Flavanole, haufig als Catechine bezeichnet, ist vorwiegend in Blattern
enthalten und tragt insbesondere zum adstringierenden Geschmack von pflanzlichen
Lebensmitteln bei. Diese Substanzen besitzen zwei asymmetrisch substituierte
Kohlenstoffatome und kénnen somit als diastereomere 5,7,3°,4"-Tetrahydroxyflavanole,
Catechin und Epicatechin, vorliegen. Durch eine dritte Hydroxylgruppe an Ring B resultiert
weiterhin das 5,7,3",4°,5"-Pentahydroxyflavanol Gallocatechin, bzw. entsprechend
Epigallocatechin. In Abbildung 2.4 sind die nach BELITZ et al. (2008) mdglichen

Konfigurationen der diastereomeren 5,7,3",4 -Tetrahydroxyflavanole dargestellt.
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(2R,3S8)-5,7,3",4 -Tetrahydroxyflavanol (2S,3S)-5,7,3",4"-Tetrahydroxyflavanol
Catechin Epicatechin

Abb. 2.4 C-Ring-Konfigurationen der 5,7,3",4"-Tetrahydroxyflavanole nach BELITz et
al. (2008).

Die Biosynthese der Flavonoide erfolgt Gber den Shikimatsyntheseweg, aus welchem der
B-Ring des Grundgeristes resultiert. Uber den Acetat-Malonat-Weg entsteht der A-Ring
(Ross et al. 2002). Durch einen NADPH-Mangel wahrend der Synthese der 5,7,3",4'-
Tetrahydroxyflavanole kdénnen weiterhin Dimere oder Oligomere aus Flavanolen
entstehen. Diese werden dann als Proanthocyanidine oder Leukoanthocyanidine (farblose
Vorstufe der Anthocyanidine) bezeichnet und zahlen allgemein zu den kondensierten
Gerbstoffen (BELITZ et al. 2008).

Weiterhin sind Anthocyanidine hauptsachlich in Obst, Gemuse und zahlreichen Bliten
vorhanden (EBERMANN und ELMADFA 2008). Zu diesen rot, blau oder violett gefarbten
Benzopyrylium- oder Flavyliumsalzen zéhlen nach BELITZ et al. (2008) u.a. Pelargonidin
(3,5,7,4 -Tetrahydroxyflavylium),  Cyanidin  (3,4,5,7,3"-Pentahydroxyflavylium)  und
Delphinidin (3,5,7,3",4",5"-Hexahydroxyflavylium). Die Anthocyanidine (Aglycone) liegen
naturlicherweise als Glycoside (Anthocyane) vor. Etwa 70 Verbindungen dieser
Substanzklasse sind bekannt. Bezlglich der Farbe, bzw. der UV-Absorption, bewirkt eine
zunehmende  Hydroxylierung  des Flavangrundgeristes eine  hypsochrome
Absorptionsverschiebung  (Blauverschiebung). Aus einer Glycosylierung oder
Methylierung resultiert hingegen eine barthochrome Verschiebung (Rotverschiebung).
Weiterhin hat der pH-Wert des jeweils umgegeben Mediums einen starken Einfluss auf
die Farbe der Anthocyanidine. Diese Substanzen kénnen in Abhangigkeit des pH-Wertes
als Flavyliumkation (pH <1, rot), Chromenol (pH 4-5, farblos), chinoide Anhydrobase
(pH 6-7, purpur), ionische Anhydrobase (pH 7-8, tiefblau) oder als Chalkon (pH 28, gelb)
vorliegen. Zusatzlich resultieren aus einer Komplexierung von mehrwertigen Metallionen,
z.B. AP* oder Fe*, aus dem zuvor genannten Chalkon tiefblau gefirbte Verbindungen
(BELITZ et al. 2008).
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Die Unterklasse der Flavanone, haufig auch als Dihydroflavone bezeichnet, ist
vorwiegend in Zitrusfrichten enthalten (EBERMANN und ELMADFA 2008). Zu diesen
Verbindungen zahlen nach BELITzZ et al. (2008) wu.a. Naringenin (5,7,4"-
Trihydroxyflavanon) und Hesperetin (5,7,3"-Trihydroxy-4 "-methoxflavanon). Verschiedene
Glycoside dieser Substanzen sind als Bitterstoffe in Zitrusfriichten bekannt. Durch
Ringdffnung entstehen Chalkone sowie durch anschlieRende Hydrierung Dihydrochalkone
mit stiRem Geschmack (bis zu 20-fach sufier als Saccharin), die auch industriell als
SiRstoffe eingesetzt werden (BELITZ et al. 2008).

Weiterhin ist die ebenfalls in Abbildung 2.3 dargestellte Unterklasse der Flavone haufig in
Doldenblitlern (Apiaceae) und als Bestandteil von weilen Bliten (EBERMANN und
ELMADFA 2008) sowie in heimischen Obstsorten enthalten. Diese phenolischen
Substanzen liegen meist als 3-Glycoside, aber zum Teil auch als 7-Glycoside vor.
Typische Vertreter dieser Unterklasse der Flavonoide sind Apigenin (5,7,4'-
Trihydroxyflavon) und Luteolin (5,7,3",4"-Tetrahydroxyflavon) (BELITZ et al. 2008).

Phenolische Substanzen aus der Unterklasse der Flavonole sind ubiquitar in allen
Pflanzenorganen enthalten. Vertreter dieser Verbindungen sind u.a. Kampferol (5,7,4"-
Trihydroxyflavonol) Quercetin (5,7,3",4"-Tetrahydroxyflavonol), Myricetin (5,7,3",4°,5"-
Pentadroxyflavonol) (EBERMANN und ELMADFA 2008). Dabei ist insbesondere Quercetin
ein hochwirksames Antioxidans (BELITZ et al. 2008).

Die ebenfalls zu den Flavonoiden zahlenden Isoflavone sind hauptsachlich in
Leguminosen (Fabaceae) enthalten (EBERMANN und ELMADFA 2008). Innerhalb der
menschlichen Ernahrung spielen diese Verbindungen vorwiegend in Sojaprodukten eine
Rolle. Typische Vertreter dieser phenolischen Substanzen sind Daidzein (7,4'-

Dihydroxyisoflavon) und Genistein (5,7,4"-Trihydroxyisoflavon).

Flavonoide liegen weiterhin Uberwiegend als Glycoside in Pflanzen vor. Durch eine
glycosidische Bindung an Zucker steigt allgemein die Wasserldslichkeit der sonst eher
hydrophoben Flavonoide im pflanzlichen Zellsaft. Bei Flavonoidglycosiden handelt es sich
fast ausschlieBlich um O-Glycoside. Diese koénnen sowohl enzymatisch durch
B-Glycosidasen, als auch chemisch durch Sauren gespalten werden. Weitaus seltener ist
das glycosidische Kohlenstoffatom des Zuckerrestes kovalent mit einem Kohlenstoffatom
des Flavangrundgerustes verbunden. Dies wird als C-Glycosid bezeichnet (EBERMANN
und ELMADFA 2008). Nach WILLIAMS und HARBORNE (1994) handelt es sich bei den

glycosidisch gebundenen Zuckern um eine Vielzahl verschiedener Mono-, Di-, Tri- und
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Tetrasaccharide. Nach DE RIJKE et al. (2006) umfassen diese vorwiegend Glucose,
Galactose, Xylose oder Rhamnose. Aus der groflen Bandbreite verschiedener
Glycosylierungsmuster resultieren allein fir die Flavonole ungefdhr 900 verschiedene
Glycoside. Die Zucker sind dabei meist nicht an mehr als zwei Hydroxylgruppen des
Flavonoidkernes gebunden, wobei die Bindung an den Hydroxylgruppen in Ring A und C
an Position 3 und/oder 7 erfolgt (WILLIAMS und HARBORNE 1994). Der B-Ring ist zusatzlich
haufig an Position 3’, 4’ oder 5’ bzw. auch an mehreren Positionen glycosyliert (Ross et
al. 2002). Neben den zuvor beschriebenen Glycosylierungen sind zusatzlich Acylierungen
von Flavonoiden bekannt. Diese Modifikationen des Flavonoidgrundgertstes erhéhen die
Absorption von UV-B-Strahlung (FISCHBACH et al. 1999).

2.2.1.2 Phenolsduren

Eine weitere Untergruppe der phenolischen Substanzen stellen neben den beschriebenen
Flavonoiden die Phenolsauren dar. Als Phenolsauren werden die hydroxylierten Derivate
der Benzoesauren (Hydroxybenzoesauren) und Zimtsauren (Hydroxyzimtsauren)
verstanden (MATTILA und KUMPULAINEN 2002). Die Biosynthese der Phenolsduren erfolgt
ausgehend von L-Phenylalanin, einem Produkt des Shikimatsyntheseweges. Innerhalb
des anschlieRenden Phenylpropanoidweges erfolgen eine Desaminierung der
Aminosaure sowie mehrere Hydroxylierungsschritte (ROBBINS 2003). Die Grundstrukturen

der Hydroxybenzoesauren und Hydroxyzimtsauren sind in Abbildung 2.5 dargestellt.

R R OH
) /
R R o
HO
Hydroxybenzoesaure Hydroxyzimtsaure

Abb. 2.5 Grundstrukturen der Phenolsduren nach BELITZ et al. (2008). R: H, OH
oder OCHs.

Aus der Gruppe der Hydroxybenzoesauren kommen in Pflanzen vor allem Salicylsaure (2-
Hydroxybenzoesaure), Gentisinsaure (2,4-Dihydroxybenzoesaure), Protochatechusaure
(3,4-Dihydroxybenzoesaure), Gallussaure (3,4,5-Trihydroxybenzoesaure), Vanillinsaure
(3-Methoxy-4-hydroxybenzoesaure) und Ellagsaure vor (BELITZ et al. 2008). Dabei liegen
die genannten Verbindungen in Pflanzen Uberwiegend als Konjugate vor, sind jedoch

auch in einigen Frichten oder als Folge industrieller Verarbeitungsschritte in freier Form
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enthalten (TOMAS-BARBERAN und CLIFFORD 2000). Daruber hinaus stellt Gallussaure ein
strukturelles Grundgerust hydrolysierbarer Tannine (CROZIER et al. 2009) dar. Das dimere
Kondensationsprodukt aus zwei Gallussauremolekulen wird als Hexahydroxydiphensaure
bezeichnet (MATTILA und KUMPULAINEN 2002). Weiterhin stellt Ellagsadure das Dilacton der
Hexahydroxydiphensaure dar. In héheren Konzentrationen ist Ellagsaure vor allem in
Erdbeeren, Himbeeren und Brombeeren enthalten (BELITZ et al. 2008). Die Struktur dieser
Substanz ist Abbildung 2.6 dargestellt. Neben Gallussduredimeren sind u.a. auch
entsprechende Trimere (Tergallussauren) und das Tetramer (Gallagsaure) bekannt
(ToMAS-BARBERAN und CLIFFORD 2000).

(0] OH

HO o

Abb. 2.6 Struktur der Ellagsaure nach BELITz et al. (2008).

Weiterhin sind nach BELITz et al. (2008) in pflanzlichen Produkten aus der Gruppe der
Hydroxyzimtsauren vor allem p-Cumarsaure (4-Hydroxyzimtsaure), Ferulasaure
(4-Hydroxy-3-methoxyzimtsaure), Kaffeesaure (3,4-Dihydroxyzimtsaure) und
Sinapinsaure (4-Hydroxy-3,5-dimethoxyzimtsaure) verbreitet. Im Pflanzenreich kommen
insbesondere deren Ester mit D-Chinasdure und D-Glucose vor. Chinasaure weist dabei
aufgrund von vier Hydroxylgruppen verschiedene Verknipfungsmaéglichkeiten auf, wobei
die 3- und 5-lsomere die Haufigsten sind. So liegen in pflanzlichem Material meist
Neochlorogenséaure (3-Caffeoylchinasaure), Kryptochlorogensaure (4-Caffeoylchinasaure)

und Chlorogensaure (5-Caffeoylchinasaure) vor.

2.2.1.3 Tannine

Eine weitere Gruppe phenolischer Substanzen stellen die Tannine dar. Diese weisen
einen oligo- oder polymeren Charakter und Molekulargewichte von 3000 bis 30000 g/mol
auf. Tannine werden allgemein auch als Gerbstoffe bezeichnet (BELITZ et al. 2008) und

kénnen Proteine sowie polymere Kohlenhydrate komplexieren. Basierend auf der
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chemischen Struktur der monomeren Bausteine werden Tannine in vier Gruppen

unterteilt.

Die erste Gruppe umfasst die bereits beschriebenen Proanthocyanidine, die auch als
kondensierte Tannine bezeichnet werden. Diese sind aus Flavanolmonomeren

aufgebaute oligo- oder polymere Tannine.

Die zweite Gruppe stellen die hydrolysierbaren Tannine dar, die durch Saureeinwirkung
hydrolysiert werden. Diese Verbindungen liegen als diverse Polyhydroxyverbindungen
vor, z.B. als Zucker verestert mit einer Phenolsaure (SERRANO et al. 2009). Sowohl
einfache Ester mit verschiedenen Hydroxykomponenten, wie z.B. [B-D-Glucogallin,
Theogallin und den Flavan-3-ol-gallaten, als auch komplexe Polyester mit D-Glucose sind
innerhalb dieser Gruppe bekannt (BELITzZ et al. 2008). Handelt es sich bei der
Phenolsaure um Gallussaure, so wird die Verbindung als Gallotannin bezeichnet. Liegt
hingegen eine Veresterung mit Hexahydroxydiphensaure (HHDP) vor, so wird diese
Verbindung als  Ellagitannin  bezeichnet. @ Auch  gemischte  Ester  von
Polyhydroxyverbindungen mit Gallussaure und HHDP kommen in der Natur vor. Weiterhin
sind neben Gallussaure als Acylrest auch intermolekulare Gallussaureester (Depside) und

Gallussaureether (Depsidone) bekannt.

Die dritte Gruppe der Tannine, bestehend aus Polymeren des 1,3,5-Trihydroxybenzols,
wird als Phlorotannine bezeichnet. Die monomeren Untereinheiten sind in diesem Fall

Uber Arylbindungen verknipft.

Als vierte Gruppe werden gemischte Polymere aus den Strukturelementen der Tannine

und anderer Makromolekile beschrieben (SERRANO et al. 2009).

Die vollstandige Biosyntheseweg der Tannine ist noch nicht aufgeklart (GAGNE et al.
2010). Es wird jedoch davon ausgegangen, dass zunachst die monomeren Bausteine
synthetisiert werden und diese erst anschlieRend verknupft werden (LIEBEREI et al. 2007).
Insgesamt tragen Tannine, ahnlich wie die Flavanole, durch adstringierende
Eigenschaften entscheidend zum Geschmack pflanzlicher Lebensmittel bei (BELITZ et al.
2008). Die vollstandige Aufklarung der Tanninbiosynthese ist daher ein wichtiger

Forschungsansatz zur Beeinflussung der Sensorik pflanzlicher Lebensmittel.
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2.2.1.4 Stabilitiaten phenolischer Substanzen wahrend der Lebensmittelverarbeitung

und -zubereitung

Das Profil und insbesondere die Konzentration phenolischer Inhaltstoffe kbnnen durch die
Verarbeitung eines Lebensmittels stark variieren. So ist z.B. bekannt, dass phenolische
Substanzen wahrend der Lebensmittelprozessierung Metallkomplexe bilden kdnnen, was
zu Verfarbungen fihrt. DarlUber hinaus kdénnen durch Komplexierung von Proteinen
Tribungen verursacht werden (BELITZ et al. 2008). Wahrend der Lebensmittel-
verarbeitung treten auferdem auch haufig enzymatische Braunungsreaktionen auf.
Hierflr sind phenolische Verbindungen, vor allem Flavonoide, sowie Metallenzyme die
Voraussetzung. Zu den Metallenzymen zahlen in diesem Zusammenhang die
Phenoloxidasen und die Peroxidasen (EBERMANN und ELMADFA 2008).

Neben der enzymatischen Oxidation kann auch eine Autoxidation phenolischer
Substanzen wahrend der Lebensmittelverarbeitung auftreten. Diese ist insbesondere flr
die Gruppe der Flavanole beschrieben (HATHWAY und SEAKINS 1955) und lauft verstarkt in
wassrigem Medium bei alkalischem pH-Wert ab (OszMmIANSKI et al. 1996). Zu den
Autoxidationsprodukten der Flavanole zahlen u.a. die Dehydrodicatechine. Diese sind
strukturell verwandt mit den natirlich vorkommenden B-Typ Procyanidinen (dimere
Flavan-3-ole). Allerdings unterscheiden sich die Bindungsmuster zwischen den
monomeren Untereinheiten (HE et al. 2009). Die Untereinheiten der B-Typ Procyanidine
sind Uber C-C-Interflavanbindungen zwischen den Positionen 4 und 8 oder 4 und 6
verknupft (SUN und MILLER 2003). Die Autoxidationsdimere dagegen liegen entweder als
A-Typ- (gelb gefarbt) oder B-Typ-Dehydrodicatechine (farblos) vor (HE et al. 2009).
Letztere sind zwischen den Positionen 6°'und 8 oder 6’'und 6 Uber eine C-C Bindung
verknupft (SUN und MILLER 2003). Die A-Typ Dehydrodicatechine besitzen weiterhin eine
zusatzliche C-O-C-Verknupfung (HE et al. 2009). In Abbildung 2.7 sind exemplarisch die
Strukturen von Dehydrodicatechin B4, und Dehydrodicatechin A dargestellt.

Neben Oxidationsreaktionen sind thermische Einfliisse auf die Stabilitdt phenolischer
Substanzen bekannt. So sind in der Literatur beispielsweise thermisch induzierte
Epimerisierungen von Flavanolen, z.B. eine Reaktion von Catechin zu Epicatechin, in
wassrigen Losungen beschrieben (COURBAT et al. 1977, SETO et al. 1997, WANG et al.
2000). Weiterhin zeigen zahlreiche Studien eine thermische Zersetzung phenolischer
Substanzen innerhalb des Zubereitungsprozesses von Lebensmitteln. So wurden in
gekochtem Gemdlse signifikant niedrigere Flavonoidkonzentrationen im Vergleich zum

ungekochten Pflanzenmaterial gemessen (CROZIER et al. 1997).
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OH
OH
OH
HO o \\\\\\
OH
HO OH o \\\\\\
OH
'”’,///OH
OH Dehydrodicatechin B,
OH
OH
\\\\\\\
OH
OH Dehydrodicatechin A
Abb. 2.7 Auswahl dimerer Flavanolautoxidationsprodukte nach SuUN und MILLER

(2003) und HE et al. (2009).

Anhnliche Ergebnisse wurden auch durch ROHN et al. (2007) fir gerdstete
Flavonoidglycoside aus der Zwiebel beschrieben. Dabei konnten verschiedene
Abbauprodukte des Flavonols Quercetin detektiert werden. Dies wird auch durch die
Daten von BUCHNER et al. (2006) belegt, die ebenfalls eine Degradation sowie
Strukturveranderungen der Flavonole Rutin und Quercetin in Verbindung mit reduzierten
antioxidativen Kapazitaten nach thermischer Behandlung in einem wassrigen Medium

zeigten.

Weitere Untersuchungen zur Stabilitdt phenolischer Substanzen wahrend einer
Verarbeitung von Lebensmitteln wurden u.a. von BIESAGA und PYRZYNSKA (2012)
durchgefluihrt. Hierbei wurde beobachtet, dass Flavonoidglycoside in Honig eine héhere
Stabilitdt bei Ultraschall- und Mikrowellenextraktion aufwiesen, als deren Aglycone.

Zusatzlich kann auch der pH-Wert einen entscheidenden Einfluss auf die Stabilitat
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phenolischer Substanzen haben. FRIEDMAN und JURGENS (2000) beobachteten hierbei

substanzabhangige Unterschiede bei basischem pH-Wert des umgebenden Mediums.

Daruber hinaus kénnen insbesondere innerhalb der Teezubereitung die verwendeten
Zubereitungsparameter, z.B. Temperatur, Kochzeit, Kochwasser die Extrahierbarkeit und
Stabilitdt phenolischer Substanzen beeinflussen. Durch den Kochprozess kann es hier zu
einer Komplexbildung der phenolischen Inhaltsstoffe kommen. Hierbei handelt es sich um
die Bildung einer sogenannten Tea Cream (JOBSTL et al. 2005). Unter dem Begriff
Tea Cream wird ein unerwinschtes Prazipitat verstanden, das beim Abkuhlen von Tee,
durch Interaktionen der phenolischen Inhaltsstoffe, meist in Verbindung mit Coffein,
entsteht (ROBERTS 1963, COLLIER et al. 1972, RUTTER und STAINSBY 1975, D'AMELIO et
al. 2009). Es resultieren hieraus sowohl homogene, als auch heterogene Komplexe
phenolischer Substanzen (JOBSTL et al. 2005). Diese Komplexe liegen nach PENDERS et
al. (1998) als kleine kugelférmige Tropfchen vor. Die Tea Cream gilt aufgrund des
Ausflockungseffektes in Verbindung mit Farb- und Geschmacksanderungen des Tees
allgemein als unerwinscht (YIN et al. 2009). Zusatzlich sinken die Konzentrationen
phenolischer Substanzen im Tee (JOBSTL et al. 2005) und damit auch potentielle positive
Effekte auf die Gesundheit. Ein weiteres Erscheinungsbild der Tea Cream ist die Bildung
eines 06lig aussehenden Filmes aus komplexierten phenolischen Inhaltsstoffen auf der
Oberflache des Tees (TANIZAWA et al. 2007). Bereits bekannte Einflussfaktoren der
Tea Cream Bildung sind u.a. das Volumenverhaltnis zwischen Kochwasser und Teekraut,
die hieraus resultierende Konzentration phenolischer Substanzen im Tee, sowie
Kochtemperatur und pH-Wert des Kochwassers (CHAO und CHIANG 1999). Weiterhin sind
die im Kochwasser enthaltenen lonen, insbesondere Calciumionen, an der Tea Cream
Bildung beteiligt (JOBSTL et al. 2005). Auch sind substanzspezifische Einflisse auf die
Tea Cream Bildung beschrieben. Nach LIANG et al. (2002) tragen Gallocatechine starker
zu einer Prazipitation bei als Catechine. Dies ist vermutlich auf eine unterschiedliche
Anzahl an Hydroxylgruppen zurtckzufuihren. Die Anzahl moglicher Wasserstoffbriicken-
bindungen innerhalb der Komplexierungsreaktionen hangt dabei von der Anzahl dieser
funktionellen Gruppen ab. Aber auch groRe phenolische Substanzen mit einem hohen
Molekulargewicht tragen verstarkt zu einer Tea Cream Bildung bei (JOBSTL et al. 2005).
Weiterhin wird neben der Teekonzentration vermutet, dass die Loslichkeit der
phenolischen Inhaltsstoffe maRgeblich daflr verantwortlich ist, welche Substanzen beim
Abklihlen des Tees komplexieren und prazipitieren (JOBSTL et al. 2005). Das Phanomen
der Tea Cream Bildung ist insbesondere bei der industriellen Herstellung von
sogenannten  Ready-to-Drink-Tees, wie z.B. Eistee, problematisch.  Der

Herstellungsprozess dieser Tees umfasst ein Abklhlen des heil’en Teeaufgusses sowie
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eine kihle Lagerung uber langere Zeitrdume. Diese Prozessfiuhrung férdert eine
Tea Cream Bildung. Durch eine Verringerung der Konzentrationen phenolischer
Inhaltsstoffe kénnte deren Prazipitation und die damit verbundenen unerwinschten
Effekte zwar verringert werden, gleichzeitig wurden aber auch die gesundheitsfordernden
Eigenschaften der Tees hierdurch abnehmen. Nach JOBSTL et al. (2005) kdénnen
Hersteller die Tea Cream Bildung durch Zuckerzusatz wahrend der Teeherstellung, z.B.
vor der Fermentation, reduzieren. Hierdurch werden Glycosylierungen phenolischer

Substanzen begunstigt und deren Loéslichkeit im Tee gesteigert.

2.2.1.5 Bioverfiigbarkeit phenolischer Substanzen

Nach FORBES und ERDMAN (1983) wird der Begriff der Bioverfugbarkeit definiert als Anteil
eines Nahrstoffes, der Uber physiologische Stoffwechselwege verdaut, resorbiert und

metabolisiert wird.

Mit Blick auf die Zufuhr phenolischer Substanzen innerhalb der menschlichen Ernahrung
sind Obst, Gemuse und Getranke wie Tee oder Rotwein die Hauptzufuhrquellen. Dabei
kann der Verzehr dieser Lebensmittel erheblich zwischen verschiedenen Landern
variieren (AHERNE und O’'BRIEN 2002). Die geschatzte tagliche Aufnahme phenolischer
Substanzen reicht von 20 mg/d bis zu 1 g/d (RICE-EVANS et al. 1996). Allgemein gilt es bei
den Angaben der Zufuhrmengen zu beachten, dass diese teilweise auf
Gehaltsbestimmungen einzelner Flavonoide beruhen. Damit kann haufig von einer
Unterschatzung der tatsachlichen Gesamtflavonoidzufuhr ausgegangen werden (AHERNE
und O'BRIEN 2002).

Allgemein existieren im menschlichen Korper, im Gegensatz zur Resorption und
Metabolisierung von Vitaminen, keine spezifischen Mechanismen fir eine Metabolisierung
von sekundaren Pflanzenstoffen. Diese Substanzen werden &ahnlich wie Xenobiotika
verstoffwechselt und ausgeschieden (CROZIER et al. 2009). Nachdem zahlreiche Studien
eine Absorption von phenolischen Substanzen zeigten, ist die genaue Resorption im
menschlichen Verdauungstrakt bis heute nicht vollstandig geklart. Hierbei ist eine
bedeutende Frage, ob Flavonoide als Aglycone, als Glycoside oder ob beide der
genannten Verbindungklassen absorbiert werden (AHERNE und O’BRIEN 2002). So
werden beispielsweise nach HOLLMAN et al. (1995) signifikante Mengen an Quercetin als
Aglycon und in glucosidischer Form absorbiert. WALLE et al. (2000) hingegen zeigten,
dass Quercetin-4’-O-glucosid und  Quercetin-3,4"-O-diglucosid  effektiv.  durch

B-Glucosidasen im Didnndarm hydrolysiert und anschlielend gréfRtenteils absorbiert
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werden. Fur die Hydrolyse der Flavonoidglycoside ist vermutlich die Lactase-Phlorizin-
Hydrolase, eine 1-B-Glycosidase, in der Buirstensaummembran des Dinndarms
verantwortlich (DAY et al. 2000). Weiterhin spielt nach OLTHOF et al. (2000) die Position
der Bindung des Glucoserestes an Quercetin keine Rolle fir eine Absorption von
Quercetinglucosiden. Da Flavonoidaglycone eher hydrophob sind, kdnnen diese
moglicherweise mittels passiver Diffusion durch die Biomembranen im Darm transportiert
werden. Durch eine Glycosylierung steigt allerdings die Hydrophilie der Flavonoide, was
die Wahrscheinlichkeit flir einen passiven Transportmechanismus verringert.
Moglicherweise spielt daher fur den Transport glycosidischer Verbindungen durch die
Dinndarmzellwand der SGLT (Sodium Dependent Glucose Transporter) eine Rolle
(HOLLMAN et al. 1995). Nach erfolgter Absorption werden Flavonoide an Albumin
gebunden Uber die Pfortader zur Leber transportiert (MANACH et al. 1996). Zudem
unterlaufen Flavonoide und deren Derivate Metabolisierungsreaktionen, wie
Hydroxylierung, Methylierung und Reduktion (AHERNE und O’BRIEN 2002). So erfolgt
beispielsweise der an Albumin gekoppelte Transport von Quercetin im Blut in
3 -methylierter und in mit Glucuronsaure sowie mit Sulfat konjugierter Form (MANACH et
al. 1998). Nach KUHNLE et al. (2000) sind im Flavonoidmetabolismus insbesondere
Glucuronidierungen, O-Methylierungen an 3°- und 4’-Position sowie O-Methyl-
Glucuronidierungen unter Einwirkung von Catechol-O-Methyltransferasen im Dinndarm
bedeutend. Die resultierenden Metabolite und Konjungate gelangen anschlieffend in die
Pfortader. In den Microsomen der Leber sind weitere Glucuronidierungen von
Flavonoiden (YILMAZER et al. 2001) mittels UDP-Glucuronosyltransferase (UGT-1A9)
moglich (OLIVEIRA und WATSON 2000). Innerhalb des Flavonoidmetabolismus ist zudem
die instestinale Microflora beteiligt. Hier sind u.a. Hydrolysierungen von
Flavonoidglycosiden (BOKKENHEUSER et al. 1987) sowie Spaltungen des C-Rings
zwischen C-Atom 3 und 4 der Aglycone durch bakterielle Enzyme bekannt (WINTER et al.
1989). Als Enzyme fur die Hydrolyse wurden a-Rhamnosidasen, B-Glucosidasen sowie
B-Galactosidasen beschrieben (BOKKENHEUSER et al. 1987). Die aus der mikrobiellen
Verstoffwechselung der Flavonoide resultierenden Bruchstlicke der Flavonoide werden
zum Teil absorbiert. Die Exkretion phenolischer Substanzen erfolgt in der Regel nach

erfolgter Konjugation mit Glucuronsaure Uber die Niere (EBERMANN und ELMADFA 2008).

Ahnlich wie zuvor fiir die Flavonoide beschrieben, hangt auch bei den Phenolsauren die
Verstoffwechselung von der Konjugation dieser Substanzen ab. Insgesamt ist die
Bioverfugbarkeit von unveresterten Phenolsduren hoch. Diese kdnnen im Dunndarm
schnell und ohne vorausgehende Hydrolyse resorbiert werden. Allerdings liegen

Phenolsauren vorwiegend in veresterter Form vor, sodass aufgrund fehlender Esterasen
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im humanen Verdauungstrakt keine Resorption im Dunndarm erfolgt. Veresterte
Phenolsauren werden daher erst im Dickdarm durch Mikroorganismen hydrolysiert und
die entstehenden Metabolite anschliel3end resorbiert (D°’ARCHIVIO et al. 2007).

Auch bei den Tanninen hangt die Bioverfligbarkeit, wie auch zuvor bei den Flavonoiden
und den Phenolsduren, von deren Struktur ab. Die hydrolysierbaren Tannine werden
durch die Salzsaure im Magen gespalten. Die Resorption der resultierenden monomeren
Bausteine erfolgt anschlielend im oberen Dinndarm (SEERAM et al. 2006). Die
kondensierten Tannine hingegen sind im Magen nicht hydrolysierbar und werden daher
erst im Dickdarm durch Mikroorganismen zu Phenolsauren abgebaut. Letztere werden
anschlielend im Dickdarm resorbiert (MANACH et al. 2005). Mit zunehmendem
Polymerisierungsgrad eines Tannins sinkt jedoch die mikrobielle Metabolisierung im
Dickdarm. Hierdurch ist auch die allgemein geringe Bioverfligbarkeit komplexer Tannine
zu erklaren (GONTHIER et al. 2003).

2.2.1.6 Bioaktivitat und postulierte Wirkungen phenolischer Substanzen

Im Unterschied zur Gruppe der Vitamine sind sekundare Pflanzenstoffe, darunter auch die
phenolischen Substanzen, als tagliche Nahrungsbestandteile nicht essenziell fir die
menschliche Gesundheit (CROZIER et al. 2006). Phenolische Substanzen, insbesondere
die Flavonoide und Phenolsauren, sind jedoch die Hauptzufuhrquelle an Antioxidantien
innerhalb der Erndhrung des Menschen (SCALBERT et al. 2005). Da viele Erkrankungen
durch Oxidationsreaktionen initilert werden, darunter z.B. Krebs, kardiovaskulare
Erkrankungen, Osteoporose und andere altersbedingte degenerative Erkrankungen
(SCALBERT et al. 2005), kommt antioxidativ wirksamen Substanzen mdglicherweise eine
besondere Bedeutung beziglich Krankheitspravention zu (EBERMANN und ELMADFA
2008). Allgemein kénnen oxidative Schadigungen von Zellkomponenten, DNA, Proteinen
und Lipiden, die wahrend des Alterns zur Degeneration somatischer Zellen fiihren und
somit entscheidend an der Pathogenese degenerativer Erkrankungen beteiligt sind, durch
Antioxidantien verringert werden. Dabei kénnen phenolische Verbindungen direkt auf
ROS (Reactive Oxygen Species) einwirken, indem sie ein Elektron abgeben und ein
relativ stabiles Phenoxylradikal bilden. Dadurch wird ein Kettenabbruch der
Oxidationsreaktionen in den Zellen erzielt. Alternativ kdnnen phenolische Substanzen
auch das endogene Abwehrsystem stimulieren (SCALBERT et al. 2005). Fur den
Menschen ist zudem entscheidend, dass phenolische Substanzen nicht vom tierischen
und menschlichen Organismus synthetisiert werden kdnnen (EBERMANN und ELMADFA

2008), weshalb sich eine mafdvolle Aufnahme von sekundaren Pflanzenstoffen Gber einen
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langeren Zeitraum positiv auf die Inzidenz von zahlreichen Erkrankungen auszuwirken
scheint (CROZIER et al. 2006). Nach WATZL und LEITZMANN (2005) kdénnen phenolische
Substanzen allgemein antikanzerogene, antimikrobielle, antioxidative, antithrombotische,
immunmodulierende, entziindungshemmende, blutdruckregulatorische und blutglucose-

senkende Wirkungen erzielen.

In Hinblick auf das Erkrankungsrisiko kardiovaskularer Erkrankungen wurde durch
zahlreiche Tierstudien gezeigt, dass eine Aufnahme phenolischer Substanzen die
Ausbildung atheromatdser Lasionen verringert. Dabei beruhen diese Effekte auf einer
verminderten Aufnahme von oxidiertem LDL (Low Density Lipoprotein) durch
Macrophagen, einer insgesamt geringeren LDL-Oxidation, sowie auf einer geringeren
Anfalligkeit beziiglich einer LDL-Aggregation (SCALBERT et al. 2005). Teilweise konnten
auch durch phenolische Substanzen reduzierte Gesamtcholesterolspiegel (LEE et al.
1999), LDL-Spiegel und Triacylglycerolspiegel in Plasma (TEBIB et al. 1994) und Leber
(Bok et al. 1999) beschrieben werden. Weiterhin kénnen phenolische Substanzen
antithrombotisch wirken. So wurde bereits eine Inhibierung der Plattchenaggregation in
vitro belegt, allerdings liegt hierfir nur eine mangelhafte Evidenz bezlglich einer in vivo
Wirkung vor. Einen zusatzlichen Beitrag zur Arteriosklerosepravention liefern die
genannten Substanzen hierbei durch eine Verbesserung der endothelialen Dysfunktion in
der fruhen Phase der Pathogenese (SCALBERT et al. 2005). In einigen Kohortenstudien
konnte zudem eine inverse Korrelation zwischen einer Flavonol- und Flavanonzufuhr und
dem Risiko eines mortalen Herzinfarktes (KNEKT et al. 1996) sowie von nicht mortalen
Herzinfarkten (HIRVONEN et al. 2001, YOCHUM et al. 1999) gezeigt werden. Weiterhin
korreliert eine Catechinaufnahme maoglicherweise mit einem geringeren Risiko mortaler
koronarer Herzerkrankungen (ARTS et al. 2001). Zu beachten ist hierbei, dass Flavonole,
Flavone und Catechine nur einen Bruchteil aller phenolischen Substanzen darstellen.
Daher sind verlassliche Phenolprofile in Lebensmitteln flr weitere Studien zur
Abschatzung moglicher Korrelationen zwischen einer Aufnahme phenolischer Substanzen

und Erkrankungsrisiken essentiell (SCALBERT et al. 2005).

Neben der Pravention von Kkardiovaskularen Krankheiten wurden vor allem
antikanzerogene Effekte durch phenolische Substanzen in Tiermodellen nachgewiesen.
Dabei zeigten viele dieser Verbindungen, darunter Quercetin, Catechin, Isoflavone,
Lignane, Flavanone und Ellagsaure protektive Eigenschaften in Bezug auf das Krebsrisiko
(SCALBERT et al. 2005). Gleiches gilt im Allgemeinen auch fir die ubiquitar in Gemuise und
Frichten vorkommenden Phenolsauren, die ebenfalls aufgrund ihrer antioxidativen

Eigenschaften als protektive Faktoren gegen Krebs- und Herzkrankheiten gelten (MATTILA
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und KUMPULAINEN 2002; SAKAKIBARA et al. 2003; Zuo et al. 2002). Bezuglich einer
antikanzerogenen Wirkung von phenolischen Substanzen wurden verschiedene
Wirkungsmechanismen postuliert. So konnen phenolische Substanzen wu.a. als
blockierende Agenzien in der Initiationsphase einer Krebserkrankung wirken. Diese
beeinflussen innerhalb dieser Phase den Metabolismus der Prokarzinogene durch eine
Modulation der Expression von Cytochrom P450 Enzymen, die wiederrum an der
Aktivierung von Prokarzinogenen zu Karzinogenen beteiligt sind. Aber auch eine
effektivere Exkretion durch eine Konjugation der Karzinogene Uber eine gesteigerte
Expression von Phase-II-Enzymen wird diskutiert (SUSCHETET et al. 1998). Dieser
Mechanismus ist auf der eigenen Toxizitdt der phenolischen Substanzen begriindet.
Diese konnen potentiell toxische Chinone im menschlichen Koérper bilden. Somit sind
diese Substanzen allgemein Substrate der Phase-II-Enzyme (BAEZ et al. 1997). Eine
Aufnahme dieser Verbindungen aktiviert die genannten Enzyme und férdert so den
Xenobiotikastoffwechsel als Schutzmechanismus (TALALAY et al. 1988). Weiterhin kann
auch eine Stimulation der DNA-Reparaturmechanismen durch phenolische Substanzen
einer Bildung von Initiationszellen einer Krebserkrankung entgegenwirken (WEBSTER et al.
1996). Aber auch als modgliche Tumorsupressoragenzien koénnen phenolische
Verbindungen wirken, indem diese Bildung und Wachstum eines Tumors aus
Initiationszellen verhindern. Eine cytotoxische Wirkung auf diese Zellen konnte in vitro
gezeigt werden (AGULLO et al. 1996). Auch wurden bereits Effekte phenolischer
Substanzen auf verschiedene, mit Krebserkrankungen assoziierte, Signal-
transduktionswege (DONG et al. 1997, BARTHELMAN et al. 1998) und die
Onkogenexpression (LIN et al. 1997) in vitro belegt. Durch eine Ostrogene Wirkung
phenolischer Phytodstrogene (KUIPER et al. 1998) sind mdglicherweise auch protektive
Effekte von Genistein auf Brust- und Prostatakrebs in Tiermodellen zu erklaren
(LAMARTINIERE et al. 2002). Neben den genannten Mechanismen kdnnen phenolische
Verbindungen auch Apoptose induzieren und dadurch ebenfalls ein Tumorwachstum
verringern. Bei allen genannten antikanzerogenen Effekten existiert jedoch das Problem
der Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen. Speziell in Tier- oder Zellstudien
Ubersteigt die Dosis haufig eine durchschnittliche Zufuhr phenolischer Substanzen Gber
die alltdgliche Erndhrung. Weiterhin muss insbesondere zwischen pharmakologischen
Dosen innerhalb einer Therapie von Krebserkrankungen und der Dosis fur eine
Krebspravention durch die Erndhrung unterschieden werden. AufRerdem sollte auch die
Art der Applikation der phenolischen Verbindungen, z.B. per os oder durch Injektion, bei
der Beurteilung von Studien und den darin publizierten Effekten beachtet werden
(SCALBERT et al. 2005).
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Ein weiteres mogliches Einsatzgebiet bezlglich phenolischer Substanzen ist die
Pravention neurodegenerativer Erkrankungen. Uber 15 % der 65-Jahrigen leiden unter
Alzheimererkrankungen und mehr als 1 % der Bevolkerung erkrankt an Parkinson. Die
Pathogenese dieser neurodegenerativen Erkrankungen wird durch oxidativen Stress mit
beeinflusst. Somit kdnnen auch hier phenolische Antioxidantien zur Pravention dieser
Krankheiten beitragen (SCALBERT et al. 2005). Tierversuche belegen diesbezlglich
praventive Effekte von Antioxidantien und insbesondere eine Verbesserung kognitiver und
neuronaler Funktionen wurde beobachtet (JOSEPH et al. 1998 und 1999). In vitro
Experimente zeigen flr Epigallocatechin-gallat konzentrationsabhangige neuroprotektive
Effekte auf Nervenzellen. Eine niedrige Konzentration zeigte dabei hohe Effekte (LEVITES
et al. 2002). Insgesamt sollte bei mdglichen protektiven Effekten von phenolischen
Substanzen auf neurodegenerative Erkrankungen des Gehirns, eine geringe Permeabilitat
der Blut-Hirn-Schranke bezogen auf phenolische Substanzen berlcksichtigt werden (TSAl
2002).

Bezuglich einer Korrelation zwischen phenolischen Substanzen und Diabetes wird eine
Beeinflussung des Blutglucosespiegels uUber verschiedene Mechanismen postuliert. Diese
umfassen u.a. eine Inhibierung der Glucoseabsorption im Darm. Insbesondere eine
Inhibierung der a-Glucosidase sowie der a-Amylase und Sucrase der Darmmukosa, aber
auch des Glucosetransporters GLUT 2 werden diskutiert. Weiterhin konnte auch in
peripheren Geweben eine verringerte Glucoseabsorption durch phenolische Substanzen
gezeigt werden (SCALBERT et al. 2005). Zusatzlich zeigten zahlreiche in vitro Studien eine
erhdhte Glucoseaufnahme in peripheren Geweben, beispielsweise in Adipocyten (HSU et
al. 1999) und Myoblasten (CHENG und LIu 2000). Insgesamt ist die Datenlage beziiglich
einer Wirkung phenolischer Substanzen auf den Blutzuckerspiegel, bzw. auf das
Diabetesrisiko stark limitiert. Allerdings kénnen phenolische Substanzen mdglicherweise
mit Diabetes assoziierte Komplikationen und Spatfolgen, wie z.B. Nierenschadigungen,
die durch AGEs (Advanced Glycation Endproducts) beeinflusst werden, verringern
(SCALBERT et al. 2005).

Ebenso koénnen phenolische Substanzen mdglicherweise als Ostrogenersatzstoffe
eingesetzt werden. Bei postmenopausalen Frauen ist ein Ostrogenmangel einer der
Hauptgrinde fur die Entwicklung einer Osteoporose. H&aufig wird daher eine
Hormonersatztherapie zur Vorbeugung eines Knochenmasseverlustes empfohlen.
Allerdings ist eine solche Therapie mit zahlreichen Risiken, insbesondere bei jahrelanger
Anwendung, verbunden (SCALBERT et al. 2005). Unter den phenolisches Substanzen

stellen Isoflavone mit einer schwachen o6strogendhnlichen Wirkung eine alternative
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Behandlungsform fir eine Osteoporosepravention dar (ANDERSON und GARNER 1997).
Die zugrunde liegenden Mechanismen hierfir sind jedoch kaum identifiziert. Es existieren
dennoch Studien, die bei Frauen eine positive Korrelation zwischen Sojaverzehr, bzw.
einer damit korrelierten Isoflavonoidaufnahme und der Knochendichte (TSUCHIDA et al.
1999) sowie der Osteoblastenaktivitat (CHIECHI et al. 2002) belegen.

Dartber hinaus wurden zahlreiche Flavonoide identifiziert, die antibakterielle, antivirale
oder antimykotische Wirkungen zeigen. So erzielte beispielsweise Quercetin durch DNA-
Gyrase hemmende Effekte und (-)-Epigallocatechin-gallat durch Inhibierung
cytoplasmatischer Membranfunktionen antibakterielle Wirkungen (CUSHNIE und LAMB
2005). SHAHAT et al. (2001) beschrieben antivirale Effekte einiger O-glycosidischer
Flavonoide und oligomerer Proanthocyanidine aus einer Weilldornart (Crataegus sinaica)
gegen den Herpes simplex Virus Typ 1 (HSV-1). In vitro konnte zudem eine Inhibierung
einer Influenza-Virus-A- sowie Influenza-Virus-B-Infektion durch (-)-Epigalloctechin-gallat
und Theaflavin-di-gallat beschrieben werden. Als Mechanismus wurde hierfir eine
Bindung phenolischer Substanzen an das Hamagglutinin des Grippevirus und eine damit
verringerte Adsorption an MDCK-Zellen (Madin-Darby Canine Kidney Zellen)
vorgeschlagen (NAKAYAMA et al. 1993). Auch ein phenolreicher Pflanzenextrakt aus
C. incanus, Cystus052°-Extrakt, zeigte in vitro antivirale Wirkungen gegen verschiedene
Influenzaviren (EHRHARDT et al. 2007, DROEBNER et al. 2007 und 2011).

Die wissenschaftliche Datenlage bezlglich positiver Gesundheitseffekte phenolischer
Substanzen fur den Menschen hat insgesamt zu einer weiten Verbreitung von
phenolreichen Nahrungserganzungsmitteln (NEM) gefuhrt. Der Verzehr dieser Produkte
kann zu einer stark erhéhten Zufuhr einzelner Verbindungen fuhren. Zwar wurde bisher
noch nicht von toxischen Effekten durch eine tberhdhte Zufuhr phenolischer Substanzen
beim Menschen berichtet, allerdings konnte sich das Risiko fir einige Erkrankungen
dadurch erhéhen. Durch mdgliche prooxidative Effekte einer hohen Zufuhr phenolischer
Verbindungen kénnte durch eine Reduktion von Fe (III) zu Fe (II) innerhalb der Fenton-
Reaktion Hydroxylradikale gebildet werden. Ebenso sind mutagene Effekte, goitrogene
Wirkungen einzelner Verbindungen sowie ein Eisenmangel, hervorgerufen durch
Komplexierung von Eisenionen durch phenolische Substanzen, denkbar. Personen mit
einem Risiko bezuglich eines Eisenmangels wird daher empfohlen keine phenolreichen
Getranke (z.B. Tee) zu den Mahlzeiten zu trinken. Auch ein erhdhtes Riskiko flr
kardiovaskulare Erkrankungen Uber eine, durch phenolische Verbindungen ausgeldste,
Homocysteinamie ist mdglich, jedoch bisher noch nicht nachgewiesen. Die Einnahme von

NEM, die mit einzelnen phenolischen Verbindungen angereichert sind, sollte daher stark

24



2 Grundlagen

kontrolliert und differenziert nach profitierenden Personengruppen bewertet werden
(SCALBERT et al. 2005).

2.2.1.7 Analytik phenolischer Substanzen

2.2.1.7.1 Identifizierung und Quantifizierung

Innerhalb der Analytik phenolischer Substanzen zur Charakterisierung von
Pflanzenextrakten ist zunachst die Identifizierung und anschliefende Quantifizierung der
phenolischen Inhaltsstoffe ein zentraler Punkt. Nach MERKEN und BEECHER (2000) ist die
Hochdruckflussigkeitschromatographie (HPLC: High Performance Liquid
Chromatography; haufig auch LC) die Methode der Wahl flr die Analytik von
phenolischen Verbindungen in Lebensmitteln. Hierbei kommen fast ausschlieRlich
Umkehrphasensaulen (RP: reversed-phase), meist C18-gebundene Silicasaulen (DE
RIJKE et al. 2006) zum Einsatz. Die Uberwiegende Verwendung der Umkehrphasentechnik
liegt an deren Uberlegenheit innerhalb der Analytik relativ polarer Substanzen wie den
Flavonoiden. Des Weiteren kommen in der LC-Analytik von phenolischen Substanzen
binare Eluentensysteme zum Einsatz. Dabei ist einer der beiden Eluenten ein wassriges
polares Losungsmittel, z.B. verdinnte Ameisensaure, Essigsaure oder Phosphorsaure.
Der andere Eluent hingegen ist meist ein weniger polares organisches Losungsmittel, z.B.
Methanol oder Acetonitril. Die Eluenten sind somit meist angesauert (MERKEN und
BEECHER 2000). Ein weiterer wichtiger Punkt in der Flavonoidanalytik mittels LC ist die
Detektion. Diese erfolgt fir die Flavonoide normalerweise im UV-Bereich mittels DAD
(Diode Array Detector) (MERKEN und BEECHER 2000). Dies hangt damit zusammen, dass
alle Flavonoidaglycone zumindest einen aromatischen Ring enthalten und infolgedessen
effektiv UV-Licht absorbieren (DE RIUKE et al. 2006). Hierbei sind wiederum zwei
Absorptionsbanden charakteristisch fiir die Flavonoide. Zum einen Bande II mit einem
Absorptionsmaximum im 240-285 nm Bereich, die wahrscheinlich durch Ring A im
Flavonoidgrundgerist entsteht. Zum anderen existiert Bande I mit einem Maximum im
300-550 nm Bereich. Diese Bande ergibt sich vermutlich aus Ring B des Grundgeristes
der Flavonoide (MERKEN und BEECHER 2000). Dabei wird nach DE RIJKE et al. (2006)
Bande I aus dem Substitutionsmuster sowie der Konjugation dieses Ringes beeinflusst.
Allgemein verursachen einfache Substituenten wie Methyl-, Methoxy- und nicht
dissoziierte Hydroxylgruppen eher geringfligige Verschiebungen der UV-Absorptions-

maxima.
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Geht es innerhalb der Analytik von phenolischen Verbindungen um eine Identifizierung
von unbekannten Substanzen, so sind spektrometrische Methoden und insbesondere
deren Kopplung mit einer LC von Bedeutung (ROBARDS und ANTOLOVICH 1997). Die
Massenspektrometrie (MS) ist dabei eine moderne Technik flr die Ergénzung der
LC-Analytik. Meist wird eine MS-Analyse in Kombination mit einer UV-Detektion
durchgefuhrt.

Innerhalb der LC-MS-Analytik phenolischer Substanzen wird heute fast ausschlieflich
Elektrosprayionisation (ESI) verwendet. Sowohl eine positive als auch eine negative
lonisation sind hierbei gebrauchlich (DE RIUKE et al. 2006). Dabei ist nach FABRE et al.
(2001) der negative lonenmodus innerhalb der LC-MS-Analytik von Flavonoiden aus
Pflanzenextrakten insgesamt selektiver und empfindlicher als der positive lonenmodus.
Weiterhin wird fur eine Identifizierung von unbekannten Substanzen haufig die Tandem-
Massenspektrometrie (MS/MS) oder MS" eingesetzt. Diese ist aktuell die bedeutendste
Technik in Hinblick auf eine Identifizierung von Zielmolekilen sowie bisher unbekannten
phenolischen Substanzen. Allgemein kann fur eine Strukturaufklarung dieser Substanzen
zunachst eine einfache MS-Analyse durchgeflihrt werden, um die entsprechenden
Quasimolekllionen zu erhalten. Diese werden dann wiederum innerhalb der
MS/MS-Analyse meist mittels CID (Collision Induced Fragmentation) fragmentiert. Das
Resultat ist ein substanzcharakteristisches Fragmentierungsmuster. Die Strukturaussagen
des Musters kdnnen zudem noch durch weitere MS"-Experimente unterstiitzt werden
(FABRE et al. 2001). Insgesamt wird in der Erforschung von sekundaren Pflanzenstoffen
zur Charakterisierung von unbekannten Substanzen eine groRe Bandbreite an
verschiedenen LC-MS/MS-Methoden als Erganzung zur reinen LC-DAD-Analytik

eingesetzt, um eine schnelle Identifikation zu erzielen.

Eine weitere Methode zur vollstandigen Identifizierung unbekannter phenolischer
Substanzen stellt deren Isolierung mittels praparativer LC und anschlieender
Strukturaufklarung mittels NMR-Spektroskopie (Nuclear Magnetic Resonance) (offline-
Technik), bzw. eine LC-NMR-Kopplung (online-Technik), dar (DE RIJKE et al. 2006).

2.2.1.7.2 Bestimmung der antioxidativen Kapazitat

Nach Analyse der phenolischen Inhaltsstoffprofile kénnen Pflanzenextrakte anhand
weiterer Laborparameter nadher charakterisiert werden. Hierzu werden haufig
Summenparameter wie der Gesamtphenolgehalt, der Tanningehalt oder die antioxidative

Kapazitat des Extraktes aber auch der einzelnen phenolischen Inhaltsstoffe bestimmt. Die
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Forschung im Bereich der Antioxidantien hat hierbei insgesamt betrachtlich zugenommen.
So wuchs beispielsweise die Zahl der Veroffentlichungen in der Medline Datenbank
zwischen 1995 und 2005, die das Wort ,Antioxidans® beinhalten, um 340 % (PRIOR et al.
2005). Antioxidantien sind nach HERNANDEZ et al. (2009) allgemein Molekile, die (1.)
Elektronen oder Wasserstoffatome abgeben kdnnen; (2.) ein dabei aus dem jeweiligen
Antioxidans entstandenes Radikal liefern, das (3.) von anderen Elektronen- oder
Protonquellen effektiv Uber eine Quenchingreaktion eliminiert werden kann, um
Zellschaden zu verhindern; und (4.) deren Eigenschaften raumlich und zeitlich mit
oxidativen Stressereignissen korreliert. Zur Bestimmung der antioxidativen Aktivitat von
phenolischen Substanzen wird haufig der von MILLER und RICE-EVANS (1993) entwickelte
TEAC-Assay (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) angewendet (RICE-EVANS et al.
1996). Insgesamt existiert eine groRe Bandbreite an Methoden flir die Bestimmung der
antioxidativen Kapazitat in Lebensmitteln. Die Methoden lassen sich allgemein basierend
auf dem Reaktionsmechanismus, in zwei Gruppen einteilen. Der Mechanismus basiert
entweder auf einem Wasserstoffatomtransfer (HAT: Hydrogen Atom Transfer) oder einem
Elektronentransfer (ET). Die Basis dieser Einteilung bildet die Annahme, dass
Antioxidantien mittels HAT- und ET-Mechanismen Radikale deaktivieren kénnen (HUANG
et al. 2005). Dabei ist das Endergebnis der beiden Mechanismen gleich, aber die
Kinetiken und Nebenreaktionen unterscheiden sich. Zudem kénnen auch an Protonen
gekoppelte ET- und HAT-Reaktionen parallel auftreten. Dabei werden die dominierenden
Mechanismen durch die Struktur der antioxidativen Substanz und deren Eigenschaften,
wie Loslichkeit und Verteilungskoeffizient sowie durch das im System vorliegende
Lésungsmittel beeinflusst. Die beiden Hauptfaktoren zur Beurteilung der Effizienz eines
Antioxidans stellen dabei die Dissoziationsenergie der Bindungen und das
lonisierungspotential dar. Innerhalb HAT-basierender Methoden wird klassischer Weise
die Fahigkeit eines Antioxidans gemessen, freie Radikale durch Donation eines
Wasserstoffatoms innerhalb einer Quenchingreaktion zu eliminieren (PRIOR et al. 2005).
HAT-Reaktionen sind von Lésungsmittel und pH-Wert abhangig und laufen in der Regel
komplett innerhalb von Sekunden bis Minuten ab. Zwei Beispiele fur reine HAT-Methoden
zur Beurteilung der antioxidativen Kapazitat von Lebensmitteln und NEM sind die
Ermittlung der Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) oder der Total Radical-
Trapping Antioxidant Parameter (TRAP). Mittels ET-basierender Methoden (auch als SET,
Single Electron Transfer, bezeichnet) wird die Fahigkeit eines Antioxidans detektiert, ein
Elektron zu Ubertragen um eine beliebige Substanz zu reduzieren. Unter ,Substanz*
kénnen Metalle, Carbonyle und Radikale verstanden werden. ET-Reaktionen sind
ebenfalls pH-Wert abhangig, da ihre Reaktivitat primar von der Deprotonierung und dem

lonisierungspotential der reagierenden funktionellen Gruppen abhangen. Allgemein sinkt
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das lonisierungspotential mit ansteigendem pH-Wert, was durch eine ansteigende
Kapazitat fur eine Elektronenabgabe wahrend der Abgabe eines Protons reflektiert wird.
Weiterhin laufen ET-Reaktionen langsam ab und bendtigen somit viel Zeit, um vollstandig
abzulaufen. Daher basieren die entsprechenden Methoden auf der prozentualen
Bestimmung des Anstieges von Reaktionsprodukten anstatt auf kinetischen Messungen.
Zwei Beispiele fur ET-Methoden zur Beurteilung der antioxidativen Kapazitat von
Lebensmitteln und NEM sind die Bestimmung der Ferric Reducing Antioxidant Power
(FRAP) und die Messung der Cupric Reducing Antioxidant Capacity (CUPRAC) (PRIOR et
al. 2005).

Einige Methoden zur Bestimmung der antioxidativen Kapazitadt beruhen, wie bereits
erwahnt, auf HAT- und auf ET-Reaktionsmechanismen. Hierzu zahlen u.a. der TEAC-
Assay, aber auch die Folin-Ciocalteu-Methode zur Messung des Gesamtphenolgehaltes
(PRIOR et al. 2005). Der TEAC-Assay basiert allgemein auf einer Redoxreaktion. Hierbei
kommt es durch einen ET zu einer Farbveranderung des Oxidans. Diese ist proportional
zu der Konzentration des Antioxidationsmittels und wird nach Reaktionsende, bzw. einer

definierten Zeitspanne, fotometrisch gemessen (HUANG et al. 2005).

Innerhalb des TEAC-Assays dient eine Diamonium-2,2‘-azino-di-(3-ethylbenzthiazolin)-6-
sulfonsaure-Radikallésung (ABTS™) als Oxidans. Die intensiv griin-blaue ABTS™-Ldsung
wird meist durch eine Reaktion von ABTS mit Kaliumperoxodisulfat hergestellt (HUANG et
al. 2005). Die urspringliche von MILLER und RICE-EVANS (1993) entwickelte Methode
beinhaltet hingegen noch eine Herstellung der Radikalldsung mittels Metmyoglobin und
Wasserstoffperoxid. Nach Zugabe von Antioxidantien wird die Abnahme der Farbintensitat
bei einer Wellenlange von 734 nm mittels Fotometer gemessen. Der Reaktions-
mechanismus des TEAC-Assays ist in Abbildung 2.8 veranschaulicht. Als
Referenzsubstanz dient das Tocopherolderivat 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylcroman-2-
carbonsaure (Trolox). Die TEAC wird in Troloxaquivalenten (TE) berechnet (HUANG et al.
2005).

Neben der fotometrischen TEAC-Bestimmung als Summenparameter fur Lebensmittel-
proben ist es heute zuséatzlich technisch mdglich die einzelnen antioxidativen Kapazitaten
der in der Probe enthaltenen Substanzen zu bestimmen. Hierzu werden mittels LC-
onlineTEAC die antioxidativen Substanzen zunachst chromatographisch getrennt und
anschlielend die TEAC mittels einer Nachsdulenderivatisierung ermittelt (KOLEVA et al.
2001). Bei der LC-onlineTEAC-Methode handelt es sich allgemein um eine einfache und

selektive Methode zur simultanen Bestimmung der antioxidativen Kapazitaten von
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Einzelsubstanzen in komplexen Matrizes (KOLEVA et al. 2001; ZIETZ et al. 2010; FIOL et al.
2012). Hierbei werden die getrennten Substanzen in eine Reaktionskapillare geleitet, in

die mittels einer Hilfspumpe ein konstanter Fluss ABTS™-Lésung geférdert wird.
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Abb. 2.8 Reaktionsmechanismus des TEAC-Assays (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity) nach HUANG et al. (2005).

In der Reaktionskapillare findet dann die bereits beschriebene Reaktion zwischen den
einzelnen antioxidativ wirksamen Substanzen mit der ABTS™-Lésung statt. Durch
Elektroneniibertragung auf das griin-blau gefarbte ABTS™ reagiert dieses zum farblosen
ABTS. Dies fluhrt letztendlich zu einer Abnahme der Farbintensitat und somit zu einer
verringerten Extinktion (RAUDONIS et al. 2010). Die Extinktionsabnahme wird im zweiten
Detektor als negativer Peak bei den beiden ABTS™-Absorptionsmaxima von 414 nm und
734 nm (RE et al. 1999) detektiert (ZIETZ et al. 2010). Abbildung 2.9 zeigt den
Grundaufbau eines LC-onlineTEAC-Systems.
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Innerhalb der LC-onlineTEAC ist insbesondere die Auswahl der Reaktionskapillare von
entscheidender Bedeutung. Eine Veranderung der Lange, des Innendurchmessers oder
der Flussrate hat hierbei einen bedeutenden Einfluss auf die Reaktionszeit und somit auf
das Ergebnis der Messung (RAUDONIS et al. 2010). Die abschlie®ende Berechnung der
TEAC der einzelnen Substanzen erfolgt meist mittels Trolox als internem Standard (ZIETZ
et al. 2010).

Detektor 1 Hilfspumpe
Injektor
e [T} o 0 o G
Chromatographiesaule
Pumpe/
Gradienten- Computer

Reaktions-

mischer
Eluent I J'Iff kapillare
uenten -W~
ABTS"*.
Losung
Detektor 2
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Abb. 2.9 Aufbau eines LC-onlineTEAC-Systems (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity) zur Bestimmung antioxidativer Kapazitaten einzelner Substanzen modifiziert
nach KOLEVA et al. (2001).

Eine weitere Methode zur Beurteilung der gesamten antioxidativen Kapazitat einer Probe
stellt neben fotometrischen Methoden die Messung mittels Elektronenspinresonanz-
Spektroskopie (ESR-Spektroskopie) dar. Diese Technik kann als einfache und schnelle
Methode zur Ermittlung der Radikalfangereigenschaften und damit der antioxidativen
Kapazitat einer Probe eingesetzt werden (MACDONALD-WICKS et al. 2006). Hierbei basiert
das Prinzip der ESR-Spektroskopie auf der Absorption von Mikrowellenstrahlung durch
paramagnetische Substanzen innerhalb eines Magnetfeldes. Zur Gruppe der
paramagnetischen Substanzen zahlen, aufgrund ihrer ungepaarten Elektronen, freie
Radikale (BALTES et al. 2004). Diese Radikale werden durch Antioxidantien eliminiert. Das
hieraus resultierende Produkt besitzt keine ungepaarten Elektronen. Dies flhrt
letztendlich Zu einer Intensitatsabnahme des ESR-Signals, bzw. der
Mikrowellenabsorption. Fur ESR-Messungen zur Bestimmung von antioxidativen
Kapazitaten kommen ausschlieRlich stabile Radikale, z.B. Kaliumnitrosodisulfonat,
(Fremy’s Salz) zum Einsatz (ROSCH et al. 2003). Ein Vorteil der ESR-Spektroskopie,

verglichen mit anderen spektrometrischen Methoden, besteht nach ROHN et al. (2005) in
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der Anwendungsmadglichkeit auf Feststoffe sowie auf getriibte L6sungen. Eine aufwendige
Aufarbeitung der Proben kann somit meist entfallen. Eine weitere Einsatzmdglichkeit
dieser Methode besteht darin, Aussagen Uber Oxidationsprozesse in Lebensmitteln zu
treffen. Wahrend dieser Prozesse entstehen freie Radikale, durch deren Quantifizierung
der Verderbniszustand eines Lebensmittels beurteilt werden kann. Dies kann sogar noch
vor auftretenden sensorischen Veranderungen am Produkt gemessen werden (BALTES et
al. 2004).

2.2.1.7.3 Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes

Eine weitere Mdglichkeit zur Charakterisierung von phenolreichen Pflanzenextrakten und
Lebensmitteln stellt die Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes mittels der Methode
nach Folin-Ciocalteu dar. Diese beruht wie der TEAC-Assay auf einem ET- und HAT-
Reaktionsmechanismus (PRIOR et al. 2005). Der Folin-Ciocalteu-Assay wurde zunachst
fur Proteinuntersuchungen (Proteinbestimmung nach Lowry) entwickelt (HUANG et al.
2005). Die ursprungliche, im Jahr 1927 entwickelte, Methode basiert auf einer
Phenoloxidation durch ein Molybdatowolframatreagenz. Das hierfur beschriebene
Reagenz ist eine Ldsung aus Natriumwolframat (Na,WOQO,x2H,0), Natriummolybdat
(Nax;MO4%x2 H,0), konzentrierter Salzsaure, Phosphorsaure (85 %) und Wasser, die fir
10 h gekocht und anschliefend mit Lithiumsulfat (Li,SO4x4 H,0), versetzt wird. Die
Folin-Ciocalteu-L6sung ist gelb gefarbt, die chemischen Eigenschaften sind noch nicht
vollstéandig identifiziert (HUANG et al. 2005). Aus der Reaktion zwischen Folin-Ciocalteu-
Reagenz und phenolischen Verbindungen resultiert ein blaues Produkt mit einem
UV-Absorptionsmaximum bei 745-750 nm. Abbildung 2.10 zeigt die grundlegende
Farbreaktion der Folin-Ciocalteu-Methode (PRIOR et al. 2005).

Mo(VI) (gelb) + e— Mo(V) (blau)
Abb. 2.10 Grundschema der Folin-Ciocalteu-Farbreaktion nach PRIOR et al. (2005).

Die Methode ist einfach, sensitiv und prazise. Trotz allem lauft diese bei einem sauren
pH-Wert nur langsam und mit mangeinder Spezifitdt bezuglich phenolischer
Verbindungen ab. Aus diesem Grund optimierten SINGLETON und RoOssI (1965) die
bestehende Methode. Das hierbei modifizierte Reagenz wird deutlich spezifischer von
Phenolen reduziert. Das UV-Absorptionsmaximum des gebildeten blauen

Reaktionsproduktes liegt bei einer Wellenlange von 765 nm. Der Gesamtphenolgehalt
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wird abschlieRend bezogen auf Gallussaure als Referenzsubstanz berechnet und in Form
von Gallussaureaquivalenten (GE) angegeben. Zudem wurden von SINGLETON und ROSSI
(1965) zwingend notwendige Reaktionsschritte und -bedingungen festgelegt, um
reproduzierbare Ergebnisse zu gewahrleisten. Hierzu zahlen (1.) ein Kkorrektes
Volumenverhaltnis zwischen Alkalien und Folin-Ciocalteu-Reagenz; (2.) eine optimale
Reaktionszeit und -temperatur beziglich Farbentwicklung; (3.) eine Aufzeichnung der
optischen Dichte bei 765 nm; sowie (4.) die Verwendung von Gallussaure als
Referenzsubstanz (PRIOR et al. 2005). Fur die Interpretation der Ergebnisse aus dem
Folin-Ciocalteu-Assay sollte bedacht werden, dass nicht nur phenolische Substanzen mit
dem Folin-Ciocalteu-Reagenz reagieren. Prinzipiell handelt es sich hier um eine
unspezifische Reaktion. Beispielsweise kdnnen Zucker, organische Sauren (PRIOR et al.
2005), Vitamin C oder Cu(l)-lonen zu falsch positiven Ergebnissen flhren. Die
Folin-Ciocalteu-Reaktion ist zudem unspezifisch bezlglich der chemischen Struktur der
phenolischen Substanzen (HUANG et al. 2005). Dennoch kénnen durch einheitliche
Versuchsdurchfihrung  reproduzierbare  und  vergleichbare  Ergebnisse  zur
Charakterisierung von pflanzlichen Extrakten und Lebensmitteln erzielt werden. Weitere
Vorteile des Folin-Ciocalteu-Assays sind die allgemein einfache Durchfiihrung und hohe
Sensitivitat (PRIOR et al. 2005).

2.2.1.7.4 Bestimmung des Tanningehaltes

Einen weiteren Parameter zur Charakterisierung von Pflanzenextrakten stellt der
Tanningehalt dar. Tannine werden hierzu haufig mittels Methylcellulose-Prazipitations-
Assay (MCP) quantitativ bestimmt. Diese Methode basiert auf der Prazipitation von
Tanninen durch das Polymer Methylcellulose. Allgemein absorbieren Tannine Licht bei
280 nm, sodass eine fotometrische Detektion maoglich ist. Die Extinktion des
Probenextraktes wird vor und nach Methylcelluloseféallung gemessen und die Differenz
berechnet (SARNECKIS et al. 2006). Parallel erfolgt die Aufarbeitung einer Kontrollprobe,
bei der statt einer Zugabe von Methylcellulose Wasser zugesetzt wird (MERCURIO et al.
2007). Zur Verstarkung der Prazipitation und Verhinderung eines erneuten Ldsens des
Prazipitates, erfolgt in den meisten Versuchsdurchfihrungen eine Zugabe von
Ammoniumsulfatidsung sowie Zentrifugation (SARNECKIS et al. 2006). Die Extinktion der
Kontrollprobe korreliert innerhalb des MCP-Assays mit der Konzentration samtlicher
Inhaltsstoffe, die bei 280 nm absorbieren (vorwiegend phenolische Substanzen). Da
jedoch kleinere phenolische Verbindungen nicht durch Methylcellulose geféllt werden,

stellt der MCP-Assay allgemein eine selektive Methode zur Quantifizierung von Tanninen
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dar. Der Tanningehalt wird abschlieRend haufig bezogen auf Epicatechin als
Referenzsubstanz berechnet und in Form von Epicatechindquivalenten (EE) angegeben
(SARNECKIS et al. 2006).

2.2.1.7.5 Statistische Versuchsplanung

Im Bereich der Naturwissenschaften wird haufig versucht Effekte verschiedener Faktoren
auf Veranderungen einer oder mehrerer ZielgréRen zu analysieren. Beispielsweise soll
innerhalb der analytischen Chemie haufig die Leistungsfahigkeit von Messgeraten oder
Methoden optimiert werden. Fir eine Optimierung der ZielgroRe Leistungsfahigkeit
mussen verschiedene Einflussfaktoren in unterschiedlichen Faktoreinstellungen getestet
werden. Innerhalb der statistischen Versuchsplanung (DOE: Design of Experiment) und
Durchfuhrung koénnen hierzu Werkzeuge, wie Wiederholungen, Blockbildung oder

Randomisierung eingesetzt werden (RITER et al. 2005).

DOE stellt allgemein eine strukturierte, organisierte Methode dar, die dazu dient statistisch
basiert mogliche Zusammenhange von Variablen innerhalb eines bestimmten Prozesses
zu erforschen (Guo et al. 2007). DOE wurde bereits in den 1920er Jahren von
R. A. Fisher entwickelt. In den 1980er Jahren erlangte das Konzept an Bekanntheit, da
durch Softwareapplikationen Schwankungen in modernen Produktionsprozessen effizient
verringert werden konnten. Heute ist DOE in den Naturwissenschaften weit verbreitet und
kommt vor allem in der pharmazeutischen Industrie zur wirtschaftlichen

Prozessoptimierung und in der Produktentwicklung zum Einsatz (RITER et al. 2005).

Versuchsreihen, die statt auf DOE auf einem One-Factor-at-a-Time (OFAT) Prinzip
aufbauen, sind sehr zeitaufwendig und neigen dazu Wechselwirkungen zwischen den
untersuchten Faktoren zu Ubersehen. Letzteres kann zu Fehlinterpretationen der
Ergebnisse flhren. Statistisch geplante Experimente hingegen l6sen durch gleichzeitige
Veranderung der zu untersuchenden Faktoren die beschriebenen Probleme sehr effizient.
Effekte einzelner Faktoren auf ZielgroRen sowie Wechselwirkungen zwischen den
Einflussfaktoren werden berlcksichtigt (PRAKASHAM et al. 2007).
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2.3 Holzstoffe und Geriustsubstanzen

Der Begriff Holz steht nach ELIAS et al. (1999) fur einen Verbundstoff aus 42-60 %
Cellulose, 23-29 % Lignin, 14-32 % Holzpolyosen und 0,3-3 % mineralischen Stoffen.
Eine Verholzung von Pflanzenteilen kommt vor allem durch eine Einlagerung von Ligninen
(sogenannten Holzstoffen) in die interfibrildren Raume der Zellwand zustande. Durch
Verholzung kommt es zu einer erhdhten mechanischen Festigkeit, insbesondere gegen
Druckbelastungen. Gleichzeitig resultieren hieraus jedoch ein Verlust an Elastizitat und
eine verringerte Wasserwegsamkeit der Zellwande durch das darin eingelagerte Lignin.
Neben Lignin werden auch die zuvor beschriebenen Gerbstoffe wahrend des
Verholzungsprozesses in Zellwande eingelagert. Dies bietet der Pflanze Schutz vor einer
mikrobiellen Zersetzung (NULTSCH 2001).

Unter Lignin werden holztechnologisch alle in verdinnten Sauren und organischen
Losungsmitteln unldslichen Holzbestandteile verstanden (ELIAS et al. 1999). Chemisch
gesehen sind Ligninine Mischpolymere aus Phenylpropanen. Diese bilden ein
dreidimensionales Gitternetz und durchdringen die Zellwand. Als Phenylpropane kénnen
die phenolischen Substanzen Coniferyl-, Cumaryl- und Sinapylalkohol Bestandteile von
Lignin darstellen (NULTSCH 2001). Somit zahlt Lignin ebenfalls innerhalb der sekundaren
Pflanzenstoffe zur Gruppe der phenolischen Substanzen. Abbildung 2.11 zeigt die

Strukturen der monomeren Phenylpropanbausteine in Ligninen.

OH OH OH
F G F
o o o
OH OH OH
Cumarylalkohol  Coniferylalkohol Sinapylalkohol

Abb. 2.11 Phenylpropanbestandteile in Ligninen nach NULTSCH (2001).

Durch enzymatische Katalyse mittels Peroxidasen resultiert bei Anwesenheit von
Wasserstoffperoxid aus einer dehydrierenden Polymerisationsreaktion der Phenylpropan-

bausteine das Polymer Lignin. In Abbildung 2.12 ist exemplarisch ein Ausschnitt aus der
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Struktur von Lignin dargestellt. Diese resultiert aus einer Polymerisation von

Conyferylalkohol.

Weiterhin  wird unter Cellulose allgemein eine im Pflanzenreich verbreitete
Zellwandsubstanz verstanden. Diese Substanz wird nicht durch korpereigene Enzyme
des menschlichen Intestinaltraktes gespalten und bildet zusammen mit weiteren inerten
Polysacchariden den als Rohfaser bezeichneten Ballaststoffanteil von pflanzlichen
Lebensmitteln (BELITZ et al. 2008). Cellulose besteht aus B 1—4 verknipften
D-Glucoseeinheiten. Den Grundbaustein bildet das Disaccharid Cellobiose, bei dem der

zweite Ring um 180 ° gedreht ist.

HO o
o OH
o)
HO
HO o

Abb. 2.12 Ausschnitt aus der Struktur von Lignin resultierend aus Polymerisation von
Conyferylalkohol nach GOSSAUER (2006).
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Es resultieren hieraus langgestreckte, unverzweigte und fadenférmige Molekile. Die
Kettenlange kann dabei mehrere tausend Glucoseeinheiten betragen (NULTSCH 2001).
Abbildung 2.13 zeigt die molekulare Grundstruktur der Cellulose. Bedingt durch das relativ
hohe Molekulargewicht sowie die hochgeordnete Struktur ist Cellulose wasserunldslich.

Auch das Quellungsvermogen ist allgemein als gering zu beurteilen (BELITZ et al. 2008).

Unter Hemicellulosen werden Substanzen zusammengefasst, die innerhalb der Zellwande
von Pflanzen die Rdume zwischen den Cellulosefibrillen ausfillen (BELITZ et al. 2008). Je
nach den monomeren Bausteinen der Hemicellulosen werden diese als Pentosane (z.B.
aus den Pentosen D-Xylose oder L-Arabinose) oder Hexosane (z.B. aus den Hexosen
D-Glucose, D-Mannose oder D-Galaktose) bezeichnet. Hemicellulosen liegen zudem meist
als Hetoroglycane vor. So sind beispielsweise Xyloglucane, Arabinogalaktane oder
Glucomannane bekannt, die aus kleinen, teilweise verzweigten und sich periodisch
wiederholenden Einheiten bestehen (NULTSCH 2001).

OH OH OH OH
o OH fo) OH
OH o OH o
OH OH OH OH
Abb. 2.13 Molekulare Struktur von Cellulose nach NULTSCH (2001).

2.3.1 Analytik von Holzstoffen und Gerustsubstanzen

Insgesamt existiert eine grol’e Bandbreite an Methoden zur Bestimmung von Holzstoffen
sowie GerUstsubstanzen, insbesondere fur die Analytik von Lignin. Die Methoden zur
Ligninbestimmung kénnen prinzipiell in zwei Gruppen eingeteilt werden. Davon umfasst
eine der Gruppen Methoden, die mittels starker mineralischer Sauren samtliche
Zellwandkomponenten hydrolisieren und Lignin abschlieRend als Hydrolysenriickstand
gravimetrisch bestimmen. Die andere Gruppe beinhaltet Verfahren, innerhalb derer,
mittels oxidierender Agenzien, Lignin selektiv aus der Matrix herausgelost wird. Hier wird
das Lignin entweder durch den Massenverlust der Probe oder mittels fotometrischem
Assay fur die resultierenden Oxidationsprodukte ermittelt (JUNG et al. 1997).
Beispielsweise kann Lignin fotometrisch durch Zugabe eines Gemisches aus Phloroglucin
und Salzsaure (Wiesner-Reagenz) bestimmt werden. Es entsteht ein rotgefarbter

Komplex dessen Extinktion gemessen wird (NULTSCH 2001). In den meisten Fallen
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werden flr eine Ligninbestimmung jedoch zunachst durch Hydrolyse mit konzentrierter
Schwefelsdure die  Zellwandpolysaccharide gespalten und damit stérende
Matrixkomponenten entfernt. Der unlésliche Hydrolysenrickstand stellt dann das
sogenannte Klason-Lignin dar und wird gravimetrisch gemessen (HATFIELD et al. 1994).
Aus den Hydrolysaten kdnnen zudem die Holzzuckerprofile (Pentosen und Hexosen aus
GerUstsubstanzen)  chromatographisch  mittels  Boratkomplex-Anionenaustausch-
chromatographie bestimmt werden. Aus diesen Zuckerprofilen wiederum werden
Cellulose- und Hemicellulosegehalte berechnet (WILLFOR et al. 2009).
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3 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist zunachst eine Identifizierung und Quantifizierung der
phenolischen Inhaltsstoffe in verschiedenen C. incanus Tees. Hierzu soll eine Proben-
aufarbeitung basierend auf einer verbraucherorientieten wassrigen Mazeration
(Teekochen) sowie eine geeignete LC-DAD-ESI-MS/MS-Methode entwickelt werden, mit
der die genannten Substanzen nach erfolgter Extraktion und Aufreinigung identifiziert
werden. Mittels einer LC-DAD-Methode sollen die phenolischen Verbindungen im
Anschluss quantifiziert werden, um signifikante Unterschiede zwischen den
verschiedenen C. incanus Tees in Abhangigkeit von den Faktoren Partikelgréfie, Holz-
bzw. Blattanteil oder Herkunft des Teekrautes zu untersuchen. Fir eine Bestimmung des
Holzanteils in C. incanus Teekraut soll ebenfalls eine geeignete Analysenmethode im

Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelt werden.

Einen zweiten Schwerpunkt der Arbeit stellt die Charakterisierung von C. incanus Tee,
bzw. der Bioaktivitat der phenolischen Inhaltsstoffe, dar. Ein Teil dieser Charakterisierung
soll hierbei Uber geeignete Summenparameter erfolgen. Hierzu werden Gesamtphenol-
gehaltbestimmungen mittels Folin-Ciolcalteu-Assay, Untersuchungen der Tanningehalte
mittels  Methylcellulose-Prazipitations-Assay sowie Beurteilungen der gesamten
antioxidativen Kapazitaten mittels Elektronenspinresonanz-Spektroskopie durchgefihrt.
Neben diesen Parametern soll zusatzlich eine geeignete LC-onlineTEAC-Methode (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity) etabliert werden, um die antioxidativen Kapazitaten der
einzelnen phenolischen Substanzen in C. incanus Tee zu bestimmen. Mittels praparativer
LC-DAD sollen weiterhin ausgewahlte sowie zuvor identifizierte Substanzen isoliert und
als Substrate fur weiterfUhrende Bioaktivitatstests, u.a. Untersuchungen zur antiviralen

Aktivitat, zur Verflgung gestellt werden.

Den dritten Hauptaspekt der Arbeit bildet die Beurteilung der Stabilitat der phenolischen
Inhaltsstoffe wahrend des Prozesses der Teezubereitung. Hierbei sollen u.a. mittels
softwaregestitzter statistischer Versuchsplanung Modellversuche zur Analyse von
Einflussfaktoren, z.B. Kochtemperatur, Kochzeit und Kochwasser, auf die Stabilitat
einzelner phenolischer Substanzen durchgefuhrt werden. Ebenso sollen mdgliche
Epimerisierungs- und Autoxidationsreaktionen phenolischer Inhaltsstoffe aus C. incanus
Tee anhand eines Modellsystems untersucht werden. Ziel dieser Stabilitats-
untersuchungen ist es Optimierungsvorschlage flr die Zubereitung von C. incanus Tee zu

erhalten.
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4 Material und Methoden

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit flir die Analysen verwendeten Gerate sind im
Anhang A1 aufgefiihrt. Weiterhin sind im Gefahrstoffverzeichnis (Anhang A2) die

verwendeten Chemikalien dargestellt.

4.1 Probenmaterial

Die sieben nachfolgend in Tabelle 4.1 aufgefluihrten C. incanus Krautertees (A-G) wurden
fur die vorliegende Arbeit Uber eine Versandapotheke und einen Online-Versandhandler
erworben und analysiert. Die Proben stammten vorrangig aus der Turkei sowie aus
Griechenland, es lagen jedoch nicht fir alle Proben vollstdndige Herstellerinformationen
zum Herkunftsland vor. Probe B enthielt zudem Pflanzenmaterial aus verschiedenen

Herkunftslandern sowie einen Zusatz von 5 % Pfefferminze.

Insgesamt bestanden die Proben aus Teekraut variierender PartikelgroRen. So umfasste
beispielswiese Probe A vorwiegend grobe Partikel mit einer inhomogenen
GroRenverteilung. Die Partikelgrofie lag hierbei Uberwiegend zwischen 2 mm und 15 mm.
Eine ahnliche inhomogene, grobe PartikelgroRe lag auch in Probe D vor. Die anderen
untersuchten Proben bestanden hingegen meist aus kleinen Partikeln mit relativ
homogener GrofRenverteilung (durchschnittlich 2 mm-5 mm). Zudem war hier optisch ein
hoéherer Blatt- bzw. geringerer Stangelanteil, als in den Proben A und D zu erkennen. In
diesen Proben wiederum waren auch grofiere Stangelpartikel im Teekraut enthalten.
Probe A wurde zusatzlich fur weitere Versuche per Hand in Stangel (100 % w/w) und
Blatter (100 % w/w) sortiert. Hieraus wurden wiederum drei Mischungen mit definierten
Gewichtsanteilen an Blattern (0 % w/w, 25 % w/w, 50 % w/w, 75 % w/w, 100 % w/w) und
Stangeln (100 % w/w, 75 % w/w, 50 % w/w, 25 % w/w, 0 % w/w) rekonstruiert. Es
ergeben sich die sortierten Probe A.so1 - A.s05. Zusatzlich wurde Probe A mittels
Siebmaschine in sechs Fraktionen definierter PartikelgroRen (durchschnittlich 0,3 mm-
2,8 mm) gesiebt. Hieraus resultierten die Probe A.gs1 bis A.gs6. Samtliche Proben sind
ebenfalls in Tabelle 4.1 beschrieben. In Abbildung 4.1 sind exemplarisch die sortierten
Probe A.so1, A.so3 und A.so5 sowie die gesiebten Probe A.gs1 bis A.gs6 zur
Veranschaulichung der enthaltenen C. incanus Pflanzenteile und deren PartikelgroRen
dargestellt. In den gesiebten Proben sind sowohl Blatt- als auch Stangelanteile in allen

sechs Siebungen erkennbar.
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Tab. 4.1

Beschreibungen der untersuchten C. incanus Tees (Handelsproben: A-G)

sowie der aus Probe A handsortierten (A.so1-A.so5) und gesiebten (A.gs1-Ags6)
Teeproben. Grobe Partikelgrofie: ca. 2-15 mm Pflanzenteile; feine PartikelgroRe: ca.
2-5 mm Pflanzenteile. so: per Hand in Stangel, Blatter und definierte Mischungen aus
Probe A sortiert; gs: mittels Siebmaschine aus Probe A gesiebte Fraktionen definierter

PartikelgroRe.

Probe Herkunft Beschreibung

A Griechenland isrg?]rg;gi?ee" PartikelgroRe  (grob), hoher
B Griech_enla_md homogen_e Padikelgr@%e (fein), hoher

und Turkei Blattanteil, 5 % Pfefferminzzusatz

C Tarkei homogene Partikelgréfie (fein), hoher Blattanteil
D Griechenland isrg?]rgglgi?gl PartikelgroBe  (grob),  hoher
E Tarkei homogene Partikelgréfie (fein), hoher Blattanteil
F unbekannt homogene PartikelgroRe (fein), hoher Blattanteil
G Tarkei homogene Partikelgréfie (fein), hoher Blattanteil
7o (e,

A.gs1 Griechenland 2,5-3,1 mm PartikelgroRe

A.gs2 Griechenland 2,0-2,5 mm PartikelgroRe

A.gs3 Griechenland 1,4-2,0 mm PartikelgroRe

A.gs4 Griechenland 1,0-1,4 mm PartikelgroRe

A.gs5 Griechenland 0,5-1,0 mm PartikelgroRRe

A.gs6 Griechenland 0,0-0,5 mm PartikelgroRe
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Sortierte Proben:
A.so1)

Gesiebte Proben:
A.gs1) A.gs2) A.gs3)

A.gs5)

Abb. 4.1 Auswahl handsortierter (Blatt und Stangel) und gesiebter (PartikelgréfRe) C.
incanus Proben. Blattanteile bzw. Stangelanteile sortierte Proben: A.so1: 0 % w/w Blatt,
100 % w/w Stangel; A.s03: 50 % w/w Blatt, 50 % w/w Stangel; A.s05: 100 % w/w Blatt,
0 % w/w Stangel. Durchschnittliche PartikelgroRen gesiebte Proben: A.gs1: 2,8 mm;
A.gs2: 2,3 mm; A.gs3: 1,7 mm; A.gs4: 1,2 mm, A.gs5: 0,8 mm; A.gs6: 0,3 mm. Weitere
Beschreibungen der Proben sind Tabelle 4.1 zu entnehmen.
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4.2 Probenaufarbeitung

Fur die Extraktion phenolischer Substanzen aus C. incanus Teekraut wurden die Proben
weitgehend nach Herstellerangaben mazeriert. Hierzu wurden jeweils 0,7 g Teekraut
eingewogen und mit 45 mL Millipore®-Wasser (entspricht einem Teekraut-zu-Wasser-
Verhaltnis von 15 g/L) bei 95 °C fur 5 min erhitzt. AnschlieRend wurde fir 10 min bei
3220xg zentrifugiert und ein Aliquot von 35 mL des Uberstands abgenommen. Nach

Lyophilisation wurde der trockene Riickstand in 4 mL Millipore®-Wasser aufgenommen.

Nachfolgend wurde zur Extraktreinigung und Vorfraktionierung der Analyten eine
modifizierte Festphasenextration (Solid Phase Extraction, SPE) nach der Methode von
BREITFELLNER et al. (2002) durchgefiihrt. Hierfir wurde zunachst 1 g Polyamid 6 in ein
6 mL SPE-Tube eingewogen und das Saulenmaterial mittels Polyethylenfritten fixiert. Im
Anschluss erfolgte Waschen und Konditionierung der SPE-Saule mit jeweils 10 mL
Methanol/Ammoniak (98:2 v/v), Wasser/Essigsaure (99:1 v/v) und Wasser. Nach Aufgabe
von 4 mL Probenextrakt folgte ein Spulschritt mit 20 mL Wasser, danach eine erste
Elution mit 50 mL Methanol und eine zweite Elution mit 50 mL Methanol/Ammoniak
(98:2 v/v). Die zwei SPE-Eluate wurden mittels eines Probenkonzentrators unter
Stickstoffstrom zur Trockne eingeengt und jeweils in 2 mL Methanol/Wasser (70:30 v/v)
aufgenommen. Nach Spritzenfiltration Uber eine Nylonmembran (0,45 um Porengréfie)

wurden die Extrakte fur die weitere Analytik eingesetzt.

Die C. incanus Proben wurde doppelt aufgearbeitet und analysiert. Die Ergebnisse sind
entsprechend als Mittelwert und zugehdrige Standardabweichung der Doppelbestimmung

in den Abbildungen dargestellt.

4.3 ldentifizierung phenolischer Substanzen mittels LC-DAD-ESI-MS/MS

Die Identifizierung der phenolischen Substanzen in den C. incanus Extrakten erfolgte
mittels LC-DAD-ESI-MS/MS. In Tabelle 4.2 sind die hierzu verwendeten LC-DAD-

Gerateparameter dargestellt.

Weiterhin  wurden die in Tabelle 4.3. dargestellten bindren Gradienten mit
Wasser/Ameisensaure (99,9:0,1 v/v) als Eluent A und Acetonitri/Ameisensaure
(99,9:0,1 v/v) als Eluent B eingesetzt. Der erste Gradient diente hierbei zur Analytik des
methanolischen SPE-Eluates und der zweite Gradient wurde fir die Messungen des

Methanol/Ammoniak-SPE-Eluates eingesetzt.
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Tab. 4.2 LC-DAD-Gerateparameter fir die Identifizierung phenolischer Substanzen.

LC-Gerateparameter Einstellung

Flussrate 0,5 mL/min

Temperatur Autosampler 15°C

Injektionsvolumen 10 uL

Vorsiule C18; 4%3,00 mm (Phenomenex Ltd,
Aschaffenburg)

Saule Luna® C18 (2) 5um 100 A; 150x3,00 mm
(Phenomenex Ltd, Aschaffenburg)

Saulentemperatur 21°C

Wellenlangen Detektion 280 nm, 325 nm, 350 nm, 365 nm

Scanbereich 180-800 nm

Tab. 4.3

LC-DAD-Gradienten

Zur

Analytik  phenolischer  Substanzen des

methanolischen (Gradient 1) und Methanol/Ammoniak-SPE-Eluates (Gradient 2). Eluent
A: Wasser/Ameisensaure (99,9:0,1 v/v); Eluent B: Acetonitril/Ameisensaure (99,9:0,1 v/V).

Gradient 1
Laufzeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
0-2 95 (isokratisch) 5 (isokratisch)
2-6 95-90 5-10
6-45 90-70 10-30
45-55 70-5 30-95
55-60 5 (isokratisch) 95 (isokratisch)
60-65 5-95 95-5
65-75 95 (isokratisch) 5 (isokratisch)
Gradient 2
Laufzeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%)]
0-5 98 (isokratisch) 2 (isokratisch)
5-30 98-85 2-15
30-50 85-70 15-30
50-60 70-5 30-95
60-65 5 (isokratisch) 95 (isokratisch)
65-70 5-98 95-2
70-80 98 (isokratisch) 2 (isokratisch)

Die Detektion der Hydroxybenzoesauren, Ellagitannine und Flavanole erfolgte mittels

DAD bei 280 nm, Hydroxyzimtsauren wurden bei 325 nm und die Flavanole bei 350 nm
gemessen (vgl. Tabelle 4.2). Weiterhin wurden fur die ESI-MS/MS-Detektion die in
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Tabelle 4.4 gezeigten  Gerateparameter verwendet. Die  Extrakte  wurden

konzentrationsabhangig mit Methanol/Wasser (70:30 v/v) fur die MS-Analytik verdunnt.

Tab. 4.4 ESI-MS/MS-Gerateparameter zur Identifizierung phenolischer Substanzen.

ESI-MS/MS-Gerateparameter Einstellung

lonenmodus negativ

Scanbereich 70-1500 m/z

Kapillartemperatur 350 °C

Kapillarspannung 4,5 kV

Flussrate Trockengas (N,) 10 L/min

Druck Nebulizer (N,) 55 psi

MS/MS-Modus automatisch

Kollisionsgas Helium

Anzahl Precursor lonen 2

Schwellenwert Intensitét (rel.) 25000

Amplitude MS/MS-Fragmentierung 1,0V

Tuningmix fur Scankalibrierung ESI'L LOW. Concentration Tuning M'X (Agilent
echnologies Deutschland GmbH, Béblingen)

4.4 Quantifizierung phenolischer Substanzen mittels LC-DAD

Far die Quantifizierung der phenolischen Substanzen in den C. incanus Extrakten wurden
zunachst Stammlésungen kommerziell erworbener Standardsubstanzen mit einer
Konzentration von 1 mg/mL hergestellt. Die in Tabelle 4.5 angegebenen Substanzen
wurden hierzu in Methanol, bzw. Gallussdure in Wasser, geldst und die jeweilige
chemische Reinheit der Substanzen fir die Berechnung der Konzentration bertcksichtigt.
Weiterhin wurden flr die Standardsubstanzen die im Anhang A4.1 dargestellten
Kalibrierreinen hergestellt. Als untere Grenze der Kalibrierreihe wurde die
Bestimmungsgrenze (LOQ: Limit of Quantification) der jeweiligen Standardsubstanz
gewahlt. Die Ermittlung der Bestimmungs- sowie des Nachweisgrenze (LOD: Limit of
Detection) erfolgte nach KROMIDAS (2008) auf Basis des Grundrauschens von sechs

Methanolmessungen (Blindwert) anhand der Gleichungen in Anhang A3.1.

Da nicht flr alle detektierten phenolischen Inhaltsstoffe Standardsubstanzen kommerziell
erhaltlich waren, wurden einige Substanzen anhand strukturell verwandter Verbindungen
quantifiziert. In den Berechnungen der Konzentrationen der phenolischen Substanzen in

C. incanus Tee wurden hierfur Korrekturfaktoren fir das abweichende Molekulargewicht
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der quantifizierten Substanz von der eingesetzten Standardsubstanz berlcksichtigt.
Ebenso wurde die Reinheit der verwendeten Standards in die Formeln fur die Berechnung
integriert. Die verwendeten Standardsubstanzen und Korrekturfaktoren sind in Tabelle 4.5
dargestellt. Die genaue Berechnung der Konzentrationen phenolischer Substanzen in

C. incanus Tee erfolgte mittels der im Anhang A3.2 dargestellten Gleichung.

Tab. 4.5 Eingesetzte Standardsubstanzen fir die Quantifizierung phenolischer
Inhaltsstoffe in C. incanus Tee. Korrekturfaktoren (KF) fir chemische Reinheit und
Molekulargewicht (MW) bei Quantifizierung Uber strukturell verwandte Verbindungen.
HHDP-Glucose: Hexahydroxydiphenoyl-glucose; 11 und 12: Isomer 1 und Isomer 2, CHR:
chromatographisch rein.

Standard- MW  Reinheit [%]; SQU“I:S’EE::*““; MW  KF fiir
substanz [g/mol] KF Reinheit . [g/mol] MwW
C. incanus Tee
Gallussaure 170,1 98 Gallussaure
’ 0,98
Methylgallat 184,1 1,08
N 99 Hydroxyferulasaure-5-
Ferulasaure 194,2 0.99 O-rhamnosid 356,4 1,18
Hydroxyferulas@re-4- 356.4 118
O-rhamnosid
Hydroxyferuloyl- 356.4 118
rhamnose
Ellagséure 302,2 98 Ellagséure
g ) 0,98 g
Ellagsaure-7-O-xylosid 434,3 1,44
HHDP-Glucose (11) 482,3 1,60
HHDP-Glucose (12) 482,3 1,60
Gallocatechin 306,3 0938 Gallocatechin
Catechin 290,3 CHR Catechin
Gallocatechin-(4a-8)-
Procyanidin B1  578,5 90 catechin oder 5043 1,03
y ’ 0,90 Catechin-(4a-8)- ’ ’
gallocatechin
Gallocatechin-(4a-8)-
gallocatechin oder
Gallocatechin-(4a-6)- 610.4 1,06
gallocatechin
Myricitrin 4644 99 Myricitrin
y 3 0,99 y
Myricetin-O-xylosid 450,35 0,97
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Tab. 4.5 (Fortsetzung) Eingesetzte Standardsubstanzen fur die Quantifizierung
phenolischer Inhaltsstoffe in C. incanus Tee. Korrekturfaktoren (KF) flr chemische
Reinheit und Molekulargewicht (MW) bei Quantifizierung Uber strukturell verwandte
Verbindungen. HHDP-Glucose: Hexahydroxydiphenoyl-glucose; 11 und 12: Isomer 1 und
Isomer 2, CHR: chromatographisch rein.

Standard- MW  Reinheit [%]; SQU“I:S’:L':":Len”i‘; MW  KF fiir
substanz [g/mol] KF Reinheit . [g/mol] Mw
C. incanus Tee
Myricetin-3-O- 480 4 99 Myricetin-3-O-
galactosid ’ 0,99 galactosid
Myricetin-3-O-glucosid 480,38 1,00
Quercitrin 448,4 8 Quercitrin
’ 0,78
Quercetm—?—O— 464.38 1,04
galactosid
Quercetinf3-O- 464,38 104
glucosid
Quercetin-O-xylosid 434,35 0,97
Tilirosid 594,5 96 trans-Tilirosid
’ 0,96
cis-Tilirosid 594,52 1,00

Die Messung der Standardlésungen und Proben erfolgte als Doppelbestimmung mittels
LC-DAD sowie den in Tabelle 4.3. beschriebenen Gradienten fir die SPE-Eluate. In
Tabelle 4.6 sind die verwendeten LC-DAD-Gerateparameter dargestellt. Die
Quantifizierung der Hydroxybenzoesauren, Ellagitannine und Flavanole erfolgte bei

280 nm, die der Hydroxyzimtsauren bei 325 nm und die der Flavonole bei 350 nm.

Tab. 4.6 LC-DAD-Gerateparameter  fir  die  Quantifizierung phenolischer
Substanzen.

LC-DAD-Gerateparameter Einstellung

Flussrate 0,6 mL/min

Injektionsvolumen 10 yL

Vorsaule C18; 4%3,00 mm (Phenomenex Ltd,
Aschaffenburg)

Luna® C18 (2) 5um 100 A; 150x3,00 mm

Saule (Phenomenex Ltd, Aschaffenburg)
Saulentemperatur 21 °C (Raumtemperatur)
Wellenlangen Detektion 280 nm, 325 nm, 350 nm, 365 nm
Scanbereich 200-450 nm
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4.5 Bestimmung antioxidativer Kapazitaten mittels LC-onlineTEAC

(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)

Die Bestimmung der antioxidativen Kapazitaten der einzelnen phenolischen Inhaltsstoffe
erfolgte mittels LC-onlineTEAC. Die verwendeten Gerateparameter des LC-onlineTEAC-
Systems sind in Tabelle 4.7 dargestellt. Fir die chromatographische Trennung der
phenolischen Verbindungen wurde fir das methanolische SPE-Eluat der in Tabelle 4.8
dargestellte Gradient 1 und fir das Methanol/Ammoniak-SPE-Eluat der in Tabelle 4.3
beschriebene Gradient 2 verwendet. Als Reagenz fir die Nachsaulenderivatiserung
wurde eine 100 pmol/L ABTS™-Lésung eingesetzt. Hierzu wurden 54 mg ABTS und
9,4 mg K;S,0g in einen 50 mL Messkolben eingewogen, mit Wasser auf die Marke
aufgeflllt und bei Raumtemperatur fir ca. 20 h im Dunkeln inkubiert. Durch Zugabe von
950 mL Wasser wurde die Radikallésung auf eine finale ABTS™-Konzentration von
100 umol/L verdinnt und nach 10 min Behandlung im Ultraschallbad fir die Messungen
eingesetzt. Als interner Standard wurde den Proben 10 mmol/L methanolische
Troloxlésung zugesetzt, sodass eine Endkonzentration von 1 mmol/L Trolox im Probenvial

vorlag.

Tab. 4.7 LC-onlineTEAC-Gerateparameter (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)
zur Bestimmung der antioxidativen Kapazitaten der einzelnen phenolischen Inhaltsstoffe.

LC-onlineTEAC-Gerateparameter

(methanolisches SPE-Eluat) Einstellung

Flussrate 0,6 mL/min

Injektionsvolumen 10 yL

Vorsiule C18; 4x3,00 mm (Phenomenex Ltd,
Aschaffenburg)

Saule Luna®; C18 (2) 5um 100 A; 150x3,00 mm
(Phenomenex Ltd, Aschaffenburg)

Saulentemperatur 21 °C (Raumtemperatur)

Wellenlangen Detektion

(positive Peaks) 280 nm, 325 nm, 350 nm, 365 nm

Scanbereich 200-450 nm
Flussrate ABTS"'-Lbsung 0,6 mL/min
Lange Reaktionskapillare 5m
Innendurchmesser Reaktionskapillare 0,25 mm
Temperatur Reaktionskapillare 40 °C

Wellenlangen Detektion

(negative Peaks Nachsaulenderivatisierung) 414 nm, 734 nm
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Tab. 4.7 (Fortsetzung)

LC-onlineTEAC-Gerateparameter (Trolox

Equivalent

Antioxidant Capacity) zur Bestimmung der antioxidativen Kapazitidten der einzelnen

phenolischen Inhaltsstoffe.

LC-onlineTEAC-Gerateparameter

(Methanol/Ammoniak-SPE-Eluat) Einstellung

Flussrate 0,7 mL/min

Injektionsvolumen 10 yL

Vorséule C18; 4x3,00 mm (Phenomenex Ltd,
Aschaffenburg)

Saule Luna®; Phenylhexyl 5 um 100 A; 250x4,60 mm

(Phenomenex Ltd, Aschaffenburg)

Saulentemperatur

21 °C (Raumtemperatur)

Wellenlangen Detektion
(positive Peaks)

280 nm, 325 nm, 350 nm, 365 nm

Scanbereich 200-450 nm
Flussrate ABTS™-Lésung 0,7 mL/min
Lange Reaktionskapillare 5m
Innendurchmesser Reaktionskapillare 0,25 mm
Temperatur Reaktionskapillare 40 °C

Wellenlangen Detektion
(negative Peaks Nachsaulenderivatisierung)

414 nm, 734 nm

Tab. 4.8

LC-onlineTEAC-Gradient (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) zur

Trennung phenolischer Substanzen aus dem methanolischem SPE-Eluat. Eluent A:

Wasser/Ameisensaure (99,9:0,1 v/v); Eluent B: Acetonitril/Ameisensaure (99,9:0,1 v/v).

Laufzeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%)]
0-5 90 (isokratisch) 10 (isokratisch)
5-10 90-85 10-15
10-30 85 (isokratisch) 15 (isokratisch)
30-40 85-80 15-20
40-60 80-45 20-55
60-65 45-5 55-95
65-70 5 (isokratisch) 95 (isokratisch)
70-75 5-90 95-10
75-85 90 (isokratisch) 10 (isokratisch)

Abschliellend wurde die relative TEAC (antioxidative Kapazitat ohne Berlcksichtigung der

Substanzkonzentration in der Probe) anhand der im Anhang A3.3 dargestellten Gleichung

fur die identifizierten phenolischen Substanzen und die absolute TEAC (antioxidative
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Kapazitdt unter Bertcksichtigung der Substanzkonzentration in der Probe) nach

Anhang A.3.4 fir die quantifizierten Inhaltsstoffe als Troloxaquivalente (TE) berechnet.

4.6 Isolierung phenolischer Substanzen mittels praparativer LC-DAD

Zur lIsolierung phenolischer Substanzen aus C. incanus Tee erfolgte zunachst eine
Probenaufarbeitung von Probe A (vgl. Tabelle 4.1). Um hohe Substanzausbeuten effizient
zu erreichen, wurden statt einer Einwaage von ca. 0,7g Teekraut (analytische
Messungen), 1,59 Teekraut fur die Isolierung der phenolischen Inhaltsstoffe mittels
praparativer LC-DAD eingewogen und analog der unter Kapitel 4.2 beschriebenen
Probenaufarbeitung behandelt. Fir hdhere Extraktkonzentrationen wurden neben der
geanderten Teekrauteinwaage die trockenen RUckstdnde der SPE-Eluate in 1,5 mL
Methanol/Wasser (70:30 v/v) (statt in 2mL fur die analytischen Messungen)
aufgenommen. Das Injektionsvolumen des aufkonzentrierten Extraktes innerhalb der
praparativen LC-DAD betrug jeweils 1 mL. Fir die Isolierung der phenolischen
Substanzen aus dem methanolischen SPE-Eluat wurde auf Basis der zuvor
beschriebenen analytischen LC-DAD-Methode ein Up-scaling auf das in Tabelle 4.9

dargestellte praparative LC-DAD-System mit Fraktionssammler durchgefiihrt.

Tab. 4.9 Gerateparameter fir die Isolierung phenolischer Substanzen aus
C. incanus Tee mittels praparativer LC-DAD.

Gerateparameter praparative LC-DAD Einstellung

Flussrate 24,1 mL/min

Injektionsvolumen 1mL

Vorséule Nucleodur®; C18 HTec ; 10x16 mm

(Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren)

Nucleodur®; C18 HTec, 5pum; 250x21 mm

Saule (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Duren)
Saulentemperatur 21 °C (Raumtemperatur)
Wellenlangen Detektion 280 nm, 325 nm, 350 nm, 365 nm
Scanbereich 190-640 nm

Festlegung der Zeitfenster anhand
Fraktionssammler Retentionszeiten und Peakbreiten der zu

isolierenden Substanzen

Die Zusammensetzung der Eluenten wurde aus der analytischen LC-DAD-Methode

beibehalten. Weiterhin wurde der in Tabelle 4.10 dargestellte Gradient eingesetzt.
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Tab. 4.10 Praparativer LC-DAD-Gradient zur Isolierung phenolischer Substanzen aus
dem methanolischem SPE-Eluat. Eluent A: Wasser/Ameisensaure (99,9:0,1 v/v); Eluent

B: Acetonitril/Ameisensaure (99,9:0,1 v/V).

Laufzeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%)]
0-4 95 (isokratisch) 5 (isokratisch)
4-12 95-90 5-10
12-40 90-83 10-17
40-50 83 (isokratisch) 17 (isokratisch)
50-80 83-72 17-28
80-100 72-5 28-95
100-105 5 (isokratisch) 95 (isokratisch)
105-106 5-95 95-5
106-120 90 (isokratisch) 10 (isokratisch)

Die gesammelten Fraktionen der einzelnen Inhaltsstoffe wurden anschlieBend mittels
Rotationsverdampfer bei 40 °C und 25 mbar von den Eluenten befreit und auf ein
Endvolumen von ca. 40 mL reduziert. Die wassrige Lésung wurde im Anschluss
lyophilisiert. Die Reinheit der resultierenden Feststoffe wurde mittels LC-DAD-ESI-MS/MS
Uberprift und als chromatographische Reinheit bei einer Wellenlange von 280 nm
angegeben. Hierzu wurde das prozentuale Verhaltnis der Peakflache der isolierten

Substanz an der Gesamtpeakflache berechnet.

4.7 Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes mittels Folin-Ciocalteu-Assay

Fur die Bestimmung der Gesamtphenolgehalte in den C. incanus Probenextrakten mittels
FC-Assay wurde zunachst eine Kalibrierreihe flir Gallussaure hergestellt. Hierzu wurden
10 mg Gallussdure in 10 mL Wasser gelést. Aus dieser Stammldésung mit einer
Gallussaurekonzentration von 1 mg/mL wurde dann eine Kalibrierreihe bestehend aus
zwolIf aquidistanten Standardkonzentrationen von 15-180 mg/L erstellt (vgl. Tabelle A4.2).
Als Blindwert diente Millipore®-Wasser. Die Proben wurden je nach Konzentration
phenolischer Inhaltsstoffe mit Wasser verdiinnt. Von den Standards der Kalibrierreihe,
dem Blindwert sowie den verdunnten Proben wurden jeweils 20 yL in die wells einer 96-
well-Mikrotiterplatte pipettiert und mit 100 uL Folin-Ciocalteu-Reagenz (1:10 v/v verdunnt
mit Wasser) sowie 75 yL Natriumcarbonatldsung (7,5 % w/v nach ZIETZ et al. 2010)
versetzt. Nach 2 h Inkubation im Dunkeln wurde die Extinktion der Losungen bei 740 nm
gemessen (AL-DUAIS et al. 2009). Die Berechnung des Gesamtphenolgehaltes erfolgte

als Gallussaureaquivalente (GE) und ist im Anhang unter A3.5 dargestellt.
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4.8 Bestimmung des Tanningehaltes mittels Methylcellulose-Prazipitations-
Assay

Fur die Quantifizierung der in den Probenextrakten enthaltenen Tannine mittels
MCP-Assay wurde eine Epicatechinkalibrierung durchgefuhrt. Hierzu wurden 99,7 mg
Epicatechin in 5 mL Methanol gel6ést. Aus dieser 20 mg/mL Stammlésung wurde eine
Kalibrierreihe, bestehend aus neun A&quidistanten Standardkonzentrationen von
25-224 mg/L hergestellt (vgl. Tabelle A4.3). Jede Standardkonzentration wurde einmal als
Blindwert mit Wasser und einmal mit Methylcellulose hergestellt. Zur Herstellung der
bendtigten Methylcelluloseldsung (0,04 %) wurden 200 mg Methylcellulose mit 300 mL
80 °C warmen Wassers versetzt und 1h gerthrt. Nach 15 min Behandlung im
Ultraschallbad wurde fir weitere 14 h gerihrt und anschlieRend mit Wasser auf 500 mL
Endvolumen aufgeflllt. Die zu analysierenden Probenextrakte wurden je nach
Konzentration mit Wasser entsprechend verdinnt. Von diesen Ldsungen wurden je
zweimal 25 yL abgenommen. Ein Ansatz wurde zur Fallung der Tannine mit 300 pL
Methylcelluloseldsung versetzt (AP: Arbeitsprobe). Der andere Ansatz wurde als
Kontrollprobe (KP) mit 300 uyL Wasser versetzt. Die nachfolgend beschriebenen Schritte
erfolgten fur beide Anséatze analog. Nach 2 min Standzeit wurden 200 pL gesattigte
Ammoniumsulfatldsung zugesetzt und das Volumen mit Wasser auf 1 mL aufgefullt. Nach
weiteren 10 min Standzeit wurden die Probenextrakte flir 10 min bei 20000xg
zentrifugiert. Vom resultierenden Uberstand wurden anschlieBend 300 uL in die wells
einer 96-well-Mikrotiterplatte gegeben und die Absorptionen bei 280 nm mittels
Plattenlesegerat gemessen (MERCURIO et al. 2007). Die Aufarbeitung der Kalibrierreihe
erfolgte ohne Kontrollprobe analog der zuvor beschriebenen Methode. Abschlie?end
wurde der Tanningehalt aus der linearen Regression der Epicatechinkalibriergeraden und
der Differenz der Absorptionen von Arbeits- und Blindprobe als Epicatechinaquivalente

(EE) berechnet. Die Berechnung ist im Anhang A3.6 dargestellt.

49 Bestimmung der gesamten antioxidativen Kapazitit mittels

Elektronenspinresonanz-Spektroskopie

Die antioxidative Kapazitat verschiedener C. incanus Probenextrakte wurde in der
vorliegenden Arbeit mittels ESR-Spektroskopie unter Verwendung des Radikals
Kaliumnitrosodisulfonat (Fremy’s Salz) ermittelt (ZIETz et al. 2010). Hierzu wurden
zunachst 26,8 mg des Radikals in 10 mL Dinatriumhydrogenphosphatpuffer (0,05 mol/L,
pH 7,4 bei 20 °C) geldst und fur die Messungen 1:10 v/v mit dem zuvor beschriebenen

Puffer verdinnt. Dies entspricht einer finalen Radikalkonzentration von 1 mmol/L. Die zu
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vermessenden Probenextrakte (Probenaufarbeitung analog zu Kapitel 4.2, jedoch ohne
Spritzenfiltration der Extrakte) wurden je nach Konzentration mit Dinatriumhydrogen-
phosphatpuffer verdinnt. Fir die ESR-Messung wurden anschlieend 100 yL der
verdinnten Probenextrakte mit 100 yL verdinnter Radikalldsung versetzt, mittels Vortexer
grindlich durchmischt und gegen den reinen Puffer (Blindwert) vermessen. Die
verwendeten ESR-Gerateparameter nach BUCHNER et al. (2006) sind in Tabelle 4.11
dargestellt. Die Intensitat des Magnetfeldes wurde zu Beginn der Kinetik und nach 30 min
gemessen. Hieraus wurde abschlieliend die Abnahme der Feldintensitat bezogen auf den
zuvor gemessenen Blindwert ermittelt. Die Berechnung der antioxidativen Kapazitat

basierend auf der Abnahme der Signalintensitat ist im Anhang A3.7 beschrieben.

Tab. 4.11 Gerateparameter zur Messung der gesamten antioxidativen Kapazitaten
von C. incanus Tee mittels ESR-Spektroskopie (Elektronenspinresonanz-Spektroskopie).

ESR-Geriteparameter Einstellung
Magnetfeldstarke 3350 G
Sweep 69 G
Sweeptime 15s
Modulation 1500 mG
Mikrowellen Attenuation 10 dB
Verstarkungsfaktor 6

Phase 180 °

4.10 Bestimmung des Lignin-, Holzzucker- und Cellulosegehaltes

Fir die Bestimmung des Lignin-, Holzzucker- und Cellulosegehaltes der C. incanus
Proben wurde das innerhalb der zuvor beschriebenen Probenaufarbeitung mazerierte
Teekraut fur ca. 72h bei Raumtemperatur klimatisiert. Nach Bestimmung des
Trockengewichtes wurde je Probe 0,5g in eine ASE-Extraktionshilse (Accelerated
Solvent Extraction) eingewogen. Es erfolgten zwei Extraktionsdurchgange je 10 mL pro
Lésungsmittel fir 10 min bei 70 °C und 100 bar. Die folgenden L&sungsmittel wurden
hierbei graduell nach ansteigender Polaritdt verwendet: Petrolether, Aceton/Wasser
(9:1 v/v), Ethanol/Wasser (8:2 v/v) und Wasser.

Nach erneuter Klimatisierung fur ca. 72h bei Raumtemperatur wurden die
ASE-RUckstande der Teekrautproben mittels Scheibenmihle fein vermahlen. Fir die

anschlielende Prehydrolyse wurden 200 mg der gemahlenen Rickstdande mit 2 mL
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72 %iger Schwefelsdure versetzt und in einem Reaktionsgefal unter mehrfachem
Umrdhren auf einem Thermostaten bei 30 °C fur 1 h hydrolysiert. Durch Zugabe von 6 mL
Wasser wurde die Reaktion gestoppt. Die Probe wurde anschlielend fur die
Nachhydrolyse mit 50 mL Wasser in einen 100 mL Messkolben uberfuhrt und bei 120 °C
und 1,2 bar far 30 min im Autoklaven hydrolysiert. Nach Abkihlung der Probe wurde der
Kolben mit Wasser auf die Marke aufgeflllt, vorsichtig geschuttelt und Uber einen
G4-Glasfilter abfiltriert. Im Anschluss wurde der Hydrolysenrickstand mit Wasser
saurefrei gewaschen und bei 105 °C getrocknet. Abschliefend wurde der Rickstand
(Klason-Lignin) gewogen. Weiterhin wurden die Xylose- und Glucosegehalte der
Hydrolysate mittels Boratkomplex-Anionenaustauschchromatographie nach der Methode
von WILLFOR et al. (2009) bestimmt.

Zur Absicherung der Ergebnisse wurde zusatzlich ein Test auf Starke durchgefiihrt, um zu
beurteilen, ob die enthaltene Glucose auf die Hydrolyse von Holzzuckern, wie z.B.
Cellulosen und Hemicellulosen, oder aber auf die Hydrolyse von Starke zurickzufihren
ist. FUr den Starketest wurde zunachst das klimatisierte C. incanus Teekraut mittels
Scheibenmuhle feingemahlen. AnschlieRend wurden 200 mg in einen 25 mL Messkolben
eingewogen und 20 mL Methanol/Wasser (3:1 v/v) zugegeben. Die Ldsung wurde
daraufhin geschattelt, fir ca. 15 h inkubiert und Uber einen G4-Glasfilter abfiltriert. Die
Extraktionsriickstande wurden daraufhin mit 20 mL Methanol/Wasser (3:1 v/v) gewaschen
und fir ca. 5d bei Raumtemperatur klimatisiert. AnschlieBend wurden je 25 mg der
Ruckstande bei 45 °C flr 24 h mit 0,75 mL Enzymlésung (0,05 % Amylase und 0,05 %
Amyloglucosidase in 0,1 M Ammoniumacetat Puffer pH 4,7) inkubiert. Nach Filtration der
Lésungen wurde erneut der Glucosegehalt mittels Boratkomplex-
Anionenaustauschchromatographie nach der Methode von WILLFOR et al. (2009)

bestimmt.

Der Cellulosegehalt der Probe wurde abschliefend aus dem Glucosegehalt der Probe
abzuglich dem aus der Starkehydrolyse resultierendem Glucosegehalt (1 %) sowie
abzlglich der Gewichtszunahme durch die Wasseranlagerung wahrend der Hydrolyse
(10 %) berechnet.
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4.11 Versuche zur Untersuchung der Stabilitaten phenolischer Substanzen

in C. incanus innerhalb des Prozesses der Teezubereitung

4.11.1 Versuche zum Einfluss von Kochwasser, Kochtemperatur und Kochzeit auf

die Konzentrationen phenolischer Substanzen in C. incanus Tee

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Kochwasser auf die Konzentrationen
phenolischer Substanzen in C. incanus Tee wurde Probe A (vgl. Tabelle 4.1) mittels der in
Kapitel 4.2 beschriebenen Methode fiir 60 min bei 95 °C extrahiert. Hierbei wurden neben
dem beschriebenen Millipore®-Wasser (pH 5,8; Wasserharte 0 °dH), Leitungswasser
(Trinkwasserqualitat, pH 7,2; Wasserharte 6 °dH) und ein kommerziell erhaltliches
Mineralwasser (pH 7,6; Wasserharte 20°dH) als Kochwasser innerhalb der
Probenaufarbeitung eingesetzt. Der pH-Wert der Kochwasser wurde mittels pH-Meter und
die Wasserharte mittels Aquadur®-Teststdbchen zur Bestimmung der Wasserharte
(Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren) gemessen. Fur die pH-Wert Bestimmung des
Millipore®-Wassers mittels pH-Meter wurde 10 g/L KCI zur Leitfahigkeitserhéhung fiir die
Messung zugegeben. Die phenolischen Substanzen der Probenextrakte wurden

anschlief3end mittels der unter Kapitel 4.3 und 4.4 beschriebenen Methoden analysiert.

Fur die Untersuchung des Einflusses der Kochtemperatur auf die Konzentrationen
bioaktiver phenolischer Substanzen wurde C. incanus Handelsprobe A bei Temperaturen
von 70 °C, 85°C und 95 °C fir 5 min mit Millipore®-Wasser mittels der in Kapitel 4.2
beschriebenen Methode aufgearbeitet. Die phenolischen Substanzen der Probenextrakte
wurden anschlielend mittels der unter Kapitel 4.3 und 4.4 beschriebenen Methoden

analysiert.

Um einen moglichen Effekt der Kochzeit auf die Konzentrationen phenolischer
Substanzen in C. incanus Tee zu untersuchen, wurde Probe A fir 5 min, 20 min und
60 min bei 95 °C mit Millipore®-Wasser mittels der in Kapitel 4.2 beschriebenen Methode
extrahiert. Die phenolischen Substanzen der Probenextrakte wurden anschlielRend mittels

der unter Kapitel 4.3 und 4.4 beschriebenen Methoden analysiert.
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4.11.2 Softwarebasierte statistische Versuchsplanung zur Untersuchung moglicher
Effekte der Teezubereitung auf die Konzentrationen phenolischer Inhaltsstoffe in C.

incanus Tee

Zur weiteren Untersuchung moglicher Effekte von Faktoren der Teezubereitung auf die
Konzentrationen bioaktiver phenolischer Substanzen in C. incanus Tee sowie der
Berechnung statistischer Modelle zur Beschreibung zugrundeliegender Effekte wurden
weitere Versuche mittels der Statistiksoftware Design-Expert 8.0.7.1. (STATCON,
Witzenhausen) geplant. Hierfir wurden zunachst potentielle Einflussfaktoren auf die
Konzentrationen phenolischer Substanzen in C. incanus Tee fir die Untersuchungen
festgelegt. Als Einflussfaktoren wurden Kochtemperatur, Kochzeit, pH-Wert des
Kochwassers sowie das Teekraut-zu-Kochwasser-Verhaltnis ausgewahlt. Ebenso wurden
die wahrend des Zubereitungsprozesses mdglicherweise vorliegende und in den
Versuchen realisierbaren minimalen und maximalen Einstellungen fir die Faktoren,
beispielsweise minimale und maximale Kochtemperatur, definiert. Fir die genannten
Faktoren wurde durch die Software ein zweistufiger Vollfaktorenversuchsplan mit
randomisierter Messreihenfolge erstellt. Innerhalb dieses Versuchsplanes waren die
Faktoren jeweils auf minimaler und maximaler Faktoreinstellung sowie fiinffach in mittlerer
Faktoreinstellung (Zentralpunkte) enthalten. Ebenso wurden samtliche Faktor-
kombinationen zur Ermittlung mdglicher bestehender Wechselwirkungen zwischen den
Faktoren in den Versuchsplan aufgenommen. Die Zentralpunkte dienten zur Uberpriifung
einer innerhalb des Modells vorausgesetzten Linearitat zwischen Faktoreinstellung und
ZielgroRe sowie zur Berechnung der Standardabweichung. In Tabelle 4.12 ist der zuvor
beschriecbene  zweistufige  Vollfaktorenversuchsplan  flir  die  Einflussfaktoren
Kochtemperatur, Kochzeit, pH-Wert des Kochwassers und Teekraut-zu-Kochwasser-
Verhaltnis mit randomisierter Messreihenfolge dargestellt. Als ZielgréRen wurden die
Konzentrationen dieser Inhaltsstoffe mittels der unter Kapitel 4.3 und 4.4 beschriebenen

Methoden doppelt vermessen.

Als Probenmaterial wurde die unter Kapitel 4.1 beschriebene Probe A verwendet. Die
Aufarbeitung des Teekrautes erfolgte dabei unter Berucksichtigung der in Tabelle 4.12
beschriebenen Faktoreinstellungen analog der unter Kapitel 4.2 beschriebenen
Probenaufarbeitung. Zur Einstellung des pH-Wertes der fur den Versuchsplan bendtigten
Kochwasser wurde Millipore®-Wasser durch tropfenweise Zugabe von 0,1 mmol/L NaOH
auf einen pH-Wert von 10,5 eingestellt. Analog hierzu wurde ein Kochwasser pH-Wert von
3,5 durch tropfenweise Zugabe von 0,1 mol/lL HCI eingestellt. Als pH-neutrales

Kochwasser wurde frisch filtriertes Millipore®-Wasser eingesetzt.
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Tab. 4.12 Zweistufiger Vollfaktorenversuchsplan mit randomisierter Messreihenfolge
zur Untersuchung des Einflusses der Faktoren Kochtemperatur, Kochzeit, Teekraut-zu-
Kochwasser-Verhaltnis und pH-Wert des Kochwassers auf die Konzentration
phenolischer Inhaltsstoffe in C. incanus Tee. (ma): maximale Faktoreinstellung; (mi):
minimale Faktoreinstellung; (ze): mittlere Faktoreinstellung (Zentralpunkt).

Standard Messung Kochtemperatur Kochzeit Teekraut/ pH-Wert
Nr. Nr. . Kochwasser Kochwasser
[°C] [min] [9/45 mL]
1 2 40,0 (mi) 5,0 (mi) 0,50 (mi) 3,5 (mi)
2 19 40,0 (mi) 5,0 (mi) 0,50 (mi) 10,5 (ma)
3 9 40,0 (mi) 5,0 (mi) 2,00 (ma) 3,5 (mi)
4 17 40,0 (mi) 5,0 (mi) 2,00 (ma) 10,5 (ma)
5 18 95,0 (ma) 5,0 (mi) 0,50 (mi) 3,5 (mi)
6 16 95,0 (ma) 5,0 (mi) 0,50 (mi) 10,5 (ma)
7 3 95,0 (ma) 5,0 (mi) 2,00 (ma) 3,5 (mi)
8 12 95,0 (ma) 5,0 (mi) 2,00 (ma) 10,5 (ma)
9 11 40,0 (mi) 60,0 (ma) 0,50 (mi) 3,5 (mi)
10 13 40,0 (mi) 60,0 (ma) 0,50 (mi) 10,5 (ma)
11 40,0 (mi) 60,0 (ma) 2,00 (ma) 3,5 (mi)
12 40,0 (mi) 60,0 (ma) 2,00 (ma) 10,5 (ma)
13 15 95,0 (ma) 60,0 (ma) 0,50 (mi) 3,5 (mi)
14 20 95,0 (ma) 60,0 (ma) 0,50 (mi) 10,5 (ma)
15 95,0 (ma) 60,0 (ma) 2,00 (ma) 3,5 (mi)
16 95,0 (ma) 60,0 (ma) 2,00 (ma) 10,5 (ma)
17 21 67,5 (ze) 32,5 (ze) 1,25 (ze) 7,0 (ze)
18 10 67,5 (ze) 32,5 (ze) 1,25 (ze) 7,0 (ze)
19 14 67,5 (ze) 32,5 (ze) 1,25 (ze) 7,0 (ze)
20 1 67,5 (ze) 32,5 (ze) 1,25 (ze) 7,0 (ze)
21 6 67,5 (ze) 32,5 (ze) 1,25 (ze) 7,0 (ze)

4.11.3 Modellversuch zur Untersuchung moglicher Einflussfaktoren aus der

Teezubereitung auf die Stabilitat von Catechin

Die Untersuchungen zu Einflussfaktoren der Teezubereitung auf die Catechinstabilitat im
Modellsystem wurden mittels softwaregestutzter Versuchsplanung (Software: Design-
Expert 8.0.7.1.; STATCON, Witzenhausen) unter Verwendung von Catechin-
standardlésungen durchgefiihrt. Als Einflussfaktoren aus der Teezubereitung wurden der
Kochwasser pH-Wert, die Kochtemperatur und die Catechinkonzentration untersucht.
Hierzu wurde zunachst eine methanolische Catechinstammldsung mit einer Konzentration

von 50 mg/mL hergestellt. Diese wurde dem Kochwasser in entsprechenden Volumina
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zugesetzt, um die vorgesehenen Catechinkonzentrationen im Modell zu erreichen. Der
pH-Wert des Kochwassers wurde durch tropfenweise Zugabe von 0,1 mmol/L HCI und
0,1 mmol/L NaOH zu Millipore®Wasser eingestellt. Da fiir den pH-Wert von einem
nichtlinearen Zusammenhang zwischen Faktor und Zielgréf3e ausgegangen wurde, wurde
das zweistufige Vollfaktorenmodell auf ein face-centered Central-Composite-Design
erweitert. Hierbei werden die Faktoren auf funf Stufen variiert. Der Abstand der
Sternpunkte zum Mittelpunkt des Modells betragt a =1 (face-centered). Auch hier dienten
die Zentralversuche zur Bestimmung der Standardabweichung. In Tabelle 4.13 ist der

Versuchsplan mit randomisierter Messreihenfolge dargestellt.

Tab. 4.13 Versuchsplan Central-Composite-Design (face-centered) mit randomisierter
Messreihenfolge zur Untersuchung des Einflusses der Faktoren Kochtemperatur,
Kochzeit, Catechinkonzentration und Kochwasser pH-Wert auf die ZielgroRe
Catechinstabilitdt im Modellsystem. (ma): maximale Faktoreinstellung; (mi); minimale
Faktoreinstellung; (ze): mittlere Faktoreinstellung, bzw. Zentralpunkt, falls Vorliegen dieser
Einstellung bei allen vier Faktoren; (ra): randomisierte Faktoreinstellung.

Standard Messung Kochtemperatur Kochzeit koﬁggenc;?;rt\i-o . pH-Wert
Nr. Nr. [°C] [min] [mg/mL] Kochwasser
1 21 30,00 (mi) 2,00 (mi) 0,01 (mi) 3,00 (mi)
2 12 30,00 (mi) 2,00 (mi) 0,01 (mi) 11,00 (ma)
3 8 95,00 (ma) 2,00 (mi) 0,01 (mi) 3,00 (mi)
4 11 95,00 (ma) 2,00 (mi) 0,01 (mi) 11,00 (ma)
5 13 30,00 (mi) 60,00 (ma) 0,01 (mi) 3,00 (mi)
6 14 30,00 (mi) 60,00 (ma) 0,01 (mi) 11,00 (ma)
7 95,00 (ma) 60,00 (ma) 0,01 (mi) 3,00 (mi)
8 95,00 (ma) 60,00 (ma) 0,01 (mi) 11,00 (ma)
9 30,00 (mi) 2,00 (mi) 1,00 (ma) 3,00 (mi)
10 30,00 (mi) 2,00 (mi) 1,00 (ma) 11,00 (ma)
11 20 95,00 (ma) 2,00 (mi) 1,00 (ma) 3,00 (mi)
12 15 95,00 (ma) 2,00 (mi) 1,00 (ma) 11,00 (ma)
13 30,00 (mi) 60,00 (ma) 1,00 (ma) 3,00 (mi)
14 30,00 (mi) 60,00 (ma) 1,00 (ma) 11,00 (ma)
15 18 95,00 (ma) 60,00 (ma) 1,00 (ma) 3,00 (mi)
16 10 95,00 (ma) 60,00 (ma) 1,00 (ma) 11,00 (ma)
17 17 62,50 (ze) 31,00 (ze) 0,51 (ze) 7,00 (ze)
18 19 62,50 (ze) 31,00 (ze) 0,51 (ze) 7,00 (ze)
19 62,50 (ze) 31,00 (ze) 0,51 (ze) 7,00 (ze)
20 62,50 (ze) 31,00 (ze) 0,51 (ze) 7,00 (ze)
21 16 62,50 (ze) 31,00 (ze) 0,51 (ze) 7,00 (ze)
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Tab. 4.13 (Fortsetzung) Versuchsplan Central-Composite-Design (face-centered) mit
randomisierter Messreihenfolge zur Untersuchung des Einflusses der Faktoren
Kochtemperatur, Kochzeit, Catechinkonzentration und Kochwasser pH-Wert auf die
ZielgroRe Catechinstabilitat im Modellsystem. (ma): maximale Faktoreinstellung; (mi):
minimale Faktoreinstellung; (ze): mittlere Faktoreinstellung, bzw. Zentralpunkt, falls
Vorliegen dieser Einstellung bei allen vier Faktoren; (ra): randomisierte Faktoreinstellung.

Standard  Messung Kochtemperatur Kochzeit Kog:g:::.ai?ion pH-Wert
Nr. Nr. [°C] [min] [mg/mL] Kochwasser
22 31 62,50 (ze) 31,00 (ze) 0,51 (ze) 3,00 (mi)
23 28 62,50 (ze) 31,00 (ze) 0,51 (ze) 11,00 (ma)
24 27 30,00 (mi) 31,00 (ze) 0,51 (ze) 7,00 (ze)
25 24 95,00 (ma) 31,00 (ze) 0,51 (ze) 7,00 (ze)
26 29 62,50 (ze) 2,00 (mi) 0,51 (ze) 7,00 (ze)
27 30 62,50 (ze) 60,00 (ma) 0,51 (ze) 7,00 (ze)
28 23 62,50 (ze) 31,00 (ze) 0,01 (mi) 7,00 (ze)
29 22 62,50 (ze) 31,00 (ze) 1,00 (ma) 7,00 (ze)
30 25 62,50 (ze) 31,00 (ze) 0,51 (ze) 7,00 (ze)
31 26 62,50 (ze) 31,00 (ze) 0,51 (ze) 7,00 (ze)
32 33 95,00 (ma) 2,00 (mi) 0,67 (ra) 5,67 (ra)
33 32 51,67 (ra) 40,67 (ra) 1,00 (ma) 3,00 (mi)
34 45 30,00 (mi) 2,00 (mi) 0,01 (mi) 7,00 (ze)
35 52 62,50 (ze) 2,00 (mi) 0,01 (mi) 11,00 (ma)
36 39 30,00 (mi) 31,00 (ze) 0,01 (mi) 3,00 (mi)
37 49 95,00 (ma) 31,00 (ze) 0,01 (mi) 3,00 (mi)
38 44 95,00 (ma) 31,00 (ze) 0,01 (mi) 11,00 (ma)
39 40 30,00 (mi) 60,00 (ma) 0,01 (mi) 7,00 (ze)
40 41 62,50 (ze) 60,00 (ma) 0,01 (mi) 3,00 (mi)
41 38 95,00 (ma) 60,00 (ma) 0,01 (mi) 7,00 (ze)
42 51 30,00 (mi) 40,67 (ra) 0,34 (ra) 11,00 (ma)
43 43 30,00 (mi) 2,00 (mi) 0,51 (ze) 3,00 (mi)
44 34 95,00 (ma) 2,00 (mi) 0,51 (ze) 11,00 (ma)
45 50 95,00 (ma) 60,00 (ma) 0,51 (ze) 3,00 (mi)
46 35 73,33 (ra) 60,00 (ma) 0,67 (ze) 11,00 (ma)
47 47 51,67 (ra) 2,00 (mi) 1,00 (ma) 8,33 (ra)
48 37 73,33 (ra) 2,00 (mi) 1,00 (ma) 3,00 (mi)
49 46 30,00 (mi) 21,33 (ra) 1,00 (ma) 11,00 (ma)
50 48 95,00 (ma) 31,00 (ze) 1,00 (ma) 3,00 (mi)
51 53 95,00 (ma) 40,67 (ra) 1,00 (ma) 8,33 (ra)
52 36 30,00 (mi) 60,00 (ma) 1,00 (ma) 7,00 (ze)
53 42 62,50 (ze) 60,00 (ma) 1,00 (ma) 11,00 (ma)

58



4 Material und Methoden

Die Stabilitat wurde hierbei als relative Catechinkonzentration angegeben. Diese resultiert
aus der Differenz zwischen der Ausgangskonzentration der Catechinmodelllésung und
der Konzentration der Losung nach Versuchsdurchfuhrung. Die Versuche wurden in
einem 2mL Ansatz in Eppendorfgefallen durchgefihrt. Nach Lyophilisation und
Wiederaufnahme in 1 mL Wasser des entsprechenden pH-Wertes (hochkonzentrierte
Modellldsungen), bzw. 0,5 mL Wasser (niedrig konzentrierte Modellldsungen) wurden die

Proben mittels der unter Kapitel 4.3 und 4.4 beschriebenen Methoden doppelt analysiert.

4.12 Tea Cream-Charakterisierung in C. incanus Tee

Fir die Untersuchungen der Tea Cream in C. incanus Tee wurden zunachst ca. 5g
Probe C (vgl. Tabelle 4.1) fir 5min bei 95°C in 100 mL kommerziell erhaltlichem
Mineralwasser (pH 7,6; Wasserharte 20 °dH) in einem breiten Becherglas erhitzt und
anschliel’end ca. 1 Woche bei 5 °C gelagert. Als Referenzprobe wurde Probe C parallel
mit Millipore®-Wasser (pH 5,8; Wasserharte 0 °dH) aufgearbeitet. Der resultierende
Oberflachenfilm (Tea Cream) wurde vorsichtig unter Verwendung eines Uhrglases von
der Teeoberflaiche abgeschopft. Der Tee (wassriger Uberstand) wurde anschlieRend
vorsichtig Uber dem Bodensatz (Tea Cream) entfernt. Das Prazipitat am Boden des
Becherglases wurde nachfolgend mittels Pasteurpipette und Spatel in ein 1,5 mL
Eppendorfgefal® uberflhrt. Der abgeschopfte Oberflachenfiim wurde mit 1 mL Wasser
zunachst in eine Petrischale gespllt und anschlieend in ein Eppendorfgefald pipettiert.
Um am Oberflachenfilm und Préazipitat anhaftende Teereste zu entfernen wurden diese
mit drei mal 2 mL Millipore®-Wasser fiir 5 min bei 95 °C erhitzt und durchmischt. Nach
erfolgter Abkuhlung und erneuter Prazipitierung und Oberflachenfiimbildung wurden diese
jeweils in ein Eppendorfgefall dberfuhrt. Anschliefend wurden je 50 pL Prazipitat und
50 yL Oberflachenfilm mit 450 yL Methanol/Wasser (70:30 v/v) versetzt und mittels
Vortexer grundlich durchmischt. Aufgrund der &uferst geringen Loslichkeit des
Prazipitates sowie des Oberflachenfilms wurden diese als Suspension ohne vorherige
Spritzenfiltration flr die Bestimmung der gesamten antioxidativen Kapazitat mittels ESR-

Spektroskopie (vgl. Kapitel 4.9) eingesetzt.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1. Profiling bioaktiver phenolischer Substanzen in C. incanus Tee

Unter Profiling bioaktiver phenolischer Substanzen werden in der vorliegenden Arbeit eine
Identifizierung der in den Extrakten enthaltenen Substanzen sowie eine nachfolgende
Quantifizierung der Hauptinhaltsstoffe verstanden. Anhand der daraus resultierenden

spezifischen chromatographischen Fingerprints wurden die C. incanus Tees verglichen.

5.1.1 Identifizierung phenolischer Substanzen

C. incanus enthalt eine Vielfalt phenolischer Inhaltsstoffe verschiedener Substanzklassen.
Fur die ldentifizierung dieser Substanzen wurden die Teeextrakte zunachst mittels SPE
aufgereinigt und hierdurch in ein methanolisches sowie ein Methanol/Ammoniak-Eluat
vorfraktioniert. Im methanolischen Eluat wurden vorwiegend Flavanole und Flavonole
detektiert. Das Methanol/Ammoniak-SPE-Eluat beinhaltete Uberwiegend Ellagsaure-
derivate sowie Ellagitannine. Mittels LC-DAD-ESI-MS/MS wurden anhand der LC-DAD-
Retentionszeiten, der UV-Spekiren sowie der ESI-MS/MS-Fragmentierungsmuster
insgesamt 32 phenolische Substanzen in den C. incanus Tees identifiziert. In
Abbildung 5.1a-b sind exemplarisch fiir Probe E die LC-DAD-Chromatogramme der SPE-
Eluate bei 280 nm dargestellt. Fir die Identifizierung der Inhaltsstoffe wurden die Daten
mit Messungen kommerziell erhaltlicher Standardsubstanzen sowie nachfolgend
angegebenen Literaturdaten verglichen. In Tabelle 5.1 sind die Retentionszeiten, UV-
Absorptionsmaxima und MS/MS-Fragmente mit zughdrigen Signalintensitaten der im
methanolischen SPE-Eluat identifizierten phenolischen Substanzen dargestellt. Die
entsprechenden Daten zu den Verbindungen aus dem Methanol/Ammoniak-SPE-Eluat
sind in Tabelle 5.2 aufgeflhrt. Anhand der verfugbaren Standardsubstanzen wurden die
Phenolsduren und -derivate Nr.1 sowie Nr.31-32, die monomeren und dimeren
Flavanole Nr. 3, Nr.5-6 sowie Nr.8, die Myricetinglycoside Nr. 10 und Nr. 14, die
Quercetinglycoside Nr. 13, Nr.16 und Nr. 18 sowie die Kampferolderivate Nr.21-22
identifiziert. Anhand der durch diese Substanzen zur Verfligung stehenden Informationen
zu den Fragmentierungsmustern der Flavonoidaglyca, der theoretischen LC-DAD-
Elutionsreihenfolge sowie unter Berlcksichtigung der Ergebnisse von SARACINI et al.
(2005) und FERNANDEZ-ARROYO et al. (2009) wurden die Phenolsauren und -derivate
Nr. 23, Nr. 25 sowie Nr. 30, die Myricetinglycoside Nr. 9, Nr. 11-12 und Nr. 19 sowie die
Quercetinglycoside Nr. 15, Nr. 17 und Nr. 20 identifiziert.
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Abb. 5.1a-b LC-DAD-Chromatogramme der SPE-Eluate der Probe E bei 280 nm.
a) methanolisches Eluat; b) Methanol/Ammoniak-Eluat. Die Bezeichnungen der 32
identifizierten Substanzen (Nr.1-Nr.32) sind in Tabelle 5.1 und 5.2 aufgefuhrt.
Beschreibungen zur Probe sind in Tabelle 4.1 dargestellt.
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Identifizierte Substanzen in C. incanus Tee (methanolisches SPE-Eluat).
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Identifizierte Substanzen in C. incanus Tee (Methanol/Ammoniak-SPE-

Peaknummer; [M-H]: Quasimolekilion; R;: LC-DAD-Retentionszeit; UV ax:
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Weiterhin wurden in den C. incanus Extrakten Flavanoldimere im methanolischen SPE-
Eluat identifiziert. So stellt Substanz Nr. 2 ein (Epi)gallocatechindimer mit [M-H]" m/z 609
und dem Fragmention der (Epi)gallocatechinuntereinheit mit m/z 305 dar. Nach PETEREIT
et al. (1991) werden flr diese Substanz Gallocatechin-(4a-8)-gallocatechin oder das
Regioisomer  Gallocatechin-(4a-6)-gallocatechin  als  wahrscheinliche  Strukturen
vorgeschlagen. In Abbildung 5.2 ist exemplarisch das ESI-MS/MS-Spektrum des, bei der
Retentionszeit von 3,7 min isolierten Quasimolekulions [M-H]" mit m/z 609 dargestellt.

100 441

423

Intensitat [%]

60
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483
20 1 591

100 200 300 400 500 nvz

Abb. 5.2 ESI-MS/MS-Spektrum des Quasimolekilions [M-H]' von Gallocatechin-
gallocatechin (Nr. 2) mit m/z 609. Analytische Daten zur Substanz vgl. Tabelle 5.1.

Abb. 5.3 Postulierte ESI-MS/MS-Fragmentierung des Quasimolekulions [M-H] von
Gallocatechin-gallocatechin (Nr. 2) mit m/z 609 modifiziert nach FRIEDRICH et al. (2000).
Analytische Daten zur Substanz vgl. Tabelle 5.1. RDA: Retro-Diels-Alder-Reaktion.
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Die postulierte MS/MS-Fragmentierung von [M-H] zu den Produktionen mit m/z 591,
m/z 483, m/z 441, m/z 423 und m/z 305 ist in Abbildung 5.3 skizziert. Aus einer Retro-
Diels-Alder-Reaktion (RDA) entsteht hierbei das Hauptproduktion mit m/z441. Aus
diesem resultiert durch Wasserabspaltung das Fragment mit m/z 423. Analog hierzu
entsteht aus dem Quasimolekilion das Fragmention mit m/z 591. FRIEDRICH et al. (2000)
zeigten diese Fragmentierung bereits fur Proanthocyanidine. Ebenfalls handelt es sich
auch bei Substanz Nr.4 mit [M-H]' m/z441 und dem zugehoérigen Fragmention der
Catechinuntereinheit mit m/z 289 um ein Flavanoldimer. Fir diese Substanz werden nach
PETEREIT et al. (1991) als Strukturen Gallocatechin-(4a-8)-catechin oder Catechin-(4a-8)-

gallocatechin vorgeschlagen.

Die bei einer Retentionszeit von 16,8 min eluierende Substanz Nr. 8 mit [M-H] m/z 593
wurde anhand des MS/MS-Fragmentierungsmusters sowie des mit Apigenin
vergleichbaren UV-Absorptionsmaximums bei 333 nm als Vicenin-2 identifiziert.
Abbildung 5.4 zeigt das zugehoérige ESI-MS/MS-Spektrum des Quasimolekilions mit
m/z 593. Bei dieser Substanz handelt es sich um das 6,8-Di-C-glucosid des Flavons

Apigenin.
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Abb. 5.4 ESI-MS/MS-Spektrum des Quasimolekulions [M-H] von Vicenin-2 (Nr. 7)
mit m/z 593. Analytische Daten zur Substanz vgl. Tabelle 5.1.

Das Fragmentierungsmuster dieser phenolischen Substanz mit den typischen
Produktionen m/z 575, m/z 503, m/z 473, m/z 383 und m/z 353 ist nach SILVA et al. (2014)
in Abbildung 5.5 dargestellt. Die Produktionen entstehen hierbei durch eine Charge
Remote Fragmentation (CRF) der beiden Glucoseeinheiten. Dadurch kommt es zu den
charakteristischen Masseverlusten von 120 Da und 90 Da. Vicenin-2 wurde in der
Literatur bisher fur C. landanifer, C. monspeliensis und C. albidus beschrieben
(BARRAJON-CATALAN et al. 2011, BARROS et al. 2013). In C. incanus Extrakten ist ein
Vorkommen von Vicenin-2 bisher nicht bekannt. Innerhalb der menschlichen Ernahrung
ist diese eher seltene phenolische Substanz in Orangen bzw. in Konzentrationen von bis
zu 80 mg/L in Orangensaft enthalten (GIL-IZQUIERDO et al. 2001).
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Abb. 5.5 Postulierte ESI-MS/MS-Fragmentierung des Quasimolekilions [M-H] von
Vicenin-2 (Nr. 7) mit m/z 593 modifiziert nach SILVA et al. (2014). Analytische Daten zur
Substanz vgl. Tabelle 5.1.

Weiterhin wurden in den Methanol/Ammoniak-SPE-Eluaten der C. incanus Extrakte drei
Peaks mit m/z 355 bei Retentionszeiten von 16,9 min, 19,2 min und 22,8 min detektiert.
Die UV-Spektren dieser Substanzen wiesen ein Absorptionsmaximum im Bereich von
310 nm auf und waren mit dem Spektrum der Standardsubstanz trans-Ferulasaure (UV
322 nm) vergleichbar. BARRAJON-CATALAN et al. (2011) identifizierten dartber hinaus in
C. albidus Extrakten Hydroxyferulasdure-O-rhamnosid mit [M-H]" m/z 355. Basierend auf
diesen Daten sowie auf den zugehorigen Polaritaten bzw. der Elutionsfolge wurden in der
vorliegenden Arbeit erstmals fur C. incanus die Peaks Nr.24, 26 und 27 als
Hydroxyferulasaure-5-O-rhamnosid, Hydroxyferulasdure-4-O-rhamnosid und Hydroxy-
feruloyl-rhamnose identifiziert. In Abbildung 5.6 ist das ESI-MS/MS-Spektrum des
Quasimolekilions [M-H]" mit m/z 355 von Hydroxyferulasdure-5-O-rhamnosid (Substanz
Nr. 24) dargestellt. Die hierzu postuliete MS/MS-Fragmentierung ist in Abbildung 5.7
skizziert. Hierbei resultiert durch Abspaltung von Wasser aus dem Quasimolekulion mit
m/z 355 das Produktion mit m/z 337. Aus der Abspaltung der Rhamnoseeinheit entstehen

einerseits das Rhamnosylfragment mit m/z 147 sowie das reaktive Fragmention der
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Hydroxyferulasdure mit m/z 209. Innerhalb der zuletzt genannten Struktur kommt es
zwischen der Carboxylgruppe und des Kohlenstoffatoms an Position 6 des Benzolringes
zum Ringschluss. Als Produkt entsteht das Hauptfragmention mit m/z 191.

191
100

Intensitat [%]

60

209
1 ba5 337
147 L
n A L |

100 200 300 m'z

20

Abb. 5.6 ESI-MS/MS-Spektrum des Quasimoleklions [M-H] von
Hydroxyferulasaure-5-O-rhamnosid (Nr. 24) mit 355 m/z. Analytische Daten zur Substanz
vgl. Tabelle 5.2.
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Abb. 5.7 Postulierte ESI-MS/MS-Fragmentierung des Quasimolekilions [M-H]" von
Hydroxyferulasaure-5-O-rhamnosid (Nr. 24) mit m/z 355. Analytische Daten zur Substanz
vgl. Tabelle 5.2.

Aus der Gruppe der Ellagitannine wurden in den analysierten Methanol/Ammoniak-SPE-
Eluaten der C. incanus Tees bei den Retentionszeiten von 28,3 min und 30,1 min zwei
Hexahydroxydiphenoyl-glucose (HHDP-Glucose) Isomere Nr. 28 und Nr. 29 identifiziert

Diese wiesen ein UV-Absorptionsmaximum bei 370 nm auf. Die UV-Spektren waren
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zudem mit dem UV-Spektrum der Referenzsubstanz Ellagsdure (UVyax 367 nm)
vergleichbar, was auf eine strukturelle Verwandtschaft hindeutete. Weiterhin wiesen die
HHDP-Glucose Peaks mit [M-H] m/z 482 und m/z 481 voneinander abweichende Masse-
zu-Ladung-Verhaltnisse auf. Nach FISCHER et al. (2011), die HHDP-Glucose in
Granatapfel identifizierten, ist diese Abweichung um 1 Da auf das Vorliegen eines
distonischen Radikals zurtuckzufuhren. Diese beinhalten sowohl eine radikalische, als

auch eine ionische Seite. Neben dem Quasimolekilion deutete somit auch das ebenfalls
als [M]” und [M-H] vorliegenden Fragmention der Ellagsdure mit m/z 300 und m/z 299 auf

das Vorliegen von HHDP-Glucose hin. Aufgrund der unterschiedlichen LC-DAD-
Retentionszeiten wurde daher von zwei Isomeren ausgegangen. Abbildung 5.8 zeigt das
ESI-MS/MS-Spektrum des Quasimolekulions mit m/z 481 von HHDP-Glucose (Isomer2)
(Substanz Nr. 29).
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Abb. 5.8 ESI-MS/MS-Spektrum des Quasimolekilions [M-H]" von HHDP-Glucose
Isomer 2 (Nr. 29) mit m/z 481. Analytische Daten zur Substanz vgl. Tabelle 5.2.

Die postulierte Fragmentierung von HHDP-Glucose ist exemplarisch flr Substanz Nr. 29
in Abbildung 5.9 skizziert. Das Quasimolekulion [M-H]" mit m/z 481 fragmentiert dabei u.a.
durch Wasserabspaltung zum Produktion mit m/z463. Als distonisches Radikalion
entsteht zudem, durch Abspaltung von Glucose, Achsenrotation der C-C-Bindung
zwischen den zwei Gallussaureuntereinheiten und abschlieRender Veresterung der
beiden Carboxylgruppen mit je einer der phenolischen Hydroxylgruppen, das distonische
Radikalion der Ellagsaure mit m/z 300 bzw. das entsprechende [M-H] mit m/z 299.
BARRAJON-CATALAN et al. (2011) detektierten HHDP-Glucose in insgesamt zehn Cistus-

Arten, darunter auch C. incanus.
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Tabelle 5.2.

Postulierte ESI-MS/MS-Fragmentierung des Quasimolekulions [M-H] von
HHDP-Glucose Isomer 2 (Nr.29) mit m/z481. Analytische Daten zur Substanz vgl.
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Neben den 32 in den Handelsproben identifizierten Substanzen wurde in Probe B
(C. incanus Tee mit 5 % Pfefferminzzusatz) bei der Retentionszeit von 21,7 min eine fur
C. incanus unbekannte phenolische Substanz detektiert. Fir diesen Peak wurde ein
UV-Absorptionsmaximum bei 280 nm, ein Quasimolekulion [M-H]" mit m/z 595 sowie ein
MS/MS-Produktion mit m/z 287 detektiert. Diese Daten stimmen mit den von GUEDON et
al. (1994) und DOLZHENKO et al. (2010) beschriebenen UV-Absorptionsmaximum und
MS/MS-Spektrum von Eriocitrin Uberein. Bei diesem phenolischen Hauptinhaltsstoff aus
Pfefferminze (Menthaxpiperita L.) handelt es sich um das 7-O-Rutinosid von Eriodictyol
(5,7,3",4"-Tetrahydroxyflavon). In Abbildung 5.10 ist das ESI-MS/MS-Spektrum des
Quasimolekilions von Eriocitrin mit m/z 595 und des durch Abspaltung der Rutinose

resultierenden Eriodictyolproduktions mit m/z 287 dargestellit.
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Abb. 5.10 ESI-MS/MS-Spektrum des in Probe B (C. incanus Krautertee mit 5 %
Pfefferminzzusatz) enthaltenen Eriocitrins, Quasimolekilion [M-H] mit m/z 595.

Weiterhin wurde in Probe B eine grol3e Peakflache fir Rosmarinsaure, (2R)-O-Caffeoyl-3-
(3,4-dihydroxyphenyl)milchsaure, detektiert. Auch hierbei handelt es sich um eine
phenolische Hauptsubstanz aus Pfefferminze. In den untersuchten C. incanus Tees
wurde diese Substanz nur in geringen Konzentrationen in Probe E detektiert. Weiterhin
sind nach GUEDON et al. (1994) in Pfefferminze Eriocitrinkonzentrationen bis zu
159/100 g Trockenmasse und Rosmarinsaurekonzentrationen bis zu 4g/100g
Trockenmasse enthalten. Abbildung 5.11 zeigt das LC-DAD-Chromatogramm des

methanolischen SPE-Eluates aus Probe B mit Eriocitrinpeak (ER).

Anhand der genannten Rosmarinsaure sowie insbesondere durch Eriocitrin ist ein
Pfefferminzzusatz von 5 % in C. incanus Tee anhand des abweichenden LC-DAD-
Fingerprints der phenolischen Inhaltsstoffe analytisch nachweisbar. Eriocitrin kénnte somit
innerhalb von Authentizitdts- und Qualitédtskontrollen von C. incanus Tees als ein

analytischer Marker fur einen Zusatz von Pfefferminze eingesetzt werden.
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Abb. 5.11 LC-DAD-Chromatogramm des methanolischen SPE-Eluates der Probe B
(C. incanus Tee mit 5 % Pfefferminzzusatz) bei 280 nm. ER: Eriocitrin (phenolische
Substanz aus Pfefferminze).

5.1.2 Quantifizierung phenolischer Substanzen

Nach der Identifizierung der phenolischen Substanzen in den C. incanus Tee
Handelsproben erfolgte die Quantifizierung der Hauptsubstanzen, um hierdurch mégliche
signifikante Unterschiede zwischen den Tees festzustellen. Die Quantifizierung erfolgte
hierzu mittels LC-DAD unter Verwendung kommerziell erhaltlicher Standardsubstanzen.
In Tabelle 5.3 sind die Nachweis- (LOD) und Bestimmungsgrenzen (LOQ) der
eingesetzten Standardsubstanzen dargestellt. Die Quantifizierung der identifizierten
Substanzen mittels LC-DAD war somit je nach Substanz ab einem Konzentrationsbereich
zwischen 3 pg/mL und 38 ug/mL moglich. Die entsprechenden Nachweisgrenzen lagen

dabei zwischen 1 pg/mL und 15 pg/mL.
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Tab. 5.3 Nachweis- (LOD) und Bestimmungsgrenzen (LOQ) der Standard-
substanzen innerhalb der LC-DAD-Messungen.

Standardsubstanz LOD [ug/mL] LOQ [pg/mL]
Catechin 10 20
Ellagsaure 7 15
Ferulasédure 4 10
Gallocatechin 15 38
Gallussaure 1 3
Myricetin-3-O-galactosid 3 5
Myricitrin 2 5
Procyanidin B1 6 11
Quercitrin 1 3
Tilirosid 6 9

Insgesamt wurden in den sieben untersuchten C. incanus Tee Handelsproben 21
phenolische Substanzen quantifiziert. In Abbildung 5.12a-f sind die Konzentrationen
dieser Inhaltsstoffe entlang sechs ausgewahlter Substanzklassen, a) Phenolsauren,
b) monomere und dimere Flavanole, c) Myricetinglycoside, d) Quercetinglycoside,

e) Tilirosidisomere und f) Ellagitannine dargestellt.

Innerhalb der Klasse der Phenolsduren (Abb.5.12a) wurden die hdchsten
Konzentrationen in den Proben E und F gemessen. Fur die Summe der sechs
quantifizierten Phenolsauren, darunter Gallussaure (Nr. 1), Methylgallussaure (Nr. 23),
Derivate der Hydroxyferulasdure (Nr.24-27) sowie Ellagsdure (Nr.31) wurden
entsprechende Konzentrationen von 439,5mg/100g Teekraut und 423,7 mg/100 g
Teekraut ermittelt. Der niedrigste Gesamtgehalt wurde mit 142,1 mg/100 g fir Probe A
gemessen. Es konnten somit Konzentrationsunterschiede um bis zu Faktor 3 zwischen
den Handelsproben festgestellt werden. Probe E wies zudem mit 83,8 mg/100 g Teekraut
eine Uber 3-fach hoéhere Gallussaurekonzentration auf als Probe A mit 26,4 mg/100 g
Teekraut. Ein vergleichbarer signifikanter Unterschied zwischen den analysierten
Handelsproben wurde fir die Ellagsaurekonzentrationen festgestellt. Der hochste Gehalt
wurde mit 93,9 mg/100 g in Probe G gemessen. Dieser Wert lag anndhernd 5-fach tber

der Ellagsaurekonzentration von Probe A (19,8 mg/100 g Teekraut).
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Abb. 5.12a-f Konzentrationen der 21 quantifizierten phenolischen Inhaltsstoffe in sieben
C. incanus Tee Handelsproben. a) Phenolsauren, b) monomere und dimere Flavanole,
¢) Myricetinglycoside, d) Quercetinglycoside, e) Tilirosidisomere und f) Ellagitannine.
Teezubereitung vgl. Kapitel 4.2. Zugehdrige Substanzbezeichnungen sind in Tabelle 5.1
sowie 5.2 und Beschreibungen der Proben in Tabelle 4.1 dargestellt.
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Eine Erklarung fir die hohen Phenolsduregehalte in Probe E und F konnten
moglicherweise deren, im Vergleich zu Probe A, hohe Blatt-, bzw. geringen
Stangelanteile, sowie eine feine PartikelgroRe des Teekrautes sein. Anhand von diesem
Pflanzenmaterial ware eine mogliche hohere Extrahierbarkeit aus kleinen
Teekrautpartikeln bzw. ein Uberwiegendes Vorkommen phenolischer Substanzen in
C. incanus Blattern denkbar. Diese These kénnte auch durch die mit 194,3 mg/100 g
Teekraut ebenfalls niedrige Konzentration der Phenolsduren in Probe D gestiitzt werden.
Das Teekraut dieser Probe wies analog zu Probe A ebenfalls einen hohen Stangelanteil

zusammen mit einer groben Partikelgrée auf.

Auch in der Klasse der Flavanole (Abb. 5.12b) wurden die héchste Summe der
Konzentrationen von Gallocatechin (Nr. 3), Gallocatechin-(4a-8)-catechin bzw. Catechin-
(4a-8)-gallocatechin (Nr. 4) und Catechin (Nr. 6) mit 166,8 mg/100 g Teekraut in Probe E
gemessen. Der niedrigste Gesamtgehalt der Flavanole wurde mit 87,4 mg/100 g Teekraut
in Probe F gemessen. Somit wurden auch hier signifikante Abweichungen der
Konzentrationen von annahernd 50 % zwischen den Handelsproben festgestellt. Mogliche
Korrelationen zwischen dem Stangelanteil oder der PartikelgréRe und der Konzentration
der Flavanole konnten fur diese Substanzklasse jedoch nicht bestatigt werden. Bezuglich
der einzelnen Substanzen enthielt innerhalb der Klasse der Flavanole Probe D (hoher
Stangelanteil und grobe, inhomogene PartikelgroRe) mit 69,2 mg/100 g Teekraut die
héchste Catechinkonzentration. Ebenso wurde in Probe A mit 58,4 mg/100 g Teekraut
eine hohe Konzentration dieser Substanz gemessen. Diese Werte der Proben A und D
deuten somit moglicherweise darauf hin, dass Catechin in den verholzten Stangeln von
C. incanus enthalten ist und zudem aus diesen extrahiert wird. Bezlglich der
Gallocatechinkonzentrationen enthielt Probe A dagegen mit 27,9 mg/100 g Teekraut die
niedrigste Konzentration, wahrend fir Probe E mit 69,2 mg/100 g Teekraut ein annahernd

4-fach héherer Gehalt nachgewiesen wurde.

Bezuglich der Myricetinglycoside (Abb. 5.12c) wurden die hochste Gesamtkonzentration
der Substanzen Myricetin-3-O-galactosid (Nr. 10), Myricetin-3-O-glucosid (Nr. 11),
Myricetin-3-O-xylosid (Nr. 12) sowie Myricitrin (Nr. 14) mit 718,9 mg/100 g Teekraut in
Probe E gemessen. Eine fast 3-fach geringere Konzentration enthielt mit 255,7 mg/100 g
Probe A. Eine vergleichbar geringe Konzentration der Myricetinglycoside wurde mit
270,7 mg/100 g Teekraut in Probe D ermittelt. Mit Blick auf die Konzentrationen der
einzelnen Vertreter dieser Substanzklasse wurde die héchste Myricitrinkonzentration mit
506,6 mg/100 g Teekraut in Probe C gemessen. Das C. incanus Teekraut dieser

Handelsprobe wies ebenfalls einen hohen Blattanteil, bzw. geringen Stangelanteil, und
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eine feine PartikelgroRe des Teekrautes auf. Weiterhin stellte Myricitrin (Myricetin-3-O-
rhamnosid) quantitativ betrachtet die phenolische Leitsubstanz in den untersuchten
C. incanus Tees dar. Mit 159,6 mg/100 g Teekraut wurde die niedrigste Myricitrin-
konzentration in Probe A detektiert. Die Spanne der gemessenen Gehalte variierte somit
zwischen den Proben um Uber Faktor 3. Vergleichbare Konzentrationsunterschiede wurde
auch far Myricetin-3-O-galactosid festgestellt. Hier lag die hdchste Konzentration bei
151,3 mg/100 g Teekraut in Probe E und der niedrigste Gehalt bei 66,8 mg/100g in
Probe A. Insgesamt liegt also auch fir die Myricetinglycoside mdglicherweise ein
Zusammenhang zwischen deren Konzentration im Tee und dem Blattanteil sowie der

PartikelgroRe des Teekrautes vor.

Vergleichbare Ergebnisse wurden auch fur die Quercetinglycoside (Abb. 5.12d)
beobachtet. Der hochste Gesamtgehalt der Substanzen Quercetin-3-O-galactosid
(Nr. 15), Quercetin-3-O-glucosid (Nr. 16), Quercetin-3-O-xylosid (Nr. 17) sowie Quercitrin
(Nr. 18) wurde mit 196,8 mg/100 g Teekraut in Probe E gemessen. Analog zu den
Ergebnissen der Myricetinglycoside wurde auch hier fir Probe A mit 74,8 mg/100 g
Teekraut eine um annahernd Faktor 3 niedrigere Konzentration der Quercetinglycoside
bestimmt. Weiterhin enthielt auch Probe D mit 82,6 mg/100 g Teekraut einen geringen
Anteil an Quercetinglycosiden. Unter den quantifizierten Einzelsubstanzen dieser Klasse
stellte Quercitrin (Quercetin-3-O-rhamnosid) den Hauptinhaltsstoff dar. Die hochste
Konzentration dieser Substanz wurde mit 127,8 mg/100 g Teekraut in Probe C gemessen.
Die geringste Quercitrinkonzentration beinhaltete mit 38,9 mg/100 g Teekraut Probe A.
Ebenfalls war Quercetin-3-O-galactosid in relativ hohen Konzentrationen in allen
untersuchten Handelsproben enthalten. Der héchste Gehalt lag hier mit 70,9 mg/100 g
Teekraut in Probe F vor. Die niedrigste Konzentration an Quercetin-3-O-galactosid wurde
mit 22,4 mg/100 g Teekraut in Probe A bestimmt. Auch fur diese Substanz wurden somit
signifikante Unterschiede (groRer Faktor 3) der Konzentrationen zwischen den

analysierten Handelsproben ermittelt.

Der héchste Gesamtgehalt der Tilirosidisomere (Abb. 5.12e), trans- und cis-Tilirosid
(Nr.21 und 22), wurde mit 63,8 mg/100 g Teekraut fir Probe F bestimmt. Auch fur diese
Kémpferol-3-O-(6"-trans-p-coumaroyl)glucosid Isomere lagen die Konzentrationen in den
Proben A und D mit 31,3 mg und 49,3 mg/100 g Teekraut im Vergleich deutlich niedriger.
Fur trans-Tilirosid wurde mit 47,4 mg/100 g Teekraut eine um Uber Faktor 2 hoéhere
Konzentration in Probe F bestimmt als in Probe A mit 23,3 mg/100 g Teekraut. Somit

koénnte auch flr diese Substanzen ein hoher Blattanteil sowie eine feine Partikelgrélie des
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C. incanus Teekrautes fur entsprechend hohe Gehalte im trinkfertigen Tee von Bedeutung

sein.

Ergebnisse mit abweichenden Tendenzen wurden fur die Klasse der Ellagitannine
(Abb. 5.12f), bestehend aus HHDP-Glucose Isomer 1 und 2 (Nr.28 und Nr. 29)
beobachtet. Innerhalb dieser Substanzklasse wurde der hochste Gesamtgehalt mit
208,9 mg/100 g Teekraut in Probe G gemessen. Die niedrigste Konzentration fir die
Summe der beiden Isomere wurde mit 50,8 mg/100 g Teekraut in Probe C detektiert.
Beide Proben wiesen eine feine PartikelgroRe sowie einen hohen Blattanteil auf und
stammten aus der Tirkei. Die signifikanten Abweichungen der gemessenen HHDP-
Glucose Konzentrationen mussen somit vermutlich auf andere Einflussfaktoren als
Blattanteil und PartikelgroRRe des Teekrautes zuriickgefiihrt werden. Hier kénnen z.B.
regionale Klimaeinflisse, Erntezeitpunkt oder die Lagerdauer in Betracht gezogen
werden. Fur die analysierten Handelsproben lagen jedoch keine der hierzu bendtigten
Herstellerinformationen vor. Weiterhin wurden ahnliche Abweichungen auch fir die
Hauptsubstanz der Ellagitannine in C. incanus Tee, HHDP-Glucose Isomer 2, festgestellt.
Die hochste Konzentration war mit 172,8 mg/100 g Teekraut in Probe E enthalten.
Probe C enthielt hingegen mit 40,8 mg/100 g Teekraut einen um Uber Faktor 4

niedrigeren Gehalt dieser Substanz.

Insgesamt wurde in den untersuchten Handelsproben ein hoher Gesamtgehalt
phenolischer Inhaltsstoffe zwischen 0,6-1,8 g/100 g Teekraut mittels LC-DAD quantitativ
bestimmt. Die niedrigste Konzentration wurde hierbei in Probe A und die hdchste
Konzentration in Probe E gemessen. Hohe Gehalte phenolischer Inhaltsstoffe waren mit
1,4 g/100 g Teekraut ebenfalls in den Proben B, C und F enthalten. Fur die Summe der
quantifizierten phenolischen Substanzen scheinen somit ebenfalls eine feine
PartikelgréRe und ein hoher Blattanteil von Bedeutung zu sein. Die These eines
Einflusses von Blatt- und Stangelanteil sowie der Partikelgrof’e des Teekrautes auf die
Konzentration phenolischer Inhaltsstoffe in C. incanus Tee wird in Kapitel 5.4 genauer
untersucht. Weiterhin scheint ein Zusatz von 5 % Pfefferminze in Probe B keinen
signifikanten Einfluss auf den Gesamtgehalt der quantifizierten phenolischen C. incanus
Inhaltsstoffe zu haben. Ebenso konnte anhand der sieben untersuchten Handelsproben
und der zur Verfigung stehenden Herstellerinformationen kein direkter Zusammenhang
zwischen dem Herkunftsland des Teekrautes sowie den damit verbundenen
Okophysiologischen Faktoren und dem Gesamtgehalt phenolischer Inhaltsstoffe

festgestellt werden.
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5.2 Charakterisierung phenolischer Substanzen in C. incanus Tee

Nach erfolgter Identifizierung und Quantifizierung der phenolischen Inhaltsstoffe in den
C. incanus Handelsproben erfolgte eine Charakterisierung dieser Tees bezlglich der
Bioaktivitat. Hierfir wurden als Summenparameter der Gesamtphenolgehalt, der
Tanningehalt und die gesamte antioxidative Kapazitdt der Teeextrakte mittels der in
Kapitel 4 beschriebenen Methoden bestimmt. Anhand dieser Parameter wurden
anschlielend die untersuchten Tees verglichen. Um abschlieRend Aussagen zur
antioxidativen Kapazitat und der damit einhergehenden Bioaktivitat der einzelnen
phenolischen Inhaltsstoffe zu erhalten, wurden diese zusatzlich mittels LC-onlineTEAC
analysiert. Ebenso wurde eine Auswahl der phenolischen Substanzen in C. incanus Tee
als Substrate fir weiterflihrende Bioaktivitatstests, z.B. zur Untersuchung der bereits in
der Literatur beschriebenen antibakteriellen oder antiviralen Wirkung von C. incanus
Extrakten (vgl. Kapitel 2.1.3), isoliert. Dartber hinaus wurde die in Kapitel 2 beschriebene
Tea Cream aus C. incanus Tee charakterisiert, um hierdurch einen Einfluss mdglicher
Komplexierungsreaktionen phenolischer Inhaltsstoffe auf die Bioaktivitat des trinkfertigen

Tees beurteilen zu kdnnen.

5.2.1 Gesamphenolgehalte, Tanningehalte und gesamte antioxidative Kapazitaten

Nachfolgend sind in Abbildung 5.13a-f die Ergebnisse fir den Gesamtphenolgehalt
(Folin-Ciocalteu-Assay), den Tanningehalt (Methylcellulose-Prazipitations-Assay) und die
gesamte antioxidative Kapazitat (Elektronenspinresonanz-Spektroskopie) aus sieben
untersuchten C. incanus Handelsproben sowie der Siebungen (A.gs1-A.gs6) aus Probe A
dargestellt. Die Gesamphenolgehalte sind hierbei als Gallussaureaquivalente (GE), die
Tanningehalte als Epicatechindquivalente (EE) und die gesamten antioxidativen
Kapazitaten als Abbau des Radikals Fremy’s Salz dargestellt. Die Ergebnisse sind jeweils
fur das methanolische und das Methanol/Ammoniak-SPE-Eluat aufgefihrt. Das
erstgenannte Eluat enthalt Uberwiegend Substanzen aus der Klasse der Flavonoide

wahrend im zweiten SPE-Eluat Ellagitannine die Hauptinhaltsstoffe reprasentieren.
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Abb. 5.13a-f a) und b) Gesamtphenolgehalte, ¢) und d) Tanningehalte sowie €) und f)
gesamte antioxidative Kapazitaten der SPE-Eluate aus sieben C.
Handelsproben (linke Spalte) sowie der gesiebten Fraktionen aus Probe A (rechte Spalte)
mit durchschnittlichen PartikelgréRen von 2,8 mm; 2,3 mm; 1,7 mm; 1,2 mm; 0,8 mm und
0,3 mm. Teezubereitung vgl. Kapitel 4.2. Zugehorige Probenbeschreibungen sind in
Tabelle 4.1 dargestellt. GE: Gallussaureaquivalente; EE: Epicatechinaquivalente; SPE:
Solid Phase Extraction (Festphasenextraktion).

incanus Tee
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Die héchsten Gesamtphenolgehalte innerhalb der untersuchten Handelsproben wurden
fur die Summe der SPE-Eluate mit 27,6 g GE/100 g Teekraut in Probe G und die
niedrigsten Gehalte mit 9,9g GE/100g Teekraut in Probe A gemessen. Eine
vergleichbare Tendenz wurde ebenfalls fir das einzelne Methanol/Ammoniak-SPE-Eluat
beobachtet. Hier wurde fir Probe G im Vergleich zu Probe A ein Uber 4-fach héherer
Gesamtphenolgehalt gemessen, der vermutlich auf die hohen Konzentrationen der
enthaltenen HHDP-Glucose Isomere (Ellagitannine) zurlickzufihren ist. Fur das
flavonoidreiche methanolische SPE-Eluat wurden die héchsten Gesamtphenolgehalte
hingegen mit 14,5 g GE/100 g Teekraut in Probe E gemessen. Auch in diesem Eluat
lagen die niedrigsten Gehalte mit 5,2 g GE/100 g Teekraut erneut in Handelsprobe A vor.
Weiterhin wurden in den Proben A und D keine signifikanten Unterschiede der
Gesamtphenolgehalte zwischen den zwei SPE-Eluaten detektiert. In den Proben B, C und
E wurden dagegen signifikant hdhere Gehalte flir das methanolische SPE-Eluat ermittelt
und in Probe E und F lagen die héheren Gesamtphenolgehalte im Methanol/Ammoniak-
SPE-Eluat vor. Insgesamt lag somit eine unterschiedliche Verteilung der phenolischen
Inhaltsstoffe zwischen dem flavonoidreichen, methanolischen und dem ellagitanninreichen
Methanol/Ammoniak-Eluat vor. Die Gesamtphenolgehalte in den Handelsproben hangen
hierbei analog zu den Konzentrationen der quantifizierten phenolischen Substanzen
vermutlich mit dem Blatt- bzw. Stangelanteil der Proben und der Partikelgréfie des
Teekrautes zusammen. Die Proben A und D wiesen einen hohen Sténgelanteil sowie eine
grobe PartikelgrofRe auf. Im Gegensatz dazu bestanden Probe E und F vorwiegend aus

Blattern mit einer feinen PartikelgroRle.

Einen Effekt der PartikelgroRe des C. incanus Teekrautes auf den Gesamtphenolgehalt
des trinkfertigen Tees wurde anhand der Ergebnisse der sechs gesiebten Proben (A.gs1-
A.gs6) bestatigt. Innerhalb dieser Proben wurden mit 24,8 g GE/100 g Teekraut die
héchsten Gesamtphenolgehalte fir die Summe der SPE-Eluate in Probe A.gs6 mit der
geringsten durchschnittlichen PartikelgrofRe von 0,3 mm ermittelt. Die niedrigsten Gehalte
wurden mit 6,5 g GE/100 g Teekraut hingegen in Probe A.gs1 mit einer durchschnittlichen
PartikelgréRe von 2,8 mm gemessen. Vergleichbare Tendenzen wurden auch fur die
einzelnen SPE-Eluate festgestellt. Hier lagen die hdchsten Gesamtphenolgehalte im
methanolischen Eluat sowie im Methanol/Ammoniak-Eluat mit 9,4 g bzw. 15,4 g GE/100 g
Teekraut in Probe A.gs6 mit einer durchschnittlichen Partikelgré3e von 0,3 mm vor. In den
Proben mit einer groberen PartikelgréRe wurden in beiden SPE-Eluaten signifikant
niedrigere Gesamtphenolgehalte bestimmt. Insgesamt lagen innerhalb der gesiebten
Proben die Gesamtphenolgehalte im Methanol/Ammoniak-SPE-Eluat Gber den Gehalten

des methanolischen Eluates. Eine Ausnahme stellte hierbei Probe A.gs4 mit einer
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durchschnittlichen Partikelgrée von 1,2 mm dar, bei der keine signifikante Abweichung
zwischen den Gesamtphenolgehalten der zwei SPE-Eluate festgestellt wurde. Probe
A.gs4 reprasentierte zudem die umfangreichste Siebfraktion aus Handelsprobe A. Dies ist
somit vermutlich auch eine Erklarung fur die vergleichbaren Gesamtphenolgehalte der
SPE-Eluate in Probe A. Weiterhin wurde eine stark negative Korrelation (R*=0,98)
zwischen der PartikelgroBe des Teekrautes und dem Gesamtphenolgehalt des
methanolischen SPE-Eluates berechnet. Fir das Methanol/Ammoniak-Eluat hingegen
wurde eine deutlich schwachere Korrelation (R?=0,78) ermittelt. Somit scheinen die im
methanolischen SPE-Eluat enthaltenen Flavonoide effektiver aus Teekraut mit einer
kleinen Partikelgrofie extrahiert zu werden. An der Extraktion der im Methanol/Ammoniak-
SPE-Eluat enthaltenen Ellagitannine sind dagegen neben der PartikelgroRe des
Teekrautes vermutlich noch weitere Einflussfaktoren beteiligt. Bezliglich der dargestellten
Ergebnisse ist auch zu berlicksichtigen, dass diese auf einer exemplarischen Analyse der
gesiebten Fraktionen aus Handelsprobe A basieren. Eine Untersuchung weiterer
C. incanus Tees zur statistischen Absicherung der Ergebnisse stellt somit einen wichtigen

Ansatzpunkt fur weitere Forschungsarbeiten dar.

Innerhalb der untersuchten Proben wurden, mit Ausnahme von Probe C, die hochsten
Tanningehalte in den Methanol/Ammoniak-SPE-Eluaten gemessen. In diesen Eluaten
wurden zuvor auch die in C. incanus Tee enthaltenen Ellagitannine sowie Ellagsdure und
deren Derivate identifiziert. Diese Ergebnisse werden somit auch durch die mittels MCP-
Assay bestimmten Tanningehalte bestatigt. Die héchsten Tanningehalte wurden innerhalb
der Handelsproben mit 0,7 g EE/100 g Teekraut im Methanol/Ammoniak-SPE-Eluat aus
Probe E gemessen. Den niedrigsten Gehalt enthielt mit 0,4 g EE/100 g Teekraut Probe A.
Somit variierten auch die Tanningehalte zwischen den Handelsproben signifikant um bis
zu Faktor 2. Auch hier schien anhand der Ergebnisse von Handelsprobe A und E ein
hoher Blattanteil sowie eine feine PartikelgroRe des Teekrautes fur hohe Tanningehalte in
C. incanus Tees verantwortlich zu sein. So wurde neben Probe A auch in Probe D
(ebenfalls grobe Partikelgrof3e und hoher Stangelanteil) analog der Ergebnisse fir den

Gesamtphenolgehalt ein niedriger Tanningehalt ermittelt.

Bezuglich eines mdglichen Einflusses der PartikelgroBe des Teekrautes auf die
Konzentration der Tannine in C. incanus Tee wurde mit abnehmender Partikelgréf3e ein
steigender Tanningehalt beobachtet. Dieser lag fur das Methanol/Ammoniak-SPE-Eluat
fur Probe A.gs1 mit einer durchschnittlichen Partikelgréfie von 2,8 mm bei 0,4 g EE/100 g
Teekraut und entsprechend fir Probe A.gs6 mit einer Partikelgrofie von 0,3 mm bei

0,7 g EE/100 g Teekraut. Fur den negativen Zusammenhang zwischen PartikelgroRRe des
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Teekrautes und Tanningehalt im Methanol/Ammoniak-SPE-Eluat wurde ein Korrelations-
koeffizient von R2=0,92 berechnet. Anhand der exemplarischen Ergebnisse fur die
gesiebten Fraktionen aus Probe A kann somit von einer effektiveren Extraktion der

Tannine aus C. incanus Teekraut mit einer kleinen PartikelgréRe ausgegangen werden.

Eine Abweichung von der Verteilung der Tanningehalte zwischen den SPE-Eluaten
stellte, wie zuvor erwahnt, Handelsprobe C dar. Fir diese Probe wurde im Gegensatz zu
den anderen Handelsproben kein signifikanter Unterschied zwischen den Tanningehalten
der SPE-Eluate beobachtet. Eine mdgliche Erklarung hierfiir ist der hohe Gehalt des
Flavanoldimers Gallocatechin-catechin (Nr. 4) in Probe C (vgl. Abbildung 5.12). Eine
Prazipitation oligomerer Substanzen innerhalb des MCP-Assays kdnnte somit ahnlich
hohen Tanningehalte im methanolischen SPE-Eluat verglichen mit dem
Methanol/Ammoniak-Eluat erkldren. Insgesamt koénnen diese, in variierenden
Konzentrationen enthaltenen, dimeren Strukturen eine Erklarung fir einen relativ hohen
Tanningehalt im flavanoidreichen SPE-Eluat darstellen. Eine Anwendung des haufig in
der Routineanalytik fur Trauben und Wein (SARNECKIS et al. 2006, MERCURIO et al. 2007)
eingesetzten MCP-Assays sowie die Interpretation der resultierenden Daten flr
C. incanus Tee sollte somit vorsichtig und differenziert fir die unterschiedlichen
Teeextrakte betrachtet werden. Zusatzlich ist flr die Ergebnisse des Methanol/Ammoniak-
Eluates eine hohe Standardabweichung der Wiederholungsmessungen zu beachten.
Trotzdem koénnen anhand der Tanningehalte und unter Berlcksichtigung der bekannten

Fehlerquellen des MCP-Assays C. incanus Tees charakterisiert werden.

Weiterhin wurde fiir eine Charakterisierung der C. incanus Tees deren gesamte
antioxidative Kapazitat mittels ESR-Spektroskopie bestimmt. Hierdurch sollten erste
Hinweise bezlglich der Bioaktivitat erhalten werden. Fur Handelsprobe A bis E resultierte
dabei in den methanolischen SPE-Eluaten eine hdéhere gesamte antioxidative Kapazitat
verglichen mit den Methanol/Ammoniak-Eluaten. In Probe F und G lagen hierbei die
Werte des Methanol/Ammoniak-SPE-Eluates Uber denen des methanolischen Eluates.
Insgesamt wurde die hdchste gesamte antioxidative Kapazitat innerhalb der
flavonoidreichen, methanolischen SPE-Eluate mit einem Abbau von 24,3 mmol Fremy’s
Salz/100 g Teekraut in Handelsprobe E gemessen. Das methanolische Eluat dieser Probe
wies, wie zuvor beschrieben, auch den hdchsten Gesamtphenol- sowie Tanningehalt
unter den analysierten Handelsproben auf. Der Gesamtphenolgehalt und die
Konzentration der Tannine korrelierten somit innerhalb dieser Probe mit der antioxidativen
Kapazitat. Ahnliche Tendenzen wurden auch fir Probe A festgestellt. Neben dem

niedrigsten Gesamtphenol- und Tanningehalt wurde auch mit einem Abbau von
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11,2 mmol Fremy’s Salz/100 g Teekraut die geringste gesamte antioxidative Kapazitat fuir
das methanolische SPE-Eluat dieser Probe ermittelt. Etwas abweichende Tendenzen
wurden fir die hochste gesamte antioxidative Kapazitdt der analysierten
Methanol/Ammoniak-SPE-Eluate sowie fiur die Summe der SPE-Eluate beobachtet. Mit
einem Abbau von 27,1 mmol bzw. 45,1 mmol Fremy’'s Salz/100 g Teekraut lagen die
héchsten Werte in Handelsprobe F vor. Diese Werte kdnnen auch hier durch die hohen
Gesamtphenol- sowie Tanningehalte des Methanol/Ammoniak-SPE-Eluates der Probe
erklart werden. Weiterhin wurden die niedrigsten Gehalte mit einem jeweiligen Abbau von
6,1 mmol und 11,2 mmol Fremy’'s Salz/100 g Teekraut im Methanol/Ammoniak-Eluat
sowie der Summe der SPE-Eluate von Probe A detektiert. Ebenfalls wies auch Probe D
neben den zuvor analysierten niedrigen Gesamtphenol- und Tanningehalten eine niedrige
gesamte antioxidative Kapazitat auf. Auch hier wurde daher ein Zusammenhang zwischen
Blattanteil sowie Partikelgrélle des Teekrautes und der antioxidativen Kapazitdt der

trinkfertigen C. incanus Tees vermutet.

Die Ergebnisse der gesiebten Fraktionen A.gs1 bis A.gs6 aus Handelsprobe A konnten
die Vermutung des Einflusses der TeekrautpartikelgrofRe auf die gesamte antioxidative
Kapazitat des trinkfertigen Tees bestatigen. Sowohl im methanolischen als auch im
Methanol/Ammoniak-SPE-Eluat wurden die hochsten gesamten antioxidativen
Kapazitaten mit einem Abbau von 17,2 mmol bzw. 22,6 mmol Fremy's Salz/100 g
Teekraut in Probe A.gs6 mit einer durchschnittlichen PartikelgroRe von 0,3 mm
gemessen. Analog hierzu lagen die niedrigsten gesamten antioxidativen Kapazitaten mit
einem signifikant geringeren Abbau von 5,5 mmol bzw. 6,0 mmol Fremy’s Salz/100 g
Teekraut in den SPE-Eluaten aus Probe A.gs1 mit einer durchschnittlichen PartikelgréRe
von 2,8 mm vor. Fir den negativen Zusammenhang zwischen der Partikelgrofe des
Teekrautes der gesamten antioxidativen Kapazitat, wurde fur das methanolische SPE-
Eluat ein Korrelationskoeffizient von R2?=0,95 wund entsprechend flr das
Methanol/Ammoniak-Eluat von R2?=0,76 berechnet. Diese waren hierbei annahernd
identisch zu den zuvor beschriebenen Koeffizienten fur die Korrelation zwischen dem
Gesamtphenolgehalt und der Partikelgrofe des Teekrautes. Der Gesamtphenolgehalt
scheint somit einen bedeutenden Einflussfaktor fir die gesamte antioxidative Kapazitat

von C. incanus Tee darzustellen.

Insgesamt konnten innerhalb der vorliegenden Arbeit durch die Bestimmung der
Gesamtphenol- und Tanningehalte sowie deren Korrelationen mit der gesamten
antioxidativen Kapazitat erste Hinweise auf die Bioaktivitdt von C. incanus Tee erhalten

werden. Dabei lieferten insbesondere die Messungen der gesamten antioxidativen
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Kapazitat mittels ESR-Spektroskopie Informationen zur Reaktivitat der Inhaltsstoffe. Der
Hauptvorteil dieser Methode liegt darin, dass keine der antioxidativen Substanzen in den
Analysen diskriminiert werden. Dagegen kann innerhalb anderer Methoden zur
Bestimmung der antioxidativen Kapazitadten unbemerkt ein Ausschluss bioaktiver
Substanzen aus der Analytik unbemerkt erfolgen. Beispielsweise kdnnen in LC-
onlineTEAC-Messungen durch Spritzenfiltration in der Probenaufarbeitung oder durch
eine irreversible Retention in der Vorsaule bestimmte Substanzen nicht erfasst werden.
Eine Kombination aus ESR-Spektroskopie und LC-onlineTEAC scheint somit eine sichere
und prazise Beurteilung der antioxidativen Kapazitaten und der damit einhergehenden

Bioaktivitat von C. incanus Tee zu ermdglichen.

5.2.2 Antioxidative Kapazitiaten der einzelnen phenolischen Inhaltsstoffe

Anhand der zuvor beschriebenen Ergebnisse der ESR-Messungen zur gesamten
antioxidativen Kapazitat der analysierten C. incanus Proben konnte keine prazise
Aussage getroffen werden, welche Inhaltsstoffe im Einzelnen fir die hohen antioxidativen
Kapazitaten verantwortlich sind. Daher wurden zusatzlich mittels LC-onlineTEAC die
antioxidativen Kapazitaten der einzelnen phenolischen Inhaltstoffe analysiert. Die TEAC
dieser Substanzen wurde zunéchst relativ, d.h. ohne eine Berucksichtigung der jeweiligen
Substanzkonzentrationen in der Probe, fir alle identifizierten phenolischen Verbindungen
ermittelt (vgl. Anhang A3.3). Weiterhin wurde die absolute TEAC, d.h. unter
Berlcksichtigung der Konzentrationen der phenolischen Substanzen, fur die zuvor in

C. incanus Tee quantifizierten antioxidativen Inhaltsstoffe berechnet (vgl. Anhang A3.4).

In Abbildung 5.14a-b sind exemplarisch fir die analysierten C. incanus Tees die LC-
onlineTEAC Chromatogramme fir das methanolische SPE-Eluat (Abb. 5.14a) und das
Methanol/Ammoniak-Eluat (Abb. 5.14b) flir Handelsprobe A dargestellt. Die identifizierten
phenolischen Substanzen (positive Peaks Nr. 1-Nr. 31 bei 280 nm) wurden fir die TEAC-
Bestimmung im Verhaltnis zum internen Troloxstandard (1 mM) betrachtet. Innerhalb der
Nachsaulenderivatisierung (onlineTEAC) resultierten aus einer Reduktion des ABTS-

Radikalions die negativen Peaks, die bei 734 nm aufgezeichnet wurden.
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Abb. 5.14a-b LC-onlineTEAC-Chromatogramme (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)
der SPE-Eluate der Probe A bei 280 nm (positive Peaks) und 734 nm (negative Peaks der
TEAC-Nachsaulenderivatisierung) a) methanolisches SPE-Eluat; b) Methanol/Ammoniak-
SPE-Eluat. Die Bezeichnungen der Substanzen (Nr. 1-Nr. 31) sind in Tabelle 5.1 und 5.2
aufgefuhrt. 1 mM Trolox wurde als interner Standard den SPE-Eluaten zugesetzt.
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Tab. 5.4 Relative TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) der einzelnen
phenolischen Inhaltsstoffe in C. incanus Tee (Probe A) sowie deren Anteil an der Gesamt-
TEAC. TE: Troloxaquivalente; n.d.: nicht detektiert; HHDP-Glucose: Hexahydroxy-
diphenoyl-glucose; 11 und 12: Isomer 1 und 2.

TEAC Anteil an Gesamt-
Nr. Substanz [umol TE/100 g TEAC (Nr. 1-Nr. 31)
Teekraut] [%]
1 Gallussaure 240 £ 22 14 +£1,3
2 Clgmecel oo s
3 Gallocatechin 320 £ 14 19+0,8
o Cofeni iat) atecnn ocer
5 Procyanidin B; 5+04 0,3+0,03
6 Catechin 259 + 13 15+0,8
7 Vicenin-2 7122 0,4+ 0,01
8 Epigallocatechin-gallat 7+0,1 0,4 + 0,01
9 Myricetin-O-rhamnosid-O-hexosid 9+1,6 0,5+0,10
10 Myricetin-3-O-galactosid 90 £ 3,3 510,19
11 Myricetin-3-O-glucosid 13+1,9 0,7+0,11
12 Myricetin-O-xylosid 58 +5,3 310,31
13 Rutin 8+1,6 0,5+0,09
14 Myricitrin 375+ 24 22+14
15 Quercetin-3-O-galactosid 23+1,3 1+0,07
16 Quercetin-3-0O-glucosid n.d. 0,0
17 Quercetin-O-xylosid 15+1,0 0,9+0,06
18 Quercitrin 58+2,9 3+0,17
19 Myricetin-O-rhamnosid-O-hexosid 10+0,3 0,6 £ 0,02
20 Quercetin-O-rhamnosid-O-hexosid 4+0,6 0,2+0,04
21 trans-Tilirosid n.d. 0,0
22 cis-Tilirosid n.d. 0,0
23 Methylgallussaure 2+0,2 0,1+ 0,01
24 Hydroxyferulasaure-5-O-rhamnosid n.d. 0,0
25 Uralenneosid n.d. 0,0
26 Hydroxyferulasaure-4-O-rhamnosid n.d. 0,0
27 Hydroxyferuloyl-rhamnose n.d. 0,0
28 HHDP-Glucose (I1) 48+ 1,5 3+0,09
29 HHDP-Glucose (12) 94 + 8,0 5+0,46
30 Ellagsaure-7-0O-xylosid n.d. 0,0
31 Ellagsaure 10+1,2 0,6 £ 0,07
Gesamt-TEAC (Nr. 1-Nr. 31) 1695 £ 114
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Zu erkennen ist in Abbildung 5.14a-b ebenfalls, dass ein Grofteil der identifizierten
phenolischen Substanzen in C. incanus Tee eine negative Peakflache innerhalb der
Nachsaulenderivatisierung und somit eine TEAC aufwiesen. Diese Substanzen tragen
somit zur gesamten antioxidativen Kapazitat der analysierten Tees bei. Die
entsprechende relative TEAC sowie der prozentuale Anteil der identifizierten
phenolischen Substanzen an der mittels LC-onlineTEAC gemessenen gesamten
antioxidativen Kapazitat in Probe A ist in Tabelle 5.4 dargestellt. Dabei wurden die finf
groliten negativen Peakflachen und somit die finf héchsten relativen TEAC-Werte flr
Myricitrin (Nr. 14), Gallocatechin (Nr. 3), Catechin (Nr. 6), Gallussaure (Nr. 1) und HHDP-
Glucose Isomer 2 (Nr. 29) gemessen. Fur diese antioxidativen C. incanus Inhaltsstoffe
wurde jeweils eine relative TEAC von 375 pmol, 320 ymol, 259 pmol, 240 pymol und
94 umol TE/100 g Teekraut in Probe A bestimmt. Insgesamt stellen diese flinf Substanzen
mit 75 % den Hauptanteil der Gesamt-TEAC in C. incanus Tee dar. Somit ist nicht nur
eine Klasse phenolischer Substanzen an der gesamten antioxidativen Kapazitat beteiligt.
Vielmehr ist eine spezifische Mischung antioxidativer Inhaltsstoffe aus den Klassen der
Phenolsauren, Flavanole, Flavonolglycoside und Ellagitannine fur den GroBteil der
gemessenen Gesamt-TEAC verantwortlich. Bezlglich der relativen TEAC der einzelnen
Inhaltsstoffe war zudem auffallig, dass einige Substanzen trotz geringer positiver
Peakflachen eine sehr hohe antioxidative Kapazitat aufwiesen (vgl. Abbildung 5.14a-b).
So wurde fur den Gallocatechinpeak (Nr. 3) mit einer geringen positiven Peakflache eine
hohe relative TEAC von 320 ymol TE/100 g Teekraut gemessen. Eine ahnlich hohe
antioxidative Kapazitat wurde mit 375 pmol TE/100 g Teekraut auch fir den Myricitrinpeak
mit einer deutlich gréReren positiven Peakflache gemessen. Fir Myricitrin wurde in
Probe A mit 159,6 mg/100 g Teekraut eine fast 6-fach héhere Konzentration im Vergleich
zu Gallocatechin (27,9 mg/100 g Teekraut) bestimmt. Die TEAC der einzelnen
phenolischen Inhaltsstoffe in C. incanus Tee war somit vermutlich stark von der
spezifischen Molekulstruktur abhangig. So wurden auch fir einige quantifizierte
phenolische Substanzen in C. incanus Tee keine negative Peakflache und somit auch
keine antioxidative Kapazitdt gemessen. Zu diesen Inhaltsstoffen zahlen die
Tilirosidisomere (Nr. 22 und Nr. 23), die Derivate der Hydroxyferulasaure (Nr. 24; Nr. 26
und Nr. 27) sowie Uralenneosid (1-O-(3,4-Dihydroxybenzoyl)-B-D-ribopyranose)) (Nr. 25).
Ebenfalls wurde fir das nur in sehr geringen Konzentrationen (3,7 mg/100 g Teekraut) in
C. incanus Tee enthaltene Quercetin-3-O-glucosid (Nr. 16) keine negative Peakflache
detektiert. FUr das mit 9,9 mg/100 g Teekraut in hdheren Konzentrationen enthaltene und
strukturell verwandte Quercetin-3-O-xylosid hingegen wurde eine relative TEAC von
15 ymol TE/100 g Teekraut ermittelt. Die mittels LC-onlineTEAC gemessenen Werte fur

die antioxidativen Kapazitaten einzelner phenolischer Substanzen waren somit neben
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strukturellen Einflissen auf molekularer Ebene vermutlich auch von der Konzentration der

jeweiligen Substanz im Tee abhangig.

Fur eine bessere Vergleichbarkeit der antioxidativen Kapazitdten wurde nachfolgend die
absolute TEAC der quantifizierten Inhaltsstoffe bezogen auf 1 mmol Substanz bestimmt.
Anhand dieser Werte knnen unabhangig von den jeweiligen Substanzkonzentrationen im
Teekraut der Proben Aussagen zum Einfluss der Molekulstruktur auf die TEAC gegeben
werden. Fir die Bestimmung der absoluten TEAC wurde Probe E, aufgrund der hohen
Konzentrationen antioxidativer Inhaltsstoffe, ausgewahlt. Die damit einhergehenden
grolien negativen Peakflachen innerhalb der Nachsaulenderivatisierung gewahrleisten
eine TEAC-Bestimmung auch flr phenolische Minorkomponenten. In Tabelle 5.5 sind die
berechneten absoluten TEAC-Werte der quantifizierten antioxidativen Substanzen in
C. incanus Tee dargestellt. Die hochste absolute TEAC erzielten unter den zuvor
quantifizierten Substanzen Gallocatechin (Nr. 3), HHDP-Glucose Isomer 1 (Nr. 28),
Myricetin-3-O-glucosid (Nr. 11), Gallussaure (Nr. 1) sowie HHDP-Glucose Isomer 2
(Nr. 29). Die Werte lagen hier bei 5,3 mmol; 4,4 mmol; 2,9 mmol; 2,4 mmol und
2,2 mmol TE/mmol Substanz. Somit stellt Gallocatechin absolut betrachtet das starkste

Antioxidans in C. incanus Tee dar.

Weiterhin wiesen auch eine groRe Bandbreite phenolischer Substanzen aus
unterschiedlichen Substanzklassen eine hohe absolute TEAC auf. Im direkten Vergleich
zur relativen TEAC hatten hingegen einige Substanzen nur eine eher geringe absolute
TEAC. Beispielsweise stellte Myricitrin mit der starksten relativen TEAC innerhalb der
absoluten TEAC-Werte nur noch das sechststarkste Antioxidans in C. incanus dar. Diese
Abweichung ist wahrscheinlich durch die hohen Konzentrationen dieser phenolischen
Leitsubstanz in C. incanus Tee begriindet. Bezuglich der enthaltenen Minorkomponenten
konnte in Probe E aufgrund der im Vergleich zu Probe A fast doppelten Konzentrationen
von Quercetin-3-O-glucosid (6,7 mg/100 g Teekraut) auch fur diese Substanz eine

antioxidative Kapazitat bestimmt werden.

Auf molekularer Ebene sind nach RICE-EVANS et al. (1996) fur die antioxidative Kapazitat
einer phenolischen Substanz verschiedene strukturelle Merkmale von Bedeutung. Hierzu
zahlt insbesondere bei Flavonoiden innerhalb des B-Ringes im Grundgerust ein

Vorkommen von Hydroxylgruppen in ortho-Stellung zueinander.
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Tab. 5.5 Absolute TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) der quantifizierten
phenolischen Inhaltsstoffe in C. incanus Tee. TE: Troloxaquivalente; n.d.: nicht detektiert;
HHDP-Glucose: Hexahydroxydiphenoyl-glucose; |1 und I12: Isomer 1 und 2.

TEAC
Nr. Substanz [mmol TE/mmol Substanz]
Gallussaure 2,4+0,10
3 Gallocatechin 5,3+0,26

Gallocatechin-(4a-8)-catechin oder

4 Catechin-(4a0-8)-gallocatechin 1.2+0,08
6 Catechin 1,5+ 0,05
10 Myricetin-3-O-galactosid 2,0+£0,10
11 Myricetin-3-O-glucosid 29+0,13
12 Myricetin-O-xylosid 1,6 £ 0,11
14 Myricitrin 2,0+0,11
15 Quercetin-3-O-galactosid 1,5+0,10
16 Quercetin-3-0O-glucosid 0,9+0,12
17 Quercetin-O-xylosid 1,2+0,03
18 Quercitrin 0,9+0,04
21 trans-Tilirosid n.d.

22 cis-Tilirosid n.d.

23 Methylgallussaure 0,9+0,02
24 Hydroxyferulasaure-5-O-rhamnosid n.d.

26 Hydroxyferulasaure-4-O-rhamnosid n.d.

27 Hydroxyferuloyl-rhamnose n.d.

28 HHDP-Glucose (I1) 4,4 + 0,39
29 HHDP-Glucose (12) 2,2+0,17
30 Ellagsaure-7-O-xylosid 0,2+0,03
31 Ellagsaure 0,7 £ 0,05

Diese fehlenden Hydroxylgruppen in ortho-Stellung kénnten somit eine Erklarung fur die
nicht detektierte TEAC von Tilirosid (Nr. 21 und Nr. 22) darstellen. Diese Kéampferol-3-O-
(6"-trans-p-coumaroyl)glucoside weisen am Kampferolaglycon innerhalb des B-Ringens
nur eine Hydroxylgruppe auf. Weiterhin verringert nach RICE-EVANS et al. (1996) eine
Glycosylierung der Hydroxylgruppen des Flavonoidgrundgeristes die antioxidative
Kapazitat. Auch hierdurch ware wiederum die nicht detektierbare TEAC von Tilirosid zu
erklaren. Innerhalb dieser Struktur ist das Kdmpferolaglycon tber die 3-Hydroxylgruppe
des C-Ringes O-glycosidisch an Glucose gebunden. In Abbildung 5.15 ist zur
Veranschaulichung die Struktur von trans-Tilirosid (TEAC: 0,0 mmol TE/mmol Substanz)

dargestellt.
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HO
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Abb. 5.15 Struktur von trans-Tilirosid mit einer TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity) von 0,0 mmol TE/mmol Substanz. TE: Troloxaquivalente.

Weitere strukturelle Merkmale, die nach RICE-EVANS et al. (1996) zu einer hohen
antioxidativen Kapazitat phenolischer Substanzen beitragen, sind eine 2,3-Doppelbindung
zusammen mit einer 4-Oxogruppe in Ring C des Flavonoidgrundgeristes. Diese
Strukturmerkmale begunstigen eine Elektronendelokalisierung im Ringsystem. Bei
Kontakt der antioxidativen Substanz mit einem Radikal (z.B. ABTS™), wird das
entstehende Phenoxylradikal effektiver stabilisiert. Ebenso steigern vorhandene 3- und
5-Hydroxylgruppen in Ring A des Flavonoidgrundgeristes die Radikalfanger-
eigenschaften und somit die antioxidative Kapazitat eines Flavonoides (RICE-EVANS et al.
1996).

Weiterhin ist fir Hydroxybenzoesauren die héchste TEAC flr Gallussaure beschrieben.
Dies wird allgemein auf die drei verfigbaren Hydroxylgruppen des Benzolringes
zurickgefuhrt. Eine hdhere Anzahl an Hydroxylgruppen wirkt dem negativen Effekt der
elektronenziehenden Carboxylgruppe auf die Protonenabgabe der phenolischen
Hydroxylgruppen entgegen. Sowohl eine Substitution der Carboxyl- als auch der
Hydroxylgruppen des Benzolringes (z.B. Methylierungen) reduzieren dagegen die TEAC
von Hydroxybenzoesauren (RICE-EVANS et al. 1996). Dieser Sachverhalt erklart auch die
signifikante Abweichung der absoluten TEAC von Gallussaure (Nr. 1; TEAC: 2,4 mmol
TE/mmol Substanz) und Methylgallussaure (Nr. 23; TEAC: 0,9 mmol TE/mmol Substanz).
In Abbildung 5.16 sind die Strukturen dieser Substanzen vergleichend dargestellit.

Ebenso kann moglicherweise die nicht detektierte TEAC fir die mit Rhamnose

substituierten Hydroxyferulasaurederivate (Nr. 24, Nr. 26 und Nr. 27) hierdurch erklart

werden.
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Abb. 5.16 Strukturen von Gallussdure mit einer TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity) von 2,4 mmol TE/mmol Substanz und Methylgallussdure mit einer TEAC von
0,9 mmol TE/mmol Substanz. TE: Troloxaquivalente.

Fur die Gruppe der Flavanole ist insbesondere eine signifikant hdhere TEAC fiar 3°,4°,5°-
Trihydroxyflavanole im Vergleich zu den 3°,4°-Dihydroxyflavanolen in der Literatur
beschrieben (MuzoLF et al. 2008). Auch in der vorliegenden Arbeit wurde fir das 3°,4°,5"-
Trihydroxyflavanol ~ Gallocatechin  (Nr.3) eine Uber 3-fach hoéhere TEAC
(5,3 mmol TE/mmol Substanz) als flr das 3°,4’-Dihydroxyflavanol Catechin (Nr. 6)
(1,5 mmol TE/mmol Substanz) bestimmt. Abbildung 5.17 zeigt die Strukturen dieser

bioaktiven Flavanole.

OH OH
OH OH
HO o HO o
OH
OH OH

OH OH

Gallocatechin Catechin

Abb. 5.17 Strukturen von Gallocatechin mit einer TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity) von 5,3 mmol TE/mmol Substanz und von Catechin mit einer TEAC von
1,5 mmol TE/mmol Substanz. TE: Troloxaquivalente.

Insgesamt lieferten die mittels LC-onlineTEAC bestimmten antioxidativen Kapazitaten der
einzelnen bioaktiven Inhaltsstoffe in C. incanus Tee eine wichtige Ergédnzung zu den
vorherigen Messungen der gesamten antioxidativen Kapazitat mittels ESR-Spektroskopie.
Somit kann nachfolgend anhand der absoluten TEAC der einzelnen Inhaltsstoffe deren
theoretischer Anteil an der gesamten antioxidativen Kapazitat des Tees berechnet
werden. So wurden innerhalb der ESR-Messungen die hdchsten Antioxidativitaten der

methanolischen SPE-Eluate in Handelsprobe E gemessen. In diesem Eluat wurden
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ebenfalls die héchsten Konzentrationen der antioxidativen Substanzen Gallocatechin
(Nr. 3), Gallussaure (Nr.1) sowie die zweithdchste Konzentration fur Myricetin-3-O-
glucosid (Nr. 11) der sieben analysierten Handelsproben gemessen. Beispielsweise lag
im Vergleich zu Probe A mit der niedrigsten Gallocatechinkonzentration von
27,9 mg/100g Teekraut der Gehalt dieses starken Antioxidans in Probe E bei
77,5mg/100 g Teekraut. Probe A enthielt neben Gallocatechin auch die geringste
Gallussaurekonzentration und zweitniedrigste Konzentration an Myricetin-3-O-glucosid
der untersuchten Handelsproben. Hieraus resultierte vermutlich auch die geringe gesamte
antioxidative Kapazitat dieser Probe innerhalb der ESR-Messungen. Die Messwerte lagen
fur Probe E um Uber Faktor 2 Uber dem Wert der Probe A. Weiterhin wurde mittels ESR-
Spektroskopie die hdchste gesamte antioxidative Kapazitat der Methanol/Ammoniak-SPE-
Eluate in Handelsprobe F gemessen. Anhand der antioxidativen Kapazitaten der
enthaltenen bioaktiven Substanzen kann dies durch die hohe Konzentration von HHDP-
Glucose Isomer 1 (Nr. 28) von 41,1 mg/100 g Teekraut erklart werden. Diese Substanz
erzielte die hochste absolute TEAC der Inhaltsstoffe des Methanol/Ammoniak-SPE-
Eluates. In Probe F wurde bezlglich dieser Substanz die zweithéchste Konzentration der
analysierten Handelsproben gemessen. Den hdchsten Wert erzielte hierbei Probe G, die
zusatzlich auch hohere Konzentrationen der ebenfalls stark antioxidativen Substanz
HHDP-Glucose Isomer 2 (Nr. 29) enthielt. FUr das Methanol/Ammoniak-SPE-Eluat aus
Probe G wurde jedoch mit einem Abbau von 25,2 mmol Fremy’s Salz/100 g Teekraut eine
geringflgig niedrigere gesamte antioxidative Kapazitdt mittels ESR-Spektroskopie
gemessen als in Probe F mit einem Abbau von 27,1 mmol Fremy’s Salz/100 g Teekraut.
Uber die Verteilung der bekannten phenolischen Inhaltsstoffe des Methanol/Ammoniak-
SPE-Eluates ist diese niedrigere gesamte antioxidative Kapazitat in Probe G nicht zu
erklaren. So miussten theoretisch die im Vergleich zu Probe F signifikant hoheren
Konzentrationen der HHDP-Glucose Isomere 1 und 2 (Nr.28 und Nr.29) die
Abweichungen der Mehtylgallussaure- und Ellagsaurekonzentrationen zwischen den zwei
Proben ausgleichen und somit zu einer deutlich hdheren gesamten antioxidativen
Kapazitat in Probe Nr.7 fuhren. Mdglichweise liegen somit in Probe F weitere, mittels
LC-onlineTEAC nicht detektierte, Substanzen vor. Dabei konnte es sich z.B. um polymere
phenolische Substanzen handeln, die durch Spritzenfiltration innerhalb der
Probenaufarbeitung oder durch die LC-Vorsaule aufgrund ihrer Molekilgroie
zuruckgehalten wurden. Fir die ESR-Messungen hingegen wurde keine Spritzenfiltration
innerhalb der Probenaufarbeitung eingesetzt. Eine Detektion polymerer phenolischer
Inhaltsstoffe ist somit mittels dieser Methode mdglich. Die niedrigste innerhalb der
Methanol/Ammoniak-SPE-Eluate mittels ESR-Spektroskopie gemessene gesamte

antioxidative Kapazitdt in Probe A Kkorrelierte wiederum sehr gut mit den geringen
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Konzentrationen der HHDP-Glucose Isomere 1 und 2 (Nr. 28 und Nr. 29). Probe A enthielt
mit 11,5 mg bzw. 48,0 mg/100 g Teekraut entsprechend die geringsten Gehalte dieser

stark antioxidativen Ellagitannine.

Zusammenfassend resultiert aus den zuvor dargestellten Ergebnissen, dass flr hohe
antioxidative Kapazitdten in C. incanus Tee hohe Konzentrationen phenolischer
Inhaltsstoffe aus einer grofien Bandbreite phenolischer Substanzklassen verantwortlich
sind. Ebenfalls sollte deren Stabilitat innerhalb des Prozesses der Teezubereitung fir die
Beurteilung der Bioaktivitat von C. incanus Tees berlcksichtigt werden. In den
nachfolgenden Kapiteln der vorliegenden Arbeit wurden daher mogliche Einflussfaktoren
innerhalb der Teezubereitung auf die Stabilitat der bioaktiven Substanzen naher
untersucht. Ebenso wurde das Vorkommen bioaktiver Inhaltsstoffe in Blattern und
Stangeln sowie deren Extraktion aus C. incanus Kraut verschiedener PartikelgrofRen

untersucht.

5.2.3 Isolierung phenolischer Substanzen fiir weiterfihrende Bioaktivitatstests

Fur eine Charakterisierung potentieller Wirkungen der phenolischen Inhaltsstoffe aus
C. incanus Tee wurden diese aus dem methanolischen SPE-Eluat isoliert und fur weitere
Untersuchungen zur Bioaktivitat, z.B. bezlglich in der Literatur fir C. incanus Extrakte
beschriebener antimikrobieller sowie antiviraler Aktivitaten (vgl. Kapitel 2.3.5),
bereitgestellt. Hierzu wurde anhand eines Up-scaling-Prozesses der analytischen
LC-DAD-Methode eine praparative LC-DAD-Methode entwickelt. Insgesamt wurde die
Mehrheit der im methanolischen SPE-Eluat identifizierten phenolischen Substanzen (Nr. 1
bis Nr. 22) mittels praparativen LC-DAD isoliert und fir externe Analysen zur Verfigung
gestellt. In Abbildung 5.18 ist das resultierende Chromatogramm fir eine 1 mL Injektion
des aufkonzentrierten methanolischen SPE-Eluates aus Probe A bei einer Wellenlange
von 280 nm dargestellt. Die Nummern in Klammern stehen analog zu den analytischen
LC-DAD-Messungen fur die identifizierten phenolischen Inhaltsstoffe (vgl. Tabelle 5.1).
Fur die ldentifizierung der in den Fraktionen enthaltenen Substanzen wurden in den 14
praparativ gesammelten Fraktionen (F1-F14) basierend auf dem Peakprofil der
analytischen LC-DAD die vermutlich enthaltenen Substanzen zunachst zugeordnet. Diese
wurden anschlieBend mittels analytischer LC-DAD-ESI-MS/MS anhand der UV-Spektren,
Quasimolekulionen und MS/MS-Fragmentierung bestatigt. Die analytischen Daten hierzu

wurden bereits zuvor in Tabelle 5.1 dargestellt.
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Abb. 5.18 Praparatives LC-DAD-Chromatogramm einer 1 mL Injektion des
aufkonzentrierten methanolischen SPE-Eluates aus Probe A bei 280 nm. F1-F14:
Gesammelte Fraktionen; (Nr. 1-Nr. 22): Identifizierte Substanzen. Die Bezeichnungen der
identifizierten Substanzen sind in Tabelle 5.1 aufgefihrt.

Aus 22 identifizierten Inhaltsstoffen wurden somit insgesamt 14 Substanzen (F1 bis F14)
isoliert. Diese wurden anschlielend wie unter Kapitel 4.8 beschrieben aufgearbeitet und

als Feststoff fur weitere Untersuchungen zur Bioaktivitat bereitgestellt.

Weiterhin wurde die Reinheit der Fraktionen chromatographisch mittels analytischer
LC-DAD ermittelt. Hierfir wurde jeweils die Peakflache der isolierten Substanz bei einer
Wellenlange von 280 nm in das Verhdltnis zur entsprechenden Gesamtpeakflache
samtlicher eluierender Substanzen innerhalb der Messung gesetzt und als prozentualer
Anteil berechnet. In Abbildung 5.19a-c sind fur die isolierten Inhaltsstoffe die analytischen
LC-DAD-Chromatogramme der Fraktionen a) F1 (Gallussaure), b) F7 (Myricetin-O-

xylosid) sowie ¢) F13 (frans-Tilirosid) exemplarisch dargestellit.
In Tabelle 5.6 sind die abschlieRenden Daten zu den insgesamt 14, mittels praparativer

LC-DAD aus dem methanolischen SPE-Eluat der C. incanus Tee Handelsprobe A

isolierten, Substanzen dargestellt.
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Abb. 5.19a-c Analytische LC-DAD-Chromatogramme der isolierten Fraktionen a) F1,
b) F7 und c) F13 des methanolischen SPE-Eluates aus Probe A bei 280 nm. (Nr. 1):
Gallussaure; (Nr. 12): Myricetin-O-xylosid; (Nr. 21): trans-Tilirosid. Analytische Daten der
identifizierten Substanzen sind in Tabelle 5.1 aufgefuhrt.
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Tab. 5.6 Isolierte Fraktionen (F1 bis F14) aus dem methanolischen SPE-Eluat der
C. incanus Teeprobe A. Dargestellt sind die Elutionszeit (praparative LC-DAD), in der
Fraktion identifizierte Substanzen (analytische Daten vgl. Tabelle 5.1), die
chromatographische Reinheit sowie die Ausbeute (neun Injektionen) der Substanzen.

Fra"ll(tion EIutiopszeit Substanz (Nr.) Reinheit  Ausbeute

r. [min] [%] [mg]
F1 5,80-7,00 Gallussaure (1) 98 57
F2 11,00-12,10 Gallocatechin (3) 80 5,3
o nevnem  Cgemedniesieednot w a
F4 17,90-19,00 Procyanidin B1 (5) 94 2,8
F5 19,41-20,30 Catechin (6) 97 6,4
F6 35,51-36,60 Myricetin-3-O-galactosid (10) 92 44
F7 41,15-42,30 Myricetin-O-xylosid (12) 100 2,7
F8 42,31-44,23 Rutin und Myricitrin (13 und 14) 98 8,0
F9 44,25-45,60 Quercetin-3-0O-galactosid (15) 87 3,1
F10 45,71-46,40 Quercetin-3-0O-glucosid (16) 72 2,5
F11 51,80-53,50 Quercetin-O-xylosid (17) 81 1,6
F12 57,60-58,40 Quercitrin (18) 95 2,5
F13 81,45-82,60 trans-Tilirosid (21) 100 2,2
F14 82,20-84,00 cis-Tilirosid (22) 69 2,1

Insgesamt konnten mittels der entwickelten Methode zur Isolierung phenolischer
Inhaltsstoffe aus C. incanus Tee sechs phenolische Substanzen mit einer
chromatographischen Reinheit von Uber 95 %, bzw. weitere sechs Substanzen mit einer
Reinheit groBer 80 %, jeweils in Mengen von mindestens 1,5 mg pro Substanz fur

weiterfuhrende Untersuchungen zur Verfugung gestellt werden.

Ebenfalls wurden Versuche zur Ldslichkeit der isolierten Substanzen in Wasser mit einem
Zusatz von 50 % DMSO durchgefiihrt, um z.B. einen Einsatz in Zellkulturstudien zu
gewahrleisten. Eine sehr gute Ldslichkeit wurde hierbei auch fur hohe Konzentrationen
von 5 mg/mL fir die Testsubstanzen Gallussaure, Catechin und Rutin erzielt. Diese hohe
Konzentration ist fir die Herstellung von Stammldsungen fir viele Assays ein

entscheidender Aspekt.

Die aus den extern durchgeflihrten Bioaktivitatstests resultierenden Ergebnisse zu den
Wirkungen der isolierten phenolischen Substanzen dirfen aus Grinden der
Geheimhaltung zum derzeitigen Zeitpunkt nicht in der vorliegenden Dissertation

veroffentlicht werden.
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5.2.4 Tea Cream-Charakterisierung

Unter dem Begriff Tea Cream wird meist ein Prazipitat bezeichnet, das beim Abklhlen
von Tee beobachtet wird (JOBSTL et al. 2005). Ein weiteres Erscheinungsbild der
Tea Cream ist die Bildung eines 0lig aussehenden Filmes aus komplexierten
phenolischen Substanzen auf der Teeoberflache (TANIZAWA et al. 2007). Nach ROBERTS
(1963) stellt die Tea Cream einen Komplex aus Koffein, Theaflavinen und Thearubigenen
in schwarzem Tee (Camellia sinensis) dar. Aber auch in entkoffeinierten schwarzen Tee
wurde eine Tea Cream Bildung bereits beobachtet (PENDERS et al. 1998). Fur C. incanus
Tee wurde dieses Phanomen noch nicht in der Literatur beschrieben. In der vorliegenden
Arbeit wurde dennoch von einer Tea Cream Bildung in C. incanus Tee ausgegangen, da
hohe Konzentrationen reaktiver phenolischer Substanzen aus verschiedenen
Substanzklassen zuvor im Tee nachgewiesen wurden. Hierunter waren insbesondere
hohe Gehalte verschiedener monomerer und dimerer Flavanole. Nach CHAO und CHIANG
(1999) sind dies die Hauptkomponenten, der an der Tea Cream Bildung in
semifermentierten Tees beteiligten Substanzen. Darliber hinaus beschrieben JOBSTL et al.
(2005) eine Komplexierung der phenolischen Substanzen Gallussdure und Quercitrin
innerhalb des Prozesses der Tea Cream Bildung. Diese phenolischen Substanzen
wurden auch in C. incanus Tee in hohen Konzentrationen in den sieben untersuchten
Handelsproben quantifiziert (vgl. Kapitel 5.1.2). Neben Art und Konzentrationen der
phenolischen Inhaltsstoffe stellt nach JOBSTL et al. (2005) insbesondere die Konzentration
von Calciumionen des innerhalb der Teezubereitung eigesetzten Kochwassers einen

entscheidenden Faktor flir die Prazipitation phenolischer Teeinhaltsstoffe dar.

Um eine mdogliche Tea Cream Bildung in C. incanus Tee zu untersuchen wurde
exemplarisch Probe C mittels der in Kapitel 4.12 beschriebenen Methode unter Einsatz
von Mineralwasser (pH 7,6; 20°dH) und Millipore®-Wasser (pH 5,8; 0°dH) aufgearbeitet
und fiir eine Woche bei 5 °C kiihl gelagert. In dem mit Millipore®-Wasser aufgearbeiteten
Tee wurde anschlieliend weder ein Prazipitat (Bodensatz) noch ein Oberflachenfilm und
somit keine Tea Cream beobachtet. Fur den unter Verwendung von Mineralwasser
aufgearbeiteten Tee war hingegen sowohl ein Prazipitat als auch ein Oberflachenfilm
deutlich zu erkennen. In Abbildung 5.20 ist der resultierende Film auf der Oberflache von
Handelsprobe C zu Veranschaulichung dargestellt. Die gesamte antioxidative Kapazitaten
des Oberflachenfilm, des Prazipitates sowie des Teelberstandes wurden anschlielend
mittels ESR-Spektroskopie bestimmt, um hieraus Erkenntnisse bezlglich einer

Komplexierung antioxidativer Substanzen in C. incanus Tee zu erhalten.
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Abb. 5.20 Tea Cream in Form eines dunnen Oberflachenfimes auf C. incanus
Teeprobe C (Zubereitung mit Mineralwasser: pH 7,6; 20°dH; vgl. Kapitel 4.12) nach einer
Lagerzeit von einer Woche bei einer Temperatur von 5 °C.

In Abbildung 5.21 sind die Fremy’s Salz Abbaukinetiken (30 min) aus den ESR-
Messungen der C. incanus Tea Cream (Oberflachenfilm und Prazipitat) dargestellt. Als
Vergleich sind die Kinetiken der mit Millipore®-Wasser zubereiteten Teeprobe sowie des
Dinatriumhydrogenphosphatpuffers (0,05 mol/L, pH7,4 bei 20°C) als Blindwert
dargestellt. Deutlich erkennbar ist, dass der Uberstand des mit Mineralwasser
zubereiteten C. incanus Tees eine signifikant geringere gesamte antioxidative Kapazitat,
d.h. einen geringeren Abbau an Fremy’s Salz nach 30 min Reaktionszeit, verglichen mit
dem analog hierzu mit Millipore®-Wasser zubereiteten Tees aufwies. Weiterhin wurde fiir
die mehrfach gewaschene Tea Cream, d.h. Prazipitat und Oberflachenfilm, eine hohe
gesamte antioxidative Kapazitat gemessen. Diese lag fur den Oberflachenfilm ca. 1000-
fach und fur den Bodensatz ca. 2000-fach Uber der gesamten antioxidativen Kapazitat
des zugehdrigen wassrigen Uberstandes (Tee). Somit liegen in C. incanus Tea Cream
vermutlich komplexierte Inhaltsstoffe mit hohen antioxidativen Kapazitaten vor. In der mit
Millipore®-Wasser zubereiteten Referenzprobe hingegen lagen diese bioaktiven
Substanzen gelést im Tee vor. Durch den Verdlinnungseffekt des Kochwassers resultierte
fur den Tee im Vergleich zu Obeflachenfiim und Prazipitat eine geringere gesamte
antioxidative Kapazitat. Diese war entsprechend im mit Millipore®-Wasser zubereiteten
C. incanus Tee (Uberstand) Uber 2,5-fach héher als im mit Mineralwasser aufgearbeiteten
Tees (Uberstand). Genauere Aussagen zur Struktur der Substanzen in C. incanus
Tea Cream konnen jedoch nicht mittels der vorliegenden Daten gegeben werden.
Aufgrund der auflerst geringen Ld&slichkeit der Tea Cream waren keine LC-DAD- oder
ESI-MS/MS-Messungen dieser Proben zur Strukturaufklarung moglich. Auch liegen in der
Literatur bisher keine genauen Ergebnisse zur Struktur der Tea Cream vor.
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Abb. 5.21 Fremy’s Salz Abbaukinetiken innerhalb der Messungen zur Bestimmung
der gesamten antioxidativen Kapazitat von C. Jncanus Tea Cream mittels
Elektronenspinresonanz-Spektroskopie. Dargestellt sind die Kinetiken flr Oberflachenfilm,
Prazipitat und Teelberstand aus, unter Verwendung von Mineralwasser (MIN)
zubereiteter, Handelsprobe C nach Lagerung fir eine Woche bei 5 °C. Als Vergleich ist
die Kinetik des Teeiiberstandes aus einer Zubereitung mit Millipore®-Wasser (MPW)
dargestellt. Teezubereitung vgl. Kapitel 4.12. Verdunnungen der Proben mit jeweiligem
Kochwasser sind in Klammern dargestellt.

Zusammenfassend resultiert aus den Ergebnissen, dass bei Verwendung von
mineralstoffreichem Kochwasser wahrend des Abkuhlens und Lagerung von C. incanus
Tee eine Tea Cream entsteht. Diese enthalt antioxidative Inhaltsstoffe. Somit kann
allgemein flr die Zubereitung von C. incanus Tees, mit Blick auf hohe Gehalte bioaktiver
Inhaltsstoffe, die Verwendung von mineralstoffarmen Kochwassern empfohlen werden.
Vorwiegend stellt eine Bildung von Tea Cream jedoch ein Problem fur die Konsumenten
und Hersteller gekuhlter Ready-to-drink-Tees dar. Hier bildet sich bei Lagerung im
Klhlschrank ein optisch unerwlinschtes Prazipitat aus bioaktiven Substanzen. Bei einem
Verzehr dieser Tees ist zudem der Verbleib der Tea Cream, z.B. wird an der Verpackung
anhaftendes Préazipitat entsorgt, ebenso wie deren Bioverfligbarkeit noch ungeklart. Bei
einem Verzehr des frisch zubereiteten, heil’en Tees liegen die bioaktiven Substanzen
hingegen in Ldsung vor. Hier wurde aul3er eines minimal ausgepragten Oberflachenfiimes

keine Tea Cream Bildung in C. incanus Tee beobachtet.
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5.3 Einfluss ausgewahlter Parameter der Teezubereitung auf die

Konzentrationen bioaktiver phenolischer Inhaltsstoffe in C. incanus Tee

Innerhalb der Zubereitung von C. incanus Tees konnen verschiedene Parameter einen
Einfluss auf die Extraktion, die Stabilitat und somit letztendlich auf die Konzentrationen
bioaktiver phenolischer Substanzen im trinkfertigen Tee haben. Aktuell liegt die
Herstellerempfehlung flr die Zubereitung von Handelsprobe A beispielsweise bei einer
Einwaage von ca. 15g Teekraut/Liter Kochwasser und einer Kochzeit von 5 min.
Detailliertere Angaben bezlglich des optimalen Kochwassers, z.B. Wasserharte,
enthaltene lonen oder pH-Wert, sowie eine genaue Temperaturangabe wurden fir keine
der sieben untersuchten C. incanus Tee Handelsproben angegeben. Nachfolgend werden
daher der Einfluss verschiedener Kochwasser, Kochtemperaturen und Kochzeiten
innerhalb der Teezubereitung auf die Konzentrationen der quantifizierten bioaktiven

Inhaltsstoffe in C. incanus Tee untersucht.

5.3.1 Einfluss des Kochwassers

Nachfolgend wurde der Effekt des eingesetzten Kochwassers innerhalb der Zubereitung
von C. incanus Tee auf die Konzentrationen 21 quantifizierter phenolischen Inhaltsstoffe
analysiert. Insbesondere zur Untersuchung der thermischen Stabilitdt und der Extraktion
dieser Substanzen wurde hierzu Handelsprobe A bei einer Temperatur von 95 °C fir
60 min mit drei verschiedenen Kochwassern nach der in Kapitel 4.2 beschriebenen
Methode aufgearbeitet und anschlieRend mittels LC-DAD vermessen. Die Kochwasser
umfassten hierbei Mineralwasser (pH 7,6; 20°dH) Leitungswasser (Trinkwasserqualitat,
pH 7,2; 6°dH) und Millipore®-Wasser (pH 5,8; 0°dH). In Abbildung 5.22a-f sind die aus
den Kochversuchen resultierenden Konzentrationen der 21 quantifizierten phenolischen
C. incanus Inhaltsstoffe entlang sechs ausgewahlter Substanzklassen a) Phenolsauren,
b) monomere und dimere Flavanole, c) Myricetinglycoside, d) Quercetinglycoside,

e) Tilirosidisomere und f) Ellagitannine dargestellt.

Innerhalb der Klasse der Phenolsauren (Abb. 5.22a) wurden alle sechs quantifizierten
Substanzen in C. incanus Tee detektiert, der mit Millipore®-Wasser zubereitet wurde. In
den Tees, die mit Mineralwasser oder mit Leitungswasser aufgebriht wurden, konnte
hingegen ausschlief3lich Ellagsaure (Nr. 31) in stark ansteigenden Konzentrationen von

3,9 mg und 19,2 mg/100 g Teekraut gemessen werden.
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Abb. 5.22a-f Konzentrationen der 21 quantifizierten phenolischen Inhaltsstoffe in
C. incanus Tee Handelsprobe A in Abhangigkeit des innerhalb der Teezubereitung
(Zubereitung vgl. Kapitel 4.2; Kochdauer 60 min) eingesetzten Kochwassers.
a) Phenolsauren, b) monomere und dimere Flavanole, c) Myricetinglycoside,
d) Quercetinglycoside, e) Tilirosidisomere und f) Ellagitannine. MIN: Mineralwasser
(pH 7,6; 20°dH); LW: Leitungswasser (Trinkwasserqualitdt, pH 7,2; 6°dH); MPW:
Millipore®-Wasser (pH 5,8; 0°dH). Zugehdrige Substanzbezeichnungen sind in Tabelle 5.1
sowie 5.2 und Beschreibungen der Probe in Tabelle 4.1 dargestellt.
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Somit hatte das Kochwasser einen signifikanten Einfluss auf die Konzentrationen der
Phenolsauren im trinkfertigen C. incanus Tee. Da die pH-Werte der drei eingesetzten
Kochwasser nur geringfligig voneinander abwichen (pH 5,8 bis pH 7,6) lag hier vermutlich
ein Effekt der Wasserharte bzw. der lonenkonzentrationen des Kochwassers auf die
Gehalte der Phenolsauren in C. incanus Tee vor. Dies ist vermutlich auf die Bildung einer
Tea-Cream zurickzufihren. Nach JOBSTL et al. (2005) sind an der Tea Cream Bildung vor
allem im Kochwasser enthaltene lonen und insbesondere Calciumionen beteiligt. Hohe
Konzentrationen an Calciumionen konnen die Struktur des Teekrautes modifizieren, was
zu geringeren Extraktionsausbeuten phenolischer Substanzen sowohl im sauren als auch
im alkalischen pH-Bereich fihrt (COUzINET-MOSSION et al. 2010). Diese Struktur-
modifikation resultiert dabei aus eine Bindung von Calciuminonen an Pektin der
Blattzellwénde (MOSSION et al. 2008). Durch die nur in Spuren in Millipore®-Wasser
enthaltenen lonen koénnen somit mdglicherweise die hohen Gehalte phenolischer
Substanzen im resultierenden Tee erklart werden. Aus den hohen, in Mineralwasser
enthaltenen, Konzentrationen verschiedener lonen ergeben sich hingegen geringe
Gehalte phenolischer Inhaltsstoffe im trinkfertigen C. incanus Tee. Diese bioaktiven
Substanzen liegen in diesem Fall komplexiert als Prazipitat sowie als Oberflachenfilm
(Tea Cream) vor und werden zusatzlich aufgrund struktureller Veranderungen des

Teekrautes weniger effektiv extrahiert.

Bezuglich eines Einflusses des Kochwassers auf die Konzentrationen der monomeren
und dimeren Flavanole (Abb. 5.22b) wurden ebenfalls alle drei quantifizierten Substanzen
dieser Klasse in C. incanus Tee detektiert, der mit Millipore®-Wasser zubereitet wurde. In
Tee, der hingegen mit Mineralwasser extrahiert wurde, wurde ausschliellich Catechin
(Nr. 6) quantifiziert werden. Insgesamt wurde Catechin ausgehend von einer Zubereitung
mit Mineralwasser iiber Leitungswasser zu Millipore®-Wasser in signifikant ansteigenden
Konzentrationen von 41,6 mg, 64,2mg und 99,5mg/100g Teekraut fir Probe A
bestimmt. Gallocatechin (Nr.3) wurde hingegen nur in Tee gemessen, der unter
Verwendung von Leitungs- oder Millipore®-Wasser, hergestellt wurde. Die
entsprechenden Konzentrationen lagen hier bei 7,1 mg bzw. 24,3 mg/100 g Teekraut. Die
Ergebnisse bezlglich der Gehalte von Catechin und Gallocatechin in Abhangigkeit des
verwendeten Kochwassers und einer mdglichen damit einhergehenden Tea Cream
Bildung kénnen auch durch LIANG et al. (2002) bestatigt werden. Diese beschrieben fur
Gallocatechin eine starkere Prazipitation als fir Catechin und fuhrten dies allgemein auf
die unterschiedliche Anzahl der Hydroxylgruppen zurtick. Weiterhin wurde das Dimer
Gallocatechin-(4a-8)-catechin (Nr. 4) innerhalb der durchgefiihrten Kochversuche nur in

C. incanus Tee detektiert, der mit Millipore®-Wasser zubereitet wurde. Auch hierbei stellt
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eine mogliche Prazipitation dieser bioaktiven phenolischen Substanz durch hoéhere
lonenkonzentrationen in Leitungs- und Mineralwasser die vermutliche Ursache dar. Dies
kann auch durch die Ergebnisse von JOBSTL ef al. (2005) belegt werden, die eine
verstarkte Tea Cream Bildung fur Subtanzen mit einer gro3en Molekuilgréfie beschrieben.

Somit prazipitieren Dimere der Flavanole starker als deren Monomere.

Fur die bioaktiven Myricetinglycoside (Abb. 5.22c) wurden sukzessiv zunehmende
Konzentrationen dieser bioaktiven Inhaltsstoffe fir C. incanus Tee beginnend mit einer
Zubereitung mit Mineralwasser, (iber Leitungswasser zu Millipore®-Wasser gemessen. So
stiegen z.B. die Konzentration von Myricitrin (Nr. 14) von 23,5 mg Uber 66,9 mg auf
76,9 mg/100 g Teekraut oder die Gehalte von Myricetin-3-O-galctosid (Nr. 10) von 3,4 mg
Uber 14,6 mg auf 22,5 mg/100 g Teekraut. Eine Ausnahme stellte hierbei Myricetin-O-
xylosid (Nr. 12) dar. Diese Substanz wurde im Gegensatz zu den strukturell verwandten
Myricetinglycosiden nicht in Tee detektiert, der mit Mineralwasser zubereitet wurde. Eine

plausible Erklarung fir diese Beobachtung wurde bisher noch nicht gefunden.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch fir die Quercetinglycoside (Abb. 5.22d) beobachtet.
Auch fir diese bioaktiven Substanzen wurden zunehmende Konzentrationen in
C. incanus Tee beginnend mit einer Zubereitung mit Mineralwasser, Uber Leitungswasser
zu Millipore®-Wasser gemessen. So nahmen z.B. die Konzentration von Quercitrin
(Nr. 18) von 14,9 mg Uber 21,4 mg auf 24,3 mg/100 g Teekraut oder die Gehalte von
Querctin-3-0O-galactosid (Nr. 15) von 3,9 mg Uber 6,0 mg auf 8,7 mg/100 g Teekraut zu.
Eine Ausnahme stellte innerhalb dieser Substanzklasse Quercetin-3-O-glucosid (Nr. 16)
dar. Dieser phenolische Inhaltsstoff wurde im Gegensatz zu den strukturell verwandten
Glycosiden nicht in Tee detektiert, der mit Mineralwasser zubereitet wurde. In Tee, der mit
Leitungswasser oder Millipore®-Wasser hergestellt wurde, waren jedoch vergleichbare

Konzentrationen von 1,1 mg und 1,6 mg/100 g Teekraut enthalten.

Weiterhin wurde bezuglich der Konzentrationen der Tilirosidisomere (Abb. 5.22e) nur ein
geringer Einfluss des innerhalb der Teezubereitung verwendeten Kochwassers
festgestellt. Sowohl trans-Tilirosid (Nr.21) als auch cis-Tilirosid (Nr.22) wurden bei
Einsatz der drei Kochwéasser im ftrinkfertigen Tee quantifiziert. Die Konzentration von
trans-Tilirosid stieg beginnend bei einer Verwendung von Mineralwasser Uber
Leitungswasser zu Millipore®Wasser an. Der Gehalt dieses phenolischen Inhaltsstoffes
lag hier jeweils bei 14,0 mg, 19,5 mg und 21,7 mg/100 g Teekraut. Die Konzentrationen
von cis-Tilirosid hingegen stiegen nur leicht von 3,7 mg Uber 4,8 mg bis auf 5,2 mg/100 g

Teekraut an.
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Insgesamt waren somit die Konzentrationen der Flavonoidglycoside deutlich weniger vom
eingesetzten Kochwasser und den darin enthaltenen lonen abhangig, als die
Phenolsauren und Flavanole. Nach JOBSTL et al. (2005) hangt dies vermutlich mit der
héheren Ldslichkeit der Glycoside im Vergleich zu nicht glycosylierten Substanzen
zusammen. Eine verringerte Tea Cream Bildung sowie damit einhergehende niedrigere
Konzentrationen bioaktiver Substanzen in Tee kdnnen somit mdglicherweise auch durch
einen Zuckerzusatz wahrend der Teeherstellung reduziert werden. Hierdurch werden
nach JOBSTL et al. (2005) Glycosylierungen phenolischer Substanzen beglnstigt und

deren Ldslichkeit im Tee gesteigert.

In der Klasse der Ellagitannine (Abb. 5.22f) wurde fir die Konzentration der HHDP-
Glucose Isomere 1 und 2 (Nr. 28 und Nr. 29) ein signifikanter Einfluss des innerhalb der
Zubereitung von C. incanus Tee eingesetzten Kochwassers beobachtet. Diese Isomere
waren bei Verwendung von Mineralwasser nicht im Tee enthalten und wurden auch bei
einer Zubereitung mit Leitungswasser nur in geringen Konzentrationen von 4,0 mg und
6,0 mg/100 g Teekraut quantifiziert. Erfolgte die Aufarbeitung des C. incanus Teekrautes
hingegen mit Millipore®-Wasser, so waren diese bioaktiven phenolischen Substanzen in
signifikant héheren Konzentrationen von 18,1 mg und 59,0 mg/100 g Teekraut enthalten.
Insgesamt  komplexieren Ellgitannine somit vermutlich in  Abhangigkeit zur
lonenkonzentration des Kochwassers innerhalb des Prozesses der Teezubereitung. Diese
Prazipitation geht letztendlich mit niedrigen Konzentrationen dieser bioaktiven Substanzen

im trinkfertigen C. incanus Tee einher.

Zusammenfassend kann fur den Einfluss des innerhalb der Zubereitung von C. incanus
Tee eingesetzten Kochwassers auf die Konzentrationen bioaktiver Substanzen gesagt
werden, dass einige der phenolischen Inhaltsstoffe in Abhangigkeit von den im
Kochwasser enthaltenen lonen zu einer Tea-Cream Bildung neigen. Diese wurde bei
einer Verwendung von Mineral- und Leitungswasser in Form eines Oberflachenfilmes
sowie als Prazipitat beim Abklhlen von C. incanus Tee beobachtet. Zuvor wurde zudem
gezeigt, dass diese Tea Cream eine hohe gesamte antioxidative Kapazitat aufweist.
Somit ist von einem Vorkommen bioaktiver C. incanus Inhaltsstoffe in der Tea Cream und
damit einhergehenden niedrigeren Konzentrationen im resultierenden Tee auszugehen.
Bei einer Verwendung von Millipore®-Wasser hingegen wurde weder ein Prézipitat noch
ein Oberflachenfilm fur C. incanus Tee beobachtet. Zusatzlich waren in diesem Tee
signifikant héhere Konzentrationen von 20 der 21 quantifizierten phenolischen Subtanzen
enthalten. Eine Ausnahme stellte hierbei Ellagsdure dar, die in leicht hdheren

Konzentrationen in Tee quantifiziert wurde, der unter Verwendung von Leitungswasser
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zubereitet wurde. AbschlieRend kann daher fir hohe Konzentrationen bioaktiver
phenolischer Substanzen in C. incanus Tee ein Kochwasser mit einer moglichst niedrigen,
aber physiologisch fir den Menschen vertraglichen, lonenkonzentration empfohlen
werden. Zur Absicherung und Prazisierung dieser allgemeinen Empfehlung sollten
zusatzlich in weiterfihrenden Versuchsreihen der Effekt definierter lonenkonzentrationen
und -zusammensetzungen im Kochwasser auf die Konzentrationen phenolischer

Substanzen verschiedener C. incanus Teeproben untersucht werden.

5.3.2 Einfluss der Kochtemperatur

Um einen mdoglichen Effekt der Kochtemperatur auf die Extraktion sowie die thermische
Stabilitdt der phenolischen Inhaltsstoffe in C. incanus Tee zu untersuchen, wurde
exemplarisch Handelsprobe A bei eine Temperatur von 70 °C, 85 °C und 95 °C unter
Verwendung von Millipore®-Wasser nach der in Kapitel 4.2 beschriebenen Methode
aufgearbeitet. In den hieraus resultierenden Extrakten wurden anschliefend die
phenolischen Substanzen mittels LC-DAD analysiert. In Abbildung 5.23a-f sind die aus
den Kochversuchen resultierenden Konzentrationen der 21 quantifizierten C. incanus
Inhaltsstoffe entlang der sechs ausgewahlten Substanzklassen a) Phenolsauren,
b) monomere und dimere Flavanole, c) Myricetinglycoside, d) Quercetinglycoside,

e) Tilirosidisomere und f) Ellagitannine dargestellt.

In der Klasse der Phenolsduren (Abb. 5.23a) wurden fur einige Substanzen, darunter
Hydroxyferulasaure-5-O-rhamnosid (Nr. 24), Hydroxyferulasdure-4-O-rhamnosid (Nr. 26)
und Ellagsaure (Nr. 31), minimal héhere Konzentrationen durch eine Zubereitung bei
95 °C verglichen mit einer Kochtemperatur von 70 °C erzielt. Die entsprechenden Gehalte
dieser Inhaltsstoffe lagen bei einer Kochtemperatur von 95 °C bei 29,1 mg, 60,3 mg und
11,8 mg/100 g Teekraut. Bei einer Temperatur von 70 °C wurden hingegen nur
Konzentrationen von 12,2 mg, 50,6 mg und 4,2 mg/100 g Teekraut gemessen. Weiterhin
resultierten bei einer Steigerung der Kochtemperatur von 70 °C auf 85 °C keine
signifikanten Abweichungen innerhalb der Konzentrationen der sechs quantifizierten
Substanzen aus der Klasse der Phenolsauren. Bezlglich der Konzentrationen von
Gallussaure (Nr. 1) und Methylgallussaure (Nr. 23) wurde zudem keinerlei Abweichungen
der Konzentrationen bei allen drei untersuchten Extraktionstemperaturen beobachtet. Bei
einer Kochzeit von 5 min waren die Phenolsduren und deren Derivate in C. incanus
Probe A somit thermisch stabil. Auch hohe Kochtemperaturen von 95 °C bewirkten keinen

Abbau dieser Substanzen.
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Abb. 5.23a-f Konzentrationen der 21 quantifizierten phenolischen Inhaltsstoffe in
C. incanus Tee Handelsprobe A in Abhangigkeit der Kochtemperatur innerhalb der
Teezubereitung (Zubereitung vgl. Kapitel 4.2). a) Phenolsauren, b) monomere und dimere
Flavanole, c) Mpyricetinglycoside, d) Quercetinglycoside, e) Tilirosidisomere und
f) Ellagitannine. Zugehdrige Substanzbezeichnungen sind in Tabelle 5.1 sowie 5.2 und
Beschreibungen der Probe in Tabelle 4.1 dargestellt.
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Innerhalb der Klasse der Flavanole (Abb.5.23b) wurde bei einer Anderung der
Kochtemperatur von 70 °C auf 85 °C innerhalb der Teezubereitung eine signifikante
Zunahme der Konzentrationen von Gallocatechin (Nr. 3), Gallocatechin-(4a-8)-catechin
(Nr.4) sowie Catechin (Nr.6) gemessen. Die Konzentrationen dieser bioaktiven
Inhaltsstoffe lagen nach Extraktion bei 70 °C bei 13,5 mg, 8,5mg und 41,3 mg/100g
Teekraut. Erfolgte hingegen die Zubereitung bei einer Temperatur von 85 °C so stiegen
die Werte auf 17,3 mg, 10,8 mg und 54,2 mg/100 g Teekraut. Aus einer weiteren
Erhéhung der Kochtemperatur von 85 °C auf 95 °C resultierte hingegen kein weiterer
Konzentrationsanstieg dieser Substanzen in C. incanus Tee. Fur Gallocatechin wurde
sogar eine leichte Abnahme der Konzentration auf 16,9 mg/100 g Teekraut beobachtet.
Diese lag jedoch im Bereich der Standardabweichung und wurde daher als nicht
signifikant betrachtet. Insgesamt erfolgte somit flr die drei quantifizierten Flavanole in
C. incanus Tee eine effektivere Extraktion bei einer Temperatur von 85 °C verglichen mit

einer Kochtemperatur von 70 °C.

Fur die Myricetinglycoside (Abb. 5.23c) wurde ebenfalls eine leichte Zunahme der
Konzentrationen bei einer Erhéhung der Kochtemperatur von 70 °C auf 85 °C beobachtet.
Diese stiegen beispielsweise fir Myricetin-3-O-galactosid (Nr.10) von 16,1 mg auf
17,7 mg/100 g Teekraut und far Myricitrin (Nr. 14) von 63,7 mg auf 73,1 mg/100g
Teekraut. Aufgrund der relativ hohen Standardabweichungen sind diese Tendenzen
jedoch als nicht signifikant zu betrachten. Weiterhin wurde nach einer Erhéhung der
Kochtemperatur von 85 °C auf 95 °C ebenfalls keine signifikante Veranderung der
Konzentrationen beobachtet. Bei direkter Betrachtung der Mittelwerte hingegen war eine

leichte Abnahme der quantifizierten Myricetinglycoside zu erkennen.

Weiterhin  wurde auch fur die Quercetinglycoside (Abb.5.23d) ein leichter
Konzentrationsanstieg bei einer Erhdhung der Kochtemperatur von 70 °C auf 85 °C
beobachtet. Hierbei stiegen die Gehalte fur Quercetin-3-O-galactosid (Nr. 15) geringfugig
von 4,8 mg auf 5,7 mg/100 g. Entsprechend hierzu wurde fir Quercitrin (Nr. 18) ein
signifikanter Konzentrationsanstieg von 15,9 mg auf 19,2 mg/100 g Teekraut gemessen.
Eine weitere Erhdhung der Kochtemperatur auf 95 °C erzielte fur die quantifizierten
Quercetinglycoside, mit Ausnahme von Quercetin-3-O-glucosid (Nr. 16), bei einer
Extraktionsdauer von 5 min keine hoheren Konzentrationen im ftrinkfertigen Tee.
Quercetin-3-O-glucosid hingegen wurde erst bei einer Kochtemperatur von 95 °C in einer
Konzentration von 1,1 mg/100 g Teekraut quantifiziert. Bei den niedrigeren untersuchten
Extraktionstemperaturen von 70 °C und 85 °C wurde diese Substanz vermutlich nicht aus

C. incanus Teekraut innerhalb der Kochzeit von 5 min extrahiert.
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Bezuglich der Konzentrationen der Tilirosidisomere (Abb. 5.23e) wurde ein signifikanter
Einfluss der Kochtemperatur innerhalb des Prozesses der Teezubereitung beobachtet. So
wurde bei einer Extraktionstemperatur von 70 °C keines der beiden Isomere detektiert.
Bei Kochtemperaturen von 85 °C und 95 °C hingegen wurde sowohl frans-Tilirosid
(Nr. 21) als auch cis-Tilirosid (Nr. 22) in ansteigenden Konzentrationen gemessen. Die
Gehalte stiegen hierbei deutlich fur trans-Tilirosid von 7,1 mg auf 13,5 mg/100 g Teekraut
und fur cis-Tilirosid von 3,1 mg auf 4,2 mg/100 g Teekraut. Beide Isomere sind somit
wahrend einer Kochzeit von 5 min bei einer Temperatur von 95 °C stabil beztiglich eines

thermischen Abbaus.

Innerhalb der Klasse der Ellagitannine (Abb. 5.23f) wurde weiterhin ein Anstieg der
Konzentrationen von HHDP-Glucose Isomer1 und 2 (Nr.28 und Nr.29) bei einer
Erhéhung der Kochtemperatur von 85 °C auf 95 °C detektiert. Die Konzentrationen
stiegen hierbei signifikant fir HHDP-Glucose Isomer 1 von 13,4 mg auf 20,6 mg/100 g
Teekraut und fiur HHDP-Glucose Isomer 2 von 24,3 mg auf 43,0 mg/100 g Teekraut. Fur
die ebenfalls untersuchte Kochtemperatur von 70 °C wurde hingegen kein signifikanter
Unterschied in den Konzentrationen der Ellagitannine im direkten Vergleich zu einer
Temperatur von 85°C innerhalb der Teezubereitung festgestellt. Fur hohe
Konzentrationen bioaktiver Ellagitannine in C. incanus Tee ist somit eine hohe
Extraktionstemperatur von 95°C innerhalb des Prozesses der Teezubereitung

entscheidend.

AbschlieBend kann anhand der vorliegenden Ergebnisse fur die Zubereitung von
C. incanus Tee eine hohe Temperatur von 95 °C empfohlen werden. Bei einer aktuell
durch den Hersteller angegebenen Kochzeit von 5 min fand flr die bioaktiven
phenolischen Inhaltsstoffe hierbei keine thermische Degradation statt. Zudem erfolgte bei
dieser Temperatur eine effektivere Extraktion der Ellagitannine, die in groRem Umfang zur
gesamten antioxidativen Kapazitat in C. incanus Tee beitragen. Insgesamt sind jedoch
noch weitere Versuchsreihen notwendig, um mogliche Wechselwirkungen zwischen
Extraktionstemperatur, -zeit oder Kochwasser zu untersuchen. So ist bei einer Kochzeit
uber 5 min durchaus ein thermischer Abbau der bioaktiven Substanzen in C. incanus Tee
denkbar. Ebenso sollten die vorliegenden Ergebnisse durch Messungen weiterer
handelsUblicher C. incanus Proben statistisch abgesichert werden, um mdgliche Einflisse
unterschiedlichen Pflanzenmateriales auf die Konzentrationen der bioaktiven Inhaltsstoffe
zu bericksichtigen. Hierbei kdnnen auch mdégliche Chargenunterschiede innerhalb einer
Probe eine Rolle spielen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden beispielsweise

signifikante Abweichungen (teilweise Uber Faktor 2) der Konzentrationen phenolischer

107



5 Ergebnisse und Diskussion

Inhaltsstoffe zwischen zwei kauflich erworbenen Packungseinheiten von Handelsprobe A
festgestellt. Dies wird bei einem Vergleich der in Abbildung 5.12 dargestellten
Konzentrationen der bioaktiven Inhaltsstoffe von Probe A (Packungseinheit 2) mit dem
entsprechenden Gehalt fur Packungseinheit 1 (bei gleichen Extraktionsbedingungen:
95°C, 5°min, Millipore®-Wasser) in Abbildung 5.23 deutlich. Hierbei lag z.B. die
Konzentration fur Myricitrin in Packungseinheit 2 bei 160 mg/100 g Teekraut wahrend in

Packungseinheit 1 nur ein Gehalt von 69 mg/100 g Teekraut gemessen wurde.

5.3.3 Einfluss der Kochzeit

Fur die Beurteilung eines mdglichen Effektes der Kochzeit auf die Extraktionsausbeute
sowie die thermische Stabilitat der phenolischen Inhaltsstoffe in C. incanus Tee wurde
exemplarisch Handelsprobe A fir 5 min, 20 min und 60 min bei 95 °C unter Verwendung
von Millipore®-Wasser nach der in Kapitel 4.2 beschriebenen Methode aufgearbeitet. In
den hieraus resultierenden Extrakten wurden anschlieRend die phenolischen Substanzen
mittels LC-DAD analysiert. In Abbildung 5.24a-f sind die aus den Kochversuchen
resultierenden Konzentrationen der 21 quantifizierten phenolischen C. incanus
Inhaltsstoffe entlang der sechs ausgewahlten Substanzklassen a) Phenolsauren,
b) monomere und dimere Flavanole, c) Myricetinglycoside, d) Quercetinglycoside,

e) Tilirosidisomere und f) Ellagitannine dargestellt.

Innerhalb der Klasse der Phenolsduren (Abb. 5.24a) wurde ein signifikanter Einfluss der
Kochzeit auf die Konzentrationen dieser Substanzen in C. incanus Tee beobachtet. So
stiegen beispielsweise fur Gallussaure (Nr. 1) und Hydroxyferuloyl-rhamnose (Nr. 27) die
Konzentrationen dieser phenolischen Inhaltsstoffe bei einer schrittweisen Erhéhung der
Extraktionszeit von 5 min Uber 20 min auf 60 min. Die Gehalte stiegen dabei fur
Gallussaure von 12,9 mg uber 18,8 mg auf 25,4 mg/100 g Teekraut und entsprechend fir
Hydroxyferuloyl-rhamnose von 4,0 mg Uber 10,4 mg auf 19,0 mg/100 g Teekraut. Diese
Verbindungen wurden somit vermutlich nur langsam wahrend der Zubereitung aus
Handelsprobe A extrahiert und sind thermisch bei einer Kochtemperatur von 95 °C stabil.
Letzteres kann ebenfalls durch die zuvor durchgeflihrten Versuche zum Einfluss der
Kochtemperatur auf die Stabilitdt der Phenolsduren bestéatigt werden. Fir Ellagsaure
(Nr. 31) hingegen wurde eine Konzentrationsabnahme bei einer Erhéhung der Kochzeit
von 20 min auf 60 min festgestellt. Die Gehalte sanken hierbei signifikant von 15,4 mg auf
10,1 mg/100g Teekraut. Ebenfalls erfolgte fir Hydroxyferulasaure-4-O-rhamnosid

(Nr. 26) mit zunehmender Kochzeit bei 95 °C ein thermischer Abbau.
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Abb. 5.24a-f Konzentrationen der 21 quantifizierten phenolischen Inhaltsstoffe in
C. incanus Tee Handelsprobe A in Abhangigkeit der Kochzeit innerhalb der
Teezubereitung (Zubereitung vgl. Kapitel 4.2). a) Phenolsauren, b) monomere und dimere
Flavanole, c) Mpyricetinglycoside, d) Quercetinglycoside, e) Tilirosidisomere und
f) Ellagitannine. Zugehdrige Substanzbezeichnungen sind in Tabelle 5.1 sowie 5.2 und
Beschreibungen der Probe in Tabelle 4.1 dargestellt.
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Bei einer Erhéhung der Kochzeit von 5 min auf 20 min sank die Konzentration dieser
phenolischen Substanz von 58,6 mg auf 51,2 mg/100 g Teekraut. Die thermische
Degradation der beiden zuvor genannten Verbindungen war hierbei vermutlich starker
zeit- als temperaturabhangig. In den zuvor durchgefuhrten Versuchen zum Einfluss der
Kochtemperatur stiegen die Konzentrationen bei Erhéhung der Kochtemperatur und einer
Kochzeit von 5 min an. Erst bei einer gleichzeitigen Erhéhung der Kochzeit resultierte
hieraus ein thermischer Abbau dieser Inhaltsstoffe. Insgesamt wurden durch Veranderung
der Kochzeiten substanzabhangig sowohl hdhere als auch niedrigere Konzentrationen

innerhalb der Klasse der Phenolsauren festgestellt.

Weiterhin wurde fir die Klasse der Flavanole und -dimere (Abb. 5.24b) ein
Konzentrationsanstieg mit zunehmender Kochzeit innerhalb der Teezubereitung flr
Gallocatechin (Nr. 3) und Catechin (Nr.6) festgestellt. Die Konzentrationen dieser
bioaktiven Substanzen stiegen bei einer Erhéhung der Kochzeit von 5 min iber 20 min
auf 60 min fir Gallocatechin von 17,7 mg uber 21,3 mg auf 24,0 mg/100 g Teekraut. Fur
Catechin wurde ein entsprechender Anstieg der Konzentration von 58,1 mg uber 86,1 mg
auf 98,2 mg/100 g Teekraut detektiert. Fur das Dimer Gallocatechin-(4a-8)-catechin
(Nr. 4) hingegen wurde erst nach einer Erhéhung der Kochzeit von 20 min auf 60 min ein
signifikanter Konzentrationsanstieg von 9,8 mg auf 13,7 mg/100 g Teekraut beobachtet.
Insgesamt waren die Flavanole somit innerhalb einer Teezubereitung von 60 min bei
95 °C thermisch stabil, bzw. ein mdglicher thermischer Abbau dieser Verbindungen wurde
durch hdéhere Extraktionsausbeuten bei zunehmender Kochzeit maskiert. Somit kann fir
hohe Konzentrationen bioaktiver Flavanole in C. incanus Tee die Kochzeit der aktuellen
Herstellerempfehlung von 5 min ohne nachteilige Effekte bis auf 60 min erhéht werden.
Zu beachten sind hierbei jedoch wiederum mdgliche zeitabhangige Komplexierungs-
reaktionen mit lonen des Kochwassers und phenolischen Inhaltsstoffen in C. incanus Tee.
Beziiglich der dargestellten Ergebnisse fanden aufgrund der Verwendung von Millipore®-

Wasser innerhalb der Versuchsdurchfliihrung solche Komplexierungen nicht statt.

Fir die Klasse der Myricetinglycoside (Abb. 5.24c) wurden weiterhin geringfligig héhere
Konzentrationen bei einer Verlangerung der Kochzeit von 5 min auf 20 min gemessen. So
stieg hierbei der Gehalt von Myricetin-3-O-galactosid (Nr.10) von 17,6 mg auf
21,9 mg/100g Teekraut und fur Myricitrin (Nr. 14) von 73,0 mg auf 77,2 mg/100g
Teekraut. Eine weitere Erhdhung der Extraktionsdauer auf 60 min flhrte hierbei zu
keinem weiteren Konzentrationsanstieg. Teilweise wurden hierbei sogar etwas niedrigere
Konzentrationen gemessen, die aber aufgrund der relativ hohen Standardabweichung der

einzelnen Messungen als nicht signifikant zu betrachten sind. Zur statistischen
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Absicherung sollten daher die Versuche mit weiteren Handelsproben durchgefihrt
werden. Insgesamt sind die in C. incanus Tee enthaltenen Myricetinglycoside, innerhalb
einer Teezubereitung von 60 min bei 95 °C, thermisch stabil. Zudem erzielte bereits eine

Kochzeit von 5 min hohe Konzentrationen dieser Substanzen im trinkfertigen Tee.

Innerhalb der Klasse der Quercetinglycoside (Abb.5.24d) wurde zunachst ein
signifikanter Konzentrationsanstieg bei einer Erhéhung der Extraktionszeit von 5 min auf
20 min beobachtet. Hierbei stieg beispielsweise fur Quercetin-3-O-galactosid (Nr. 15) die
Konzentration von 5,7 mg auf 9,1 mg/100 g Teekraut und fir Quercitrin von 22,3 mg auf
25 mg/100 g Teekraut. Eine weitere Erhéhung der Kochzeit auf 60 min bewirkte jedoch fir
diese bioaktiven Inhaltsstoffe eine leichte Konzentrationsabnahme auf 8,6 mg bzw. auf
24,0 mg/100 g Teekraut. Somit scheint ein thermischer Abbau dieser Substanzen bei
Kochzeiten tber 20 min und einer Extraktionstemperatur von 95 °C stattzufinden. Eine
thermische Degradation von Quercetinglycosiden wurde auch bereits von ROHN et al.
(2007) fir in wassrigem Medium gekochte Flavonole beschrieben. Dabei konnten
verschiedene Abbauprodukte des Flavonols Quercetin detektiert werden. Ebenso kann
der thermische Abbau der Quercetinglycoside in C. incanus Tee auch durch die
Ergebnisse von BUCHNER et al. (2006) belegt werden. Diese wiesen ebenfalls eine
Degradation sowie Strukturveranderungen von Quercetin und des Quercetinglycosides
Rutin in Verbindung mit reduzierten antioxidativen Kapazitaten nach thermischer
Behandlung nach. Fur C. incanus Tee mit hohen Konzentrationen bioaktiver
Quercetinglycoside sollte somit bei einer Kochtemperatur von 95 °C die Kochzeit nicht

uber 20 min betragen.

Abweichende Ergebnisse wurden fir die Tilirosidisomere (Abb. 5.24e) beobachtet.
Sowohl fir trans-Tilirosid (Nr. 21) als auch fur cis-Tilirosid (Nr. 22) wurde ein deutlicher
Anstieg der Konzentrationen bei einer Erhéhung der Extraktionszeit von 5 min auf 20 min
beobachtet. Die Konzentrationen stiegen hierbei fur trans-Tilirosid von 11,7 mg auf
20,9 mg/100g Teekraut und entsprechend fir das cis-lsomer von 4,1 mg auf
5,4 mg/100 g Teekraut. Eine langere Extraktionsdauer von 60 min erzielte hierbei keine
signifikante Veranderung der Gehalte dieser phenolischen Substanzen. Wie auch aus den
vorherigen Versuchen zum Einfluss der Kochtemperatur bereits bekannt, sind diese
C. incanus Inhaltsstoffe bei 95 °C thermisch stabil und werden bei einer Extraktionszeit
von 20 min deutliche effektiver extrahiert, als bei der aktuell meist von den Herstellern

empfohlenen Kochzeit von 5 min.
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Innerhalb der Klasse der Ellagitannine (Abb. 5.24f) wurde meist kein signifikanter Einfluss
der Extraktionsdauer auf die Konzentration dieser bioaktiven Substanzen in C. incanus
Tee beobachtet. Hierbei lagen die Konzentrationen fir HHDP-Glucose Isomer 1 (Nr. 28)
bei allen drei untersuchten Kochzeiten mit 16,1 mg, 16,4 mg und 17,9 mg/100 g Teekraut
in einem ahnlichen Bereich. Fur HHDP-Glucose Isomer 2 (Nr. 29) wurde bei Erhéhung
der Kochzeit von 5min auf 20 min eine Konzentrationszunahme von 54,1 mg auf
60,0 mg/100 g Teekraut ermittelt. Eine weitere Erhéhung fihrte hier zu einer
geringflgigen, jedoch aufgrund der relativ hohen Standardabweichung nicht signifikanten,
Konzentrationsabnahme auf 58,3 mg/100 g Teekraut. Somit sind auch die in C. incanus
Tee enthaltenen Ellagitannine bei einer Kochzeit von bis zu 60 min sowie einer
Kochtemperatur von 95 °C thermisch stabil. Jedoch sollte bei langen Kochzeiten und
Kochwassern mit hohen lonenkonzentrationen maégliche zeitabhangige Komplexierungs-
reaktionen berlcksichtigt werden. Eine effektive Extraktion dieser Substanzen wurde
bereits bei einer Kochzeit von 5 min erreicht, langere Kochzeiten lieferten kaum hoéhere

Gehalte im trinkfertigen C. incanus Tee.

Zusammenfassend kann flr die Zubereitung von C. incanus Tees eine Erhéhung der
aktuellen Herstellerangaben zur Kochzeit (5 min) auf 20 min fir hohe Konzentrationen
bioaktiver Substanzen in C. incanus Tee empfohlen werden. Eine weitere Erhéhung der
Kochzeit innerhalb der Teezubereitung bei 95 °C kann zu einer thermischen Degradation
einiger phenolischer Inhaltsstoffe fuhren. Ebenfalls sollte die Temperatur wahrend der
Teezubereitung auf 95 °C gehalten werden. Niedrigere Temperaturen erzielten fur die
Mehrzahl der phenolischen Inhaltsstoffe geringere Konzentrationen im trinkfertigen
C. incanus Tee. Zusétzlich sollte innerhalb der Teezubereitung insbesondere auf die
Verwendung von mineralstoffarmen Kochwasser geachtet werden. Eine Verwendung von
Mineralwasser kann hierbei Komplexierungsreaktionen und somit eine Tea Cream
Bildung férdern. Diese geht wiederum mit niedrigeren Konzentrationen bioaktiver

Substanzen im trinkfertigen Tee einher.
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5.3.4 Einfluss moglicher Wechselwirkungen von Faktoren der Teezubereitung

In den zuvor beschriebenen Versuchen beziiglich der Einflisse verschiedener Faktoren
der C. incanus Teezubereitung wurden fiir die Faktoren Kochwasser, Kochtemperatur und
Kochzeit bereits Effekte auf die Konzentrationen ausgewahlter bioaktiver Inhaltsstoffe in
C. incanus Tee nachgewiesen. Mdgliche Wechselwirkungen zwischen diesen Faktoren
sowie die Konzentrationen der Zielsubstanzen zwischen den einzelnen Faktorstufen
wurden hierbei nicht berucksichtigt. Ebenfalls stellten diese Faktoren nur einen Teil der
moglichen EinflussgroRen aus dem Prozess der Teezubereitung auf die Gehalte
phenolischer Substanzen in C. incanus Tee dar. Zur Untersuchung des Einflusses
weiterer Faktoren und insbesondere der Effekte vorliegender Wechselwirkungen
zwischen diesen Faktoren auf die Konzentrationen bioaktiver Substanzen in C. incanus
Tee wurden mittels statistischer Versuchsplanung die in Kapitel 4.11.2 beschriebenen
Versuche durchgefiihrt. Der Zusammenhang zwischen den Faktoren aus dem Prozess
der Teezubereitung und den Konzentrationen phenolischer Inhaltsstoffe als ZielgroRe
wurde softwaregestitzt berechnet. Als Ergebnis resultierte ein statistisches Modell, das
die Abhangigkeit der Zielgrélien von den Faktoren innerhalb des Versuchsraumes
darstellt. Eine Berechnung der Zielgrofien bei beliebigen Faktoreinstellungen innerhalb
des Versuchsraumes ist anhand dieses Modells mdglich. Die statistische Power des
2-stufigen Vollfaktorenmodells lag bei 95 %, der Alpha-Fehler betrug 5 %. Eine
Konzentrationsanderung der phenolischen Substanzen durch Variation der
Faktoreinstellung wurde ab einer H6he von zwei Standardabweichungen als signifikanter
Effekt eingestuft. Die Standardabweichungen wurden hierbei fir die Zielgrélien jeweils
anhand der funf Messungen der Zentralversuchspunkte (mittlere Faktoreinstellung)

berechnet.

Nachfolgend sind die Ergebnisse fur ausgewahlte phenolische Substanzen aus
C. incanus Handelsprobe A dargestellt. So wurde fir die Konzentration von Gallussaure
ein signifikanter Effekt der einzelnen Faktoren Kochzeit (p<0,0001) und Kochtemperatur
(p<0,0001) sowie der Wechselwirkung dieser beiden Faktoren (p<0,0049) beobachtet. Ein
linearer Zusammenhang zwischen Faktoreinstellung und ZielgréRe wurde hierbei anhand
der Zentralpunkte belegt. Es resultierte eine nicht signifikante Krimmung fur die
Korrelation (p<0,1846). Das Ergebnis des Lack-of-fit-Tests fur die Passform des Modells
war ebenfalls nicht signifikant (p<0,1836). Das in Abbildung 5.25 dargestellte Modell
beschreibt somit den bestehenden Zusammenhang zwischen der Kochzeit (5-60 min), der
Kochtemperatur (40-95 °C) sowie der Wechselwirkung dieser Faktoren auf die

Konzentration von Gallussaure in C. incanus Tee.
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Konzentration Gallusséure [mg/100 g Teekraut]

Abb. 5.25 Wechselwirkung der Zubereitungsparameter Kochzeit und Kochtemperatur
auf die Konzentration von Gallussdure (Nr. 1) in C. incanus Teeprobe A. Ergebnisse
dargestellt fur eine Teezubereitung analog zu Kapitel 4.2 unter Verwendung von
Millipore®-Wasser pH7 sowie eines Teekraut-zu-Kochwasser-Verhaltnisses von
1,25 g/45 mL. Analytische Daten zur Substanz sind in Tabelle 5.1 und Beschreibungen
zur Probe sind in Tabelle 4.1 dargestellt.

Die Erhéhung der einzelnen Faktoren erzielte jeweils einen moderaten Anstieg der
Gallussaurekonzentration von 15 mg auf 23 mg/100 g Teekraut. Dieser Konzentrations-
anstieg in Abhangigkeit von der Kochtemperatur und der Kochzeit innerhalb der
C. incanus Teezubereitung wurde auch bereits in den zuvor dargestellten Versuchen
beobachtet. Werden jedoch die Faktoren Kochzeit und Kochtemperatur gleichzeitig
erhdht, so resultiert aus der Wechselwirkung ein signifikant hdherer Anstieg der
Gallussaurekonzentration  von 15mg auf 43mg/100g  Teekraut. Diese
Konzentrationszunahme ist aufgrund der vorliegenden Wechselwirkung gréRer als die
Summe der Konzentrationsanstiege resultierend aus den einzelnen Faktoren. Grafisch
aullert sich dies in einer Krummung der Ebene des in Abbildung 5.25 dargestellten
Modells.

Weiterhin wurde auch fir die Konzentration von Gallocatechin-(4a-8)-catechin (Nr. 4) ein
signifikanter Effekt der Faktoren Kochzeit (p<0,0001), Kochtemperatur (p<0,0001) und
pH-Wert des Kochwassers (p<0,0103) beobachtet. Anhand der Zentralpunkte wurde eine
leichte Krimmung fir den Zusammenhang zwischen Faktoreinstellung und ZielgréRe
(p<0,0041) festgestellt. Eine exakte Punktvorhersage ist somit mittels des Modells nicht

moglich. Es kann hierbei nur eine ungefahre Abschatzung der Datenpunkte erfolgen. Das
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Ergebnis des Lack-of-fit-Tests fur die Passform des Modells war nicht signifikant
(p<0,8611). Das in Abbildung 5.26 dargestellte Modell kann somit zur Abschatzung des
Effektes der Kochzeit (5-60 min) sowie der Temperatur (40-95 °C), auf die Konzentration

von Gallocatechin-(4a-8)-catechin in C. incanus Tee eingesetzt werden.

Konzentration GC-CAT Dimer [mg/100 ¢ Teekraut]

Kochzeit [min] \/ 15 Kochtemperatur [°C]

5 10

Abb. 5.26 Effekte der Zubereitungsparameter Kochzeit und Kochtemperatur auf die
Konzentration von Gallocatechin-(4a-8)-catechin (Nr. 4) in C. incanus Teeprobe A.
GC-CAT: Gallocatechin-(4a-8)-catechin. Ergebnisse dargestellt fir eine Teezubereitung
analog zu Kapitel 4.2 unter Verwendung von Millipore®-Wasser pH 7 sowie eines
Teekraut-zu-Kochwasser-Verhaltnisses von 1,25 g/45 mL. Analytische Daten zur
Substanz sind in Tabelle 5.1 und Beschreibungen zur Probe sind in Tabelle 4.1
dargestellt.

Eine Erhohung der einzelnen Faktoren erzielte hierbei jeweils einen Anstieg der
Gallocatechin-(4a-8)-catechin Konzentration von 13 mg auf 18 mg/100 g Teekraut.
Werden die Faktoren Kochzeit und Kochtemperatur gleichzeitig erhdht, so resultiert eine
Gallocatechin-(4a-8)-catechin Konzentration von 23 mg/100 g Teekraut. Dies entspricht,
im Gegensatz zu den zuvor fur Gallussdure beschriebenen Ergebnissen, exakt der
Summe der Konzentrationsanstiege resultierend aus der Veranderung der einzelnen
Faktoren. Eine Wechselwirkung zwischen den Faktoren Kochzeit und Kochtemperatur
bezuglich der Konzentration von Gallocatechin-(4a-8)-catechin lag demnach nicht vor.
Dies zeigt auch die Ebene (keine Krimmung) innerhalb des Modells (vgl. Abbildung 5.26).
Der signifikante Effekt des Kochwasser pH-Wertes im untersuchten Bereich zwischen
pH 3,5 bis pH 10,5 auf die Konzentration von Gallocatechin-(4a-8)-catechin ist in
Abbildung 5.27 dargestellt.
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Abb. 5.27 Effekt des pH-Wertes des Kochwassers wahrend der Teezubereitung auf
die Konzentration von Gallocatechin-(4a-8)-catechin (Nr. 4) in C. incanus Teeprobe A.
GC-CAT: Gallocatechin-(4a-8)-catechin. Ergebnisse dargestellt fir eine Teezubereitung
analog zu Kapitel 4.2 unter Verwendung eines Teekraut-zu-Kochwasser-Verhaltnisses
von 1,25 g/45 mL, einer Kochzeit von 32,5 min sowie einer Kochtemperatur von 67,5 °C.
Analytische Daten zur Substanz sind in Tabelle 5.1 und Beschreibungen zur Probe sind in
Tabelle 4.1 dargestellt.

Hierbei wurde eine signifikante Konzentrationsabnahme dieser Substanz bei einer
Veranderung des pH-Wertes von 3,5 auf 10,5 beobachtet. Die Konzentrationen sanken
von 19 mg auf 17 mg/100 g Teekraut. Ein durch das Kochwasser induzierter Abbau
dimerer Flavanole in C. incanus Tee bei hohen pH-Werten stellt eine mogliche Erklarung
fur diese Beobachtung dar. Auch sollten weitere Versuche mit verschiedenen C. incanus

Handelsproben durchgefihrt werden um diese Ergebnisse statistisch abzusichern.

Bezuglich der Myricitrinkonzentration in C. incanus Tee wurde ein signifikanter Effekt der
Kochtemperatur (p<0,0001) beobachtet. Ein linearer Zusammenhang zwischen
Faktoreinstellung und Zielgrofie wurde anhand der Zentralpunkte bestatigt. Es resultierte
eine nicht signifikante Krimmung fir diesen Zusammenhang (p<0,1853). Das Ergebnis
des Lack-of-fit-Tests fur die Passform des Modells war nicht signifikant (p<0,3607). Das in
Abbildung 5.28 dargestellte Modell beschreibt somit den bestehenden Effekt der

Kochtemperatur (40-95 °C) auf die Myricitrinkonzentration in C. incanus Tee.
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Abb. 5.28 Effekt der Kochtemperatur wahrend der Teezubereitung auf die
Konzentration von Myricitrin (Nr. 14) in C. incanus Teeprobe A. Ergebnisse dargestellt fir
eine Teezubereitung analog zu Kapitel 4.2 unter Verwendung von Millipore®-Wasser pH 7,
eines Teekraut-zu-Kochwasser-Verhaltnisses von 1,25 g/45 mL und einer Kochzeit von
32,5 min. Analytische Daten zur Substanz sind in Tabelle 5.1 und Beschreibungen zur
Probe sind in Tabelle 4.1 dargestellt.

Bei einer Erhéhung der Kochtemperatur wurde ein signifikanter Anstieg der
Myricitrinkonzentration von 86 mg auf 156 mg/100 g Teekraut ermittelt. Ergénzend zu den
zuvor beschriebenen Versuchen kann anhand des in Abbildung 5.28 dargestellten
Modells die Konzentration von Myricitrin in C. incanus Teeprobe A fir Kochtemperaturen

zwischen 40 °C und 95 °C mittels Software statistisch basiert berechnet werden.

Weiterhin war der untersuchte Einfluss des Kochwasser pH-Wertes (pH 3,5-10,5) auf die
Konzentrationen der dargestellten Substanzen nicht signifikant. Eine Ausnahme stellte
jedoch Gallocatechin-(4a-8)-catechin (Nr. 4) dar. Fur diese Substanz wurde ein

signifikanter Einfluss nachgewiesen.

Dartber hinaus hatte auch das Teekraut-zu-Kochwasser-Verhaltnis (0,5-2 g/45 mL)
keinen signifikanten Effekt auf die Konzentration dieser Substanzen bezogen auf 100 g
C. incanus Teekraut. Diese Ergebnisse bedeuten, dass bei einer Teekraut-Einwaage

zwischen 11 g/L und 44 g/L noch keine Sattigung in der Extraktion dieser Substanzen
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erreicht wird. Absolut betrachtet konnten durch héhere Teekraut-Einwaagen (aktuelle
Herstellerempfehlung: 15 g Teekraut/L) im Bereich zwischen 11 g/L und 44 g/L vermutlich
hohere Konzentrationen bioaktiver Substanzen im trinkfertigen Tee erzielt werden. Zur

statistischen Absicherung sollten jedoch weitere Versuche durchgefiihrt werden.

Insgesamt wurden mittels softwaregestitzter Versuchsplanung Modelle fur den Einfluss
verschiedener Parameter der Teezubereitung auf die Konzentrationen ausgewahlter
bioaktiver Inhaltsstoffe in C. incanus Tee berechnet. Mittels dieser Modelle ist eine
statistische Vorhersage der Konzentrationen dieser Substanzen bei simulierbaren
Faktoreinstellungen moglich. Eine Optimierung der ZielgroBe, z .B. Maximierung der
Konzentrationen bioaktiver Substanzen in C. incanus Tee, kann hierdurch erfolgen. Dies
stellt einen Vorteil gegenlber den zuvor durchgefiihrten Kochversuchen dar, bei denen
jeweils ein Faktor je Zeitpunkt variiert wurde. Diese OFAT-Versuchsreihen lieferten keine
Informationen bezliglich der Konzentrationen der phenolischen Substanzen zwischen den
einzelnen Faktoreinstellungen. Zudem konnten hierbei keine Wechselwirkungen zwischen
den Einflussfaktoren innerhalb der Teezubereitung von C. incanus Tee auf die
Konzentrationen der bioaktiven Inhaltsstoffe analysiert werden. Dies gelang erst durch
eine gleichzeitige Veranderung der Faktoren mittels softwaregestitzter statistischer
Versuchsplanung. Einen Nachteil innerhalb der DOE-Versuche stellten jedoch die relativ
hohen Standardabweichungen in den Messungen der Zentralversuchspunkte dar. Ein
Effekt wurde flr die berechneten statistischen Modelle mit einer ausreichenden
statistischen Power erst ab einem Konzentrationsunterschied groRer zwei
Standardabweichungen erkannt. Dies bedeutete z.B. bei einer Standardabweichung der
Gallussaurekonzentration von 10 %, dass erst ab einer, durch Veradnderung der
Faktoreinstellungen erzielten, Konzentrationsanderung von 20 % ein signifikanter Effekt
vorlag. Eine Untersuchung weiterer C. incanus Handelsproben, bestehend aus
homogenem Teekraut (Verteilung Blatt- und Stangelanteile und PartikelgroRen) kdnnte
durch einer Verringerung der Standardabweichungen in den Experimenten zu einer
Detektion kleinerer Effekte von Faktoren der Teezubereitung auf die Konzentration
phenolischer Inhaltsstoffe beitragen. Weiterhin waren nicht alle Korrelationen zwischen
Faktor- und ZielgréRe linear. Eine statistisch sichere Berechnung mittels linearer Modelle
war fur die Konzentrationen dieser bioaktiven phenolischen Inhaltsstoffe aus C. incanus
Tee nicht mdglich. Hierzu kann eine Erweiterung dieser einfachen Modelle auf hdhere
quadratische oder kubische Modelle erfolgen. Allerdings wirde hierbei die Versuchszahl
erheblich ansteigen, weshalb eine Kosten-Nutzen-Kalkulation vor Versuchsdurchfiihrung

dieser héheren Modelle erfolgen sollte.
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5.3.5 Einfluss von Epimerisierungs- und Autoxidationsreaktionen

Die Konzentrationen bioaktiver Substanzen in C. incanus Tee kdnnen weiterhin auch von
Autoxidations- oder Epimerisierungsreaktionen innerhalb des Prozesses der
Teezubereitung abhangen. Eine solche Autoxidation ist dabei vor allem fir die Klasse der
Flavanole beschrieben (HATHWAY und SEAKINS 1955). Diese Reaktionen laufen
Uberwiegend in wassrigem Medium bei einem alkalischem pH-Wert ab (OSzMIANSKI ef al.
1996). Als Reaktionsprodukte resultieren aus den Flavanolen u.a. verschiedene
Dehydrodicatechine. Diese dimeren Autoxidationsprodukte liegen entweder als A-Typ-
(gelb gefarbt) oder B-Typ-Dehydrodicatechin (farblos) vor (HE et al. 2009). Neben
Autoxidationsreaktionen sind auch Epimerisierungen von Flavanolen, z.B. eine Reaktion
von Catechin zu Epicatechin, in wassrigen Losungen beschrieben (COURBAT et al. 1977,
SETO et al. 1997, WANG et al. 2000). In der vorliegenden Arbeit wurden in C. incanus Tee
hohe Konzentrationen bioaktiver Flavanole sowie deren Dimere quantifiziert. Einer der
Hauptinhaltsstoffe dieser Substanzklasse in C. incanus Tee stellte dabei Catechin dar.
Um die Stabilitat dieser Substanz wahrend der Zubereitung von C. incanus Tee naher zu
untersuchen, wurden die in Kapitel 4.11.3 beschriebenen Versuche softwaregestiitzt
geplant und durchgeflihrt. Hierbei sollten insbesondere magliche Effekte des Kochwasser
pH-Wertes (pH 3-11), der Kochzeit (2-60 min), der Kochtemperatur (30-95 °C) sowie der
Catechinkonzentration der Loésung (0,01-1,00 mg/mL) auf die Epimerisierung und
Autoxidation von Catechin im Modellsystem untersucht werden. Als ZielgréRen wurden
innerhalb dieser Stabilitdtsversuche die Catechinkonzentration, die Bildung von
Epicatechin als Marker flir Epimerisierungen sowie das Vorkommen von
Dehydrodicatechinen als Nachweis von Autoxidationsreaktionen mittels LC-DAD und
LC-DAD-ESI-MS/MS analysiert. In Abbildung 5.29a-b sind die LC-DAD-Chromatogramme
zweier Catechinmodellldsungen der beschriebenen Versuche bei 280 nm und 365 nm
dargestellt. Der in Abb. 5.29a gezeigte Catechinstandard (1 mg/mL) wurde bei einer
Kochtemperatur von 95 °C in Millipore®-Wasser pH 3 fiir 60 min erhitzt. Neben Catechin
(Nr. 6) bei einer Retentionszeit von 12 min wurden keine weiteren Substanzen bei 280 nm
sowie 365 nm detektiert. Unter Abb.5.29b sind entsprechend die LC-DAD-
Chromatogramme der zuvor beschriebenen Catechinmodellldsung bei 280 nm und
365 nm dargestellt. Die Lésung wurde hierbei jedoch in Millipore®Wasser pH 11 erhitzt.
Bei einer Wellenlange von 280 nm wurde neben dem Catechinpeak (Nr. 6) zusatzlich
Epicatechin (EC) bei einer Retentionszeit von 15 min detektiert. Ebenso wurde bei einer
Wellenlange von 365 nm ein Dehydrodicatechin A (DH) Peak bei einer Retentionszeit von

30 min aufgezeichnet.
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Abb. 5.29a-b LC-DAD-Chromatogramme von Catechin (Nr. 6) bei 280 nm (schwarz) und
365 nm (rot). a) Catechinstandard (1 mg/mL) erhitzt bei 95 °C fiir 60 min in Millipore®-
Wasser pH 3; b) Catechinstandard (1 mg/mL) erhitzt bei 95 °C fiir 60 min in Millipore®-
Wasser pH 11. EC: Epicatechin (Epimerisierungsprodukt); DH: Dehydrodicatechin A
(Autoxidationsprodukt).
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Die lIdentifizierung von Epicatechin und Dehydrodicatechin erfolgte weiterhin mittels
UV-Spektren sowie der ESI-MS/MS-Fragmentierungsmuster. Fur Epicatechin stimmten
Retentionszeit, UV-Absorptionsmaxima sowie MS/MS-Fragmentierungsmuster mit der
kommerziell erworbenen Standardsubstanz tberein. Aus dem Quasimolekilion [M-H]" mit
m/z 289 resultierten dabei analog zu Catechin die MS/MS-Produktionen mit m/z 271,
m/z 245, m/z 205 und m/z 179. Das UV-Absorptionsmaximum lag bei 278 nm. Fir den
Dehydrodicatechin A Peak wurde ein UV-Absorptionsmaximums bei 380 nm detektiert.
LOPEZ-SERRANO und ROS BARCELO (2001) beschrieben fir dieses dimere
Autoxidationsprodukt ein vergleichbares UV-Absorptionsmaximum von 383 nm und
GUYOT et al. (1996) ein UV . von 385 nm. Anhand des Quasimolekulions [M-H]" mit
m/z575 sowie des in Abbildung 5.30 dargestellten ESI-MS/MS-Spektrums wurde
Dehydrodicatechin A identifiziert.
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Abb. 5.30 ESI-MS/MS-Spektrum des Quasimolekulions [M-H] (m/z 575) des dimeren
Catechinautoxidationsproduktes Dehydrodicatechin A.

In Abbildung 5.31 ist zusatzlich die postulierte MS/MS-Fragmentierung des dimeren
Autoxidationsproduktes Dehydrodicatechin A dargestellt. Hierbei entsteht unter anderem
durch eine Spaltung innerhalb des C-Ringes der oberen Catechineinheit des
Quasimolekulions mit m/z 575 das Hauptproduktion mit m/z 449. Aus diesem Fragment
resultiert wiederum durch anschlieBende Abspaltung von Wasser das Fragmention mit
m/z431. Ebenfalls entsteht durch Spaltung des kondensierten B-Ringes der oberen
Catechineinheit des Quasimolekulions ein Produktion mit m/z 394. Dieses liegt, wie zuvor
bereits auch fir die Fragmentierung von HHDP-Glucose beschrieben, als distonisches
Radikalion vor. Das Fragmention mit m/z287 resultiert innerhalb der
MS/MS-Fragmentierung aus einer gleichzeitigen Spaltung der Interflavanbindung und der
Etherbricke zwischen den Catechinuntereinheiten des Quasimolekulions. Ein ahnliches
Fragmentierungsmuster wurde bereits von HE et al. (2009) fur das trimere
Autoxidationsprodukt Dehydrotricatechin A beschrieben. Auch hier wurden fir die

Fragmentierung als mogliche Schnittstellen der B-Ring der oberen Catechineinheit sowie
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die Etherbriicke zusammen mit der Interflavanbindung zwischen den Catechineinheiten

beschrieben.

o m/z229

Abb. 5.31 Postulierte ESI-MS/MS-Fragmentierung des Quasimolekilions [M-H]" mit
m/z 575 von Dehydrodicatechin A.

Wie in Abbildung 5.26 deutlich zu erkennen ist, ist die Stabilitat von Catechin in wassrigen
Modellldsungen vom pH-Wert des Mediums abhangig. Bei basischem pH-Wert des
Kochwassers epimerisierte Catechin zu Epicatechin. Weiterhin resultierte in diesem
wassrigen Kochmedium aus einer Catechinautoxidation das Produkt Dehydrodicatechin
A. Beide Reaktionen bewirkten insgesamt eine Abnahme der Catechinkonzentration in
der Modellldsung bei basischem pH-Wert des Kochwassers. Die vorliegenden Effekte der
Teezubereitungsparameter auf die Catechinstabilitdt wurden ebenfalls anhand der in
Kapitel 4.11.3 beschriebenen Versuche untersucht. Die Zielgrof3e Stabilitat wurde hierbei
als relative Catechinkonzentration gemessen. Diese wiederum resultierte aus der
Differenz zwischen der Ausgangskonzentration der Catechinmodellldsung und der
Konzentration der Lésung nach erfolgter thermischer Behandlung in wassrigem Milieu. Da
in den zuvor durchgefuhrten Versuchen teilweise nichtlineare Zusammenhange zwischen

Faktoreinstellung und Konzentration phenolischer Substanzen in C. incanus Tee
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resultierten, wurde flr die Catechinstabilitatsversuche ein quadratisches Modell
eingesetzt. Innerhalb dieses face-centered Central-Composite-Designs wurden die
Faktoreinstellungen der EingangsgroRen auf insgesamt funf Stufen variiert. Der Abstand
der Sternpunkte zum Mittelpunkt des Modells betrug a=1. Aus diesem Modell resultierten
signifikante  Effekte des  Kochwasser  pH-Wertes  (p<0,0001) und der
Catechinkonzentration der Modelllosung (p<0,0001) auf die relative Stabilitat von
Catechin. In Abbildung 5.32 ist das entsprechende Response-Surface-Modell fiir diesen

Zusammenhang dargestellt.
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Abb. 5.32 Response-Surface-Modell zur Stabilitat von Catechin innerhalb des
Prozesses der Teezubereitung in Abhangigkeit von der Substanzkonzentration und des
pH-Wertes des Kochwassers (Millipore®-Qualitat). Die Ergebnisse sind fiir eine Kochzeit
von 31 min und einer Kochtemperatur von 62,5 °C dargestellt.

Dieses Modell sollte jedoch aufgrund eines signifikanten Ergebnisses des Lack-of-fit-
Tests (p<0,0001) nicht fur eine exakte Berechnung der Zielgréfie innerhalb des
Versuchsraumes verwendet werden. Fir eine prazisere Passform des Modells sind hierzu
weitere Ergénzungsversuche zu den bereits einbezogenen 53 Modelllésungen notwendig.
Grobe Tendenzen fir die vorliegenden Zusammenhange zwischen den Faktoren und der
ZielgréRe kénnen dennoch aus dem Modell abgeleitet werden. Die statistische Power lag
bei 95 %, der Alpha-Fehler betrug 5 %. Ein Effekt wurde ab einer GréRe von zwei
Standardabweichungen als signifikant betrachtet. Aus dem dargestellten Modell wird
deutlich, dass Catechin innerhalb wassriger Lésungen in hohen Konzentrationen
(1 mg/mL) stabiler gegenuber einer Degradation durch Epimerisierungs- und

Autoxidationsreaktionen ist, als in geringer konzentrieten wassrigen Ldsungen
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(0,01 mg/mL). Ebenfalls ist dieses Flavanol im sauren pH-Bereich (pH 3) stabiler als in

einem basischen Medium (pH 11).

Ein solcher pH-Wert abhangiger Abbau wurde auch zuvor fur das in C. incanus Tee
enthaltene Gallocatechin-(4a-8)-catechin (Nr. 4) beschrieben. Vermutlich spielen die im
Modellversuch dargestellten Prozesse der Autoxidation und Epimerisierung von Catechin
somit auch in C. incanus Tee eine Rolle. So wurde bei der Zubereitung von C. incanus
Teeprobe A innerhalb einer Zubereitung von 60 min bei 95 °C unter Verwendung von
Millipore®-Wasser (pH 5,8; 0°dH), Leitungswasser (Trinkwasserqualitat, pH 7,2; 6°dH) und
Mineralwasser (pH 7,6; 0°dH) eine Abnahme der Catechinpeakflache zusammen mit einer
Zunahme der  Epicatechinpeakflache  beobachtet. = Zusatzlich  wurde das
Autoxidationsprodukt Dehydrodicatechin A in allen drei beschrieben C. incanus Tees
mittels LC-DAD-ESI-MS/MS detektiert. Somit scheinen neben den Beobachtungen im
Modell auch innerhalb der Teezubereitung die Epimerisierungsreaktionen vor allem vom
pH-Wert des Kochwassers abhangig zu sein. Innerhalb der Zubereitung von C. incanus
Tee kdnnte somit die Zugabe von etwas Saure (z.B. Zitronensaft) Uber eine Absenkung
des pH-Wertes mdgliche Epimerisierungs- aber auch Autoxidationsreaktionen der
Flavanole wahrend der Teezubereitung verringern. Hierbei sollten jedoch auch die
sensorischen Aspekte eines sauren Tees bericksichtigt werden. Ein saurer C. incanus

Tee (pH 3) wirde vermutlich von den meisten Konsumenten abgelehnt werden.
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5.4 Einfluss der Teekrautbeschaffenheit auf die Konzentrationen bioaktiver

phenolischer Inhaltsstoffe in C. incanus Tee

5.4.1 Einfluss von Blatt- und Holzanteil des Teekrautes

Neben Einflissen verschiedener Faktoren aus dem Prozess der Zubereitung von
C. incanus Tee spielt vermutlich auch die Zusammensetzung des verwendeten
Pflanzenmateriales eine Rolle. Anhand der quantitativen Ergebnisse der phenolischen
Substanzen in sieben untersuchten Handelsproben (vgl. Kapitel 5.1.2) wurde ein
moglicher Einfluss des Blatt- bzw. Stangelanteils (verholzte Pflanzenteile) in C. incanus
Teekraut auf die Konzentrationen phenolischer Inhaltsstoffe im trinkfertigen Tee vermutet.
Fur die genauere Untersuchung eines solchen Effektes wurde exemplarisch Probe A wie
in Kapitel 4.1 beschrieben per Hand in funf Mischungen mit definierten Blatt- und
Stangelanteilen von 0 % (w/w), 25 % (w/Ww), 50 % (w/Ww), 75 % (w/w) und 100 % (w/w)
sortiert (vgl. Tabelle 4.1). Nach der Teezubereitung (vgl. Kapitel 4.2) erfolgte eine Analytik
der in den sortierten Proben enthaltenen Holzzuckerprofile, um Uber diese Marker eine
Aussage zum echten Holzanteil der Proben treffen zu kénnen. Fir die Korrelation der
Holzanteile im Teekraut mit den phenolischen Inhaltsstoffen, wurden letztere mittels
LC-DAD quantifiziert.

In Tabelle 5.7 sind die Ergebnisse der Holzzuckeranalytik fir die flnf handsortierten
Proben A.so1 bis A.so5 dargestellt. In der Holzanalytik stellt der Hydrolysenrtckstand der
schwefelsauren Hydrolyse meist den Anteil des saureunléslichen Lignin (Klason-Lignin)
dar. Das Lignin wiederum korreliert mit dem Holzanteil. Innerhalb der untersuchten
C. incanus Proben A.so1 bis A.so5 lag der saure Hydrolysenrickstand jedoch bei allen
funf analysierten Proben in einem vergleichbaren Bereich von 26-35 %. Diese Werte
korrelierten daher nicht wie zuvor vermutet mit den Anteilen verholzter Stangel zwischen
0-100 % (w/w). Eine mogliche Erklarung hierflir ist eine Extraktion von weiteren
Inhaltsstoffen, z.B. Proteinen, wahrend der Hydrolyse. Die geringen Ligningehalte der
Blatter konnen durch solche stérende Matrixkomponenten falschlicherweise erhdht
werden und somit zu vergleichbar hohen Messwerten wie fur die verholzten Stangel
fuhren. Das Klason-Lignin stellt somit keinen geeigneten Parameter fir die Beurteilung
des Holzanteils in C. incanus Teekraut dar. Daher wurden als eine analytische Alternative
die Holzzuckerprofile der Proben herangezogen. Die Leitsubstanzen der Holzzucker
stellten hierbei Glucose und Xylose als Bausteine der Cellulose und Hemicellulosen dar.
Die Summe der Konzentrationen dieser Substanzen liefert somit neben dem reinen

Celluloseanteil einer Probe einen ergdnzenden Parameter fur den Holzanteil.
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Tab. 5.7 Gesamter ASE-Extraktgehalt (Accelerated Solvent Extraction), Hydrolysen-
rickstand, Glucosegehalt, Xylosegehalt sowie Summe der beiden Gehalte und
Cellulosegehalt der handsortierten C. incanus Teeproben (A.so1 bis A.s05).
Glucosekonzentrationen aus dem Starketest sind fur Probe A.so1 und A.so5 dargestellt.
Die Beschreibungen der Proben sind Tabelle. 4.1 zu entnehmen.
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In der vorliegenden Arbeit wurde der Cellulosegehalt als analytischer Marker flr den
Holzanteil wie in Kapitel 4.10 beschrieben berechnet. Die resultierenden
Cellulosekonzentrationen korrelierten hierbei stark positiv (R?=0,99) mit dem Stangelanteil
der handsortierten C. incanus Proben (vgl. Tabelle 5.4). Ebenso korrelierte auch der
Summenparameter aus Glucose und Xylose stark positiv (R*>=0,99) mit dem Stangelanteil
der Proben. Die Glucosekonzentrationen von 1 % aus dem fur die Proben A.so1 und
A.so5 durchgefihrten Starketest zeigten weiterhin, dass die fiur die Cellulose-
berechnungen eingesetzten Glucosekonzentrationen nicht signifikant aus einer Hydrolyse
von Starke stammten. Ein Korrekturfaktor von 1 % wurde dennoch fur die Berechnungen
der Cellulosegehalte beriicksichtigt. Insgesamt kann der Cellulosegehalt in C. incanus
Teekraut, im Gegensatz zu den Ligninkonzentrationen, als valider analytischer Marker

des Holzanteils eingesetzt werden.

Nach erfolgter Analytik der Holzanteile wurden insgesamt 22 phenolische
Hauptsubstanzen in den funf handsortierten Proben quantitativ mittels LC-DAD bestimmt.
In Abbildung 5.33a-f sind die Konzentrationen dieser Inhaltsstoffe entlang sechs
ausgewahlter Substanzklassen, a) Phenolsduren, b) monomere und dimere Flavanole,
c) Mpyricetinglycoside, d) Quercetinglycoside, €) Tilirosidisomere und f) Ellagitannine

dargestellt.

Innerhalb der Klasse der Phenolsduren (Abb. 5.33a) resultierten die starksten
Korrelationen zwischen dem Blattanteil des Teekrautes und der Anwesenheit
phenolischer Substanzen flr Gallussaure (Nr. 1; R?=0,96) und Methylgallussaure (Nr. 23;
R?=0,95). Weiterhin waren diese Substanzen ebenfalls in Probe A.so1 mit einem
Stangelanteil von 100 % (w/w) enthalten. Die Konzentrationen fur Gallussaure lag
zwischen 3,5mg/100g Teekraut (Probe A.so1) und 70,1mg/100g Teekraut
(Probe A.so5) und fir Methylgallussaure entsprechend zwischen 3,4 mg/100 g Teekraut
(Probe A.so1) und 16,4 mg/100 g Teekraut (Probe A.so05). Somit sind bis zu 20-fach
héhere Gallussaurekonzentrationen im trinkfertigen C. incanus Tee moglich, wenn dieser
aus Teekraut mit einem Blattanteil von 100 % (w/w) zubereitet wird. Zudem zahit
Gallussaure, wie zuvor in Kapitel 5.2.2 gezeigt, mit einer TEAC von 2,4 mmol TE/mmol
Substanz zu den antioxidativen Inhaltsstoffen in C. incanus Tee. Fur die anderen
Phenolsauren und deren Derivate wurde weiterhin eine ahnliche Verteilung zwischen

Stangel- und Blattanteilen des Teekrautes festgestellt.
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Abb. 5.33a-f Konzentrationen von 22 phenolischen Substanzen in finf handsortierten
C. incanus Teeproben (A.so1 bis A.so5) mit Blattanteilen von 0 % (w/Ww), 25 % (w/w),
50 % (w/Ww), 75 % (w/w) und 100 % (w/w) sowie entsprechenden Stangelanteilen von
100 % (w/w), 75 % (w/w), 50 % (w/w) und 0 % (w/w). a) Phenolsauren, b) monomere und
dimere Flavanole, ¢) Myricetinglycoside, d) Quercetinglycoside, e) Tilirosidisomere und
f) Ellagitannine. Teezubereitung vgl. Kapitel 4.2. Zugehorige Substanzbezeichnungen sind
in Tabelle 5.1 sowie 5.2 und Beschreibungen der Proben in Tabelle 4.1 dargestellt.
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Innerhalb der Klasse der Flavanole (Abb. 5.33b) wurde die starkste Korrelation zwischen
dem Blattanteil des Teekrautes und dem Vorkommen phenolischer Substanzen fir
Gallocatechin (Nr. 3; R?=0,99) beobachtet. Dabei reichte die Gallocatechinkonzentration
von 0,0 mg/100 g Teekraut (Probe A.so1) bis 112,5 mg/100 g Teekraut (Probe A.so05).
Bezuglich der antioxidativen Kapazitat und damit auch der Bioaktivitat eines C. incanus
Tees ist der Gallocatechingehalt ein entscheidender Aspekt. Diese Substanz ist mit einer
absoluten TEAC von 5,3 mmol TE/mmol Substanz der antioxidativste Inhaltsstoff in
C. incanus Tee. Im Gegensatz zur Verteilung von Gallocatechin im Teekraut, wurden
auffallend hohe Catechinkonzentrationen (Nr.6) von 32,0 mg/100g Teekraut in
Probe A.so1 mit einem Stangelanteil von 100 % (w/w) ermittelt. Diese hohen Gehalte an
Catechin in verholzten C. incanus Pflanzenteilen kdnnten daher ein Grund fir die
traditionelle Verarbeitung der oberirdischen Teile, inklusive hélzerner Stangel, in einigen
C. incanus Tees darstellen (PETEREIT et al. 1992, MEYER-BUCHTELA 2001). Ein
Vorkommen von Catechin und anderen Flavanolen in Stangeln oder Rinde ist zudem
auch fur zahlreiche andere Pflanzen verschiedener Gattungen und Familien bekannt
(SOUQUET et al. 2000, LAVOLA et al. 2012, JURGENLIEMK et al. 2007). Neben dem
Vorkommen in verholzten Pflanzenteilen sind in der Literatur jedoch allgemein hdhere
Catechinkonzentrationen fur die Blatter beschrieben (HARRIS et al. 2007; TIAN et al. 2014).
Das Vorkommen von Catechin in Blattern und Stangeln von C. incanus erklart auch
vermutlich die niedrige Korrelation (R?=0,55) fur den Einfluss des Blattanteils im Teekraut
auf die Catechinkonzentration im trinkfertigen Tee. Insgesamt ist diese Substanz ebenfalls
ein wichtiger Inhaltsstoff bezilglich der Bioaktivitdt von C. incanus Tee. Fir Catechin
wurde eine absolute TEAC von 1,5mmol TE/100g Teekraut bestimmt. Der
Catechingehalt ist aber auch fir die sensorischen Eigenschaften des Tees von
Bedeutung. Nach PELEG et al. (1999) sind solche monomeren Flavanole fir einen
moderaten, bitteren Geschmack einhergehend mit einer Adstringenz verantwortlich.
Weiterhin sollte insbesondere flir das Aroma von Krautertees berlicksichtigt werden, dass
wassrige Aufgusse aus 100 % (w/w) C. incanus Blattern einen gewissen ,grinen Geruch®
aufweisen konnen, welcher von vielen Konsumenten als unangenehm empfunden wird.
Dieser resultiert aus flichtigen Substanzen der Blatter, die strukturell auf Cg-Aldehyden
und Cg-Alkoholen basieren (HATANAKA 1993, HONGSOONGNERN et al. 2008).

Mit Blick auf das Vorkommen der Flavonole (Abb. 5.33c und d) in den funf handsortierten
Proben wurden die hdochsten Konzentrationen und Korrelationen fur Myricitrin (Nr. 14) und
Quercitrin (Nr. 18) bestimmt. Dartber hinaus wurden diese Substanzen ausschlielich in
den Blattern beinhaltenden Proben A.so2 - A.so5 detektiert, nicht jedoch in Probe A.so1

mit einem Stangelanteil von 100 % (w/w). Fur Myricitrin lagen die Konzentrationen in den
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Proben zwischen 0,0 mg/100 g Teekraut (A.so1) und 559,2 mg/100 g Teekraut (A.so5)
sowie flr Quercitrin zwischen 0,0 mg/100 g Teekraut (A.so1) und 107,6 mg/100g
Teekraut (A.s05). FlUr beide Substanzen lag der Korrelationskoeffizient fir den
Zusammenhang zwischen Blattanteil des Teekrautes und Konzentration der Substanz bei
R2=0,99. Zusatzlich tragen diese Inhaltsstoffe mit einer absoluten TEAC von 2,0 mmol

bzw. 0,9 mmol TE/mmol Substanz zur antioxidativen Kapazitat von C. incanus Tee bei.

Eine ahnliche Verteilung zwischen den Pflanzenteilen des Teekrautes wurde auch fir die
Tilirosidisomere (Abb. 5.33e) festgestellt. Beide Substanzen waren nur in Proben mit
Blattanteil (A.s02-A.s05) enthalten, hingegen nicht in Probe A.so1 mit einem Stangelanteil
von 100 % (w/w). Fur das dominierende Isomer trans-Tilirosid (Nr.22) lagen die
Konzentrationen zwischen 0,0 mg/100 g Teekraut (A.so1) und 62,3 mg/100 g Teekraut
(A.so05). Der Korrelationskoeffizient von R?=0,99 deutete auch hier auf einen stark
positiven Zusammenhang zwischen dem Blattanteil des Teekrautes und der

Tilirosidkonzentration im trinkfertigen C. incanus Tee hin.

Auch innerhalb der Klasse der Ellagitannine (Abb. 5.33f) wurde der zuvor beschriebene
Zusammenhang in den Proben A.so1-A.so5 beobachtet, jedoch waren in diesem Fall die
Korrelationen schwacher. Fur HHDP-Glucose Isomer 1 (Nr.28) wurden hierbei
Konzentrationen zwischen 0,0 mg/100 g Teekraut (A.so1) und 31,7 mg/100 g Teekraut
(A.s05) mit einer entsprechenden Korrelation von R?=0,76 gemessen. Bezlglich HHDP-
Glucose Isomer 2 (Nr. 29) lagen die Gehalte zwischen 0,0 mg/100 g Teekraut (A.so1) und
60,1 mg/100 g Teekraut (A.so5). Fir den Konsumenten von C. incanus Tee ist
insbesondere die Konzentration von HHDP-Glucose Isomer 1 im trinkfertigen Tee von
Bedeutung fur mogliche gesundheitsfordernde Wirkungen. Diese Substanz ist mit einer
absoluten TEAC von 4,4 mmol TE/mmol Substanz das zweitstarkste Antioxidans in

C. incanus Tee.

Bezuglich eines spezifischen Vorkommens und variierenden Konzentrationen
phenolischer Substanzen in den Pflanzenteilen von C. incanus sollten neben der
klassischen Laboranalytik auch die Pflanzenphysiologie sowie der Erntezeitpunkt dieser
mediterranen Straucher berlcksichtigt werden. Wie bereits zu Beginn der Arbeit
beschrieben, zahlen diese zu den malakophyllen Xerophyten (POTT et al. 2007; POTT
2010). Durch den saisonalen Dimorphismus der Blatter kommt es zu einer Akkumulation
phenolischer Inhaltsstoffe in den Sommerblattern und vergleichsweise niedrigen
Konzentrationen dieser Substanzen in den Winterblattern (ARONNE et al. 2001;
CHRISTODOULAKIS et al. 2014). Fur hohe Konzentrationen phenolischer Substanzen in
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C. incanus Teekraut ist daher eine Ernte und Verarbeitung der phenolreichen
Sommerblatter vermutlich von entscheidender Bedeutung. Untersuchungen des
Einflusses eines saisonalen Blattpolymorphismus auf das Profil phenolischer Substanzen
in C. incanus bieten somit eine wichtige Grundlage fir weiterfihrende Forschungs-

arbeiten.

Insgesamt sind nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit die phenolischen
Inhaltsstoffe in C. incanus fast ausschliellich in den Blattern enthalten. Fur den
Zusammenhang zwischen Blattanteil des Teekrautes und der Konzentration phenolischer
Inhaltsstoffe wurde ein Korrelationskoeffizient von R2=0,99 fir die Summe der 22
quantifizierten phenolischen Substanzen in C. incanus Tee berechnet. Eine Abweichung
von dieser Korrelation stellte das Flavanol Catechin dar, das auch in den Stangeln von
C. incanus enthalten ist. Fir eine statistische Absicherung dieser Ergebnisse sollten
zusatzlich weitere C. incanus Proben analysiert werden, um so mégliche Schwankungen
innerhalb des Pflanzenmaterials zu berticksichtigen. Weiterhin sollte auch mit Blick auf die
Verbraucherakzeptanz von C. incanus Tees beachtet werden, dass neben hohen
Konzentrationen phenolischer Inhaltsstoffe ebenfalls das Aroma von Bedeutung ist.
C. incanus Tees, die aus reinen Blattmischungen aufgebriht werden, kénnen hierbei
moglicherweise einen unerwinschten ,grinen Geruch® aufweisen. Weiterhin sollte fur die
Stangel von C. incanus berlcksichtigt werden, dass diese mdéglicherweise noch weitere
Verbindungsklassen oder unter den eingesetzten Aufarbeitungsbedingungen nicht
extrahierte Inhaltsstoffe enthalten. Veradnderte Extraktionsverhaltnisse, z.B. eine
mehrfache Mazeration oder die Verwendung von organischen Losungsmitteln kdnnen zu
abweichenden Ergebnissen bezlglich der Konzentrationen phenolischer Inhaltsstoffe
fuhren. Dies belegen auch die bereits zuvor beschriebenen traditionellen
Extraktionsmethoden. Kurzextrahierte wassrige Extrakte der oberirdischen Teile von
C. incanus wurden hierbei zur Therapie inflammatorischer Hauterkrankungen oder fur
eine Unterstutzung von Wundheilungsprozessen eingesetzt. Langer gekochte wassrige
Extrakte hingegen wurden zur Behandlung von Diarrhé genutzt (PETEREIT et al. 1992).
Insgesamt stellen somit eine Produktoptimierung beztglich der verarbeiteten Pflanzenteile
sowie eine spezifische Uberarbeitung der bestehenden Zubereitungsempfehlungen einen
entscheidenden Punkt fir die Sicherstellung von C. incanus Tees mit einem hohen Anteil

bioaktiver phenolischer Inhaltsstoffe dar.
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5.4.2 Einfluss der PartikelgroRe des Teekrautes

Neben dem spezifischen Vorkommen phenolischer Substanzen in Blattern und Stangeln
von C. incanus wurde auch die Partikelgrole des Probenmaterials als maoglicher
Einflussfaktor auf deren Konzentrationen, bzw. deren Extrahierbarkeit aus dem Teekraut,
vermutet. Ein erster Hinweis auf das Vorliegen einer solchen Korrelation zeigte sich
bereits anhand der zuvor beschriebenen quantitativen Ergebnisse der sieben
untersuchten Handelsproben (vgl. Kapitel 5.1.2). Innerhalb dieser Proben wurden die
hochsten Gehalte phenolischer Inhaltsstoffe in den Proben mit einer homogenen, feinen
PartikelgréRe gemessen. Die Proben mit einer eher inhomogenen, groben Partikelgroie
enthielten hingegen signifikant geringere Konzentrationen der entsprechenden
Substanzen. Zur genaueren Untersuchung der beschriebenen Hypothese wurde
exemplarisch Probe A wie zuvor in Kapitel 4.1 beschrieben mittels einer Siebmaschine in
sechs Fraktionen definierter PartikelgroRe gesiebt (Probe A.gs1-A.gs6). Fur die
abschlielende Korrelation der Teekrautpartikelgrélen mit den Konzentrationen der

phenolischen Substanzen, wurden die Hauptinhaltsstoffe mittels LC-DAD quantifiziert.

In Abbildung 5.34a-f sind die Konzentrationen der 22 quantifizierten phenolischen
Inhaltsstoffe aus den sechs gesiebten C. incanus Fraktionen aus Probe A entlang der
ausgewahlten Substanzklassen, a) Phenolsauren, b) monomere und dimere Flavanole,
c) Myricetinglycoside, d) Quercetinglycoside, e) Tilirosidisomere und f) Ellagitannine

dargestellt.

Innerhalb der Klasse der Phenolsduren (Abb. 5.33a) wurde fir die Mehrheit der
quantifizierten Substanzen ein signifikanter Anstieg der Konzentrationen im Tee parallel
mit einer Abnahme der PartikelgroRe des C. incanus Teekrautes von 2,8 mm (A.gs1) auf
0,3 mm (A.gs6) beobachtet. So stieg z.B. die Konzentration von Hydroxyferulasdure-4-O-
rhamnosid (Nr. 26) schrittweise von 16,7 mg/100g Teekraut (Probe A.gs1) auf
69,7mg/100 g Teekraut (Probe A.gs5). Der niedrigste Gehalt dieser Substanz wurde
jedoch mit 11,5mg/100g Teekraut in Probe A.gs6 mit einer durchschnittlichen
PartikelgréRe von 0,3 mm gemessen. Eine vergleichbare negative Korrelation zwischen
PartikelgroRe und Konzentration phenolischer Inhaltsstoffe in C. incanus Tee wurde
ebenfalls fur Gallussaure (Nr. 1), Methylgallussdure (Nr. 23) und Hydroxyferulasdure-5-O-
rhamnosid (Nr. 24) beobachtet. Weiterhin wurden die hdchsten Extraktionsausbeuten fir
Ellagsaure (Nr. 31) und Ellagsaure-7-O-xylosid (Nr. 30) bei Mazeration von Probe A.gs6

mit einer durchschnittlichen Partikelgrée von 0,3 mm erzielt.
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Abb. 5.34a-f Konzentrationen von 22 phenolischen Substanzen in sechs gesiebten
C. incanus Teeproben (A.gs1 bis A.gs6) mit durchschnittlichen Partikelgréofien von
2,8 mm; 2,3 mm; 1,7 mm; 1,2 mm; 0,8 mm und 0,3 mm. a) Phenolsduren, b) monomere
und dimere Flavanole, c) Myricetinglycoside, d) Quercetinglycoside, e) Tilirosidisomere
und f) Ellagitannine. Teezubereitung vgl. Kapitel 4.2. Zugehoérige Substanzbezeichnungen
sind in Tabelle 5.1 sowie 5.2 und Beschreibungen der Proben in Tabelle 4.1 dargestellt.
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Daruber hinaus war Ellagsaure-7-O-xylosid (Nr. 30) ausschlieB3lich in C. incanus Tees
detektierbar, die aus Teekraut mit einer durchschnittlichen Partikelgrof3e kleiner als
1,7 mm zubereitet wurden. Weiterhin wurden die hochsten Konzentrationen von
Hydroxyferuloyl-rhamnose (Nr. 27) im Teeaufguss aus C. incanus Probe A.gs4 mit einer
durchschnittlichen PartikelgroRe von 1,2 mm gemessen. Insgesamt wurde somit eine sehr
schwache Korrelation zwischen PartikelgréRe des Teekrautes und Konzentration der
Phenolsauren in C. incanus Tee festgestellt. Diese Extraktionsergebnisse basieren jedoch
auf der aktuellen Zubereitungsempfehlung des Herstellers und einer exemplarischen
Analytik von Probe A. Veranderte Extraktionsbedingungen, z.B. Extraktionstemperatur
oder -zeit, sowie Probenmaterial weiterer Hersteller kdnnen hierbei moglicherweise zu

variierenden Konzentrationen bioaktiver Phenolsauren fliihren.

Innerhalb der Gruppe der Flavanole und deren Dimeren (Abb. 5.33b) resultierte fir
Gallocatechin (Nr. 3) und Catechin (Nr. 6) die héchste Extrahierbarkeit aus der gesiebten
Probe A.gs6 mit einer feinen Partikelgrofie von durchschnittlich 0,3 mm. Insgesamt lagen
die Gallocatechinkonzentrationen in den C. incanus Tees zwischen 11,7 mg/100g
Teekraut (Probe A.gs1) und 60,1 mg/100 g Teekraut (Probe A.gs6) sowie entsprechend
fur Catechin zwischen 32,6 mg/100g Teekraut und 118,6 mg/100 g Teekraut. Die
Korrelationskoeffizienten flir den Einfluss der PartikelgroRe auf die Konzentration
phenolischer Substanzen in C. incanus Tee lagen hier bei R?=0,89 flir Gallocatechin und
R2=0,93 fur Catechin. In der vorliegenden Arbeit wurde somit fir Catechin eine fast 4-fach
hohere Extraktionsausbeute aus C. incanus Teekraut mit einer durchschnittlichen
Partikelgrée von 0,3 mm (A.gs6) im Vergleich zu einer Partikelgroe von 2,8 mm (A.gs1)
erzielt. Hierzu wurden in der Literatur kontroverse Ergebnisse flr schwarzen Tee
(Camellia sinensis) beschrieben. So stellten ASTILL et al. (2001) beispielsweise signifikant
héhere Catechinkonzentrationen in schwarzem Tee fest, der aus ganzen Teeblattern
aufgebriht wurde. Als Vergleichsprobe diente in dieser Studie Teekraut mit einer sehr
feinen PartikelgroRe (Dust). Die Ursache fur die niedrigeren Catechinkonzentrationen in
schwarzem Tee-Dust lag hierbei in einem enzymatischen Abbau durch endogene
Phenoloxidasen von Camellia sinensis. Diese werden wahrend der Zerkleinerung des
Blattmaterials aus den zerstorten Zellen freigesetzt. In C. incanus Tee scheint ein solcher
enzymatische Abbau von Catechin nicht in signifikantem Umfang stattzufinden. Eine
maogliche vorliegende Degradation von Catechin in C. incanus Teekraut kdnnte aber auch
durch die erhdhte Extraktion aus Teekraut mit einer kleinen Partikelgrolie kompensiert

worden sein.
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Eine vergleichbare Extrahierbarkeit wie fur die Flavanole wurde auch flr die Myricetin-
(Abb. 5.33c) und die Quercetinglycoside (Abb. 5.33d) beobachtet. Die Konzentrationen
von Myricitrin stiegen dabei mit abnehmender Partikelgréf3e von 65,4 mg/100 g Teekraut
(Probe A.gs1) auf 303,6 mg/100 g Teekraut (Probe A.gs6) sowie entsprechend fir
Quercitrin von 16,8 mg/100 g Teekraut auf 68,0 mg/100 g Teekraut. Somit kbénnen fast
5-fach hohere Myricitrin- und entsprechend 4-fach hohere Quercitrinkonzentrationen aus
C. incanus Teekraut mit einer durchschnittlichen Partikelgréfie von 0,3 mm verglichen mit
Teekraut einer PartikelgroRe von 2,8 mm extrahiert werden. Die zugehdrigen
Korrelationskoeffizienten flr den Einfluss der Partikelgrofle auf die Konzentration dieser

Substanzen lagen flr Myricitrin bei R?=0,97 und fir Quercitrin bei R>=0,96.

Innerhalb der Gruppe der Tilirosidisomere (Abb. 5.33e) wurde hingegen eine von den
zuvor beschriebenen Ergebnissen abweichende Extrahierbarkeit festgestellt. Fir beide
Isomere, trans-Tilirosid (Nr. 21) und cis-Tilirosid (Nr. 22), wurde nur eine annahernd
1,5-fach hohere Konzentration bei einer Extraktion aus Probe A.gs6 (durchschnittliche
PartikelgréRe 0,3 mm) verglichen mit Probe A.gs1 (2,8 mm PartikelgrofRe) ermittelt.
Hieraus resultiert, dass diese acylierten Flavonolglucoside sehr effizient extrahiert
werden. Auch aus C. incanus Teekraut mit einer eher groRen Partikelgréfie werden diese
Substanzen bei Anwendung der aktuellen Zubereitungsempfehlung des Herstellers

extrahiert.

In der Klasse der Ellagitannine (Abb. 5.33f) wurde ein starker Einfluss der Teekraut-
PartikelgroRe auf die Konzentrationen der HHDP-Glucose Isomere 1 und 12 (Nr. 28 und
Nr. 29) beobachtet. Dabei wurde fir HHDP-Glucose (Nr. 28) eine fast 7-fach héhere und
fur das zweite Isomer (Nr.29) eine anndhernd 9-fache Konzentration bei einer
Zubereitung aus Probe A.gs6 (durchschnittliche PartikelgroRe 0,3 mm) verglichen mit
Probe A.gs1 (Partikelgrofe 2,8 mm) bestimmt. Die absoluten Werte lagen hierbei fur
HHDP-Glucose (Nr. 28) zwischen 6,5 mg/100 g Teekraut und 44,1 mg/100 g Teekraut
und fur HHDP-Glucose (Nr. 29) entsprechend zwischen 18,7 mg/100 g Teekraut und
165,2 mg/100 g Teekraut. Fur C. incanus Tees mit einer hohen Ellagitanninkonzentration
sind somit, unter Berucksichtigung der aktuellen Zubereitungsempfehlungen der

Hersteller, eine kleine Partikelgrof3e des verwendeten Teekrautes essentiell.

Abschliellend kann fir den Einfluss der PartikelgroRe des C. incanus Teekrautes auf die
Extrahierbarkeit der 22 quantifizierten phenolischen Inhaltsstoffe eine stark negativer
Zusammenhang mit R2?=0,98 fir die exemplarisch untersuchte Handelsprobe A

festgehalten werden. Flr fast alle bioaktiven Inhaltsstoffe, mit Ausnahme einzelner
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Phenolsauren, resultierten bei Verwendung von C. incanus Teekraut mit einer
durchschnittlichen Partikelgroe von 0,3 mm signifikant hohere Konzentrationen im
Vergleich zu Pflanzenmaterial mit einer PartikelgroRe von 2,8 mm als Basis fur die
Teezubereitung. Diese Daten beziglich der Extrahierbarkeit phenolischer Substanzen
werden auch beispielsweise durch die Ergebnisse von LANG und WAI (2001) bestatigt, die
die Partikelgrofle einer Probe generell als einen der kritischen Faktoren fir eine

zufriedenstellende Extraktion in pflanzlichen Naturprodukten beschrieben.

5.5 Vergleich der Konzentrationen bioaktiver Inhaltsstoffe in C. incanus Tee

mit verschiedenen pflanzlichen Lebensmitteln

Nachfolgend werden die in C. incanus Tee enthaltenen Konzentrationen bioaktiver
Inhaltsstoffe mit ausgewahlten phenolreichen Lebensmitteln verglichen. Hierbei
reprasentieren die dargestellten Gehalte in C. incanus Tee den Mittelwert aus sechs
innerhalb der vorliegenden Arbeit analysierten Handelsproben (A und C-G). Diese wurden
nach der aktuellen Herstellerempfehlung zubereitet. Entsprechend wurden
15 g Teekraut/L fir 5min bei 95 °C mazeriert. Innerhalb der Laboranalytik wurde
weiterhin Millipore®-Wasser als Kochwasser eingesetzt. Verschiedene Extraktions-
verfahren kénnen hierbei signifikant abweichende Ergebnisse erzielen. Die Referenzwerte
fur den Vergleich verschiedener Lebensmittel stammen aus der Datenbank
Phenolexplorer 3.0 [4] die auf den Arbeiten von NEVEU et al. (2010), ROTHWELL et al.
(2012) und ROTHWELL et al. (2013) basiert. Diese Werte beziehen sich auf 100 g
Frischmasse bzw. 100 mL Getrank. Weiterhin stellen diese Konzentrationen Mittelwerte
aus einer unterschiedlichen Anzahl Forschungsarbeiten sowie verschiedener
Probenzahlen dar. Die Standardabweichungen sind daher und aufgrund variierender
Analysenmethoden (vor allem unterschiedliche Extraktionsverfahren) sowie naturlicher
Schwankungen innerhalb des untersuchten Pflanzenmaterials teilweise sehr hoch. In
Tabelle 5.8 sind die Konzentrationen von Gallussadure, Gallocatechin, Catechin und
Quercetin-3-O-galactosid in C. incanus Tee im Vergleich zu grinem Tee (Camellia
sinensis), schwarzem Tee (Camellia sinensis) und Rotwein (Vitis vinefara) dargestellt. Fur
diese Substanzen wurden innerhalb der vorliegenden Arbeit hohe antioxidative
Kapazitdten nachgewiesen (vgl. Tabelle 5.5). Bezlglich Gallussaure enthalt C. incanus
Tee mit 0,8 mg/100 mL hoéhere Konzentrationen als griner Tee mit 0,5 mg/100 mL.
Zudem stellt die Gallussaurekonzentration flir Grinen Tee einen Mittelwert aus 44
Teeproben aus insgesamt sieben Studien dar. Die Einzelwerte der

Gallussaurekonzentrationen variierten hierbei in grinem Tee innerhalb eines weiten
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Bereiches von 0,0 mg und 3,3 mg/100 mL. Auch die Gallussdurekonzentrationen der
sechs analysierten C. incanus Handelsproben schwankte zwischen 0,4 mg und
1,3 mg/100 mL. Somit lagen bereits bei dieser vergleichsweise geringen Probenanzahl,
die unter gleichen Bedingungen aufgearbeitet und analysiert wurden, relativ grof3e
Standardabweichungen vor. Dies verdeutlicht die Schwierigkeit eines absoluten
Vergleiches der Konzentrationen bioaktiver Inhaltsstoffe in verschiedenen Lebensmitteln.
Insgesamt enthalt C. incanus jedoch vergleichsweise hohe Konzentrationen der in
Tabelle 5.8. dargestellten phenolischen Substanzen. So lag hierbei auch der Gehalt von
Quercetin-3-O-galactosid in einem vergleichbaren Bereich zu grinem Tee
(1,0 mg/100 mL) und schwarzem Tee (0,7 g/100 mL).

Tab. 5.8 Vergleich der Konzentrationen [mg/100 mL] von Gallussaure, Gallocatechin
und Catechin in Zistrosentee, grinem Tee, schwarzem Tee und Rotwein. Die
Konzentrationen flir C. incanus Tee stellen den Mittelwert aus sechs Handelsproben
(A und C-G) dar. Beschreibungen der Proben sind in Tabelle 4.1 dargestellt. Die
Vergleichswerte der Lebensmittel stammen aus der Datenbank Phenolexplorer 3.0 [4]
(NEVEU et al. 2010, ROTHWELL et al. 2012 und ROTHWELL et al. 2013).

Zistrosentee Griiner Tee Schwarzer Tee Rotwein
(Cistus incanus) (Qamel/;a (Qamel]:a (Vitis vinefara)
sinensis) sinensis)

Gallussaure 0,8+0,3 0,5+0,9 46+4.4 36+27

Gallocatechin 0,6+0,3 2,3+4,1 14,1+ 14,6 0,1+0,1

Catechin 06+0,3 0,7+1,1 25+39 6,8+6,2

Quercetin-3- 07+0,3 10+00 07404 -

O-galactosid

Weiterhin sind in Tabelle 5.9 die Konzentrationen flir die Summe der quantifizierten
Quercetinglycoside in C. incanus Tee im Vergleich zur Summe der Quercetinglycoside in
verschiedenen Zwiebeln (Allium cepa var. cepa) dargestellt. Wie in Tabelle 5.5 zuvor
gezeigt, wurden fir Quercetinverbindungen relativ hohe antioxidative Kapazitaten
nachgewiesen. Die Zwiebel enthdlt hohe Konzentrationen verschiedener Quercetin-
monoglycoside und -diglycoside. Hierbei fallt in direktem Vergleich auf, dass eine 250 mL

Tasse C. incanus Tee mit durchschnittlich 5,5 mg deutlich geringere Konzentrationen an
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bioaktiven Quercetinglycosiden enthalt als 100 g gelbe oder rote Zwiebel mit 73,4 mg
bzw. 157,6 mg.

Tab. 5.9 Vergleich der mittleren Konzentrationen quantifizierter Quercetinglycoside
in Zistrosentee und verschiedenen Zwiebeln. Die Konzentrationen fur C. incanus Tee
stellen den Mittelwert aus sechs Handelsproben (A und C-G) dar. Beschreibungen der
Proben sind in Tabelle 4.1 dargestellt. Die Vergleichswerte der Lebensmittel stammen aus
der Datenbank Phenolexplorer 3.0 [4] (NEVEU et al. 2010, ROTHWELL et al. 2012 und
ROTHWELL et al. 2013). Angaben in g Frischmasse.

Zistrosentee Zwiebel (weil) Zwiebel (gelb) Zwiebel (rot)

(Allium cepa var.  (Allium cepavar.  (Allium cepa var.

(Cistus incanus)
cepa) cepa) cepa)

Quercetin-

glycoside 2,2 mg/100 mL 5,4 mg/100 g 73,4 mg/100 g 157,6 mg/100 g

Die durch einen Verzehr von 100 g Zwiebel (Frischmasse) aufgenommenen hohen
Mengen an Quercetinglycosiden kénnen auch durch grol’e Mengen optimal zubereiteten
C. incanus Tee vermutlich nicht durch ein durchschnittliches Konsumverhalten erreicht
werden. Selbst ein Verzehr von 2L C. incanus Tee (zubereitet nach aktueller
Herstellerempfehlung) wirde nur eine Zufuhr von 43,8 mg Quercetinglycosiden erzielen.
Auch durch eine hohere Teekrauteinwaage und optimierte Teezubereitung wirden
hierdurch vermutlich keine Zufuhrmengen, wie durch einen Verzehr von 100 g roter
Zwiebel, durch den Konsumenten erreicht. Jedoch enthalt C. incanus Tee im Gegensatz
zu Zwiebeln neben Quercetinglycosiden zusatzlich eine grol3e Vielfalt weiterer bioaktiver

Substanzen in hohen Konzentrationen.

In Tabelle 5.10 sind beispielsweise die in C. incanus Tee enthaltenen Konzentrationen der
Summe der Myricetinglycoside im Vergleich zu den Myricetinglycosiden in Heidelbeere
(Vaccinium corymbosum), schwarzer Johannisbeere (Ribes nigrum) und Cranberry
(Vaccinium macrocarpon) dargestellt. Auch flr diese Substanzen wurden innerhalb der
vorliegenden Arbeit hohe TEAC-Werte ermittelt (vgl. Tabellle 5.4). Von diesen bioaktiven
Inhaltsstoffe enthalt bereits eine 250 mL Tasse C. incanus Tee mit durchschnittlich
17,0 mg Myricetinglycosiden hohere Konzentrationen als beispielsweise 1009

Heidelbeeren (13,2 mg), schwarze Johannisbeeren (5,9 mg) oder Cranberrys (5,3 mg).
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Tab. 5.10 Vergleich der Konzentrationen quantifizierter Moyricetinglycoside in
Zistrosentee und ausgewahlten Beeren. Die Konzentrationen flr C. incanus Tee stellen
den Mittelwert aus sechs Handelsproben (A und C-G) dar. Beschreibungen der Proben
sind in Tabelle 4.1 dargestellt. Die Vergleichswerte der Lebensmittel stammen aus der
Datenbank Phenolexplorer 3.0 [4] (NEVEU et al. 2010, ROTHWELL et al. 2012 und
ROTHWELL et al. 2013). Angaben in g Frischmasse.

Zistrosetee Heidelbeere SchV\{arze Cranberry
Johannisbeere
(Cistus incanus) (Vaccinium (Ribes nigrum) (Vaccinium
corymbosum) macrocarpon)
Myricetin-
glycoside 6,8 mg/100 mL 13,2mg/100 g 5,9 mg/100 g 5,3 mg/100 g

Auch enthalt C. incanus Tee z.B. bezuglich Ellagsaure relativ hohe Konzentrationen. In
Tabelle 5.11 sind diese im Vergleich zu Erdbeere (Fragaria), Brombeere (Rubus) und
Walnuss (Juglans regia) dargestellt. Eine 250 mL Tasse C. incanus Tee enthalt hierbei
zwar hdhere Ellagsaurekonzentrationen als 100 g Erdbeeren (1,2 mg), jedoch kénnen
hierbei durch den Konsumenten auch bei einer optimalen Zubereitung und hdheren
Teekrauteinwaage vermutlich keine vergleichbaren Zufuhrmengen wie durch den Verzehr

von 100 g Brombeeren (43,7 mg) oder Walnussen (28,5 mg) erzielt werden.

Tab. 5.11 Vergleich der Ellagsdurekonzentrationen in Zistrosentee, Erdbeere,
Brombeere und Walnuss. Die Konzentrationen fur C. incanus Tee stellen den Mittelwert
aus sechs Handelsproben (A und C-G) dar. Beschreibungen der Proben sind in
Tabelle 4.1 dargestellt. Die Vergleichswerte der Lebensmittel stammen aus der
Datenbank Phenolexplorer 3.0 [4] (NEVEU et al. 2010, ROTHWELL et al. 2012 und
ROTHWELL et al. 2013). Angaben in g Frischmasse.

Zistrosentee Erdbeere Brombeere Walnuss

(Cistus incanus) (Fragaria) (Rubus) (Juglans regia)
Ellagsiure 0,7+0,5 1,2+0,8 43,7245 285+5,0
9 mg/100 mL mg/100 g mg/100 g mg/100 g

Zusammenfassend enthalt C. incanus Tee somit hohe Konzentrationen einer grofen
Vielfalt bioaktiver Substanzen. Die Konzentrationen einzelner Substanzen liegen zwar in
einigen anderen Lebensmitteln hoher, jedoch enthalten diese haufig nur geringe
Konzentrationen weiterer phenolischer Verbindungen. Beispielweise enthalt schwarzer

Tee hohe Konzentrationen verschiedener Flavanole jedoch keine Myricetinglycoside.
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Ebenso enthalt die Zwiebel sehr hohe Konzentrationen an Quercetinglycosiden aber
keine signifikanten Konzentrationen weiterer phenolischer Inhaltsstoffe (Datenbank
Phenolexplorer 3.0 [4]; NEVEU et al. 2010, ROTHWELL et al. 2012 und ROTHWELL et al.
2013).
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C. incanus Tee enthalt eine Vielfalt phenolischer Inhaltsstoffe aus verschiedenen
Substanzklassen. Diese Verbindungen umfassen Phenolsauren, monomere und dimere
Flavanole, Flavonolglycoside und Ellagitannine. Die Konzentrationen dieser Inhaltsstoffe
lagen insbesondere bezogen auf die Summe der Substanzen in vergleichbaren Bereichen
anderer phenolreicher Lebensmittel wie griner Tee (Camellia sinensis), Zwiebeln oder
Rotwein (Datenbank Phenolexplorer 3.0 [4]; NEVEU et al. 2010, ROTHWELL et al. 2012 und
ROTHWELL et al. 2013). Zwischen den untersuchten C. incanus Tees wurden fir die
Gehalte der 21 quantifizierten phenolischen Inhaltsstoffe signifikante Unterschiede
festgestellt. Diese Konzentrationsunterschiede waren, neben moglichen
Okophysiologischen Faktoren oder dem Erntezeitpunkt, vor allem abhangig von Blatt-
bzw. Stangelanteil sowie der Partikelgrofie des Teekrautes. Insgesamt kann ein hoher
Blattanteil, bzw. eine geringer Stangelanteil, in Kombination mit einer kleinen
PartikelgréRe des Teekrautes fir C. incanus Tees mit hohen Konzentrationen

phenolischer Substanzen auf Basis der Ergebnisse aus dieser Arbeit empfohlen werden.

Detaillierte Aussagen zu einer Korrelation zwischen Herkunftsland oder Erntezeitpunkt
des C. incanus Teekrautes und den Konzentrationen phenolischer Substanzen wurden
aufgrund haufig nicht verfugbarer Herstellerangaben in dieser Arbeit nicht gegeben.
Neben stark variierenden Konzentrationen der phenolischen Substanzen war jedoch das
Profil dieser Verbindungen in den untersuchten Handelsproben sehr homogen. Ein Zusatz
von Krautern, z.B. 5 % Pfefferminze, zu C. incanus Tee war innerhalb der vorliegenden
Arbeit daher mdglich. Zur statistischen Absicherung dieser Ergebnisse sollten jedoch
noch weitere Untersuchungen durchgefuhrt werden. Auch sollte Uberprift werden, ob ein
Zusatz von weiteren Cistus-Arten oder Unterarten zu C. incanus Tee mittels der in dieser
Arbeit beschriebenen Methode detektiert werden kann. Ein Profiling phenolischer
Inhaltsstoffe in C. incanus Tee kdnnte bei einer Bestatigung der Ergebnisse innerhalb von
Qualitats- und Authentizitatskontrollen zuklnftig eine wichtige Rolle spielen. Hierdurch
koénnten beispielsweise anhand der Konzentration ausgewahlter phenolischer Substanzen
als Marker Rickschlisse auf den ungefahren Blattanteil des verarbeiteten C. incanus
Teekrautes gezogen werden oder nicht gekennzeichnete Zusatze weiterer Pflanzenarten
zu C. incanus Tee festgestellt werden. Auch liefern die Ergebnisse zum Profil sowie den
Konzentrationen der phenolischen Inhaltsstoffe in C. incanus Tee eine erste
Datengrundlage fur eine mogliche Neubewertung des aktuellen Novel Food Status durch

die Europadische Kommission. Hierfir missen Nachweise erbracht werden, dass
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entweder keine gesundheitlichen Risiken durch nicht geklarte pharmakologische
Wirkungen vorliegen oder tatsachlich eine signifikante, traditionelle Verwendung als
Lebensmittel bereits vor dem 15. Mai 1997 innerhalb der Europaischen Gemeinschaft
vorlag. Fur den Nachweis zu pharmakologischen Wirkungen koénnen wiederum die

phenolischen Inhaltsstoffe als Substrate fur die durchzufiilhrenden Studien dienen.

Neben der Beschaffenheit des Teekrautes beeinflusst vor allem die Zubereitung von
C. incanus Tee die Konzentrationen phenolischer Substanzen im trinkfertigen Tee.
Innerhalb der C. incanus Teezubereitung sollte von Verbrauchern und insbesondere von
Herstellern von Ready-to-drink-Tees ein mineralstoffarmes Kochwasser verwendet
werden. Hohe Mineralstoffkonzentrationen im Kochwasser bewirken eine Komplexierung
phenolischer Substanzen in C. incanus Tee. Dies flhrt zu einer Tea Cream Bildung in
Form eines dinnen Oberflachenfilmes sowie eines Prazipitates im abgekihlten Tee.
Letzteres wirde im aktuell wachsenden Marktsegment der Ready-to-drink-Tees leicht zu
einer Ablehnung durch den Verbraucher aufgrund einer unerwilnschten optischen
Beschaffenheit des Produktes flhren. Ebenfalls sind Verbleib und Bioverfligbarkeit der
Tea Cream bei Verzehr des Tees, z.B. ein Zurlckbleiben des Prazipitates als Bodensatz
in der Verpackung oder Tasse, nicht geklart. Die phenolischen Substanzen werden somit
madglicherweise nicht verzehrt oder nicht resorbiert und mogliche gesundheitsférdernde
Wirkungen wirden somit ausbleiben. Die beschriebene Bildung einer Tea Cream ist
bisher in der Literatur vor allem fir griinen und schwarzen Tee (Camellia sinensis)
beschrieben (ROBERTS 1963, JOBSTL et al. 2005, TANIZAWA et al. 2007, PENDERS et al.

1998) und wurde durch die vorliegende Arbeit auch fir C. incanus Tee bestatigt.

Neben der lonenkonzentration beeinflusst auch der pH-Wert des Kochwassers die
Konzentrationen phenolischer Substanzen im trinkfertigen Tee. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde in einem Modellversuch gezeigt, dass ein basischer pH-Wert innerhalb der
Teezubereitung zu einer Autoxidation von Catechin zu Dehydrodicatechin A beitragen
kann. Diese bereits in der Literatur (HATHWAY und SEAKINS 1955, COURBAT et al. 1977)
beschriebene Reaktion wurde auch innerhalb der Zubereitung von C. incanus Tee in der
vorliegenden Arbeit beobachtet. Weiterhin wurde auch eine beschriebene Epimerisierung
von Catechin zu Epicatechin (SETO et al. 1997, WANG et al. 2000) in C. incanus Tee durch
einen basischen pH-Wert des Kochwassers innerhalb der Zubereitung begunstigt. Somit
kdénnte eine Zugabe von etwas Saure, z.B. Zitronensaft, eine Absenkung des Kochwasser
pH-Wertes erzielen und so die Stabilitat bioaktiver phenolischer Substanzen wahrend der

C. incanus Teezubereitung gesteigert werden.
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Bezuglich der Stabilitdt gegenuber thermischen Einflissen waren die phenolischen
Substanzen in C. incanus Tee bei hohen Temperaturen von bis zu 95 °C und Kochzeiten
bis 20 min stabil. Erst bei einer langeren Kochdauer wurde eine geringe thermische
Degradation einzelner Substanzen, z.B. Quercetinglycoside, beobachtet. Ein solcher
thermischer Abbau von Flavonolglycosiden ist ebenfalls aus der Literatur bekannt
(BUCHNER et al. 2006). Insgesamt kann fur die Zubereitung von C. incanus Tee mit hohen
Konzentrationen phenolischer Inhaltsstoffe eine Erhéhung der aktuellen Hersteller-
empfehlungen fir die Kochzeit von 5 min auf 20 min empfohlen werden. Zudem sollte
wahrend der Teezubereitung die Kochtemperatur beibehalten werden, d.h. ein meist
durch den Verbraucher durchgefiihrtes Aufbrihen des Teekrautes mit kochendem
Wasser und anschlieRende Mazeration des Tees ohne Warmequelle sollte vermieden
werden. Das hieraus resultierende Absinken der Kochtemperaturen kann zu geringeren

Konzentrationen phenolischer Subtanzen im trinkfertigen C. incanus Tee fuhren.

Fur C. incanus Tee sowie insbesondere fir die einzelnen phenolischen Inhaltsstoffe
wurden in dieser Arbeit meist hohe antioxidative Kapazitaten gemessen. Die antioxidative
Kapazitat stellt ebenfalls ein gutes Mal fur die Reaktivitat, Stabilitat und Bioaktivitat dieser
Substanzen dar. Diese bioaktiven Inhaltsstoffe und/oder synergistische Effekte,
resultierend aus einer komplexen Mischung dieser Verbindungen, sind somit vermutlich
fur die zahlreichen beschriebenen Wirkungen von C. incanus Tee und Extrakten
(ATTAGUILE et al. 2000, HANNIG et al. 2009 und 2008, DROEBNER et al. 2011, EHRHARDT et
al. 2007, DROEBNER et al. 2007, KALUS et al. 2009, ALl et al. 2013) verantwortlich. Dartber
hinaus werden viele Krankheiten darunter Krebs, kardiovaskuldre Erkrankungen,
Osteoporose oder altersbedingte degenerative Erkrankungen, durch Oxidationsreaktionen
initiilert (SCALBERT et al. 2005). C. incanus Tee mit hohen Konzentrationen antioxidativer,
phenolischer Inhaltsstoffe kdnnte moglicherweise einen Beitrag innerhalb der Pravention
dieser Erkrankungen leisten. Weiterfihrende Bioaktivitatstests zu den Wirkungen
einzelner phenolischer C. incanus Inhaltsstoffe stellen somit eine Grundlage fir zuklnftige
Forschungsarbeiten dar. Die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten
Assays zu den Wirkungen einzelner phenolischer Substanzen aus C. incanus Tee durfen
aus Grinden der Geheimhaltung nicht genannt werden. Insgesamt kdnnte C. incanus Tee
aber aufgrund der groRen Bandbreite sowie hohen Konzentrationen bioaktiver
Inhaltsstoffe als mdglicher ,Alleskénner” zu einer Verbesserung der menschlichen
Gesundheit und insbesondere zur Pravention zahlreicher Zivilisationskrankheiten und
degenerativer Erkrankungen beitragen. Um es nach dem Zitat von George Orwell zu
Beginn dieser Arbeit zu sagen: ,Echte Teeliebhaber trinken ihren Tee mit jedem

abgeschlossenen Lebensjahr etwas starker.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 32 phenolische Substanzen in C. incanus
Tee mittels LC-DAD-ESI-MS/MS identifiziert. Bei diesen Inhaltsstoffen handelt es sich um
ein breites Spektrum an Phenolsduren, monomeren und dimeren Flavanolen,
Flavonolglycosiden und Ellagitanninen. Weiterhin wurden mittels LC-DAD 21 phenolische
Inhaltsstoffe in sieben C. incanus Handelsproben quantifiziert. Hierbei wurden signifikante
Konzentrationsunterschiede beobachtet. Diese wurden groRtenteils auf die Partikelgrofie
des Teekrautes sowie die darin enthaltenen C. incanus Blatt- und Stangelanteile
zurlckgefuhrt. Eine Quantifizierung der phenolischen Substanzen in gesiebten
(PartikelgroRen: 0,3 mm-2,8 mm) sowie in handsortierten Proben mit definierten Blatt- und
Stangelanteilen (0 % w/w-100 % w/w Blattanteil) bestatigte dies. Weiterhin wurde eine
Methode zur Bestimmung des Holzanteiles im Teekraut anhand des Cellulosegehaltes fir
C. incanus Tee etabliert. Hierbei korrelierte ein hoher Cellulosegehalt stark mit dem
Holzanteil der Probe. Insgesamt resultierten aus Teekraut mit einer feinen Partikelgroflie
(0,3 mm) héhere Konzentrationen phenolischer Inhaltsstoffe, als aus Proben mit einer
groben PartikelgroRe (2,8 mm). Zusatzlich waren bei hohen Blattanteilen, bzw. niedrigen
Stangelanteilen des Teekrautes, signifikant hohere Konzentrationen der phenolischen

Substanzen im trinkfertigen C. incanus Tee enthalten.

Weiterhin erfolgte eine Charakterisierung der C. incanus Proben anhand der Gesamt-
phenolgehalte (Folin-Ciocalteu-Assay), Tanningehalte (Methylcellulose-Prazipitations-
Assay) und gesamten antioxidativen  Kapazitdten (Elektronenspinresonanz-
Spektroskopie). Die Ergebnisse dieser Summenparameter korrelierten ebenfalls mit der
Beschaffenheit des Teekrautes (PartikelgroRe und Blatt-/ Stangelanteil des Teekrautes).
In Handelsproben mit einer feinen PartikelgrofRe (0,3 mm) wurden héhere Werte fir diese
Parameter gemessen. Ein ahnliches Ergebnis resultierte aus hohen Blatt- bzw. niedrigen
Stangelanteilen des Teekrautes. Insgesamt enthielten die C. incanus Handelsproben
hohe Gesamtphenol- und Ellagitanningehalte. Diese phenolischen Verbindungen waren in
C. incanus Tee fur die gesamte antioxidative Kapazitat und damit fir einen Grofteil der
Bioaktivitat verantwortlich. Die absoluten antioxidativen Kapazitdten von insgesamt 22
phenolischen Inhaltsstoffen in C. incanus Tee wurden mittels LC-onlineTEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity) bestimmt. Die Hohe der antioxidativen Kapazitaten
dieser Substanzen war hierbei stark von deren MolekUlstruktur abhangig. Darliber hinaus
wurden 14 identifizierte Substanzen mittels praparativer LC-DAD isoliert und fir weitere

Bioaktivitatstests zur Verfligung gestellt. Unter diesen Substanzen waren Phenolsauren,
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monomere und dimere Flavanole sowie Flavonolglycoside. Die Ergebnisse zu den
Wirkungen dieser Substanzen durfen aus Grunden der Geheimhaltung nicht in der

vorliegenden Arbeit prasentiert werden.

Weiterhin wurden Effekte verschiedener Faktoren aus dem Prozess der Teezubereitung
auf die Konzentrationen bioaktiver Substanzen in C. incanus Tee untersucht. Hierbei
wurden durch hohe Kochtemperaturen (95 °C) die hdchsten Konzentrationen erzielt.
Zudem waren die quantifizierten phenolischen Substanzen bei diesen Temperaturen auch
Uber langere Kochzeiten stabil. Ein Abbau wurde erst ab einer Kochzeit iber 20 min
beobachtet. Einen bedeutenden Faktor bezliglich hoher Konzentrationen bioaktiver
Inhaltsstoffe in C. incanus Tee stellte der Einsatz von mineralstoffarmen Kochwasser
innerhalb der Teezubereitung dar. Eine Verwendung von Mineralwasser fihrte hingegen
beim Abkulhlen des Tees zu einer Komplexierung phenolischer Inhaltsstoffe. Dies zeigte
sich optisch in der Bildung eines Prazipitates sowie eines diinnen Oberflachenfiimes auf
dem Tee (Tea Cream). Fur beide Auspragungen der Tea Cream wurden in C. incanus
Tee hohe gesamte antioxidative Kapazitdten mittels Elektronenspinresonanz-
Spektroskopie nachgewiesen. Fir den wassrigen Uberstand (Tee) resultierte durch
Bildung der Tea Cream eine geringere gesamte antioxidative Kapazitat im Vergleich zu
einem Tee ohne eine solche Komplexierung bioaktiver Substanzen. Weiterhin konnte in
einem Modellversuch zur Stabilitdt von Catechin in Abhangigkeit vom pH-Wert des
Kochwassers sowie der Substanzkonzentration Epimerisierungs- sowie Autoxidations-
reaktionen nachgewiesen werden. Durch die Reaktion von Catechin, insbesondere bei
basischem pH-Wert (pH 11) des Kochwassers und bei vergleichbaren Catechin-
konzentrationen (0,01 mg/mL) wie in C. incanus Tee, wurde eine Epimerisierung zu
Epicatechin sowie eine Autoxidation zu Dehydrodicatechin A beobachtet. Beide
Substanzen wurden auch in C. incanus Tee nach langerer thermischer Behandlung
(60 min bei 95 °C) mit Mineralwasser (pH 7,6) detektiert.

Insgesamt koénnen fur die Zubereitung von C. incanus Tee mit hohen Konzentrationen
bioaktiver Inhaltsstoffe nachfolgende Empfehlungen gegeben werden. Als pflanzliche
Basis fur den Teeaufguss sollte C. incanus Kraut mit hohem Blattanteil sowie feiner
PartikelgroRe eingesetzt werden. Innerhalb der Zubereitung sollte ein mineralstoffarmes
Wasser verwendet werden. Die Kochzeit sollte zusatzlich von der aktuellen Hersteller-
empfehlungen (5 min) auf 20 min erhdéht werden. Darlber hinaus kdnnen hohe
Kochtemperaturen von 95 °C fur C. incanus Tee empfohlen werden. Ein Absinken der

Temperatur wahrend der Zubereitung sollte vermieden werden.
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Within the present work 32 phenolic substances were identified in C. incanus infusions by
the use of LC-DAD-ESI-MS/MS. These compounds included a wide range of phenolic
acids, monomeric and dimeric flavanols, flavonol glycosides as well as ellagitannins.
Further on, 21 of these phenolic compounds were quantified in infusions brewed from
seven commercially available C. incanus herbal teas by LC-DAD. Significant differences
in the concentrations of these substances were the result. These varying contents were
ascribed mainly to the particle size of the herb material and to the processed contents of
leaves and stems therein. A quantification of phenolic substances in sieved (particle sizes:
0.3 mm-2.8 mm) and manually sorted (0 % w/Ww-100 % w/w leaf content) C. incanus
herbal tea samples confirmed this assumption. Furthermore, a method for determining the
real wood content in herbal material for C. incanus infusions was established in this work.
Within this method the cellulose content correlated strongly with the wood content of the
herbal tea samples. Altogether brewing of C. incanus herb with a small particle size
(0.3 mm) resulted in higher concentrations of phenolic substances in the infusion, than
brewing herb with a larger particle size (2.8 mm). Additionally, high leaf or low stem
contents of herbal tea achieved higher concentrations of these compounds in C. incanus

infusions.

In the second part of this work characterizations of the C. incanus infusions, based on
determinations of total phenol contents (Folin-Ciocalteu assay), tannin contents
(methylcellulose precipitation assay) and total antioxidant capacities (electron spin
resonance spectroscopy), were performed. The results for the aforementioned analytical
parameters correlated with the constitution of herb material (particle size and leaf or stem
content) too. In the commercially available C. incanus herbal tea samples with a small
herbal particle size (0.3 mm), higher values were measured for these parameters. Similar
results were observed for high leaf or low stem contents of the herbal material. Altogether
the seven analyzed C. incanus infusions contained high total phenol and high ellagitannin
contents. These phenolic substances were responsible for the total antioxidant capacity
and therewith for most of the bioactivity of C. incanus herbal infusions. By use of
LC-onlineTEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) the absolute antioxidant capacity
of 22 phenolic ingredients of the herbal infusions were determined. The TEAC depended
on the molecular structure of these single compounds. For a further investigation of
bioactivity and potential health benefiting effects, 14 of the identified substances were

isolated by preparative LC-DAD and provided for external analyses. These isolated
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compounds included phenolic acids, monomeric and dimeric flavanols as well as flavonol
glycosides of C. incanus herbal infusions. The results of the external analyses were not

allowed to be shown in the present work due to secrecy reasons.

In the last part of this work the effects of chosen factors of the brewing process on the
concentrations of bioactive substances in C. incanus infusions were investigated. The
highest contents of these compounds were achieved by high temperatures (95 °C) during
the brewing process. In addition these substances were heat-resistant at the described
temperature even for long brewing times. A thermal degradation was not observed before
a brewing time of 20 min. The use of brewing water with low mineral contents was
identified as an important factor in achieving high concentrations of bioactive substances
in C. incanus infusions. The application of mineral water led to a complex formation of
phenolic substances during cooling of the infusions. The result was a tea cream formation
in terms of a precipitate on the base of the cup and a thin film on the surface of the
infusion. For both, precipitate and surface film, high total antioxidant capacities were
proven by electron spin resonance spectroscopy. For the aqueous supernatant (tea) a
much lower antioxidant capacity was measured due to complex formation of bioactive
substances. In infusions without such a tea cream formation higher total antioxidant
capacities were observed. Additionally, in a model test the resistance of catechin against
epimerization and autoxidation was dependent of the pH-value of the brewing water as
well as the substance concentration in the test solution. Through reaction of catechin,
especially at an alkaline pH-value (pH 11) of brewing water and a catechin concentration
of the test solution comparable to C. incanus herbal infusions (0.01 mg/mL), an
epimerization to epicatechin as well as an autoxidation to dehydrodicatechin A was
observed. Both reaction products of catechin were detected in C. incanus herbal infusions

after a prolonged heat treatment (60 min at 95 °C) with mineral water (pH 7.6).

Finally, for the brewing of C. incanus herbal infusions with high concentrations of bioactive
substances the following recommendations can be given. As a basis for the infusion
C. incanus herbal tea with a small particle size and high leaf contents should be applied.
Brewing water with low mineral contents should be used for the preparation of the
infusions. The actual manufacturer’'s recommendation for the brewing time (5 min) should
be increased to 20 min. Additionally, a high brewing temperature of 95 °C should be
recommended for C. incanus infusions and a reduction of temperature during the brewing

process should be avoided.
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Anhang

Anhang

A1 Gerate

LC-DAD-ESI-MS/MS

System/ Typ

UHPLC Ultimate3000 (Dionex GmbH, Idstein)

Pumpe

HPG-3200RS

Autosampler

WPS-3000TRS (Analytical)

Saulenofen

TCC-3000RS

Diodenarraydetektor

DAD-3000RS

Chromeleon 6.8 (Dionex GmbH, Idstein)

Software HyStar 3.2 (Bruker Daltonik GmbH, Bremen)

ESI-MSn amaZon ETD (Bruker Daltonik GmbH, Bremen)
TrapControl 7.0 (Bruker Daltonik GmbH, Bremen)

Software DataAnalysis 4.0 (Bruker Daltonik GmbH, Bremen)

HyStar 3.2 (Bruker Daltonik GmbH, Bremen)

LC-onlineTEAC

System/ Typ Smartline Serie (Knauer GmbH, Berlin)
Manager S5000
Pumpe S1000
Autosampler S3950

Saulenofen Knauer Jet Stream Oven
Diodenarraydetektor (Detektor 1) S2600
Hilfspumpe S100

Ofen fur Reaktionskapillare

Knauer Jet Stream Oven

UV-Detektor (Detektor 2)

52550

Software

Clarity Chrom 3.0.7.622 (Knauer GmbH, Berlin)
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LC-DAD
System/ Typ Smartline Serie (Knauer GmbH, Berlin)
Manager S5050
Pumpe S1000
Autosampler S3950
Diodenarraydetektor S2600

Software

Clarity Chrom 3.0.7.622 (Knauer GmbH, Berlin)

Praparative LC-DAD

System/ Typ

1260 Infinity (Agilent Technologies Deutschland GmbH,
Bdblingen)

Pumpe

1260 Preparative Pump G1361A

Injektion, manuell

1260 Manual Injector G1328C

Diodenarraydetektor

1260 Diode-Array-Detector G1315D

Fraktionssammler

Fraction Collector PS G1364B

Software

OpenLAB Chromatographie Data System (CDS)
ChemStation Edition (Agilent Technologies Deutschland
GmbH, Bdblingen)

Plattenlesegerit

System/ Typ

Synergy HAT (BioTek Instruments GmbH, Bad
Friedrichshall)

Software

Gen5 2.00 (BioTek Instruments GmbH, Bad
Friedrichshall)

Elektronenspinresonanz-Spektrometer

System/ Typ MiniScope MS200 (Magnettech GmbH, Berlin)
Miniscope Control 6.51 (Magnettech GmbH, Berlin)
Software PPBatch Show 2.03 (Magnettech GmbH, Berlin)

Kinetic Show 2.03 (Magnettech GmbH, Berlin)
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Accelerated Solvent Extraction System

System/ Typ

ASE 200 (Dionex GmbH, Idstein)

Software

AutoASE Software (Dionex GmbH, Idstein)

Boratkomplex-Anionenaustauschchromatographie

System/ Typ

UHPLC Ultimate3000 (Dionex GmbH, Idstein)

Pumpe

HPG-3200RS

Autosampler

WPS-3000TRS (Analytical)

Saulenofen

TCC-3000RS

Variabler Wellenlangendetektor

MWD-3000RS

Software

Chromeleon 6.8 (Dionex GmbH, Idstein)

Weitere Gerite

Analysenwaage

1602 004 (Sartorius AG, Gaéttingen)

Gefriertrocknung Alpha 1-4 LSC (Martin Christ GmbH, Osterode)
. RTC basic safety control (IKA Werke GmbH & Co. KG,
Magnetriihrer Staufen)
H-Meter ino Lab Series; Elektrode: SenTix 41 (WTW GmbH,
P Weilheim)
Pipetten Research plus (Volumina: 10-100 pL; 20-200 pyL und
P 100-1000 pL) (Eppendorf GmbH, Hamburg)
Probenkonzentrator Stuart Sample Concentrator SBHCONC/1 (Bibby
Scientific Limited, Stone, UK)
: Laborota 4000 (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Rotationsverdampfer

Schwabach)

Scheibenmihle

Typ T 1000 (Siebtechnik GmbH, Mihlheim)

Siebmaschine

Typ 3D (Retsch GmbH, Haan)

Ultraschallbad

Sonorex Super (Bandelin electronic GmbH & Co. KG,
Berlin)

Vortexmischer

Digital Vortex Mixer (VWR International GmbH,
Darmstadt)

Wasserbad

SW 22 (Julabo GmbH, Seelbach)

Zentrifuge

Centrifuge 5810 R (Eppendorf GmbH, Hamburg)
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A2 Gefahrstoffverzeichnis

Substanz CAS-Nr. Hersteller GHS H-Satze P-Satze
Symbol
ABTS Sigma  Aldrich 315-319- 261-305+
(298 %) 30931-67-0 | chemie gmbH | HS07 | 335 351+338
Aceton 67601 Fisher Scientific | GHS02, | 225:319- | 510201
(ACS reagent) GmbH GHSO07 336 338
L VWR 225-302- 210-280-
(A";Zt(j}g'r::" rade) 75-05-8 International g:ggg 312-319- | 305+351+
9 9 GmbH 332 338
o 280-305+
Ameisensaure Carl Roth | GHS02,
(299 %) 64-18-6 GmbH & CoKG | GHso5 | 226-314 gfg+338'
. Th. Geyer | GHS05, 273-280-
(Azrgr;‘;”'ak 1336-216 | GmbH & Co.| GHSO7, | 2199%% | 3054351+
° KG GHS09 338
. . Dieser Stoff ist gemal der Verordnung
Ammoniumsulfat | 7753902 | APPIiChem (EG) Nr. 1272/2008 nicht als gefahrlich
(299 %) GmbH ,
eingestuft.
Amylase 9000-92-4 | Merck KGaA | GHS08 | 334 2?1-34%
Roche Dieser Stoff ist gemaf der Verordnung
Amyloglucosidase 9032-08-0 Diagnostics (EG) Nr. 1272/2008 nicht als gefahrlich
GmbH eingestuft.

- o . . ... | Dieser Stoff ist gemaR der Verordnung
Bicinchoninsaure Fisher Scientific ) e
(98-100 %) 1245-13-2 GmbH (I_EG) Nr. 1272/2008 nicht als gefahrlich

eingestuft.
Borsaure Fisher Scientific 201-308+
(Ph. Eur.) 10043-35-3 | oo 1 GHS08 | 360FD 313
Catechin Carl Roth 315-319- 261-305+
(~CHR) 154-23-4 GmbH & CoKG | CHS07 | 335 351+338
. . Carl Roth
Calciumchlorid 10043-52-4 | GmbH & Co. | GHSO7 | 319 305+351+
(296 %) 338
KG
Elr(;?(t)”uerr?_hos hat Carl Roth | Dieser Stoff ist gemaf der Verordnung
ydrogenphosp 10039-32-4 | GmbH & Co. | (EG) Nr. 1272/2008 nicht als gefahrlich
Dodecahydrat KG eingestuft
(298 %) '
DMSO Honeywell 305+351+
(anhydrous) 67-68-5 Holding GmbH | CHS07 | 335 338
Carl Roth
. 315-319- 261-305+
0 - -

Ellagsaure (298 %) | 476-66-4 S(anbH & Co. |GHSO7 | .- 3514338
Epicatechin Sigma  Aldrich 315-319- 261-305+
(290 %) 490-46-0 Chemie GmbH | CHS07 | 335 351+338
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GHS

Substanz CAS-Nr. Hersteller Symbol H-Satze P-Satze
Epigallocatechin e Sigma  Aldrich 315-319- 261-305+
(290 %) 970-74-1 | Chemie GmbH | SHS07 | 335 351+338
Epigallocatechin- TransMIT Dieser Stoff ist gemaR der Verordnung
gallat 989-51-5 GmbH (EG) Nr. 1272/2008 nicht als gefahrlich
(98 %) eingestuft.
Carl Roth GHS02 280-305+
Essigsaure (99,9 %) | 64-19-7 GmbH & Co. GHSOS’ 226-314 351+338-
KG 310
. .| GHS02,
Ethanol 64-17-5 Fisher Scientific GHS07, 225-302- 210-260
(ACS reagent) GmbH GHS08 371
Sigma-Aldrich 315, 319, | 281
Ferulasdure (99 %) | 1135-24-6 Chemie GmbH GHSO07 335' | 305+351+
338
. 280-305+
Folin-Ciocalteu _ Merck KGaA | GHS05 | 314 351+338-
eagenz
310
Gallocatechin Sigma  Aldrich 315-319- 261-305+
(298 %) 3371215 | Chemie GmbH | CHS07 | 335 351+338
Gallussaure (98 %) | 149-91-7 | £908 Or9anies | gggy | 315-319- ) 201905+
Dieser Stoff ist gemal der Verordnung
Glucose Carl Roth ; B
(299,5 %) 50-99-7 GmbH & Co KG (I_EG) Nr. 1272/2008 nicht als gefahrlich
eingestuft
. , . Dieser Stoff ist gemal der Verordnung
gﬂ";’/”;cmo”d 7447-40-7 f:;lsst'igg GmbH | EG) Nr. 1272/2008 nicht als gefhrlich
° y eingestuft.
223,
231+232,
Kaliumnitroso- 14293-70-0 Sigma-Aldrich GHS02, 260, 302, | 280,
disulfonat Chemie GmbH | GHSO07 312, 332 370+378,
442,
EUHO014
. 272-302- 220-261-
Ralumperoxo- Sigma  Aldrich | GHS03. | 315.317. | 280-305+
isulfat 7727-21-1 . GHSO07,

o Chemie GmbH 319-334- 351+338-
(299,5 %) GHS08 335 3424311
Kaliumtetraborat ChemPur 201-308+
(99,5 %) 12045-78-2 GmbH GHSO08 360FD 313
Kupfer(II) sulfate Th. Geyer Y 273-305+
pentahydrate 7758-99-8 | GmbH & Co. g:ggg’ g?g_ﬂg 351+338-
(Ph. Eur.) KG 501
L-Asparadinsiure Dieser Stoff ist gemaf’ der Verordnung
h pEurf)?’ 56-84-8 Merck KGaA (EG) Nr. 1272/2008 nicht als gefahrlich

' ' eingestuft.
Maanesiumchlorid Dieser Stoff ist gemal der Verordnung
9 7791-18-6 Merck KGaA (EG) Nr. 1272/2008 nicht als gefahrlich

Hexahydrat (reinst)

eingestuft.
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Substanz CAS-Nr. Hersteller GHS H-Satze P-Séatze
Symbol
Mitsubishi Dieser Stoff ist gemaf der Verordnung
MCI Gel CAO8F - Chemical (EG) Nr. 1272/2008 nicht als gefahrlich
Corporation eingestuft.
VWR GHS02, | 225-301- 210-260-
Methanol .
(gradient grade) 67-56-1 International GHS06, | 311-331- 280-301 +
GmbH GHS08 370 310-311
. . Dieser Stoff ist gemaR der Verordnung
Methylcellulose e Sigma-Aldrich ; A
(Viskositat 1500 cP) 9004-67-5 Chemie GmbH (I_EG) Nr. 1272/2008 nicht als gefahrlich
eingestuft.
Myricetin-3-O- Extrasvnthese Dieser Stoff ist gemal’ der Verordnung
galactosid 15648-86-9 SAS y (EG) Nr. 1272/2008 nicht als gefahrlich
(299 %) eingestuft.
Myricitrin Sigma  Aldrich 315-319- 261-305+
(299 %) 17912-87-7) | Chemie GmbH | C1S07 | 335 351+338
. Carl Roth
Natriumcarbonat 305+351+
(299,5 %) 497-19-8 Sng & Co. | GHS07 319 338
Natriumchlorid VWR Dieser Stoff ist gemaR der Verordnung
o 7647-14-5 International (EG) Nr. 1272/2008 nicht als gefahrlich
(299,5 %) :
GmbH eingestuft.
. . Th. Geyer 280,
P By e 1310732 | GmbH & Co. | GHS05 | 314 305+351+
' ' KG 338, 310
Petrolether GHS02, | 225-304- 210-261-
(40-60 °C) 101316-46-5 Sigma  Aldrich | GHS07, | 315-336- 273-281-
(ACS reagent) Chemie GmbH | GHS08, | 361-373- 301+310-
9 GHS09 | 411 331
Polvamid 6 Macherey- Dieser Stoff ist gemaf der Verordnung
y 63428-84-2 | Nagel GmbH & | (EG) Nr. 1272/2008 nicht als gefahrlich
(0,05-0,16 mm) :
Co. KG eingestuft
.- . . Dieser Stoff ist gemaR der Verordnung
Procyanidin B1 Sigma-Aldrich ; o
(290 %) 20315-25-7 Chemie GmbH (I_EG) Nr. 1272/2008 nicht als gefahrlich
eingestuft
Procyanidin B2 Sigma  Aldrich 315-319- 261-305+
(90 %) 29106-49-8 | cpomie gmbH | SHS07 | 335 351+338
Quercetin Sigma  Aldrich
(298 %) 117-39-5 Chemie GmbH GHS06 301 301+310
Quercetin-3-0O- Siama  Aldrich Dieser Stoff ist gemaf der Verordnung
glucosid 482-35-9 gma (EG) Nr. 1272/2008 nicht als gefahrlich
o Chemie GmbH :
(290 %) eingestuft
Quercitrinx4 H20 Sigma  Aldrich 315-319- 261-305+
(278 %) 208-3225 | Ghemie GmbH | CHS07 | 335 351+338
Rosmarinsaure Sigma  Aldrich | GHSO06, 273-301+
(298 %) 20283-92-5 | cpemie GmbH | GHS09 | 201400 134
Rutinx3 H20 Acros Organics 315-319- 261-305+
(297 %) 250249-75-3 | gypA GHSO7 | 335 351+338
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Substanz CAS-Nr. Hersteller GHS H-Satze P-Satze
Symbol
. VWR 261, 280,
éa;'ij‘;‘“re 7647-01-0 | Intemational | S 150> | 314,335 | 305, 351,
° GmbH 338, 310
. . S 280-305+
Schw;afelsaure 7664-93-9 Fisher Scientific GHSO05 314 351+338-
(>95 %) GmbH 310
Trolox Sigma  Aldrich 315-319- 261-305+
(97 %) 93188-07-1 | chemie GmbH | CMS07 | 335 351+338
Tilirosid PhytoLab Dieser Stoff ist gemaR der Verordnung
o 20316-62-5 | GmbH & Co. | (EG) Nr. 1272/2008 nicht als gefahrlich
(97 %) :
KG eingestuft.
Dieser Stoff ist gemal der Verordnung
Xylose Carl Roth ; B
(>99 %) 58-86-6 GmbH & Co KG (I_EG) Nr. 1272/2008 nicht als gefahrlich
eingestuft.

A3 Formeln und Berechnungen

A3.1 Berechnung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir die Quantifizierung
phenolischer Substanzen (LC-DAD)

Fur die Berechnung der Nachweis- (LOD: Limit of Detection) und Bestimmungsgrenzen

(LOQ: Limit of Quantification)

nach KROMIDAS (2008) wurden Mittelwert und

Standardabweichung des Grundrauschens aus zehn Messpunkten aus sechs LC-DAD-

Messungen eines Methanolblindwertes mittels folgender Gleichungen berechnet:

5 X =l

Sx

x|

XX

n

X =

Mittelwert Peakflachen Blindwerte [mAUxs]

Einzelne Peakflachen Blindwerte [mAUxs]
Anzahl der Peakflachen (60)

Z(xi—f)z
Sx = 1’ n—1

Standardabweichung Peakflachen Blindwerte [mAUxs]
Einzelne Peakflachen Blindwerte [mAUxs]

Mittelwert Peakflachen Blindwerte [mAUxs]

Anzahl der Peakflachen (60)
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AnschlieBend wurden LOD und LOQ mittels folgender Gleichungen fir die

Standardsubstanzen berechnet:

(X +3X8) X Cseq

LOD
Hgtq
L0Q = (x +10 X sy) X Csq
Hgq
LOD Nachweisgrenze Standardsubstanz [mg/mL]
LOQ Bestimmungsgrenze Standardsubstanz [mg/mL]
x Mittelwert Peakflachen Blindwerte [mAUxs]
Sx Standardabweichung Peakflachen Blindwerte [mAUxs]
Cstd Konzentration Standardsubstanz [mg/mL]
Hstq Peakhohe Standardsubstanz [mAU]

A3.2 Berechnung der Konzentrationen phenolischer Substanzen (LC-DAD)

Die Proben wurden jeweils doppelt aufgearbeitet und doppelt vermessen. Die Berechnung

der Konzentrationen der identifizierten Substanzen erfolgte anhand folgender Gleichung:

C _ [(Apr = DIVex X Vree x 100 g x f; X f, X f.
Subst a X mpy X VAliquot gXxXI 2 3

Csubst Konzentration Substanz [mg/100 g Teekraut]

Ap; Peakflache der jeweiligen Substanz in der Probe [mAUxs]

b y-Achsenabschnitt der Regressionsgeraden [mAUxs]

Vex Volumen Probenextrakt (0,004 L)

V7ee Volumen des eingesetzten Kochwassers (45 mL)

a Steigung der Regressionsgeraden [(mAUxs)/(mg/mL)]

Me; Einwaage Teekraut [g]

V aliquot Volumen des Aliquots innerhalb der Probenaufarbeitung (35 mL)
100 g Bezug auf 100 g Teekraut

f4 Verdinnungsfaktor

f, Korrekturfaktor flr Reinheit der Standardsubstanz

fs Korrekturfaktor flr Molekulargewicht (fur strukturell verwandte Substanzen)
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A3.3 Berechnung der relativen Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
(LC-onlineTEAC)

Aus den LC-onlineTEAC Daten wurden die antioxidativen Kapazitaten der identifizierten
Substanzen relativ in pymol Troloxaquivalenten (TE) pro 100 g Teekraut berechnet. Dies

erfolgte mittels nachfolgender Gleichung:

A X c X Vgx X Vy; X Vree X f X 1000
TEACrel _ Sub Trolox Ex Vial ges Tee f % 100g

ATrolox X mpy X VAliquot X VVial Pr

TEAC relative TEAC einer Substanz [umol TE/100 g Teekraut]
Asuw negative Peakflache der Substanz bei 734 nm [mAUxs]
CTrolox Konzentration interner Troloxstandard (1 mmol/L)

Vex Volumen Probenextrakt (0,004 L)

Vvial ges Gesamtvolumen im Vial (150 uL)

Vtee Volumen des eingesetzten Kochwassers (0,045 L)

f Verdinnungsfaktor

1000 Umrechnungsfaktor: mmol auf ymol

ATrolox negative Peakflache des Troloxpeaks bei 734 nm [mAUXxs]
Mp; Einwaage Teekraut [g]

V aliquot Volumen des Aliquots innerhalb der Probenaufarbeitung (0,035 L)
VVial pr Volumenanteil der Probe im Vial (135 pL)

100 g Bezug auf 100 g Teekraut

A3.4 Berechnung der absoluten Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
(LC-onlineTEAC)

Anhand der LC-onlineTEAC Daten wurden die antioxidativen Kapazitaten der
quantifizierten Substanzen absolut in mmol Troloxaquivalenten (TE) pro mmol Substanz

berechnet. Dies erfolgte mittels nachfolgender Gleichung:

ASub X Crrolox X VEX X VVial ges X vTee X f X MSub X100 g

TEAC =
abs ATrolox X Mmpp X VAliquot X VVial pr X Csub
TEAC s absolute TEAC einer Substanz [mmol TE/mmol Substanz]
Asub negative Peakflache der Substanz bei 734 nm [mAUxs]

173



Anhang

CTrolox Konzentration interner Troloxstandard (1 mmol/L)

Vex Volumen Probenextrakt (0,004 L)

WVvial ges Gesamtvolumen im Vial (150 uL)

Vtee Volumen des eingesetzten Kochwassers (0,045 L)

f Verdinnungsfaktor

Msub Molekulargewicht der Substanz [mg/mmol]

ATrolox negative Peakflache des Troloxpeaks bei 734 nm [mAUxs]
Mp, Einwaage Teekraut [g]

V aliquot Volumen des Aliquots innerhalb der Probenaufarbeitung (0,035 L)
VVvial pr Volumenanteil der Probe im Vial (135 L)

100 g Umrechnungsfaktor von cg,, auf mg

Csuwb Konzentration der Substanz [mg/100 g Teekraut]

A3.5 Berechnung des Gesamtphenolgehaltes (Folin-Ciocalteu-Assay)

Die Bestimmung der Gesamtphenolgehalte mittels FC-Assay erfolgte unter Verwendung
einer externen Gallussaurekalibrierung. Die Gesamtphenolgehalte wurden in mg

Gallussaureaquivalenten (GE) pro 100 g Teekraut mittels folgender Gleichung berechnet:

_ ((EPr B EBW) B b) X VEx X Viyent X Vree X f

Cphenol = a X Mp; X Valiquot X Vpr X 10° x100g
Chrhenol Gesamtphenolgehalt [g GE/100 g Teekraut]
Ep, Extinktion der Probe bei 740 nm [Ski]
Egw Extinktion Blindwert bei 740 nm [Ski]
b y-Achsenabschnitt der Regressionsgeraden [Skt]
Vex Volumen Probenextrakt (0,004 L)
Vel Gesamtvolumen im well der Platte (195 L)
Vtee Volumen des eingesetzten Kochwassers (0,045 L)
f Verdinnungsfaktor
a Steigung der Regressionsgeraden [Sktxmg/L]
Mp, Einwaage Teekraut [g]
V aliquot Volumen des Aliquots innerhalb der Probenaufarbeitung (0,035 L)
Vpr Volumen Probe (verdunnt) fur die Messung (20 pL)
10° Umrechnungsfaktor: mg auf g
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100 g Bezug auf 100 g Teekraut

A3.6 Berechnung des Tanningehaltes (Methylcellulose-Prazipitations-Assay)

Die Quantifizierung von Tanninen mittels MCP-Assay erfolgte unter Verwendung einer
externen Epicatechinkalibrierung. Die Tanninkonzentrationen wurden in mg Epicatechin-

aquivalenten (EE) pro 100 g Teekraut mittels folgender Gleichung berechnet:

C o ((AEKP - AEAP) - b) X VEX X VGes X VTee X fx 100
rannin a X mpy X VAliquot X VPr x 10° 8

Cramin Tanningehalt [mg EE/100 g Teekraut]

AE Differenz Extinktion bei 280 nm zwischen Kontroll- (KP) bzw. Arbeitsprobe
(AP) (abztglich des jeweiligen Blindwertes) [Ski]

b y-Achsenabschnitt der Regressionsgeraden [Ski]

Vex Volumen Probenextrakt (0,004 L)

Vies Gesamtvolumen pro Ansatz (1 mL)

Vtee Volumen des eingesetzten Kochwassers (45 mL)

f Verdinnungsfaktor

a Steigung der Regressionsgeraden [Sktxmg/mL]

Me; Einwaage Teekraut [g]

V aliquot Volumen des Aliquots innerhalb der Probenaufarbeitung (35 mL)

Ve: Volumen Probe fir die Messung (0,025 mL)

10° Umrechnungsfaktor: mg auf g

100 g Bezug auf 100 g Teekraut

A3.7 Berechnung der gesamten antioxidativen Kapazitat (Elektronenspinresonanz-

Spektroskopie)

Die mittels ESR-Spektroskopie gemessene antioxidative Kapazitat wird angegeben als
Menge Fremy’s Salz, die von in 100°g Teekraut enthaltenen Antioxidantien umgesetzt
wird. Die Berechnung der antioxidativen Kapazitat erfolgte mittels nachfolgender

Gleichung:

175



Anhang

AK
CFremy
IEnde

IStart

VTee
fy

VAquuot
Mpr

100 g

Vix X Vpee X f1 X f;

c X1
Fremy Ende) % 100 g

AK = (CFremy -

IStart VAliquot X M pr

Antioxidative Kapazitat [Abbau mmol Fremy’s Salz/100 g Teekraut]
Konzentration Fremy’s Salz in der Messkapillare [0,5 mmol/L]
Signalintensitat am Endpunkt der Messung (nach 30 min) [Skt]
Signalintensitat zu Messbeginn (= Blindwert) [Skt]

Volumen Probenextrakt (0,004 L)

Volumen des eingesetzten Kochwassers (0,045 L)

Verdinnungsfaktor

Verdinnungsfaktor = 2 (100 yL der Probe wurden fir die Messung mit

100 pL Puffer versetzt)
Volumen des Aliquots innerhalb der Probenaufarbeitung (0,035 L)
Einwaage Teekraut [g]

Bezug auf 100 g Teekraut

A4 Kalibriergeraden

A4.1 Kalibriergeraden fur die Quantifizierung phenolischer Substanzen (LC-DAD)

Fir die Quantifizierung phenolischer Substanzen in C. incanus Tee mittels LC-DAD

wurden nachfolgende Kalibriergeraden eingesetzt:

Catechin (R?=0,999; y=8362,4x-11,205)

Konzentration 13 63 113 163 213 263 313
[mg/L]
Peakflache 92 531 904 1372 | 1778 | 2185 | 2601
[MAUxs]

Ellagséaure (R*=0,982; y=13869x+46,8)
Konzentration 4 33 63 92 122 180
[mg/L]
Peakfldche
[MAUXs] 57 675 841 1171 1832 2555
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Ferulasaure (R?*=0,997; y=7436,1x+147,52)

Konzentration

2 105 164 224 283 343 402
[mg/L]

Peakflache 233 828 1348 1855 2264 2668 3161
[mAUxs]

Gallocatechin (R?=0,999; y=7344,7x+21,377)

Konzentration

25 98 172 245 319 392 466
[mg/L]

Peakflache 244 746 1238 1768 2378 2919 3454
[mAUxs]

Gallussaure (R?=0,999; y=41571x+58,78)

Konzentration

(ma/L] 3 27 52 76 101 125 150
Peakflache 176 1141 | 2232 | 3255 | 4339 | 5313 | 6198
[mAUxs]

Myricetin-3-O-galactosid (R2=0,999; y=30932x-13,465)
Konzentration 5 10 57 106 153 201 249 297
[mg/L]
Peakflache 140 | 262 | 1739 | 3309 | 4710 | 6264 | 7770 | 9078
[mAUxs]

Myricitrin (R?=0,999; y=25211x+176,97)

Konzentration 7 116 225 334 443 551 660
[mg/L]
Peakflache 160 3058 | 5942 | 8848 | 11341 | 14233 | 16534
[mAUxs]

Procyanidin B1 (R?=0,996; y=14408x-21,694)

Konzentration

e 9 23 36 50 63 77 90
Peakflache 139 270 554 594 903 1091 1290
[MAUxs]

Quercitrin (R?=0,997; y=32396x+27,562)
Konzentration | 7 36 65 94 123 | 151 187
[mg/L]
Peakflache 143 | 226 | 1166 | 2101 | 3045 | 4246 | 4938 | 5960
[mAUxs]

Tilirosid (R?=0,999; y=24350x-94,594)

Konzentration 4 33 61 90 119 148 177
[mg/L]
Peakflache 73 694 1358 2025 2812 3483 4274
[mAUxs]
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A4.2 Gallussaurekalibriergerade fiir die Gesamtphenolbestimmung (Folin-

Ciocalteu-Assay)

Konzentration Gallussaure Extinktion (E) Eprobe—EBglindwert
[mg/L] [Ski] [Skt]
0,0 (Blindwert) 0,047 -
15 0,163 0,116
30 0,275 0,228
45 0,382 0,335
60 0,490 0,442
75 0,597 0,550
90 0,697 0,650
105 0,811 0,764
120 0,913 0,866
135 1,011 0,964
150 1,117 1,070
165 1,223 1,175
180 1,329 1,282

?=0,999; y=0,0071x+0,0151
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A4.3 Epicatechinkalibriergerade fiir die Tanninbestimmung (Methylcellulose-

Prazipitations-Assay)

Konzentration Epicatechin Extinktion (E) Eprobe—EBiindwert
[mg/L] [Ski] [Skt]
0,0 (Blindwert) 0,056 -

25 0,274 0,218

50 0,512 0,456

75 0,756 0,700

100 1,006 0,950

125 1,206 1,150

150 1,449 1,393

175 1,680 1,624

200 1,961 1,905

225 2,129 2,073

R?=0,999; y=0,0094x-0,0083
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Lebenslauf

Entfallt aus datenschutzrechtlichen Griinden.
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