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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit werden FErgebnisse zur Untersuchung von
phenolischen Pflanzeninhaltsstoffen (enantiomere Polyphenole) mittels enantioselek-
tiver Kapillarelektrophorese vorgestellt. Die untersuchten Analyten stammen alle aus
der Klasse der Flavonoide. Fiir diese wurden entsprechende Methoden entwickelt, die
eine Trennung in die einzelnen Enantiomere ermoglichen. Als Methode der Wahl wur-
de die Kapillarelektrophorese eingesetzt. Sie zeichnet sich unter anderem durch ihre
hervorragende Trennleistung aus und ermoglicht eine ziigige Methodenentwicklung
und - optimierung.

Untersucht wurden die monomeren Flavan-3-ole Catechin und Epicatechin. Es gelang,
eine Trennmethode zu entwickeln, die es ermoglicht, innerhalb kurzer Zeit in rein
wissrigem Milieu Catechin und Epicatechin in ihre Enantiomere zu trennen.
Als chirale Selektoren wurden dabei modifizierte Cyclodextrine eingesetzt. Diese Me-
thode wurde auf verschiedene catechin- und epicatechinhaltige Lebensmittel (Frucht-
séfte, Kakao etc.) angewendet.

Bei der Analyse diverser Lebensmittel konnte die in der Literatur vorherrschende
Meinung bestétigt werden, dass aufgrund der Biosynthese in der Pflanze {iberwiegend
(-)-Epicatechin und (+)-Catechin gebildet werden.

In Guarand (Paullinia cupana var. sorbilis KUNTH) liel3 sich jedoch erstmalig das
natiirliche Vorkommen aller Enantiomere von Catechin und Epicatechin nachweisen.
Guarana enthélt neben (+)-Catechin und (-)-Epicatechin somit auch die atypischen
Enantiomere (-)-Catechin und (+)-Epicatechin. So konnte iiber die qualitative
Analyse aller Catechin- und Epicatechin-Enantiomere teilweise ein Zusatz von Gua-
rand in Lebensmitteln nachgewiesen werden.
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Zusammenfassung

Ein weiterer Schwerpunkt der enantioselektiven Analyse von Catechin und Epicatechin
lag bei der Untersuchung dieser Substanzen in verarbeiteten Lebensmitteln.
Catechin und Epicatechin beginnen durch die zeitabhéingige Einwirkung von Tempe-
ratur und/oder alkalischem pH-Wert zu epimerisieren. Diese Reaktion konnte bei der
Untersuchung von Kakao und Kakaoerzeugnissen nachgewiesen werden. Die Bildung
der Epimere wird dabei durch die technologischen Bedingungen wahrend der Kakao-
verarbeitung (Rostung der Kakaobohnen, Alkalisierung der Kakaomasse) induziert.
Uber die Berechnung und den Vergleich der Peakflichenverhiltnisse der Flavan-3-ole
gelang eine Abgrenzung der unterschiedlich technologisch behandelten Kakaoerzeug-
nisse.

In frischem Apfelsaft wurden die natiirlich vorkommenden Flavan-3-ol-Enantiomeren
(+)-Catechin und (-)-Epicatechin nachgewiesen. Da Apfelsaft bei der Herstellung ver-
schiedenen thermischen Behandlungsverfahren ausgesetzt wird, wurden Apfelsifte
ebenfalls wie Kakao auf die atypischen Enantiomere von Catechin und Epicatechin
untersucht. Diese konnten mit der entwickelten Methode jedoch nicht nachgewiesen
werden. Eine Differenzierung von Séaften aufgrund der verschiedenen Behandlungsver-
fahren konnte somit nicht erzielt werden.

Als weitere enantiomere Polyphenole wurden die in Hopfen- und Hopfenprodukten
vorkommenden Prenylflavonoide Isoxanthohumol und 8-Prenylnaringenin mittels
enantioselektiver Kapillarelektrophorese untersucht.

Hierbei gelang erstmalig fiir 8-Prenylnaringenin und Isoxanthohumol die Trennung in
die einzelnen Enantiomere.



Abstract

Different methods for the chiral separation of various flavonoids by capillary electro-
phoresis were developed. A separation was achieved for the monomeric flavan-3-ol-
enantiomers of catechin and epicatechin. The method was applied to a variety of food
samples. As shown in literature, the most food samples contain (-)-Epicatechin and
(+)-Catechin.

For the first time it was proven that the seed of guarana (Paullinia cupana var. sorbi-
lis KUNTH) contain all four flavan-3-ol-enantiomers, (+)- and (-)-catechin and (+)-
and (-)-epicatechin. The natural occurence of all flavan-3-ol-enantiomers was partially
applied for the proof of authenticity of guarana containing products.

Another aim of this work was to determine the alteration of the flavan-3-ol-enantiomers
in processed food. Raw cocoa beans contain (-)-epicatechin and (+4)-catechin as
natural substances. During the cocoa processing, an alteration was observed in the
flavan-3-ol-enantiomeric profile. As a result of the roasting and alkalizing process,
(-)-catechin is generated from (-)-epicatechin by an epimerization reaction. Peak ra-
tios were calculated to distinguish the various cocoa products. By comparison of the
peak ratio of different cocoa products, a differentation in raw and roasted cocoa beans,
alkalized and non-alkalized cocoa powder, respectively was achieved.

In addition different samples of apple juice were analysed to assess epimerisation of
flavan-3-ols caused by different kind of juice processing. Unfortunately, there was no
proof of the atypical flavan-3-ol-enantiomers.

Also, prenylated hop flavonoids were separated using enantioselective CE. For the first
time, a baseline separation was achieved for isoxanthohumol and 8-prenylnaringenine.
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Ziel der Arbeit

Ziel der vorgelegten Arbeit war die chirale Untersuchung von Flavonoiden mittels
Kapillarelektrophorese (CE). Es konnte dabei an friihere Studien aus dem eigenen
Arbeitskreis angekniipft werden, die sich bereits mit der enantioselektiven Analytik
von chiralen Flavonoiden, besonders der Flavanonglykoside beschéftigt haben [36,
371.

Fiir die meisten der in dieser Arbeit zu untersuchenden Substanzen gab es bisher keine
in der Literatur bekannte chirale Trennmethode mittels CE. Somit sollte hier auch ein
Beitrag zur Grundlagenforschung geleistet werden.

Die untersuchten enantiomeren Flavonoide besitzen ein oder mehrere Stereozentren,
d.h. es existiert das dazugehorige enantiomere und im Falle der Flavan-3-ole das epi-
mere Molekdil. Es ist bekannt, dass diese Substanzen in Lebensmitteln im Zuge der Ver-
arbeitung abgebaut werden. Kaum beriicksichtigt wurde bisher, dass die enantiomeren
Flavonoide aufgrund von pH- und Temperaturverdnderungen beim Verarbeitungspro-
zess racemisieren bzw. epimerisieren.

Zur Untersuchung dieser Verdnderungen sollte eine geeignete enantioselektive CE-
Trennmethode entwickelt und angewendet werden. Dariiberhinaus sollte gezeigt wer-
den, dass diese Veranderung zur Uberpriifung der Authentizitidt bzw. des Verarbei-
tungsgrads des untersuchten Lebensmittels herangezogen werden kann. Diese Veran-
derung konnte auch die positiven physiologischen Wirkungen dieser Substanzen, die
in zahlreichen Studien belegt sind, beeinflussen. Durch die vorliegende Arbeit sollte
gerade auf dem Gebiet der chiralen Analytik der Flavonoide neue Erkenntnisse ge-
wonnen werden, die auch zum besseren Verstidndnis der Bioverfiigbarkeit beitragen
konnen.
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Teil I.

Grundlagen






1. Flavan-3-ole

1.1. Catechin und Epicatechin

Die Flavan-3-ole Catechin und Epicatechin sind aus zwei Benzen-Ringen (A und B-
Ring) und einem Pyran-Ring (C-Ring) aufgebaut. Aufgrund des Fehlens einer
Doppelbindung am C-2/C-3 des C-Rings besitzen Flavan-3-ole zwei nebeneinanderlie-
gende Stereozentren. Die Stellung des Phenylrings am C-2 und der Hydroxygruppe am
C-3 ist bei Catechin trans-konfiguriertc. Bei Epicatechin liegt eine cis-Konfiguration vor
(s. Abb.[1.). Daraus lasst sich ableiten, dass von Catechin und Epicatechin die jewei-
ligen enantiomeren Verbindungen existieren. Durch Anderung der Konfiguration am
C-2 kommt es zur Bildung des jeweiligen Epimers. (4)-Catechin epimerisiert zu (+)-
Epicatechin und (-)-Epicatechin epimerisiert zu (—)-Catechin [[15] 28]].

1.2. Vorkommen von (+)-Catechin und (-)-Epicatechin

Catechin und Epicatechin kommen in sehr vielen pflanzlichen Lebensmitteln vor. Diese
werden aufgrund der Biosynthese in der Pflanze fast ausschlieBlich als (+)-Catechin
und (-)-Epicatechin gebildet (s. Kap. [2). Catechin und Epicatechin finden sich in gro-
Beren Mengen vor allem in Kakao, Tee und Weintrauben, aber auch in Guarana.
AufSerdem kommen sie in heimischen Stein- und Kernobstfriichten vor [[7} [14], [44].
Betrachtet man die Gehalte in verschiedenen Lebensmitteln, so fallt auf, dass
(-)-Epicatechin das vorherrschende Flavan-3-ol-Enantiomer ist (s. Tab. . Flavan-3-
ole stellen dariiberhinaus die Grundeinheiten der oligomeren Proanthocyanidine und
der Tannine dar (s. Kap. . AuBerdem findet man sie oft mit Gallussaure verestert vor



1. Flavan-3-ole

(-)-Catechin (2S, 3R) (+)-Epicatechin (2S, 3S)

Abbildung 1.1: Grundstruktur der Flavan-3-ole und monomeren Enantiomere von Catechin
und Epicatechin

(z.B. Epigallocatechingallat in Tee) [45].

1.3. Vorkommen der atypischen Flavan-3-ol-Enantiomere

Im Gegensatz zu (+)-Catechin und (-)-Epicatechin kommen ihre 2S-konfigurierten
Enantiomere (-)-Catechin (2,3 -trans) und (+)-Epicatechin (2,3 -cis) (s. Abb. in
der Natur sehr selten vor. Bisher konnten sie in einigen Palmenspezies (z.B. Phoenix ca-
nariensis L. Arecaceae) nachgewiesen werden [23]]. Man findet sie dabei entweder frei
vorliegend oder auch als Untereinheiten der Proanthocyanidine. Als Proanthocyanidin-
Untereinheiten konnten sie u.a. in Pflanzenteilen der Typhaceae, Musaceae und
Strelitziaceae identifiziert werden. Auch hier zeigte sich, wie schon bei den Palmen
nachgewiesen, dass die Proanthocyanindin-Untereinheiten aus Epicatechin bestanden,
bei denen {iberwiegend die 2S- Konfiguration vorlag. Wie noch in Kap. erlautert
wird, enthélt auch Guarana (Paullinia cupana var. sorbilis KUNTH, Sapindaceae) neben
(+)-Catechin und (-)-Epicatechin, die atypischen Enantiomeren (-)-Catechin und
(+)-Epicatechin [58].



1.4. Epimerisierung der Flavan-3-ole

(+)-Catechin (-)-Epicatechin  Gesamtflavanole
Schokolade (60 % Kakao) 132,4 327,4 459,8
Milchschokolade (30 % Kakao) 38,3 124, 9 163, 2
Schokoriegel 21,7 62,5 82,2
schwarzer Tee Earl Grey 6,2 15,1 139,1
blaue Trauben 89,4 86,4 203,9
Apfel Jona Gold (mit Schale) 4,0 67,1 71,1
Apfel Jona Gold (ohne Schale) 2,8 48,3 51,2
Erdbeeren 44,7 n.b. 44,7

Tabelle 1.1: Flavan-3-ol-Gehalte (in mg/kg) in Lebensmitteln [7]
1.4. Epimerisierung der Flavan-3-ole

Flavan-3-ole zeigen unter Einwirkung von alkalischem pH-Wert und/oder Hitze die
Tendenz zu epimerisieren. Wie die Abb.[1.2|und [1.3|zeigen, epimersisiert (+)-Catechin
zu (+)-Epicatechin und (-)-Epicatechin zu (-)-Catechin [45]]. Es handelt sich dabei um
eine Gleichgewichtsreaktion.

OH OH

OH OH
(+)-Catechin (2R,3S) (+)-Epicatechin (25,35)

Abbildung 1.2: Epimerisierungsreaktion von (+)-Catechin
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Abbildung 1.3: Epimerisierungsreaktion von (—)-Epicatechin

1.5. Funktionen der Flavonoide in der Pflanze

Flavonoide konnen in der Pflanze verschiedene Aufgaben {ibernehmen. Sie fungieren
als Signalmolekiile bei Pflanzen, die in Symbiose mit Mikroorganismen leben oder tra-
gen aktiv zum Schutz der Pflanze vor umweltbedingten Stressfaktoren bei, wie z.B.
gegen UV-Strahlung [92].

Die atypischen Flavan-3-ol-Enantiomeren (-)-Catechin und (+)-Epicatechin sind in
der Natur sehr selten zu finden. Folglich ist ihre Bedeutung und Funktion in Pflanzen
im Gegensatz zu anderen Flavonoiden kaum erforscht [92].

Eine Ausnahme bildet die Flockenblume (Centaurea maculosa L., Lamiaceae).

Diese Kornblumenart, die Mitte des 18. Jahrhunderts von Europa nach Amerika ein-
geschleppt wurde, zeigt ein ausgesprochen invasives Verhalten. Da die Pflanze von
Tieren nicht gefressen wird, fehlen die natiirlichen Feinde. 1988 waren in Nord Ame-
rika 2,8 Millionen Hektar von C. maculosa bedeckt. Heimische Pflanzenarten, wie z.B.
Gréser wurden vollkommen verdréngt.

Vivanco et al. untersuchten in den letzten Jahren die Griinde fiir diese starke Aus-
breitung von C. maculosa. Es gelang, die dafiir verantwortlichen Substanzen zu iden-
tifizieren und das phythotoxische Verhalten weitgehend aufzukldren [9]. Es konnte
beobachtet werden, dass sich im Erdreich um die Pflanze ein Bereich bildet, in dem
es anderen Pflanzen nicht moglich ist zu tiberleben. Die Pflanze muss also eine Sub-
stanz abgeben, die eine phytotoxische Wirkung auf die umgebenden Pflanzen hat. Die-
ses Verhalten wird auch als Alleopathie bezeichnet. Durch entsprechende Isolierung
aus den Wurzeln und Bodenproben konnte durch Fraktionierung mittels HPLC und
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strukturaufkldrenden Methoden ermittelt werden, dass C. maculosa in ihren Wurzeln
racemisches (+/—)-Catechin bildet, das in den Boden abgegeben wird [11[98]]. Weite-
re Tests zeigten, dass die Phytotoxizitét allein von (-)-Catechin ausgeht. (-)-Catechin
dringt dabei iiber die Wurzelspitze in die andere Pflanze ein und fungiert dort als
Ausloser fiir die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies. Es folgt ein Anstieg der Ca’*-
Ionen-Konzentration im Cytoplasma der Pflanzenzellen, was zu einer Ubersiuerung
und schlief3lich zum Zelltod fiihrt. Es konnte hierbei erstmalig die Bioaktivitdt von
(-)-Catechin beschrieben werden. Die Untersuchung des ebenfalls von C. maculosa
gebildeten (+)-Catechin zeigte keine der beschriebenen phytotoxischen Reaktionen.
(+)-Catechin konnte nur eine antimikrobielle Wirkung nachgewiesen werden. Zusétz-
lich zu (+)- und (-)-Catechin wurden auch andere Flavonoide auf ihr allelopathisches
Potential untersucht. (—)-Epicatechin, das fast ubiquitédr im Pflanzenreich anzutreffen
ist, konnte dabei keinerlei schiddigende Wirkung nachgewiesen werden.
(+)-Epicatechin zeigte hingegen eine starke phytotoxische Wirkung auf alle geteste-
ten Keimlinge. Obwohl C. maculosa resistent gegen das eigene gebildete (-)-Catechin
ist, konnte bei der Gabe von (+)-Epicatechin ebenfalls ein phytotoxischer Effekt beob-
achtet werden.

Diese Experimente mit den einzelnen Flavan-3-ol-Enantiomeren zeigen, wie unter-
schiedlich die Wirkung von Enantiomeren bzw. Epimeren sein kann. Die phytotoxi-
sche Wirkung scheint dabei auf die 2S-Konfiguration zuriickzufiihren zu sein. Es ist
nicht geklart, wie die Biosynthese des racemischen Catechins in C. maculosa ablauft.
Zum einen konnte hierfiir eine Abweichung im Biosyntheseweg der Flavan-3-ole der
Grund sein (s. Kap. [2.3), zum Anderen ist nicht auszuschlieRen, dass in C. maculosa
auf {iblichem biosynthetischen Wege (+4)-Catechin gebildet wird, welches dann wéh-
rend des Exudierungsvorganges durch noch unbekannte Faktoren (Enzyme, pH-Wert-
Verdnderung) racemisiert oder aus (-)-Epicatechin epimerisiert [10].
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1.6. Physiologische Wirkungen der Flavan-3-ole

Die monomeren Flavan-3-ole Catechin und Epicatechin werden in zahlreichen Publi-
kationen positiv diskutiert. Thnen werden positive physiologische Eigenschaften nach-
gesagt. Diese konnten vor allem in in vitro Experimenten nachgewiesen werden. Ob
sich diese Ergebnisse auch auf den menschlichen Organismus iibertragen lassen, muss
grofStenteils noch geklart werden. Der Trend der Forschung geht hier eindeutig in Rich-
tung der Untersuchung ihrer protektiven Eigenschaften gegeniiber den sogenannten
Volkskrankheiten, wie kardiovaskuldren Erkrankungen und Krebs [134} (62} [95]]. Dazu
zahlen alle krankhaften Verdnderungen des Herzens, der Blutgefaf3e, Venenerkrankun-
gen und Blutdruckverdnderungen. Hierbei konnte in vitro eine Verbesserung der Endo-
thelfunktion, antioxidative, antiinflammatorische, antithrombotische sowie blutdruck-
regulierende und lipoproteinmodulierende Eigenschaften festgestellt werden. Hinsicht-
lich der protektiven Eigenschaften von Catechin und Epicatechin auf Krebsentstehung
und Krankheitsverlauf wurden antimutagene und antiproliferative Wirkungen nachge-
wiesen [8, 122} [29] 30, [32],[41]]. Die flavan-3-ol-reichen Lebensmittel, wie Tee, Wein und
Kakao stehen hier vor allem gerade in der Diskussion. Neuere Untersuchungen zur
Bestimmung der molekularen Eigenschaften von (+)-Catechin und (-)-Epicatechin
zeigen ein fast gleiches antioxidatives Potential, aber einen Unterschied in der antioxi-
dativen Kapazitdt. So werden in beiden Molekiilen bei nucleophiler, elektrophiler und
radikalischer Reaktion unterschiedliche C-Atome angegriffen. Dieses Phdnomen wird
auf die Stellung der OH-Gruppe am C-3 des C-Rings zuriickgefiihrt [39].

1.6.1. Bioverfugbarkeit von (+)-Catechin und (-)-Epicatechin

Der erste und wohl entscheidende Schritt, eine klare Aussage iiber die physiologische
Wirkung der Flavan-3-ole zu erhalten, ist die Bestimmung der Bioverfiigbarkeit.

(+)-Catechin und (-)-Epicatechin werden durch die Darmwand resorbiert. Bei ihrer
Absorption werden sie in transportfdhige Metabolite umgewandelt. Bisher konnte vor
allem im Tierexperiment nachgewiesen werden, dass die Flavan-3-ole im Organismus
sulfatiert, glucuronidiert oder sulfoglucuronidiert werden. Zusétzlich kann auch eine
Methylierung erfolgen. Diese Metabolite werden nach einer bestimmten Verweildauer



1.6. Physiologische Wirkungen der Flavan-3-ole

im Korper durch den Urin teilweise wieder ausgeschieden [[73] [74,[96].
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1.6.2. Physiologische Wirkungen der atypischen
Flavan-3-ol-Enantiomere

Uber die physiologischen Eigenschaften der monomeren atypischen Flavan-3-ol-En-
antiomeren wurden bisher nur wenige Studien durchgefiihrt. Man nahm lange Zeit
an, dass sie aufgrund ihres geringen Vorkommens fiir den menschlichen Organismus
nicht von Bedeutung wéren [[19].

Beim Vergleich der Wirkung von (+)- und (-)-Catechin auf den Glykogenmetabolis-
mus von Rattenleberzellen konnte in vitro gezeigt werden, dass (+)-Catechin die Gly-
kogenproduktion anregt, wahrend (-)-Catechin diese inhibiert [75]]. Wie bereits in
Tab. aufgefiihrt, enthélt gerade Kakao einen hohen Anteil an monomeren Flavan-
3-olen. Seitens der Industrie besteht ein grofSes Interesse, Schokoladenerzeugnisse
mit einer gesundheitsfordernden Wirkung auszuloben, da Kakaoprodukte bisher auf-
grund ihres nicht unerheblichen Fett- und Kohlenhydratgehaltes nicht als ,,Wellness-
Produkte“ verkauft wurden. In einer Studie, bei der die Bioverfiigbarkeit von
(+)-Catechin und (-)-Catechin mittels Perfusionstests an einem Rattenmodell unter-
sucht wurde, konnte gezeigt werden, dass (-)-Catechin, im Gegensatz zu (+)-Catechin,
zehnmal schlechter resorbiert wird [25]]. Eine andere Studie zeigte keinen signifikan-
ten Unterschied in der Bioverfiigbarkeit der Flavan-3-ol-Enantiomere bzw. der Epime-
re. Dies wird mit der Instabilitdt der Flavan-3-ole im basischen Milieu des Gastrointesti-
naltraktes begriindet [105]. Diese Untersuchungen standen vor dem Hintergrund der
nachgewiesenen Bildung von (-)-Catechin wihrend des Kakaoprozesses [[25]. Uber
die Bioverfiigbarkeit von (+)-Epicatechin im Vergleich zu (-)-Epicatechin sind bisher
noch keine Studien veroffentlicht [63} 20].

Es besteht aber aufgrund der nachgewiesenen positiven physiologischen Wirkungen
von (-)-Epicatechin ein grof3es Interesse, so viel wie moglich der natiirlichen Flavan-
3-ole in der Schokolade zu erhalten. Der Verlust an Flavonoiden wahrend der Kakao-
verarbeitung soll durch entsprechende Massnahmen kontrolliert werden. Es wurden
mittlerweile sogar bestimmte Prozessparameter (Temperatur/pH-Wert) patentiert, die
die Epimerisierung der Flavan-3-ole weitgehend verhindern sollen [43],[99]].

Auf dem amerikanischen Markt ist bereits eine ganze Produktlinie von Kakaoerzeugnis-
sen erhaltlich, die mit positiven Wirkungen gegeniiber cardiovasculdren Erkrankungen
wirbt [3]. In Deutschland ist eine solche krankheitsbezogene Werbung bisher verboten.
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2. Biosynthese der Flavan-3-ole

Der entscheidende Schritt in der Biosynthese aller Flavonoide ist die Reaktion von
4-Cumaroyl-CoA mit drei Einheiten Malonyl-CoA. Dabei wird durch das Enzym Chal-
konsynthase (CHS) Naringenin-Chalkon gebildet (s. Abb. [2.1)). Katalysiert durch die
Chalkonisomerase (CHI) entsteht durch Ringschluss am C-2 des C-Rings Naringenin.
Dieses weist die typische Grundstruktur der Flavonoide auf. Aul3erdem entsteht durch
diesen Ringschluss am C-2 des C-Rings ein chirales Zentrum. Naringenin stellt dem-
nach das zentrale Substrat fiir die Biosynthese aller Flavonoide dar.

Naringenin reagiert - katalysiert durch die Flavonoid-3 ’-Hydroxylase (F3 "H)- zu Erio-
dictyol. In einem weiteren Schritt entsteht nun durch die Flavanon-3-f-Hydroxylase
(F3H) Dihydroquercetin. Bei diesem Schritt wird am C-3 des C-Rings ein weiteres chi-
rales Zentrum gebildet. Dihydroquercetin weist schon die 2,3-trans Konfiguration auf,
die spater auch (+)-Catechin besitzt. Durch das Enzym Dihydroflavonol 4-Reductase
(DFR) reagiert Dihydroquercetin zum 2,3-trans-3,4-cis-Leucocyanidin. Hierbei wird
noch iibergangsweise ein drittes chirales Zentrum am C-4 des C-Rings gebildet [91]].

2.1. Biosynthese von (+)-Catechin

Zur Synthese von (+)-Catechin wird ausgehend von 2,3-trans-3,4-cis-Leucocyanidin
- katalysiert durch die Leucocyanindin-Reductase (LAR)-das Flavan-3-ol (+)-Catechin
gebildet. Dies weist die erwédhnte 2,3-trans-Konfiguration auf.

11
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Abbildung 2.1: Biosynthese der Flavan-3-ole; CHS: Chalkon-Synthase; CHI: Chalkon-Iso-
merase; F3’H: Flavanoid-3'-Hydroxylase; F3H: Flavanon-3-Hydroxylase,
DFR: Dihydroflavonol-Reduktase; LDOX: Leukocyanidin-Dioxygenase (Antho-
cyanidin-Synthase); BAN: BANYULS-Protein oder Anthocyanidin-Reduktase;
12 LAR: Leucoanthocyanidin-Reduktase [91]



2.2. Biosynthese von (-)-Epicatechin

2.2. Biosynthese von (-)-Epicatechin

Die Biosynthese von (-)-Epicatechin verlduft ausgehend von 2,3-trans-3,4-cis-Leuco-
cyanidin nicht wie bei (+)-Catechin iiber einen, sondern iiber mehrere Reaktions-
schritte. Diese sind notwendig, da zur Bildung von (-)-Epicatechin eine Anderung der
Konfiguration am C-3 des C-Rings erfolgen muss. Aus 3-trans-3,4-cis-Leucocyanidin
wird-katalysiert durch die Leucocyanidin-Dioxygenase (LDOX)-Cyanidin gebildet.

Bei dieser Reaktion werden alle drei chiralen Zentren eliminiert. Katalysiert durch das
BANYULS-Protein (BAN), einer Anthocyanidin-Reduktase, welche zwei Aquivalente
Wasserstoff liefert, wird sowohl am C-2 als auch am C-3 des C-Rings ein Stereozen-
trum gebildet. Aus Cyanidin bildet sich (-)-Epicatechin, welches im Gegensatz zu sei-
nem Epimer (+)-Catechin 2,3-cis konfiguriert ist. Die cis-Konfiguration ist aufgrund
der Stellung des Phenylrestes und der Hydroxyl-Gruppe eine sterisch und thermo-
dynamisch ungiinstige. Trotzdem ist (-)-Epicatechin das am haufigsten vorkommen-
de Flavan-3-ol-Enantiomer. Es lasst sich deshalb vermuten, dass zu dessen Bildung
mehrere enzymatische Schritte notwendig sind, um diese hohere Bildungsenergie auf-
zubringen.

Genauere Untersuchungen der jeweiligen Enzyme zeigten die stereospezifischen
Mechanismen auf [12, [104]. So ist die Leucoanthocyanidinreductase (LAR) nur in
der Lage, Leukopelargonidin zu Afzelechin und Leukodelphinidin zu Gallocatechin
reagieren zu lassen. Das BANYULS Protein ist nur in der Lage 2,3-cis konfigurierte
Molekiile zu bilden und keine 2,3-trans Konfiguration. Durch Supressionsversuche
mit den einzelnen Flavan-3-ol-Enantiomeren konnte gezeigt werden, dass LAR aus-
schliel8lich auf (+)-Catechin reagiert, nicht aber auf (-)-Epicatechin, (-)-Catechin oder
(+)-Epicatechin [[77].
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2.3. Biosynthese der atypischen Flavan-3-ol-Enantiomere

Die Biosynthese von (-)-Catechin und (+)-Epicatechin ist bisher kaum untersucht wor-
den. Da in Palmen neben (+)-Epicatechin auch dessen Epimer (+)-Catechin nachge-
wiesen wurde, muss eine Epimerisierung erfolgen. Es wird angenommen, dass dieser
Reaktionsschritt iiber eine enzymatisch gesteuerte Reaktion am C-2 des Pyran-Rings er-
folgt, bei der sich dieser offnet und aus einer 2R 2,3-cis Konfiguration
(z.B. (+)-Catechin) eine 2S 2,3-trans Konfiguration (z.B.(+)-Epicatechin) resultiert.
Diese Reaktion soll iiber einen C-2-Epimerase-Enzymkomplex katalysiert werden

(s. Abb. [2.2) [26, [45].

2,3-cis nach Ellis et al. 1982

Abbildung 2.2: Vorgeschlagener Mechanismus der Biosynthese der atypischen Flavan-3-ol-
Enantiomere; X: unbekanntes Enzym; B: Elektronendonator

Der vorgeschlagene Epimerase-Enzymkomplex wurde noch nicht identifiziert. Hier-
bei soll aber darauf hingewiesen werden, dass das Vorkommen von (-)-Catechin und
(+)-Epicatechin nicht typisch fiir eine bestimmte Pflanzenfamilie ist. So konnten in der
Bethel Nuss (Areca catechu L. Arecaceae), die auch zur Familie der Palmen gehort, keine
frei vorliegenden atypischen monomeren Flavan-3-ol-Enantiomere nachgewiesen wer-
den. Es wurden dabei auch keine Proanthocyanindine mit Untereinheiten identifiziert,
die aus atypischen Flavan-3-ol-Enantiomer-Untereinheiten bestanden. Fiir diese Pflan-
zenfamilie fehlen bisher Untersuchungen der beteiligten Gene, die diese bestimmten
Enzyme exprimieren [26].
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3. Guarana

3.1. Botanik

Guarana (Paullinia cupana var. sorbilis KUNTH) gehort zur Familie der Sapindaceae
(Seifenbaumgewaéchse). Diese Lianenart ist im siidamerikanischen Regenwald behei-
matet. Der hier aufgefiihrte botanische Name entspricht der kultivierten Art, die in
Brasilien angebaut wird. Im Gegensatz dazu existieren noch bestimmte Wildformen,
wie die P. yoco, DUCKE. Fiir die hier durchgefiihrten Untersuchungen wurde aus-
schlieflich die kultivierte Form P. cupana var. sorbilis KUNTH verwendet. Sie wird
ca. 1,20 m hoch und besitzt etwa 30 cm lange, flinfteilige Fiederblatter mit kleinen
weillen Bliiten.

In den haselnuf3grof3en orange-roten Kapselfriichten befinden sich, umschlossen von
einem weilen Arillus, in der Regel ein bis drei dunkelbraune Samen (s. Abb. [3.1).
Die Pflanze wéchst sehr langsam und beginnt erst nach dem dritten Jahr Friichte zu
tragen [|64].

3.2. Verarbeitung und Verwendung

Guarana wurde traditionell von den Indianern Siidamerikas als anregende Droge ver-
wendet. Mit ihrer Endeckung durch Missionare wurde sie im 18. und 19. Jahrhundert
auch in Europa bekannt. Populdr wurde sie jedoch in Europa Anfang der 90er Jahre
des 20. Jahrhunderts. Bei der Verarbeitung der Guaranafriichte ist nur der coffeinhalti-
ge Samen von Bedeutung. Zu dessen Gewinnung werden die Guaranafriichte als erstes
einer Fermentation unterzogen, bis sich die Samen aus der Kapsel und dem umgeben-
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Abbildung 3.1: Guaranéfriichte

den Arillus 16sen.

Die nachfolgende Trocknung zur Gewinnung der Samen kann auf drei verschiedene
Arten erfolgen:

1. Traditionelle Trocknung: Bei der traditionellen Trocknung werden die Samen
iiber offenem Feuer mehrere Stunden getrocknet und gleichzeitig gerostet.

2. Lufttrocknung: Beim Lufttrocknen werden die Samen {iiber vier Tage in der
Sonne getrocknet.

3. Heifllufttrocknung: Die schnellste Art ist die Heif3luftrocknung, bei der die Sa-
men 15 Minuten lang heil3er Luft ausgesetzt werden. Dies hat den Vorteil, dass
hier die Guarandsamen schnell und gleichméRig getrocknet werden.

Danach wird die Samenschale entfernt und die so erhaltenen Samen zu einem Pul-
ver zermahlen. Bei der urspriinglichen Form der Weiterverarbeitung wird das Samen
pulver mit Wasser versetzt und zu einer Paste verarbeitet, die zu kleinen Stangen ge-
formt wird. Diese werden wiederum {iber Feuer langsam getrocknet. Von diesen Gua-
ranastangen werden Stiicke abgeschnitten und mit heillem Wasser zu einem Getrank
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verarbeitet. Zur industriellen Weiterverarbeitung wird das Pulver meistens direkt ein-
gesetzt oder zu einem Sirup gekocht. Aufferdem kann daraus ein Extrakt hergestellt
werden, der vor allem in der Getrédnkeindustrie Verwendung findet. Dabei mochte
man vor allem eine hohen Coffeinanteil erzielen. Zur Extraktgewinnung werden die
iiblichen Methoden der Coffeinextraktion eingesetzt. Hierbei sind unter anderem die
Extraktion mit Ethanol-Wasser (95:5, v+v), iiberkritschem Kohlendioxid, Ethylacetat
und Methylenchlorid zu erwdhnen [64, (97]. Aufgrund des hohen Coffeingehalts von
4-6 %, ist die Guarandnachfrage in den letzten 10-15 Jahren enorm gestiegen. Gua-
rana findet heute vor allem in Nahrungsergdnzungsmitteln und Erfrischungsgetrédnken
Verwendung. In Nahrungsergdnzungsmitteln wird Guarand in Pulverform, fiir Erfri-
schungsgetrdanke wird Guarana-Extrakt eingesetzt [97].

3.3. Inhaltsstoffe

Guarana ist fiir die Lebensmittel- und Pharmaindustrie deshalb so interessant, weil es
drei bis viermal so viel Coffein enthélt wie Kaffee. Der Coffeingehalt variiert hierbei je
nach der Verarbeitung der Guarandsamen.

Weiterhin finden sich in Guarandsamen die Purinalkaloide Theobromin und Theophyl-
lin sowie Saponine und Mineralstoffe [97]. Von den 12 % Gerbstoffen sind {iber 10 %
Proanthocyanidine. Catechin ist dabei mit 5-7 %, Epicatechin mit 3-4 % vertreten. Der
genaueren Zusammensetzung der Flavonoidfraktion wurde bisher wenig Beachtung
geschenkt. In einer neueren Untersuchung konnten die Procyanidine By, By, B3, B4, A
und C; identifiziert werden [6), [106]. Auferdem fanden sich eine Reihe von Terpenen
im Ol der Samen [[69}[97]. Tabelle gibt einen Uberblick iiber die Hauptinhaltsstoffe.
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3. Guarand

Gehalt in %

Wasser 6,6
Protein 14,1
Fett 2,0
Asche 1,61
Ballaststoffe 34,3
Kohlenhydrate 48,0
Coffein 4,1
Tannin gesamt 12,1
Proanthocyanidine 10,7
Catechin 6,0
Epicatechin 3,8

Tabelle 3.1: Inhaltsstoffe von Guaranasamen

3.4. Physiologische Wirkungen

Neben der stimulierenden Wirkung des Coffeins, das bei lingerer Gabe auch anti
depressive Eigenschaften aufweist, wurde vor allem die antioxidative und antimikro-
bielle Wirkung von Guarand untersucht [[76]. Neuere Studien beziiglich der antimikro-
biellen Eigenschaften von Guarandextrakten zeigen teilweise widerspriichliche Ergeb-
nisse.

Einerseits konnte eine antimikrobielle Wirkung unter anderem auf Escherichia coli
und Bacillus cereus sowie auf Aspergillus niger beobachtet werden [66]]. Andererseits
wurde in einer Studie Coffein, Catechin, Epicatechin und Procyanidin B,, B; und By
aus Guarandsamen isoliert und jeweils auf ihre antimikrobielle Wirkung gegen Sta-
phyllococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli und Pseudomonas aeruginosa un-
tersucht. Hierbei konnte jedoch bis zu einer Konzentration von 1000 ug Flavonoid/ml
keinerlei antimikrobielle Aktivitdt beobachtet werden [6]]. Weiterhin wurde eine pra-
ventive Wirkung der Tanninfraktion gegeniiber Streptococcus mutans nachgewiesen,
der als Hauptverursacher fiir Karies verantwortlich ist [106].
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4. Kakao und Kakaoerzeugnisse

4.1. Kakao

Als Kakaobohnen bezeichnet man die vom Fruchtfleisch befreiten, unfermentierten
oder fermentierten rohen Samen des Kakaobaumes (Theobroma cacao L.). Dieser zahlt
zur Familie der Sterculiaceae, stammt urspriinglich aus Stidamerika, wird aber heute
in den gesamten feuchtheilen Tropen angebaut. Man unterscheidet bei Kakao zwei
Hauptsorten. Diese sind der Criollo- und der Forastero-Kakao. Criollo ist dabei die
aromatischere, aber auch die empfindlichere Sorte, wohingegen Forastero weniger aro-
matisch, aber robuster und somit ertragreicher ist. Diese beiden Hauptsorten sind be-
liebig kreuzbar. Generell wird Kakao nach seiner geographischen Herkunft, dem Rein-
heitsgrad und nach der Stufe der Zubereitung eingeteilt. Man unterscheidet ,,Edelsor-
ten“ (z.B. aus Ecuador und Trinidad) und sogenannte , Konsumsorten“ (z.B. aus Elfen-
beinkiiste und Brasilien). Der Kakaobaum tragt 15-25 cm lange und 7-10 cm breite gur-
kenférmige Friichte (botanisch gesehen sind es Beeren). Diese enthalten in ihrem Inne-
ren 25-50 Samen, die von einer weif3en Fruchtpulpe umschlossen werden. Unter der
Samenschale der Kakaobohnen liegt der Keimling, der aus zwei Keimbléttern und ei-
nem Wiirzelchen besteht. Die Produktion von Kakao und Kakaoerzeugnissen ist heute
ein nicht zu unterschitzender Wirtschaftsfaktor. Allein im Erntejahr 2005/2006 wur-
den 3,6 Millionen Tonnen Kakaobohnen geerntet. Die Hauptanbauldnder sind Elfen-
beinkiiste, Ghana, Indonesien, Nigeria, Kamerun, Brasilien und Ecuador. Deutschland
gehort mit 409 000 Tonnen (2004/2005) neben den Niederlanden und den USA
zum drittgrof3ten Hersteller fiir Kakao und Kakaoerzeugnisse. Mit einem Pro-Kopf-
Verbrauch von 9,1 kg Schokolade (2004) liegt Deutschland hinter der Schweiz an der
Spitze [5].
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Im Gegensatz zu Kaffee und Tee wird Kakao nicht als wéssriger Auszug, sondern als
Substanz verzehrt [14]. Wie Tab. zeigt, enthalten alle Kakaoerzeugnisse neben
den anregenden Alkaloiden (v.a. Theobromin) grof3e Mengen an Nahrstoffen wie Fett,
Kohlenhydrate und Eiweil3.

Betrachtet man die Minorkomponenten so sind in Kakaobohnen verglichen mit an-
deren Lebensmitteln (Apfeln, Rotwein) erhebliche Mengen an Flavonoiden enthalten
(s. Tab. [1.1). Wie in Tab. aufgefiihrt, sind dies vor allem die Flavan-3-ole und
die Procyanidine. Neben geringen Anteilen an (+4)-Catechin, (+)-Gallocatechin und
(-)-Epigallocatechin stellt (-)-Epicatechin das Hauptflavan-3-ol dar.

Inhaltsstoffe in %

Wasser 5
Protein 11
Fett 54

Kohlenhydrate 30

Flavan-3-ole 37
Procyanidine 58
Anthocyane 4

Theobromin 14
Coffein 0,5

Tabelle 4.1: Inhaltsstoffe von luftgetrockneten Kakaokernen [14]
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4.2. Kakaoverarbeitung

4.2.1. Ernte und Fermentation

Die reifen Friichte werden vom Baum geschnitten und die Samen mit der Pulpa aus
den Friichten gelost. Fiir den anschlie@enden Fermentationsprozess werden die
Friichte in Gruben, Kérben und Gérbdden geschichtet und dort 2-8 Tage einer Fer-
mentation (Rotten) unterzogen. Dabei kommt es zu einem Garungsvorgang, bei dem
Temperaturen von 45-50 °C herrschen. Die Keimfahigkeit geht dabei verloren. Bei
der ablaufenden Reaktion senkt sich der pH-Wert von 6,5 auf 4,5. Es erfolgt die Bil-
dung von Geschmacks-, Geruchs- und Farbkomponenten. Ein Teil der adstringierend
schmeckenden Gerbstoffe wird ebenfalls abgebaut. Zusétzlich erfolgt der enzymati-
sche Abbau und die Pulpa beginnt sich zu verfliissigen. Auferdem kommt es zwischen
Kakaokern und Pulpa zu Austauschreaktionen. Die fermentierten Bohnen werden nun
gewaschen und auf einen Wassergehalt von 6-8 % getrocknet, der zu einer Unterbre-
chung der ablaufenden oxidativen Reaktionen fiihrt [|5} (94].

4.2.2. Rostung

Im Anschluss an den Fermentationsprozess der Kakaobohnen schlief3t sich der Rost-
vorgang an.

Dabei werden die Kakaobohnen {iiber einen definierten Zeitraum bei 100-120 °C
gerostet. Es kommt zu zahlreichen aromabildenden Reaktionen in deren weiteren Ver-
lauf unerwiinschte Aromakomponenten ausgetrieben werden. Schiadlingseier und Lar-
ven werden abgetotet und die Samenschale beginnt sich vom Kern zu l6sen. Die Kakao-
kerne stellen 78-80 % der Kakaobohne dar. Der Rest sind Schalen und Abfall. Die Rost
apparaturen arbeiten kontinuierlich. Die Warme wird dabei mittels beheizter Platten,
HeifSluft oder IR-Strahlung iibertragen. Vor der Réstung konnen die Kakaobohnen
zu sogenannten Kakaonibs zerkleinert werden. Dieser Verfahrensschritt wird héufig
gewahlt, da Kakaobohnen keine einheitliche Grof3e besitzen und die unterschiedlich
grolden Kakaobohnen unterschiedlich lange gerdstet werden miissten. Deshalb werden
sie in eine einheitliche Grof3e gebrochen. Die Dauer und die richtige Temperaturfiih-
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rung bestimmen in hohem Mal3e die Qualitédt der gerdsteten Bohnen. Edelsorten wer-
den aus Griinden der Aromaentfaltung milder gerdstet als Konsumsorten. Sorten fiir
die Schokoladenherstellung werden stérker gerostet als Sorten fiir Kakaopulver. Dies
héngt damit zusammen, dass die Kakaobohnen zur Herstellung von Kakaopulver noch
alkalisch behandelt werden (s. Kap. [4.2.4). Es ist aber auch moglich, dass die Kakao-
bohnen zu Kakaomasse vermahlen werden und dann erst die RGstung stattfindet.

4.2.3. Kakaomasse und Schokolade

Zur Herstellung der Kakaomasse werden die Kakaobohnen bzw. die Kakaonibs zermah-
len. Unter Kakaomasse versteht man die zermahlenen gerdsteten Kakaobohnen, die
eine homogene Masse bilden. Diese Masse wird direkt zu Schokolade weiterverarbei-
tet, das heildt, sie wird mit Zucker, Kakaobutter, Aromastoffen und anderen Zutaten
vermischt, zerrieben, anschlieend endveredelt und geformt. Fiir Schokolade muss die
Schokoladenmasse conchiert werden. Dabei wird in einem beheizten Behilter unter
milden Temperaturen iiber mehrere Stunden (6-12 Stunden bei 45-50 °C) die Scho-
koladenmasse so lange bewegt, bis die gewiinschte Qualitédt erreicht ist. Zum einen
bilden sich dabei sehr viele Aromastoffe und zum anderen werden dabei die zermah-
lenen Kakaobohnen so fein zerrieben, dass diese beim spéteren Verzehr nicht mehr als
Partikel wahrgenommen werden. Zur Abkiirzung des Conchierprozesses konnen die
Kakaokerne bereits durch entsprechende Behandlung (Alkalisieren, DAmpfen) vorver-
edelt werden.

4.2.4. Aufgeschlossene Kakaomasse, Alkalisierung

Zur Herstellung von kakaohaltigen Lebensmitteln wird Kakaopulver eingesetzt.
Dieses enthélt, bedingt durch die mildere Rostung der Kakaobohnen, noch unerwiinsch-
te Stoffe, wie z.B. Sduren, die den Geschmack des Endprodukts beeintrachtigen kon-
nen. Oft wird fiir viele Erzeugnisse eine bestimmte Farbe der Schokolade gewiinscht.
Diese kann von tiefschwarz bis rotlich reichen [2]]. Zu diesen Zwecken wird das Kakao-
pulver einer alkalischen Behandlung unterzogen. Das Kakaopulver wird dabei unter
definierten Bedingungen (Art des Alkalisierungsmittels, Zeit, Temperatur) alkalisiert.
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Hierfiir wird z.B. Magnesiumoxid oder Natriumhydoxid verwendet. Dabei herrscht ein
pH-Wert von 8,0-9,0. Die Alkalisierungsart und Dauer ist abhingig von den gewiinsch-
ten Produkteigenschaften. Sehr oft eingesetzt wird das klassische alkalische Aufschluss-
verfahren mit Wasserdampf. Beim sogenannten van Houten -Verfahren werden die Ka-
kaokerne mit 2-2,5 % alkalischer Losung bei 75-100 °C behandelt, bei Bedarf mit Wein-
sdure abgestumpft und auf einen Wassergehalt von 2 % durch Vakuum, Heifluft oder
langeres Kneten bei Temperaturen iiber 100 °C getrocknet. Dadurch werden uner-
wiinschte Stoffe neutralisiert, und die gewiinschte farbliche Vertiefung bzw. Anpassung
kann stattfinden. Alkalisiertes Kakaopulver besitzt eine bessere Benetzbarkeit, was vor-
teilhaft fiir die Herstellung von Kakaogetrdnken ist [94] [13]]. Die Alkalisierung kann
aber auch friiher im Kakaoverarbeitungsprozess stattfinden. So ist es durchaus iiblich,
dass die Kakaonibs vor, wahrend oder nach dem Rostprozess bereits alkalisiert werden.
(4]

4.2.5. Abpressen der Kakaobutter

Zur Verarbeitung der Kakaomasse zu Kakaopulver muss aus technologischen Griinden
ein Teil des Fettes abgepresst werden. Es erfolgt eine Auftrennung der Kakaomasse in
Kakaopulver und Kakaobutter. Die Masse wird dazu auf 90-100 °C erwéarmt und ei-
nem Druck von 900 kp/cm? ausgesetzt. Die Hauptmenge der Kakaobutter wird fiir die
Schokoladenherstellung eingesetzt. Der Prefkuchen enthilt noch 10-24 % Fett. Die-
ser wird zu Kakaopulver zermahlen. Man unterscheidet schwach entodltes Kakaopulver
(20-22 % Fett) und stark entoltes Kakaopulver (10-20 % Fett). Letzteres ist meist dunk-
ler und wird bei der Herstellung von Glasuren, Puddingpulver, Eiscreme und Getrén-
ken verwendet [[13], [14].
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5. Fruchtsaftgewinnung

Bei der Herstellung von Fruchtséften wird der Saft einer Pasteurisierung unterworfen.
Die Pasteurisierung dient der Abtétung von Mikroorganismen und der Inaktivierung
von Enzymen. Da lingere HeilShaltezeiten die Qualitdt der Séfte mindern, ist eine
Hochtemperatur-Kurzzeit-Erhitzung im Plattenwdrmeaustauscher (z. B. bei 82-90 °C
iiber 15-150 sec) mit anschlielfender schneller Abkiihlung zu bevorzugen. Die Dauer
der Erhitzung richtet sich nach dem Anfangskeimgehalt des Saftes bei der Pasteuri-
sation. Allgemein gilt, dass hohe Temperaturen und kurze Einwirkzeiten zu geringe-
rer Produktschiddigung fiihren als lange Einwirkzeiten bei niedrigeren Temperaturen.
Man unterscheidet bei der Herstellung von Fruchtsiften zwischen zwei verschiedenen
Arten von Saft, die kommerziell erhiltlich sind:

1. Direktsaft
Direktsaft ist ein Produkt, bei dem der Saft nach dem Pressvorgang pasteuri-
siert und direkt abgefiillt wird. Es findet keine weitere Behandlung statt. Die
eingesetzten Temperaturen liegen bei 82-90 °C {iber einen Zeitraum von 15-150
Sekunden [[14]. Durch diese kurze Erhitzung des Saftes kommt es zu unwesent-
lichen Aromaverlusten.

2. Saft aus Konzentrat

Bei der Herstellung von Konzentratsaft wird dem Saft nach dem Pressvorgang
durch Erhitzung ein GroRteil des Wassers entzogen. Dabei wird der Saft 3-8 Mi-
nuten bei 100 °C in einem Fallstromverdampfer aufkonzentriert. Das so
erhaltene Konzentrat wird abgefiillt und kann aufgrund des geringeren Gewichts
besser und kostengiinstiger transportiert werden. Am Verarbeitungsort wird das
Saftkonzentrat mit der entsprechenden Menge an Wasser auf das Ursprungs
volumen riickverdiinnt.
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Neben der Verdampfungsmethode ist auch eine Konzentrierung durch Gefrieren
oder Druckfiltration méglich. Bei der Aufkonzentrierung findet aber immer ein
Verlust von Aromastoffen statt. Diese werden ebenfalls aufgefangen und bei der
Riickverdiinnung dem Saft wieder zugegeben [[14]].

Die kommerziell erhiltlichen Direktsafte sind aufgrund der hoheren Transportkosten
teurer als Konzentratsifte. Dafiir weisen Direktséfte im Vergleich zum Saft aus Konzen-
trat bessere sensorische Eigenschaften auf. Aufgrund des kommerziellen Aspektes ist
es in der Vergangenheit immer wieder zu Betrugsfillen gekommen, bei dem Konzen-
tratsaft als Direktsaft verkauft wurde. Der Nachweis solcher Verfilschungen ist dufSerst
schwierig.
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6. Bier und Hopfen

Hopfen (Humulus lupulus L., Cannabaceae) wird {iberwiegend als Zutat fiir die
Herstellung von Bier genutzt. Seine phenolischen Inhaltsstoffe gehen wéhrend des
Brauprozesses in das Bier iiber. Die Identifizierung der Hopfenflavonoide und ihr Ver-
halten wéhrend der Bierherstellung wurden im eigenen Arbeitskreis sehr intensiv un-
tersucht. Dabei konnten vor allem bei den Prenylflavonoiden (Xanthohumole) und den
Bittersduren (Humulone und Lupulone) neue Substanzen in Hopfen und Hopfenpro-
dukten mittels LC-MS nachgewiesen werden [78].

Vor allem die Substanzen aus der Gruppe der Prenylflavonoide sind von besonderer
Bedeutung, da ihnen positive physiologische Eigenschaften nachgewiesen werden konn-
ten. Dazu zédhlen vor allem Xanthohumol, Isoxanthohumol und 8-Prenylnaringenin.
Xanthohumol, ein prenyliertes Chalkon und 8-Prenylnaringenin, ein Prenylflavonoid
sind natiirliche Bestandteile des Hopfens (s. Abb. [6.1)).

Demgegeniiber entsteht Isoxanthohumol erst wihrend des Brauprozesses aus Xantho-
humol. In in vitro- Experimenten wurden fiir Xanthohumol und Isoxanthohumol vor al-
lem antioxidative, anticancerogene, blutglucose-, triglycerid-, und leberlipid
senkende Wirkungen nachgewiesen [24} [31] [38, [84} [108]]. 8-Prenylnaringenin hin-
gegen gilt als das potenteste Phytodstrogen, dessen Wirkung um das 20fache hoher
liegt, als von Genistein aus Soja. Die anderen im Hopfen vorkommenden Ostrogen-
aktiven Substanzen, wie 6,8-Diprenylnaringenin und 8-Geranylnaringenin weisen nur
ca. ein Prozent der Ostrogenaktivitit im Vergleich zu 8-Prenylnaringenin auf [71]. Es
konnte nachgewiesen werden, dass 8-Prenylnaringenin racemisch vorliegt. Beide En-
antiomeren besitzen die gleiche Ostrogenaktivitit. Neuere Studien zum Metabolismus
konnten zeigen, dass Xanthohumol im Magen-Darm-Trakt zu Isoxanthohumol umge-
wandelt wird. Isoxanthohumol wiederum wird gré3tenteils durch die Darmflora und
in der Leber zu 8-Prenylnaringenin umgewandelt [183], [84].
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OMe O

8-Prenylnaringenin

Isoxanthohumaol

Abbildung 6.1: Strukturformeln von Xanthohumol, Isoxanthohumol und 8-Prenylnaringenin

Xanthohumol wird wiahrend des Brauprozesses grofstenteil durch die Einwirkung von
Hitze beim Wiirzekochen in Isoxanthohumol umgewandelt. Aul’erdem wird Isoxantho-
humol bei der Verstoffwechselung durch die Hefezellen abgebaut und beim
Filtrierungsvorgang adsorbiert. In kommerziell erhéltlichen Bieren finden sich weni-
ger als 0,2 mg/1 Xanthohumol, dagegen 30-240 ug/1 Isoxanthohumol. Wie in Abb.
dargestellt, findet bei der Umwandlung von Xanthohumol in Isoxanthohumol ein Ring-
schluss am C-2 des C-Rings statt (Michael-Cycloaddition). Am C-2 ist ein chirales Zen-
trum entstanden. Von Isoxanthohumol existieren deshalb die entsprechden Enantio-
meren.

Vor einiger Zeit war auch ein mit Xanthohumol angereichertes Bier auf dem Markt, das
mit den gesundheitsférdernden Eigenschaften des Xanthohumol warb. Hierbei wurde
ein spezielles Verfahren angewendet, bei dem ein Grof3teil des Xanthohumols erhalten
blieb. Dies gelang durch den Einsatz von mit Xanthohumol angereichertem Hopfen
extrakt, verbunden mit einer spiten Zugabe des Hopfens beim Wiirzekochen [86,
103].

Fiir die Bildung von 8-Prenylnaringenin gibt es unterschiedliche Erklarungen. Hopfen
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enthélt keine Chalkonisomerase. Es ist davon auszugehen, dass 8-Prenylnaringenin
auf nicht enzymatischem Weg aus Xanthohumol und/oder Desmethylxanthohumol ge-
bildet wird. Es ist aber auch davon auszugehen, dass es wiahrend des Brauprozesses
gebildet wird.
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7. Kapillarelektrophorese

Die Kapillarelektrophorese (CE) ist verglichen mit anderen Trenntechniken, wie
z.B. der HPLC und der GC eine relativ junge Methode. In den letzten 10 Jahren wur-
den die Gerate dafiir erheblich verbessert und konnten somit fiir die Routineanalytik
einsetzt werden. Im Pharmabereich wird die CE zur Reinheitskontrolle von synthetisch
hergestellten Medikamenten und zur Proteinanalytik angewendet [17]. Aber auch im
Lebensmittelbereich kommt sie sehr erfolgreich als alternative Analysentechnik zur
Anwendung [[107]. Die Untersuchungen aus dem eigenen Arbeitskreis zeigen dabei,
wie die CE zur erfolgreichen Qualitiatskontrolle von Lebensmitteln herangezogen wer-
den kann [37, 56/, [70].

7.1. Zur Theorie der Kapillarelektrophorese

Die CE ist ein analytisches Trennverfahren, bei dem die Analyten aufgrund von unter-
schiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten im elektrischen Feld aufgetrennt werden.
Dabei migrieren die Analyten durch eine mit Puffer gefiillte Glaskapillare (Innendurch-
messer 50-100 um), an deren Enden eine Spannung angelegt ist.

Wie in Abb. dargestellt, tauchen die Enden der Glaskapillare und der Elektroden
dabei in die mit Trennpuffer gefiillte Puffergefidfie ein. Der Analyt wird an einem
Ende in die mit Puffer gefiillte Kapillare injiziert. Eine Mdoglichkeit ist die hydrody-
namische Injektion, bei der der Analyt durch das Anlegen eines Drucks von auflen
in die Kapillare injiziert wird. Durch das Anlegen einer definierten Spannung wan-
dert der Trennpuffer mit dem Probenpfropfen durch die Kapillare. Die verschiedenen
Analyten wandern dabei unterschiedlich schnell. Die Auftrennung wird also aufgrund
unterschiedlicher elektrophoretischer Mobilitdten der einzelnen Analyten erreicht. Die
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auf diese Weise voneinander getrennten Analyten werden dann mittels UV/DAD am
Kapillarende detektiert. Das Trennergebnis wird dabei entscheidend durch die gewéhl-
ten Parameter, wie die Konzentration und der pH Wert des Hintergrundelektrolyten,
die angelegte Spannung, die Temperatur, die Art und Linge der Kapillare sowie die

Polung, bestimmt [33].

| Hochspannungsquelle

Kapillare
Wa—

Detektions-
fenster

Puffergefal

Abbildung 7.1: Aufbau eines kapillarelektrophoretischen Trennsystems
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7.2. Trennkrafte innerhalb der Kapillare

Im Folgenden sollen die unterschiedlichen Krifte, die innerhalb eines kapillarelektro-
phoretischen Trennsystems wirken, erldutert werden. Dabei unterscheidet man
zwischen systemspezifischen und analytspezifischen Trennkraften.

7.2.1. Systemspezifische Trennkrafte - Elektroosmotischer Fluss

Als systemspezifische Kraft wird der elektroosmotische Fluss (EOF) angesehen. Dieser
stellt ein typisches Phdnomen in einem kapillarelektrophoretischen Trennsystem dar.
Die Innenwand einer Glaskapillare ist mit Si-OH Gruppen belegt. Wird nun die
Kapillare mit Puffer gefiillt, dissoziieren die Si-OH-Gruppen in Abhéngigkeit des pH-
Wertes der Pufferlosung. Dies fiihrt dazu, dass sich die Kapillarwand negativ aufladt.
An die negativ geladene Kapillarwand lagern sich nun entsprechend positv geladene
Ionen an und bilden eine starre Schicht aus (,,Stern-Schicht*) (s. Abb.[7.2). An diese
Schicht lagern sich wieder negative Ionen an. Da diese durch die Puffermolekiile solva-
tisiert sind, werden diese Ionenschichten zum Kapillarmittelpunkt hin immer diffuser
und es kommt zur Ausbildung eines Potentialgefélles (Zeta-Potential) aufgrund der
unterschiedlichen Ladungsverteilung.

Da die Kapillare nach auf3en hin elektrisch neutral geladen ist, herrscht bei einem
basischen pH-Wert in der mit Puffer gefiillten Kapillare ein Uberschuss an beweglichen
Kationen. Wird nun an die Enden der Kapillare eine Spannung angelegt, werden die
positiv geladenen Ionen in Richtung der Kathode gezogen. Da diese von Gegenionen
solvatisiert sind, werden diese ebenfalls mitgezogen und es kommt zu einer Bewegung
der gesamten Fliissigkeit in Richtung der Kathode. Dieses Phdnomen wird als EOF
bezeichnet.

Da der EOF durch die Bewegung der Ionenschichten innerhalb der Kapillare entsteht,
kommt es zur Ausbildung eines stempelférmigen Flussprofils (s. Abb. [7.3).
Dieses Flussprofil steht im Gegensatz zum hyperbolischen Flussprofil in der HPLC, bei
der der von aufden angelegte Druck die treibende Kraft darstellt [18] 27].
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Abbildung 7.2: Querschnitt durch eine fused-silica Kapillare
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Abbildung 7.3: Strémungsprofil des EOF bei kathodischer Polung; tiaqiy, - Eigenmobilitat des
Analyten
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7.2.2. Analytspezifische Trennkrafte - Eigenmobilitat

Eine analytspezifische Trennkraft stellt die sogenannte Eigenmobilitdt des Analyten
(Uanary) dar, die durch dessen Molekiilmasse, Ladung und Grofle bestimmt wird.
Im Gegensatz zur HPLC, bei der die Probenmolekiile mit annéhernd gleicher Geschwin-
digkeit bewegt werden, wird in der CE durch die unterschiedlichen Eigenmobilitdten
der Analyten ein selektiver Transport und damit die gewollte Trennung erreicht [27].
Die Grundvoraussetzung fiir eine Trennung in der CE ist ein Mobilitdtsunterschied
zwischen den Analytmolekiilen (Au # 0).

7.2.3. Vor- und Nachteile in der CE

Zu den grollen Vorteilen der CE gehort ihre sehr gute Trennleistung. Dabei konnen
zwischen 200 000 und 900 000 theoretische Boden erreicht werden. Es ist eine schnel-
le Methodenentwicklung moglich, bei der die einzelnen Trennparameter (Art, Kon-
zentration und pH-Wert des Hintergrundelektrolyten, Temperatur etc.) problemlos
modifiziert werden kénnen. Im Gegensatz zur FlieBmitteldnderung bei der HPLC er-
laubt die CE bei Anderung der Pufferzusammensetzung einen schnellen und einfachen
Austausch des Hintergrundelektrolyten. Die Volumina an eingesetztem Trennpuffer fiir
eine Trennung sind verglichen mit der HPLC viel geringer. Ein weiterer Vorteil in der
CE ist die gro3e Oberfldche der Kapillare, bezogen auf das Losemittelvolumen, die
einen raschen Abtransport der Wéarme erlaubt. Somit ist eine Verwendung von hohen
Spannungen moglich. Dadurch kommt es letztlich zu einer hohen Analysengeschwin-
digkeit und folglich zu einer verkiirzten Analysenzeit. Dies macht die CE zu einer
kostengiinstigen Methode [33]. Durch den Aufbau des CE-Systems ist aufgrund der
optischen Durchlassigkeit der Kapillare eine direkte Detektion des Analyten mdglich.
Zudem lassen sich viele Analyten in rein wéssrigem Medium trennen. Es kann also
oft auf den Einsatz von organischen Losungsmitteln als Modifier verzichtet werden
(s. Kap. [10].

Ein Nachteil der CE besteht in der eingeschrankten Nachweisempfindlichkeit aufgrund
des geringen Innendurchmessers der Trennkapillare. Diese liegt etwa um eine Zeh-
nerpotenz niedriger als bei der HPLC. Der Einsatz von Bubble- oder Z-Zellen sowie
die Aufkonzentrierung der Probe vor der eigentlichen Messung (Stacking-Methoden)
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tragen dazu bei, die Nachweisempfindlichkeit der CE in gewissem Umfang zu verbes-

Serm.
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7.3. Chirale Trennung mittels CE

Enantiomere sind chemische Verbindungen, die sich wie Bild und Spiegelbild
verhalten. Sie sind aufgrund ihrer Struktur und Molekiilmasse in ihren physiko-
chemischen Eigenschaften bis auf die rdumliche Anordnung véllig gleich. Sie besitzen
also auch die gleiche Ladungsdichte und damit auch die gleiche elektrophoretische
Mobilitét.

Die elementare Grundvoraussetzung fiir die Trennung verschiedener Analyten in der
CE ist jedoch eine entsprechende Differenz in den elektrophoretischen Mobilitdten der
beiden Enantiomere: ug # us. Dabei sind ug und ug die Mobilitdten der Enantiomere.
Diese Mobilitédtsdifferenz ist bei enantiomer vorliegenden Analyten nicht gegeben.
Somit ist eine Trennung im elektrischen Feld mittels CE nicht ohne Weiteres moglich.
Erst eine entsprechende Mobilitatsdifferenz kann zu einer Trennung fithren. Tritt je-
doch ein Enantiomer mit einem anderen chiralen Molekiil in Wechselwirkung, ent-
steht ein Diastereomer. Diastereomere besitzen im Gegensatz zu Enantiomeren unter
schiedliche physiko-chemische Eigenschaften. Eine Enantiomerentrennung gelingt in
der CE durch den Einsatz eines chiralen Selektors. Die einzelnen Enantiomere tre-
ten aufgrund ihrer sterischen Anordnung mit dem chiralen Selektor unterschiedlich
stark in Wechselwirkung. Da diese Selektoren selbst chirale Molekiile sind, kommt es
zu einer voriibergehenden Ausbildung von Diastereomerenkomplexen. Wie aus unten
stehender Gleichung ersichtlich, gibt es zwei Moglichkeiten, die schlieBlich zu einer
Enantiomerentrennung fiihren kénnen:

1. Die beiden Diastereomerenkomplexe weisen unterschiedliche Bindungs
konstanten auf Kz #Kj. Die Diastereomerenkomplexe konnen dabei die gleiche
Mobilitat besitzen.

2. Die beiden Diastereomerenkomplexe haben beide die gleichen Bindungs
konstanten, besitzen aber unterschiedliche Mobilitdten in den Diastereomeren

komplexen p.g # Ues-

B+ perKr[C]  pr + pesKs[C]
A = — = —
H= R =l = = keic] 1+ Ks[C]

41
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Dabei sind Au die Mobilitdtsdifferenz der beiden Enantiomeren und pg und ug die
Mobilitaten der einzelnen Enantiomeren. u stellt die Mobilitdt der unkomplexierten
Enantiomeren dar und p.g und p.s die Mobilitdten der Enantiomeren-Selektor-Komple-
xe. Kg[C] und Ks[C] sind die jeweiligen Komplexbildungskonstanten der Enantiomeren
und [C] die Konzentration des chiralen Selektors. Diese beiden Trennmechanismen
koénnen gleichzeitig auftreten oder sich gegenseitig iiberlagern [17].

7.3.1. Wahl des chiralen Selektors

Unter den vielen chiralen Selektoren, die in einem kapillarelektrophoretischen Trenn-
system eingesetzt werden konnen, sind Cyclodextrine (CD) oft die Selektoren der
Wahl. Es lassen sich schon durch den Einsatz geringer Konzentrationen gute Tren-
nungen fiir enantiomere Analyten erzielen. Viele sind ungiftig und gut wasserléslich.
Fiir die in der vorliegenden Arbeit entwickelten Methoden zur Enantiomerentrennung
von Flavonoiden wurden ausschlieBlich Cyclodextrine als chirale Selektoren verwen-
det. Andere chirale Selektoren, wie makrocyclische Antibiotika, Kronenether, Gallen-
salze oder chirale Ionenpaar-Reagenzien kamen nicht zum Einsatz.

Cyclodextrine sind cyclische Oligosaccharide, die aus mehreren D-Glucose-Einheiten
zusammengesetzt sind, die a-(1,4)-glykosidisch verkniipft sind. Man gewinnt sie durch
den enzymatischen Abbau von Stidrke [89]]. Die so gewonnenen Cyclodextrine, die
auch als native Cyclodextrine bezeichnet werden, sind das o-, - und y- Cyclodextrin.
Sie bestehen aus sechs (a-CD), sieben (-CD) bzw. acht (y-CD) Glucoseuntereinheiten

(s. Abb.[7.4).
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Abbildung 7.4: Struktur von a-Cyclodextrin

7.3.2. Native Cyclodextrine

Cyclodextrine bilden formal gesehen die Form eines Kegelstupfes, der innen einen

Hohlraum aufweist. Dieser Hohlraum im Cyclodextrin ist auf beiden Molekiilseiten

nach aufRen hin offen. Beide Offnungen unterscheiden sich in ihrer Struktur aber auch

in ihrer GrofSe.

Abbildung 7.5: Struktur von a-CD

Aufgrund der Verkniipfung und der sterische Ausrichtung der Glucose-Untereinheiten

ergeben sind unterschiedliche Eigenschaften der Molekiiloberflache und der Kavitit.
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Das Molekiil ist nach auf3en hin hydrophil. Dies wird durch die OH-Gruppen am C-2,
C-3 und C-6 bestimmt. Die OH-Gruppe des C-6 zeigt dabei aus der schmalen Offnung
des CDs, wohingegen die OH-Gruppen des C-2 und C-3 aus der breiten Offnung des
CDs zeigen. Diese konnen mit dem Analytmolekiil ebenfalls in Wechselwirkung treten.
Das Innere des CDs ist dagegen hydrophob. Dies wird durch die glykosidisch gebun-
denen Sauerstoffatome und die Methin-Protonen am C-3 und C-5 bestimmt Abb.
zeigt a-Cyclodextrin dargestellt mittels Molecular Modellingﬂ

Aufgrund der beschriebenen Hohlraumstruktur besitzen die CDs die Moglichkeit mit
verschiedenen Molekiilen in Wechselwirkung zu treten und diese in Form eines Wirt-
Gast-Komplexes an sich zu binden. Dabei kommt es zur Ausbildung von H-Briicken-
Bindungen und Dipol-Dipol-Wechselwirkungen. Die Bindungsfdhigkeit der CDs hangt
vor allem von der GrofRe des Hohlraums ab. Die Wechselwirkung der Gastmolekiile
mit dem CD wird dabei nicht ausschliefSlich durch die Gré3e und apolare Struktur des
CD-Inneren bestimmt, sondern auch durch die nach aullen zeigenden OH-Gruppen
61l 85} [88].

7.3.3. Modifizierte Cyclodextrine

Ein grol3es Potential der CDs liegt in der Moglichkeit der Derivatisierung. Durch ent-
sprechende Reaktion mit den OH-Gruppen der Glucosemolekiile lassen sich bestimmte
funktionelle Gruppen einfiihren. Dies konnen beispielsweise Sulfat-, Amino-, Hydroxy-
ether- oder Carboxyl-Gruppen sein. Dabei ergeben sich Molekiile mit vollig neuen
Eigenschaften. Das CD-Grundgeriist bleibt erhalten, es kommt jedoch durch die De-
rivatisierung zu einer Vergrof3erung der beschriebenen Hohlraumstruktur. Dadurch
kénnen zum Beispiel Molekiile, die aufgrund ihrer Gro3e nicht mit einem nativen CD
wechselwirken, jedoch mit diesem komplexieren. Auflerdem kénnen bestimmte Mole-
kiile noch stiarker an das CD gebunden werden. Zusétzlich resultiert durch die Deri-
vatisierung eine verbesserte Wasserldslichkeit. Durch die Einfithrung neuer funktionel-
ler Gruppen lésst sich auch die Ladung der CDs verdndern. Die CDs migrieren dann
beispielsweise gegen den EOF, wodurch sich auch neutrale Analytmolekiile auftrennen
lassen [[18]185]].

IDie Abbildung wurde mit freundlicher Unterstiitzung von Herrn Dr. Stefan Immel, Institut fiir Zuckerche-
mie, TU-Darmstadt zur Verfiigung gestellt
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7.3.4. Chirale Trennung mit CDs

Fiir eine entsprechende Enantiomerentrennung in einem kapillarelektrophoretischen
Trennsystem wird das CD in definierter Konzentration zum Hintergrundelektrolyten
gegeben. Es migriert dabei, beeinflusst durch den EOF, durch die Kapillare. Hierbei
kann es nun mit beiden enantiomeren Analyten komplexieren. Ergibt sich durch die
Wechselwirkung zwischen Analyt und CD eine entsprechend grofse Mobilitdtsdifferenz
kommt es zur Trennung der beiden Enantiomeren (s. Abb. [7.6). Eine Enantiomeren-
trennung in einem CE-System kann dabei bereits durch den Einsatz von sehr geringen
CD-Konzentrationen erfolgen. Dies verdeutlicht die hohe Selektivitit dieser Substan-
zen bei der chiralen Anayltik mittels CE (s. Kap. [15).

OO0
(+)
(+)
(+)
(+)

T
A

ol o oo
s 8 & 2 8 8 8 3

Abbildung 7.6: Prinzip der chiralen CE-Trennung; Ag, As: Enantiomere Analyten, Cyclodex-

trine schematisch als Kegelstiimpfe dargestellt

Ein wichtiger Schritt zum Verstdndnis der Cyclodextrine ist die Art des Komplexie-
rungsmechanismus mit dem Analytmolekiil. In den letzten Jahren konnte in vielen
Féllen durch strukturaufkldarende Methoden und Berechnungen mittels Molecular-

Modelling die Komplexierung von CD und Analytmolekiil beschrieben werden [[18]].
Als Beispiel sei hier die mogliche Komplexierung von (+)-Catechin und -CD aufge-
fiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass der B-Ring des (+)-Catechin innerhalb des CDs
liegt, wohingegen der A-Ring aus dem CD hinausragt. Abb. zeigt einen von flinf
moglichen berechneten thermodynamisch-stabilen Komplexen [61]. Weitere Unter-
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suchungen konnten zeigen, dass es sich bei der Komplexbildung von (+)-Catechin
und B-CD um einen Komplex im Verhéltnis 1:1 handelt. Dabei tritt (4)-Catechin {iber
die groRere Offnung des CDs mit diesem in Wechselwirkung [50].

Abbildung 7.7: Thermodynamisch giinstige Struktur des Inklusionskomplexes von
(+)-Catechin und 3-CD
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8. Material

8.1. Probenmaterial

Probe

Herkunft

Guaranasamen
(Ungerostet und sonnengetrocknet)
Guarandextraktpulver

Apfelsifte, frische Litchi, Dosenfriichte,
Kakaoprodukte, Orangenséifte

Apfel (Sorte: Braeburn)

Kakaofrucht (Sorte: unbekannt)
Kakaohalbfabrikate

Embrapa/CPATU (Belém, Brasilien)

Denk Feinchemie GmbH (Miinchen,
Deutschland)
Bonner Supermarkt

Bonner Wochenmarkt

Brasilien, Sao Paolo

Lindt Spriingli Chocoladenfabriken
GmbH (Aachen, Deutschland)

Tabelle 8.1: Eingesetztes Probenmaterial

Alle Proben wurden bei 8 °C im Kiihlschrank gelagert.
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8. Material

8.2. Chemikalien

8.2.1. Standardsubstanzen

Einzelstandards der Flavan-3-ol-Enantiomeren ((+)-Catechin, (-)-Catechin, (+)-Epi-
catechin und (-)-Epicatechin wurden von Sigma (St.Louis, MO, USA) bezogen.
Isoxanthohumol, 8-Prenylnaringenin wurden aus Hopfenextrakt isoliert (s. Kap.[9.3.8)).
Alle Standardsubstanzen wurden in DMSO gelost (Konzentration 0,5 -0,2 mg/ml) und
bei 8°C im Kiihlschrank aufbewahrt.

Natrium-Tetraborat, wasserfrei, p.a. Fluka Chemie (Buchs, Schweiz)
Borsaure, p.a. Fluka Chemie, (Buchs, Schweiz)
Natriumhydroxid, p.a. Fluka Chemie (Buchs, Schweiz)
Dimethylsulfoxid (DMSO), HPLC, Merck (Darmstadt, Deutschland)
Methanol, HPLC-grade, Fisher Scientific (Loughborough, Grofbritannien)
Cyclohexanol, p.a., KMF Laborchemie (Lohmar, Deutschland)
Acetonitril, HPLC-grade Fisher Scientific (Loughborough, Grof3britannien)
Natriumhydrogenphosphat, p.a. Fluka Chemie, (Buchs, Schweiz)
Salzsaure, p.a. Fluka Chemie, (Buchs, Schweiz)

8.2.2. Cyclodextrine

6-0-a-Maltosyl-3-Cyclodextrin Sigma (St.Louis, MO, USA)
(2-Hydroxypropyl)-y-Cyclodextrin Fluka Chemie (Buchs, Schweiz)
Sulfobutylether--CD Cydex (Lenexa, KS, USA)
Glucosyl--CD Wako Chemicals GmbH (Diisseldorf, Deutschland)

Carboxymethyl-3-CD  Fluka Chemie (Buchs, Schweiz) y-CD  Fluka Chemie (Buchs,
Schweiz)
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9. Methoden

9.1. CE-Analysen

9.1.1. Kapillarelektrophorese

CE-Gerat Beckman P/ACE MDQ capillary electrophoretic system
Detektor Photodiodenarraydetektor
Auswertesoftware Beckman 32 Karat Software Version 7.0.
PC IBM personal computer
Kapillaren fused-silica Kapillaren, mit 375 um O.D. und 75um L.D.
Firma Beckman-Coulter (Fullerton, CA, USA)

9.1.2. Hintergrundelektrolyt

Fiir die Herstellung des Trennpuffers wurden entsprechende Mengen an Borsdure und
Natriumtetraborat in bidestilliertem Wasser gelost, mit Natronlauge bzw. Salzsdure auf
den entprechenden pH-Wert eingestellt und direkt vor dem Gebrauch membranfiltriert
[102].

51



9. Methoden

9.1.3. Optimierte Trennparameter fiur die Enantiomerentrennung der
monomeren Flavan-3-ole

Puffer: 100 mM Borat; pH 8,5
Chiraler Selektor: HP-y-CD 12 mM
Spannung: 18 kV
Polung: kathodischer Modus
Temperatur: 20 °C
Kapillare: 50/40cm fused-silca Kapillare; I.D. 75um
Injektion: hydrodynamisch; 3s (0,3 p.s.i.)
Detektionswellenlénge: Scanbereich 190-350nm, 280nm

9.1.4. Optimierte Trennparameter fiir die Enantiomerentrennung der
Prenylflavonoide

Puffer: 100 mM Borat; pH 8,3
Chiraler Selektor: SBE-$-CD 30 uM
Spannung: 20 kv
Polung: kathodischer Modus
Temperatur 20 °C
Kapillare: 50/40cm fused-silca Kapillare; I.D. 75um
Injektion: hydrodynamisch; 3s (0,3 p.s.i.)
Detektionswellenldnge: Scanbereich 190-350nm, 324nm

9.1.5. Konditionierungs- und Spulschritte

Bevor die Probe gemessen werden konnte, wurde die Kapillare mit Natronlauge
(0,25 M fiir 3 min bei 20 p.s.i.) gespiilt. Dies hat den Zweck, dass eventuelle
Probenbestandteile aus vorangegangenen Messungen, die eventuell an der Kapillar-
wand absorbiert sind, abgelést werden. Danach wird mit bidestilliertem Wasser
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(3 min bei 20 p.s.i.) neutral gespiilt und die Kapillare mit dem jeweiligen Trennpuffer
(5 min, 20 p.s.i.) konditioniert. AnschliefSend wird die Probe mittels hydrodynami-
scher Injektion in die Kapillare aufgegeben.

Als Zwischenschritt hat sich erfahrungsgemal(3 vor und nach der Probenaufgabe die In-
jektion von bidestilliertem Wasser (2s bei 0,3 p.s.i.) als vorteilhaft erwiesen.
Die untersuchten Flavonoide zeigten ein empfindliches Verhalten gegeniiber basischem
pH-Wert. Durch die Injektion von Wasser vor der Probenaufgabe wird so ein Verschlep-
pen von geringen Mengen an Puffer in das Probengefaf} vermieden. Die Injektion von
bidestilliertem Wasser nach der Probenaufgabe hat den Vorteil, dass die Probe in die
Kapillare eingebracht wird und nicht direkt am Kapillarenende verweilt. Damit kommt
es zu einer Aufkonzentrierung der Probe.

9.1.6. Reproduzierbarkeit der Methode

Die Linearitdt der Methode liegt in einem Konzentrationsbereich von 20-200 pg/ml
(r2 > 0,999). Hierbei ist zu erwdhnen, dass sich das Konzentrationsmaximum von
200 pg/ml noch aus folgendem weiteren Grund ergibt. Fiir die Entwicklung einer
chiralen CE-Methode darf eine Peakhohe von 5 mAU je Enantiomer nicht iiberschrit-
ten werden, um die entsprechende Trenneffizienz zwischen zwei Peaks zu gewéhrlei-
sten. Die Reproduzierbarkeit der Migrationszeit wurde fiir (+)-Catechin (RSD = 0,8
intra-day (n=3), RSD = 0.97 % inter-day (n=9)) und fiir (-)-Epicatechin (RSD = 0.77
intra-day (n=3), RSD = 0.99 % inter-day (n=9)) gemessen. Die Nachweisgrenze, be-
stimmt {iber das Signal/Rausch-Verhiltnis von 3, betrug 5 ug/ml fiir die genannten
Analyten. Die Bestimmungsgrenze, ermittelt iiber ein Signal/Rausch-Verhéltnis von 6,
betrug 10 ug/ml fiir die genannten Analyten.
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9.2. Weitere Analysenmethoden

9.2.1. Chirale HPLC

Autosampler: Triathlon Autosampler (Bischhoff Chromatography, Leonberg)
Pumpe: System Gold 127 Solvent Module (Beckman-Coulter, Fullerton, CA, USA)
Degasser: ERC-3523 (ERC GmbH, Riemerling, Deutschland)
FLD-Detektor: RF-535 (Shimadzu, Kyoto, Japan)
Saule: Cyclobond I-2000 RSP 250 x 4.6 mm (astec, Whippany, NJ, USA)
Steuerung/Daten: PC mit Software Peak Simple, Version 3.54 SRI Inc.
Temperatur: 20 °C
Injektion: 5ul
Detektionswellenldnge: Aex = 280nm; A.,, = 310nm
Mobile Phase A: 50mM NaH,PO, at pH 3,0
Mobile Phase B: 80 % Acetonitril in 30 mM Natriumdihydrogenphosphat; pH 3,0
Flussrate: 1ml/min

Zeit (min) Anteil Mobile Phase B (%) Verlauf

0,0 5 Start, 5 min

1,0 30 linearer Gradient in 35 min

30 30 halten fiir 6 min

41 45 linearer Gradient 30-45 % B in 5 min

46 5 linearer Gradient auf 5% B in 2 min

48 5 reequilibrieren fiir 2 min

50 5

Tabelle 9.1: Gradientenprogramm chirale HPLC fiir Flavan-3-ole
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9.2.2. Nicht-chirale HPLC Flavan-3-ole

Gerat:
Degasser:
Pumpe:
Autosampler:
Saulenofen:
Detektor:
Steuerung:
Mobile Phase A:
Mobile Phase B:

Summit HPLC Dionex (Idstein, Deutschland)

Degasys DG-1310 (Uniflows, Tokio, Japan)

P-580 A HPG

ASI-100 T

STH-585

UVD-340S mit Kapillarzelle

PC mit Software “Chromeleon“, letzte Version 6.80 SP1 Build 2238
1% vol Essigsdure in Wasser

1% vol Essigsédure in Acetonitril

Fluss: 300 ul/min
Trennséule: Aqua 3u C18, 150*2 mm (Phenomenex)
Temperatur: 35°C
Injektion: 5 ul
UV-Diodenarray: 260, 280, 310, 360 nm

Zeit (min) Anteil Mobile Phase B (%) Verlauf

0 0 Start, linearer Gradient

80 40 0-40% B in 80 min

100 100 linearer Gradient 40-100 % B in 20 min

110 100 Waschschritt 100 % B

111 0 reequilibrieren fiir eine Minute

120 0

Tabelle 9.2: Gradientenprogramm Flavan-3-ole
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Nicht-chirale HPLC Prenylflavonoide

Mobile Phase A: 0,2 % TFA in Wasser
Mobile Phase B: 0,2 % TFA in Acetonitril
Fluss: 200 pl/min
Trennsaule: Aqua 3um C18, 150*2 mm (Phenomenex)
Temperatur: 20°C
Injektion: 5 ul
UV-Diodenarray: 520, 260, 280, 360 nm

Zeit (min) Anteil Mobile (%) Verlauf

Phase B
0,0 40 Start, linearer Gradient 40-65% B in 9,2 min
9,2 65 65% B isokratisch fiir 9,8 min
19,0 65 linearer Gradient 65-78 % B in 7 min
26,0 78 78% B isokratisch fiir 4,0 min

Waschschritt mit 100% B

30,0 78 linearer Gradient 78-100% B in 4,0 min
34,0 100 Waschschritt 100 %B
44,0 100
45,0 40 reequilibrieren
55,0 40

Tabelle 9.3: Gradientenprogramm Prenylflavonoide

56



9.2. Weitere Analysenmethoden

9.2.3. Massenspektrometer

Ionenfallen-Massenspektrometer LCQ Classic (Thermo Fisher Scientific, Dreieich),
Steuerung durch Software Xcalibur, Version 1.2 SP1. Ionisierung durch Electrospray-
Interface mit Metal Needle Kit.

Um die Ionisierung der Analyten bei sehr geringen Anteilen organischen Modifiers
in der mobilen Phase zu verbessern, wurde vor dem Eintritt in das ESI-Interface dem
HPLC-Fluss von 300 pl/min {iber eine weitere HPLC-Pumpe (System Gold Programma-
ble Solvent Module 116, Beckman, Unterschleiffheim) MeOH mit 100 ul/min
zudosiert.

Parameter der lonisierung und der massenspektrometrischen Detektion der
Proanthocyanidine

Source Voltage: -4.0 kV
Sheath Gas: 90
Auxillary Gas: 5
Capillary Voltage: -10V
Capillary Temperature: 310 °C
Tube Lens Offset: +20V
First Octapole Offset: +4V
Interoctapole Lens: +30
Second Octapole Offset: +10V
Trap DC Offset: +10V
Isolation width: 2,8m/z
Norm. Coll. Energy: 40
Fragmentation time: 30 msec
Q: 0,25
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9.3. Probenaufarbeitung

9.3.1. Laborequipment

Bidestilliertes Wasser: ElgastatUHQII (Elga Ltd., Buds, GroRbritannien)
Membranfilter: regenerierte Cellulose, Porenweite 0.45 um (IVA, Meerbusch)
Zentrifuge: Biofuge Stratos (Heraeus Holding GmbH, Dassel, Deutschland)

9.3.2. ASPEC-Apfelsaft

Modifizierte Methode nach [I80, [110].

SPE-Kartusche: Chromabond PA Kartusche (Machery-Nagel, Diiren)
Material und Grole: Polyamid 3 ml, 500 mg
ASPEC: ASPEC XLi system Fa. Gilson(Abimed, Langenfeld)

Konditionierung 2 ml DMSO - Ameisensaure (99+1,v+v) 10 min
Waschschritt 5 ml bidestilliertes Wasser

Probenaufgabe 20 ml Apfelsaft

Waschschritt 1 5 ml bidestilliertes Wasser

Waschschritt 2 0,5 ml DMSO-Ameisensiure (99+1, v+v)
FElutionsschritt 1,0 ml DMSO-Ameisensaure (99+1, v+v)

Tabelle 9.4: ASPEC-Sequenz zur Probenaufarbeitung von Fruchtsaften
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9.3.3. Guarana

Die Guarandsamen wurden in einem Porzellanmorser verrieben. Guarandsamen und
Guaranasamenextrakt in Pulverform wurden direkt eingesetzt. Nahrungsergdnzungs-
mittel mit Guarand konnten nach Zerkleinerung im Morser ebenfalls direkt
aufgearbeitet werden. 50 g Guarandsamen wurden mit 5 ml bidestilliertem Wasser
versetzt und 5 Minuten geriihrt. Der Extrakt wurde membranfiltriert und konnte direkt
in die CE eingesetzt werden.

9.3.4. Isolierung der Flavan-3-ole aus Guaranaextrakt

Die Flavan-3-ole wurden mittels SPE an Polyamid isoliert [110].

Chromabond PA Kartusche: Machery-Nagel (Diiren, Deutschland)
Grofde: 3 ml, 500 mg Polyamid
ASPEC XLi system: Gilson (Abimed (Langenfeld, Deutschland))
Konditionierung 2 ml DMSO - Ameisensiure (99+1,v+v) 10 min
Waschschritt 5 ml bidestilliertes Wasser
Probenaufgabe 20 ml wéssriger Guaranaextrakt
Waschschritt 1 10 ml bidestilliertes Wasser
Waschschritt 2 5 ml Methanol/Wasser (50+50, v+vV)

Fraktionierte Elution 5 x 1,0 ml Methanol

Tabelle 9.5: ASPEC-Sequenz zur Isolierung der Flavan-3-ole aus Guarandextrakt
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9.3.5. Probenaufarbeitung von Kakao und Kakaoerzeugnissen

Die Kakaobohnen wurden im Modrser verrieben bzw. die Kakaoerzeugnisse fein
geraspelt. Die Kakaopulver bzw. Schokoladensossen wurden direkt verwendet. Von
den Proben wurden jeweils 500 mg eingewogen und mit 30 ml MeOH/Wasser (80/20;
v+V) libergossen. Bei Raumtemperatur wurde die Mischung zwei Stunden mittels Ma-
gnetrithrer gemischt. Das eingesetzte Methanol wurde solange der Raumtemperatur
und Atmosphérendruck ausgesetzt bis dieser verdunstet war. Der Riickstand wurde mit
30 ml bidestilliertem Wasser verdiinnt und bei 10 000 U/min fiir 15 min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde durch einen Faltenfilter filtriert und das Filtrat fiir die SPE ein-
gesetzt. Dafiir wurde eine bereits entwickelte Methode eingesetzt [79]]. Die Extraktion
wurde an einer 6 ml Chromabond PA (1000 mg) Kartusche (Macherey-Nagel. Diiren,
Deutschland) durchgefiihrt. Vor dem eigentlichen Elutionsschritt wurde die Kartusche
mit 1,5 ml DMSO - Ameisensaure (99+1,v+v) gewaschen. Die Analyten eluieren erst
zwischen 1,5 ml und 3,5 ml DMSO-Ameisensdure (99+1,v+v). In Tab. ist der
Ablauf der SPE dargestellt.

Konditionierung 1 2 ml DMSO-Ameisensdure (99+1,v+v); 10 min
Konditionierung 2 10 ml bidestilliertes Wasser
Probenaufgabe 30 ml Filtrat

Waschschritt 1 20 ml bidestilliertes Wasser
Waschschritt 2 1,5 ml DMSO - Ameisensiaure (99+1,v+vV)
Elutionsschritt 2 ml DMSO - Ameisensiure (99+1,v+vV)

Tabelle 9.6: Schema der SPE zur Extraktion der Flavan-3-ole aus Kakao und Kakao-
erzeugnissen
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9.3.6. Isolierung der Flavan-3-ole aus Kakaoextrakt

Hierfiir kam eine bereits entwickelte Methode zum Einsatz [58| [110]. Fiir die SPE
diente eine 3 ml Chromabond PA (500 mg) Kartusche (Macherey-Nagel, Diiren, Deutsch-
land). Vor der eigentlichen Elution der monomeren Flavan-3-ole wurde die Kartu-
sche mit 2 ml Methanol gewaschen. Innerhalb dieses Waschschrittes eluiert keiner der
Analyten. Diese eluieren erst ab dem dritten Milliliter Methanol (3-5 ml).

Konditionierung 1 2 ml DMSO - Ameisensdure (99+1,v+v) 10 min
Konditionierung 2 5 ml bidestilliertes Wasser
Probenaufgabe 500ul Kakaoextrakt in 9,5 ml bidest. Wasser

Waschschritt 1 10 ml bidestilliertes Wasser
Waschschritt 2 2 ml Methanol
Elutionsschritt 3 ml Methanol

Tabelle 9.7: SPE-Schema zur Isolierung der Flavan-3-ole aus Kakaoextrakt

Das Losungsmittel des Eluats wurde durch Anlegen eines Vakuums verdampft. Der
Riickstand wurde in 500 ul DMSO - Ameisensiure (99+1,v+v) aufgenommen und
mittels HPLC-UV-Ionenfallen-MS zur Identifizierung der monomeren Flavan-3-ole und
zur Reinheitsiiberpriifung des Extrakts analysiert. Dieser Extrakt wurde auch fiir die

CE eingesetzt.

9.3.7. Identifizierung der Flavan-3-ole mittels LC-MS

Abb. a) zeigt die MS-Spektren eines Extrakts aus rohen Kakaobohnen. Die Signale
der Flavan-3-ole korrespondieren hierbei mit Signalen von Procyanidinen.
Abb. b) stellt die MS-Spektren des aufgereinigten Extrakts dar, aus dem Catechin
und Epicatechin isoliert wurden. Hier konnten ausschlief3lich die gewiinschten Flavan-
3-ole identifiziert werden.
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Abbildung 9.1: MS Spektren (innerhalb des Retentionszeitfenster: 20-35 Min) eines a) Ex-
trakts aus rohen Kakaobohnen und b) aus dem Extrakt isolierte und aufge-
reinigte Flavan-3-ole
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9.3. Probenaufarbeitung

9.3.8. Isolierung der Prenylflavonoide

Zur Extraktion und Isolierung der untersuchten Prenylflavonoide wurde auf eine im
eigenen Arbeitskreis entwickelte und optimierte Methode zuriickgegriffen [78].
500 mg eines xanthohumolreichen Hopfenextrakts wurden in 40 ml MeOH gel6st und
langsam 10 ml Wasser unter Rithren zugefiigt. Die Losung wurde filtriert, bei 40 °C
im Rotavapor® eingeengt und auf einen MeOH-Gehalt von 50 % vol rekonstituiert.
Eine 10 g Strata X C18-Festphasenkartusche (Phenomenex, Aschaffenburg) wurde mit
10 ml MeOH und 20 ml Wasser konditioniert. Die Hélfte der Probelésung wurde auf-
getragen und mit MeOH in Wasser eluiert. Die resultierenden Fraktionen (je 20 ml)
wurden danach einzeln per HPLC auf ihre Inhaltstoffe untersucht. Die Fraktionen,
die Xanthohumol in gewiinschter Reinheit enthielten, wurden vereinigt und durch
langsames Entfernen des MeOH Xanthohumol als Prazipitat gewonnen. Die Fraktio-
nen, die 8-Prenylnaringenin enthielten, wurden vereinigt und eingeengt und die Ziel-
substanz anschliefsend durch semipraparative HPLC-Isolierung gereinigt.
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9.3.9. CD-Spektren der Flavan-3-ole

Die folgenden Abbildungen [9.2]-[9.4] zeigen die CD-Spektren der zum damaligen Zeit-
punkt (Juni 2005) erwerblichen Flavan-3-ol-Enantiomeren-Standards, gemessen mit
einem Jasco J600 Spektropolarimeter (Hachioji, Japan).

CcD
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Abbildung 9.2: CD-Spektrum von (-)-Epicatechin
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Abbildung 9.3: CD-Spektrum von (+)-Catechin
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Abbildung 9.4: CD-Spektrum von (-)-Catechin
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9.4. Formeln und KenngroBen

9.4.1. KenngroBen in der CE

Folgende Kenngrofen wurden berechnet, um Aussagen iiber die Trennqualitit der
angewendeten Methoden zu machen:

Peak-Resolution Ry : Der Rg-Wert beschreibt, wie gut zwei Peaksignale voneinander

getrennt wurden.

. 2(l2 —tl)
Ry=—7"=
Wi +W,

Dabei bezeichnen #; und #, die Migrations- bzw. die Retentionszeiten der beiden Peak-
signale. W; und W, sind die Peakbreiten an der Basislinie.

Trennfaktor a: Eine weitere Kenngrof3e, die eine Trennnung zweier Substanzsignale
charakterisiert, ist der apparente Trennfaktor o,,,. Dabei bezeichnen #; und #, die
Migrations- bzw. die Retentionszeiten der beiden Peaksignale und o,,1 und oy, die

Trennfaktoren der einzelnen Peaksignale.

Korrigierte Fliache A.,,: Im Gegensatz zur HPLC bewegen sich die Analyten mit
unterschiedlicher Geschwindigkeit am Detektionsfenster vorbei. Um diesen Effekt zu
korrigieren, wird anstatt der Signalfldche die korrigierte Flache A, berechnet. Dabei
wird die Peakflache A durch die Migrationszeit t dividiert.

A
Acorr =
14
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9.4. Formeln und Kenngréf3en

e.e.-Wert (enantiomeric excess): Ein Enantiomer ist im Uberschuf3 zum anderen vor-
handen. Geht der e.e.-Wert gegen Null, ist er also sehr klein, néhern sich beide Enantio-
meren im gleichen Verhéltnis an. Ist der e.e.-Wert = 0 handelt es sich um ein Racemat.
E; und E, stellen dabei die einzelnen Peakflachenverhéltnisse der Enantiomeren dar.

(E1—E2)

e.e.[%] = (E1TE2)

x 100%

Analog dazu wurde fiir Epimere der ep.e.-Wert (epimeric excess) und fiir Diastereo-
mere der d.e.-Wert (diastereomeric excess) berechnet. Der ep.e.-Wert ist ein Maf fiir
die Reinheit von Epimeren, wohingegen der d.e.-Wert ein Maf} fiir die Reinheit von
Diastereomeren darstellt [[17,[102].
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10. Methodenentwicklung zur
enantioselektiven Trennung

10.1. Aligemeine Vorgehensweise

Wie bereits in Kap. beschrieben, zeichnet sich die CE durch ihre schnelle,
einfache und kostengiinstige Art der Methodenentwicklung aus. Durch die Variation
der einzelnen Trennparameter kann die Methode entsprechend optimiert werden, um
eine erfolgreiche Trennung der Analyten zu erreichen. Fiir ein kapillarelektrophore-
tisches Trennsystem sind dies: Art, Konzentration und pH-Wert des Hintergrundelek-
trolyten, die gewahlte Temperatur, die angelegte Spannung, die Art und Linge der
Kapillare, das Injektionsvolumen der Probe und der Zusatz von Pufferadditiven wie
z.B. organischen Losungsmitteln.

Entscheidend fiir die Trennung chiraler Analyten ist jedoch die Wahl eines geeigneten
chiralen Selektors. Dies ist die eigentliche Grundvoraussetzung, an der sich die {ibri-
gen Trennparameter orientieren. Nur wenn eine ausreichend starke Wechselwirkung
zwischen Analyt und chiralem Selektor erkennbar ist, lohnt sich eine weitere Optimie-
rung der Parameter [27].
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10. Methodenentwicklung zur enantioselektiven Trennung

Abbildung 10.1: Kapillarelektrophoretische Messung von Catechin und Epicatechin ohne chi-
ralen Selektor und UV-Spektrum der monomeren Flavan-3-ole
(190-400 nm, A,,..= 280 nm); 1: Epicatechin, 2: Catechin

10.2. Wahl des geeigneten Cyclodextrins

Wie Abb. zeigt, besitzen Catechin und Epicatechin dhnliche Migrationszeiten.
Bei fritheren Untersuchungen im eigenen Arbeitskreis zeigte sich, dass Cyclodextri-
ne sehr gut fiir die chirale Trennung von Flavonoiden geeignet sind. Hierfiir wurde zur
chiralen Trennung von Catechin und Epicatechin ein Screening-Test durchgefiihrt.
Wie andere Optimierungsversuche bereits gezeigt haben, eignet sich hierfiir eine Cyclo-
dextrinkonzentration von 5-15 mM. Hierbei gelang fiir einige der verwendeten Cyclo-
dextrine eine Antrennung der Catechin und Epicatechin-Enantiomeren [35].

Auf Grundlage dieses Screeningversuchs wurden mit den einzelnen CDs weitere
Trennversuche durchgefiihrt. Die Cyclodextrine mit erfolgreichen Trennansitzen
waren: HP-y-CD, CM-f-CD und SBE-f-CD. Aul’erdem kamen auch die bis dahin noch
nicht angewendeten M-f-CD und G-f-CD zum Einsatz. HP-y-CD lieferte dabei die be-
sten Ergebnisse, so dass hierdurch die Trennmethode optimiert wurde. Mit CM-$-CD,
SBE-$-CD, M-f3-CD und G-3-CD konnten ebenfalls gute Ergebnisse erzielt werden.
HP-y-CD ist ein modifiziertes ungeladenes y-CD, das aus acht Glucose-Untereinheiten
besteht. Die Hydroxyl-Gruppen sind dabei mit Propylenoxid modifiziert, was zur

72



10.3. Wahl der geeigneten CD-Konzentration

Bildung von Hydroxypropyl-Ether-Gruppen fiihrt.

10.3. Wahl der geeigneten CD-Konzentration

Zur Ermittlung der optimalen CD-Konzentration fiir die chirale Trennung von Cate-
chin und Epicatechin wurden Trennpufferlosungen hergestellt, in denen unterschied-
liche Konzentrationen an HP-y-CD gelost wurden (0-15 mM). Angelehnt an die im
eigenen Arbeitskreis durchgefiihrten Vorversuche wurden die Konzentrationen von
0,5 mM-Intervallen hergestellt [[35]. Hierbei lies sich schon eine erste Tendenz in
bezug auf die optimale Konzentration an CD ableiten. In einem zweiten Schritt wur-
den die Konzentrationsintervalle enger gewéhlt. Wie Abb. zeigt, wurde mit einer
Konzentration von 12 mM HP-y-CD die beste Trennung der Catechin- und Epicatechin-
Enantiomeren erreicht ((+/-)-Catechin R, > 1,13 , (+/ -)-Epicatechin R; > 1,10;
Oapp = 1,01).

J N

time (min)
Abbildung 10.2: Enantiomerentrennung von Catechin und Epicatechin mit ¢(CD)= 12mM

HP-y-CD; 3: (-)-Catechin, 4: (+)-Catechin, 5: (+)-Epicatechin,
6: (—)-Epicatechin
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10. Methodenentwicklung zur enantioselektiven Trennung

10.4. Migrationsreihenfolge

Abb. und zeigen die Elektropherogramme von Catechin und Epicatechin
ohne und mit chiralem Selektor. Betrachtet man die Migrationsreihenfolge so féllt
auf, dass ohne chiralen Selektor Epicatechin vor Catechin migriert. Catechin und Epi-
catechin sind in dem vorliegenden Trennsystem durch die im Puffer vorkommenden
Borat-lonen komplexiert [[72]]. Diese Komplexe sind negativ geladen (s. Abb.[10.10).
Sie migrieren in Richtung der positiv geladenen Anode, also entgegen dem EOF, der
kathodisch gerichtet ist. Der EOF {iiberlagert jedoch ihre Eigenmobilitit und sie migrie-
ren in Richtung der Kathode. Aus der Migrationsreihenfolge 1asst sich ableiten, dass
der Epicatechin-Borat-Komplex eine geringere Eigenmobilitédt gegeniiber dem EOF auf-
weist, als der Catechin-Borat-Komplex. Epicatechin migriert deshalb schneller zur Ka-
thode als Catechin.

Durch den Zusatz des chiralen Selektors konnte die enantioselektive Trennung von Ca-
techin und Epicatechin erreicht werden. Dabei kommt es zur Anderung der
Migrationsreihenfolge. Hierbei migriert (-)-Catechin vor (+)-Catechin, dann folgen
(+)-Epicatechin und (-)-Epicatechin (s. Abb.[10.2)). Diese Migrationsreihenfolge lasst
sich folgendermafen erkliren: Das eingesetzte HP-y-CD ist neutral geladen. Es wan-
dert mit dem EOF in Richtung Kathode. Catechin und Epicatechin migrieren, wie
eben schon beschrieben, entgegengesetzt in anodische Richtung. Komplexiert nun
ein Analytmolekiil mit dem CD, so migriert der ganze Komplex in kathodischer Rich-
tung, da der EOF aufgrund seiner Stéirke die Eigenmobilitdten der Analyten iiberlagert
(s. Abb.[10.3).

Der enantiomere Analyt, der nun aufgrund seines sterischen Aufbaus am stéarksten mit
dem CD in Wechselwirkung tritt, migriert somit am schnellsten in Richtung
Detektor. Bei den Flavan-3-ol-Enantiomeren ist dies das (-)-Catechin und dann sein
Enantiomer, das (+)-Catechin. Erst darauf folgt (+)-Epicatechin. (-)-Epicatechin mi-
griert dagegen am langsamsten von allen Flavan-3-ol-Enantiomeren. Es komplexiert
am schwéichsten mit dem chiralen Selektor (s. auch Abb. . Die beobachtete Migra-
tionsreihenfolge wurde mittels Standardaddition und Migrationszeitvergleich abgesi-
chert. Die absolute Konfiguration der Standardsubstanzen konnte durch Messungen
mittels Circulardichroismus-Spektroskopie und Vergleich mit den dazugehorigen Refe-
renzspektren abgesichert werden (s. Kap. [60]. Der genaue Komplexierungsme-
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10.4. Migrationsreihenfolge

chanismus der Flavan-3-ol-Enantiomeren mit HP-y-CD ist bisher nicht geklart.
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Abbildung 10.3: Schema der chiralen Trennung von Flavan-3-olen mit Cyclodextrinen als chi-
rale Selektoren; u._ - : Mobilitat Flavanol-Borat-Komplex, EOF: elektroosmo-

tischer Fluss, Cyclodextrine dargestellt als Kegelstlimpfe




10. Methodenentwicklung zur enantioselektiven Trennung

10.5. Verwendung von alternativen Cyclodextrinen

10.5.1. Maltosyl-3-CD und Glucosyl-3-CD

Durch den Einsatz von anderen Cyclodextrinen konnte ebenfalls eine Trennung der
Flavan-3-ol-Enantiomeren erreicht werden. Hierbei erwiesen sich M-B-CD und
G-B-CD als weitere geeignete chirale Selektoren. Bei diesen Cyclodextrinen sind die
OH-Gruppen teilweise mit Maltose bzw. Glucose derivatisiert. Es sind also verglichen
mit HP-y-CD viel grof3ere Molekiile. Die Kavitat dieser CDs ist erweitert und eine poten-
tielle stirkere Wechselwirkung des Analyten durch die hinzukommenden OH-Gruppen
moglich. Es wurden ebenfalls unterschiedliche Konzentrationen an CD dem Hinter-
grundelektrolyten zugesetzt, um eine optimale Trennung zu erreichen. Peakresolution
und Trennfaktor von (+/-)-Catechin R; > 1,12 und (+/-)-Epicatechin R, > 1,51;
Oapp = 1,01 bei beiden Enantiomerenpaaren. Die optimale Cyclodextrinkonzentrati-
on fiir die chirale Trennung von Catechin und Epicatechin konnte dabei mit 1,0 mM
M--CD ermittelt werden (s. Abb.[10.4).

34

4 6 8 10
time (min)

Abbildung 10.4: Chirale Trennung von Catechin und Epicatechin mit M-8-CD (c(CD)=1,0 mM);
3: (—)-Catechin, 4: (+)-Catechin, 5: (+)-Epicatechin, 6: (—)-Epicatechin

Hierbei konnte die gleiche Migrationsreihenfolge der einzelnen Flavan-3-ol-Enantio-
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10.5. Verwendung von alternativen Cyclodextrinen

meren beobachtet werden, wie sie bei HP-y-CD der Fall war. Dies wurde durch
Migrationszeitvergleich und Standardaddition abgesichert. M--CD konnte damit als
alternativer chiraler Selektor fiir die Trennung der Flavan-3-ol-Enantiomeren einge-
setzt werden.

Wie in Abb. gezeigt, wird bei der chiralen Trennung von Catechin und Epicat-
chin die Peakauflésung zwischen (+)-Catechin und (+)-Epicatechin vergrofSert, was
zu einer besseren Trennung zwischen Catechin und Epicatechin fiihrt (Peakresoluti-
on und Trennfaktor Ry > 9,07, ¢, = 1,06). Dies ist auf die rdumliche Struktur des
M-B-CD zuriickzufiihren, das die Epicatechin-Enantiomere schwiacher komplexiert als
die Catechin-Enantiomere. Die Ergebnisse zeigen, dass M--CD neben HP-y-CD alter-
nativ und erginzend als chiraler Selektor zur enantioselektiven Trennung von Catechin
und Epicatechin eingesetzt werden kann.

G-B-CD ist ein aus der Literatur bekannter chiraler Selektor, mit dem bereits mittels mi-
zellar elektrokinetischer Chromatographie (MEKC) eine Trennung von Catechin und
Epicatechin erzielt werden konnte. Wie in Abb.[10.5|gezeigt, lieB sich mit G--CD eben-
falls eine Trennung der Catechin-Enantiomeren erzielen. Die Epicatechin-Enantiomere
konnten damit lediglich nur angetrennt werden ((+/-)-Catechin R; > 1,23,
Oapp=1,01; (+/-)-Epicatechin R, > 0,7).

N | S
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Abbildung 10.5: Chirale Trennung von Catechin und Epicatechin mit G--CD (¢(CD)= 1,0 mM);
3: (—)-Catechin, 4: (+)-Catechin, 5: (+)-Epicatechin, 6: (—)-Epicatechin
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10.5.2. SBE-3-CD

Mit SBE-f3-CD konnte ein erfolgreicher Trennansatz fiir die chirale Trennung der Flavan-
3-ol-Enantiomere erreicht werden. Hiermit wurden auch Substanzen aus der Gruppe
der Prenylflavonoide erfolgreich enantioselektiv getrennt (s. Kap. [15). Dabei konnten
schon mit sehr niedrigen Einsatzkonzentrationen effiziente Trennungen
erzielt werden [37, 56]]. Nach entsprechenden Vorversuchen zur Optimierung der
Cyclodextrinkonzentration wurde in einem Konzentrationsbereich von 0-2,5 mM ex-
perimentiert. Es zeigte sich jedoch eine von den bisherigen erhaltenen Ergebnissen
vollkommen andere Trennung. In dem gewahlten Konzentrationsbereich konnte zwar
eine sehr gute Trennung von Catechin und Epicatechin erzielt werden (R, = 7,06 -
8,90) (s. Abb. [10.6)), die gleichzeitige Auftrennung in die einzelnen Enantiomeren
wurde jedoch nicht erreicht. In einem Konzentrationsbereich bis 0,75 mM SBE-3-CD
konnte Catechin, jedoch nicht Epicatechin enantiomer getrennt werden (R, (Catechin)
= < 1,01). Ab einer Konzentration von 0,75 mM - 2,25 mM SBE-f-CD kam es zu einer
Verschlechterung bzw. zu keiner Enantiomerentrennung des Catechins. Demgegeniiber
lief3 sich in diesem Konzentrationsbereich fiir die Enantiomeren des Epicatechins eine
Trennung erreichen (R, (Epicatechin) < 1,06).

AuRerdem zeigte sich eine Anderung im Migrationsverhalten der Analyten. Wie in
den Abbildungen und dargestellt, ist eine Anderung der Migrationsrei-
henfolge zu erkennen. Epicatechin migriert schneller als Catechin (vgl. Kap. [10.4).
(+)-Epicatechin migriert vor (-)-Epicatechin, wéhrend (+)-Catechin vor (-)-Catechin
migriert. Dies ldsst sich durch den Einsatz des verwendeten Cyclodextrins erklaren.
SBE-S-CD ist im Gegensatz zu den oben genannten Cyclodextrinen (HP-y-CD und M-
B-CD) negativ geladen. Es wandert im gewadhlten Trennsystem gegen den EOF. Die
Flavan-3-ol-Enantiomere liegen ebenfalls als negativ geladene Borat-Komplexe vor.
Die Bewegung der Analyten werden vom EOF iiberlagert und sie migieren dadurch
in Richtung Detektor. Der Trennmechanismus lésst sich {iber die Ladungen der ge-
bildeten Komplexe erkldren. Die Flavan-3-ol-Enantiomere sind durch die Komplexie-
rung mit dem Borat einfach negativ geladen. Das SBE--CD hingegen ist aufgrund
der Sulfobutylether-Gruppen mehrfach negativ geladen. Komplexiert das Cyclodextrin
nun mit dem Analyten weist dieser eine stdrkere negative Ladung auf als der ein-
fach negativ geladene Flavan-3-ol-Borat-Komplex. Der Analyt-CD-Komplex migriert al-
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10.5. Verwendung von alternativen Cyclodextrinen

so stérker in Richtung der Anode. Das Molekiil, das am schwéchsten mit dem Cyclodex-
trin komplexiert, migriert folglich am schnellsten zur Kathode und damit zum Detektor.
Im  vorliegenden Fall ist dies (+)-Epicatechin (s. Abb. 10.7).
(-)-Catechin dagegen bildet den stérksten Komplex mit dem Cyclodextrin aus, da es
am langsamsten zur kathodischen Seite migriert. Die Verbesserung bzw. die Verschlech-
terung der chiralen Trennung von Catechin und Epicatechin aufgrund der verschiede-
nen Cyclodextrinkonzentrationen lasst sich iiber die Bindungskonstanten beschreiben
(s. Kap. [7.3.4). Bei der in Abb. dargestellten Trennung kommt es aufgrund der
gewahlten Cyclodextrinkonzentration zur enantioselektiven Trennung von Catechin,
nicht aber von Epicatechin. Es liegt eine Differenz in den Bindungskonstanten der
Catechin-Enantiomeren vor. Zur chiralen Trennung von Epicatechin reicht hingegen
die Konzentration an chiralem Selektor nicht aus, um eine Differenz in den Bindungs-
konstanten der Epicatechin-Enantiomeren zu erreichen, so dass eine ausreichende
chirale Erkennung nicht stattfinden kann.

79



10. Methodenentwicklung zur enantioselektiven Trennung

Mit steigender Cyclodextrinkonzentration (s. Abb. lassen sich jedoch die Catechin-
Enantiomeren nicht mehr trennen. Die optimale Konzentration an chiralem Selek-

tor ist iiberschritten. Es liegt kein Unterschied in den Bindungskonstanten vor. Im

Gegensatz dazu ist eine Cyclodextrinkonzentration im Puffer erreicht, die zu einem

entsprechend grof3en Unterschied in den Bindungskonstanten fiihrt und eine ausrei-

chende Trennung der Epicatechin-Enantiomeren ermoglicht.

=

time (min)

T
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Abbildung 10.6: Chirale Trennung von Catechin und Epicatechin mittels SBE--CD
(c(CD)=0,5 mM); 1: Epicatechin (ungetrennt), 3: (—)-Catechin,
4: (+)-Catechin
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Abbildung 10.7: Chirale Trennung von Catechin und Epicatechin mittels SBE--CD
(c(CD)= 2,25 mM); 2: Catechin (ungetrennt), 5: (+)-Epicatechin,
6: (—)-Epicatechin
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10.5.3. Kombination von Cyclodextrinen

Eine weitere Moglichkeit der Losung chiraler Trennprobleme in der CE ist die Kombi-
nation von mehreren CDs in einem Trennpuffer. Hierbei geht man bei der Wahl der
Cyclodextrine nach zwei Kriterien vor. Zum einen miissen die zu kombinierenden CDs
auch einzeln zu einem erkennbaren Trennergebnis fithren. Zum anderen ist es von
groflem Vorteil, wenn sich die CDs in ihrer Migration gegenlédufig verhalten. Hierbei
werden neutrale und geladene CDs eingesetzt. Das ungeladene CD wandert mit dem
EOF in Richtung Kathode, wihrend das andere aufgrund seiner positiven Ladung ent-
gegen dem EOF in Richtung Anode migriert.

Komplexiert ein enantiomerer Analyt mit diesen beiden CDs, so kann aus dem entge-
gengesetzten Migrationsverhalten der beiden CDs eine verbesserte Trennung erreicht
werden. Hat man also in einem Analysenlauf durch den singuldren Einsatz der CDs
eine Antrennung erreicht, kann man die CDs in definierter Konzentration gemein-
sam dem Hintergrundelektrolyten zusetzen. Eine theoretische Abschédtzung des Trenn-
mechanismus lasst sich kaum vorhersagen, da sich der Analyt zwischen den beiden
CDs und dem Hintergrundelektrolyten verteilt. Man spricht auch von drei pseudo-
stationidren Phasen [[18]]. So kann es bei der Kombination von zwei CDs auch zu keiner-
lei Trennung der Enantiomere kommen, da sich zu geringe elektrophoretische Mobili-
tatsdifferenzen ergeben. Genau dieser Fall wurde bei der Kombination von SBE-3-CD
und HP-y-CD beobachtet.

Bei der Kombination von SBE-f-CD und HP-y-CD zeigte sich, dass diese Kombination
zu keinerlei Verbesserung der Trennungseffizenz fiihrte. So konnte nur Epicatechin
(R, > 1,5) chiral getrennt werden, nicht aber Catechin. Auch ein Zusatz von Metha-
nol in verschiedenen Konzentrationen fiihrte zu keinerlei Verbesserung. Desweiteren
wurde eine Kombination von HP-y-CD und CM-f-CD getestet, da sich CM-3-CD bei
Vorversuchen auch als potentieller Selektor zur Trennung der Flavan-3-ole erwiesen
hatte. Auflerdem ist es negativ geladen. Catechin und Epicatechin wurden sehr gut
getrennt, aber eine Trennung der Enantiomeren fand nicht statt (s. Abb. [10.8). Die
Kombination dieser beiden Cyclodextrine, die einzeln eine chirale Trennung bewirken,
fiihren in Kombination zu einer Aufhebung der chiralen Erkennung der Analytmole-
kiile. Aus dem vorgestellten Beispiel lésst sich ableiten, dass die Differenzen in den

Bindungskonstanten der einzelnen Enantiomere zu klein sind und es damit zu keiner
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chiralen Trennung kommt.

S

[ 7 8 9 10 " 12 13 14
time (min)

& -

Abbildung 10.8: Versuch der chiralen Trennung von Catechin und Epicatechin durch die
Kombination von HP-y-CD und CM-B-CD; 1: Epicatechin, 2: Catechin

10.6. Optimierung weiterer Parameter

10.6.1. Wahl der Kapillare

Alle durchgefiihrten Trennungen mittels CE wurden mit fused-silica Kapillaren durch-
gefiihrt. Enantiomerentrennungen koénnen in der CE auch mit sogenannten belegten
Kapillaren durchgefiihrt werden. Dabei konnen die Silanolgruppen der Kapillare mit
verschiedenen Gruppen belegt sein. Dies hat zur Folge, dass es zu keinerlei Ausbildung
des EOF kommt und die Trennungen sich nur {iber die Eigenmobilitdten der Analyten
vollziehen. In der Literatur wird aber darauf hingewiesen, dass der EOF in erster Linie
keinerlei direkten Einfluss auf die chirale Trennung von Enantiomeren hat, da eine
enantioselektive Trennung aufgrund der schon erlduterten Mobilitatsdifferenzen zwi-
schen Analyt und chiralem Selektor stattfindet. Dennoch trégt der EOF indirekt zu
einem positiven Ergebnis der Trennung bei [18].
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Ein weiterer Punkt ist die Wahl der Kapillarldnge. Mit Erhéhung der Lénge der Kapil-
lare kann es zu einer Verbesserung der Trennung kommen. Dabei kommt es aber auch
zu einer Verldngerung der Analysenzeit, da die Analyten ldnger migrieren. Fiir die
Trennung der Flavan-3-ole konnte mit einer 50/40 cm Kapillare eine sehr gute Tren-
nung in weniger als acht Minuten erzielt werden. Entscheidend fiir die Empfindlichkeit
der Methode ist hierbei der Kapillardurchmesser. Die Nachweisgrenze der CE hingt
vom Innendurchmesser der Kapillare ab. Herkommliche Kapillaren besitzen einen In-
nendurchmesser von 50-100 um. Die Trennleistung der Methode nimmt mit sinken-
dem Kapillardurchmesser aufgrund der Effizenzerh6hung zwar zu, die Empfindlichkeit
hingegen aufgrund des geringeren Lichtweges nimmt ab. Deswegen wurden Kapilla-
ren mit einem Innendurchmesser von 75 um gewdahlt.

10.6.2. Wahl des Injektionsvolumens

Die Probenaufgabe erfolgte bei allen durchgefiihrten Messungen mittels der hydro
dynamischen Injektionstechnik. Dabei wird die Probe duch das Anlegen eines Vaku-
ums am Probengefal$ in die Kapillare gesaugt. Dieses Injektionsvolumen 14t sich da-
bei zeitabhéngig und druckabhingig steuern. Die Wahl des richtigen Probenvolumens
ist in der CE nicht unerheblich, da einerseits bei der Injektion eines zu kleinen Pro-
benvolumens aufgrund der eingeschréankten Nachweisgrenze der CE der Analyt nicht
detektiert wird. Andererseits kommt es bei einem zu groen Probenvolumen zur Uber-
ladung der Kapillare, was zu unférmigen Peaks und Adsorption des Analyten an der
Kapillarwand fiihrt. Die verwendeten Flavan-3-ol-Standardlésungen hatten eine Kon-
zentration von 200 mg/1. Dabei erwies sich eine Injektion von 3s bei einem angelegten
Druck von 0,3 p.s.i. (20,7 mbar) als optimal. Unter diesen Bedingungen wird ein Pro-
benvolumen von 10,2 nl injiziert, was bei der verwendeten Einsatzkonzentration einer
Analytmenge von 0,9 pmol entsprichtﬂ

IDiese Werte wurden mit dem Programm CE-EXPERT von Beckman-Coulter (Fullerton, CA, USA)
berechnet
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10.6.3. Wahl des pH-Wertes

Die Wahl des pH-Wertes beeinflusst in hohem MafRle die kapillarelektrophoretische
Trennung. Die Wahl eines geeigneten Puffers richtet sich dabei nach dem jeweiligen
gewiinschten pH-Wert. Aulderdem wird durch den pH-Wert sowohl die Geschwindig-
keit des EOF als auch die Eigenmobilitit des Analyten bestimmt. Mit steigendem
pH-Wert kommt es aufgrund der Dissoziation der Silanol-Gruppen an der Innensei-
te der Kapillarwand zu einer Erhéhung der Geschwinddigkeit des EOF. Dies fiihrt zu
einer schnellen Migration des Analyten und zu einer kurzen Analysenzeit. Fiir die Ana-
lytik der zu untersuchenden Flavan-3-ole wurde ein basischer pH-Bereich gewéhlt, um
kurze Analysenzeiten zu erreichen [37]. Zur Optimierung wurde fiir die chirale Tren-
nung von Catechin und Epicatechin in einem pH-Bereich von 7-10 (Pufferbereich von
Borat) gearbeitet. Abb. zeigt wie stark der pH-Wert die Trennung der Analyten
in einem kapillarelektrophoretischen Trennsystem beeinflusst.

a) pH 10 /\/\L
b9 | i
A‘r

0
- .

0 2 4 6 “ 8

W ¢) pH 8.5

time (min)

Abbildung 10.9: Optimierung der chiralen Trennung von Catechin und Epicatechin mittels CE
unter Veranderung des pH-Wertes a)—d)

Hieran lasst sich sehr gut erkennen, wie die unterschiedlichen Trennkréfte (EOF und
chiraler Selektor) vom pH-Wert beeinflusst werden. Bei einem pH-Wert von 7,0 kann es
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zu keiner vernilinftigen Trennung der Flavan-3-ol-Enantiomeren kommen.
Der Unterschied in den Komplexbildungskonstanten der einzelnen Enantiomere ist
noch nicht grof3 genug, um eine ausreichend hohe Differenz in den elektrophoreti-
schen Mobilitdten zu erreichen. Der EOF ist zusatzlich noch nicht schnell genug, um
die Enantiomeren stirker voneinander zu trennen. Mit steigendem pH-Wert steigt die
Geschwindigkeit des EOF. Es wird ein Optimum bei pH 8,5 erreicht, bei dem eine
schnelle Trennung mit sehr scharfen Peaks gelingt. Bei pH 10 ist jedoch eine ausrei-
chende Trennung der Analyten aufgrund ihrer Mobilitdtsunterschiede nicht mehr mog-
lich. Der EOF iiberlagert durch seine hohe Geschwindigkeit jetzt die Mobilitdten der
zu trennenden Analyten. Eine Wechselwirkung zwischen dem chiralen Selektor und
den Analyten kann erst gar nicht stattfinden. Die Zunahme der Geschwindigkeit des
EOF fiihrt schon ab pH 9 zusétzlich auch zu einer starken Bandenverbreiterung.

Fiir die chirale Trennung der Catechin und Epicatechin-Enantiomere wurden bei einem
pH-Wert von 8,5 R,-Werte fiir (4+/-)-Catechin von > 1,27 und fiir (+/-)-Epicatechin
von > 1,40 ermittelt. Der Trennfaktor lag fiir beide Analyten bei o,, = 1,01.

10.6.4. Wahl des Puffers

Die Art des richtigen Trennpuffers richtet sich nach dem zu wihlenden pH-Wert.
Der gewéhlte Puffer muss also innerhalb des gewéhlten pH-Bereiches eine Puffer
kapazitit aufweisen. Fiir die Methodenentwicklung und Optimierung der chiralen Ana-
lytik der Flavan-3-ole wurde ein basischer pH-Bereich ausgewéhlt. Frithere Arbeiten
haben gezeigt, dass sich dafiir ein Borat-Puffer sehr gut eignet. Auch fiir den oben be-
schriebenen Versuch zur Wahl des richtigen chiralen Selektors, wurde ein Borat-Puffer
mit definierter Konzentration eingesetzt. Borat hat eine Pufferwirkung im Bereich zwi-
schen pH 7-10. Zudem hat es die Fahigkeit, mit vicinal-stindigen OH-Gruppen Komple-
xe zu bilden. Flavan-3-ole wie Catechin und Epicatechin, besitzen am B-Ring vicinal-
stdndige OH-Gruppen und koénnen mit Borat-Ionen komplexieren (s. Abb. [10.10).

Dadurch bilden sich negativ geladene Komplexe. Da in dem vorliegenden CE-Trenn-
system im kathodischen Modus gemessen wurde, der EOF also in Richtung zur
Kathode gerichtet ist, migrieren die negativ geladenen Borat-Flavan-3-ol-Komplexe
entgegen dem EOF in Richtung zur Anode. Dies hat einen positiven Einfluss auf die Se-
lektivitat der Trennung, da der Analyt entgegen dem EOF, der chirale Selektor jedoch
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mit dem EOF migiert [27,[72]].
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Abbildung 10.10: (-)-Epicatechin-Borat-Komplex
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10.6.5. Konzentration des Hintergrundelektrolyten

Genau wie der pH-Wert und die Art des Hintergrundelektrolyten, beeinflusst auch
dessen Konzentration die kapillarelektrophoretische Trennung maf3geblich. Dies &du-
Bert sich vor allem in der Peakform. Um eine gleichméf3ige Peakform zu ereichen,
muss die Mobilitdt des Analyten gleich der Mobilitat des Hintergrundelektrolyten sein,
da es sonst zu fronting und tailing der Peaks kommt. Wie Abb. zeigt, wurde die
chirale Trennung von Catechin und Epicatechin mit unterschiedlichen Konzentratio-
nen an Borat-Puffer untersucht. Hierbei zeigte sich, dass mit der Erh6hung der Konzen-
tration an Borat-Puffer die Migrationszeit der Analyten aufgrund des langsamer wer-
denden EOF zunimmt. Gleichzeitig kommt es zu einer Peakverbreiterung, was auf die
entstehende Joulsche Warme zuriickzufiihren ist.

L,M | ) a) 20 mM
I b) 50 mM

l 1y n ¢) 100 mM

v I' [L [UUUL d) 200 mM

r T
0 2 V 4 6 8

time (min)

Abbildung 10.11: Optimierung der chiralen Trennung von Catechin und Epicatechin unter Ver-
anderung der Konzentration des Hintergrundelektrolyten a) —d)

Die optimale Konzentration des Boratpuffers fiir die chirale Trennung der Catechin
und Epicatechin-Enantiomeren lag bei 100 mM. Es wurden R;-Werte fiir (4/-)-Cate-
chin von > 1,32 und fiir (+/-)-Epicatechin von > 1,35 ermittelt. Der Trennfaktor lag
bei beiden Enantiomerenpaaren bei o,, = 1.01.
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10.6.6. Einfluss der Temperatur

Aufgrund der angelegten Spannung und des hohen Widerstands kommt es innerhalb
der Kapillare zu einer Temperaturentwicklung (Joulesche Warme), die abgefiihrt
werden muss. Dies geschieht, indem die Kapillare von einer Kiihlfliissigkeit umspiilt
wird, die die entstehende Warme abfiihrt. Diese Kiihlung verhindert auch die Ent-
gasung des Puffers. Die Wahl der Temperatur beeinflusst zudem die Viskositédt des
Puffers. Mit steigender Temperatur nimmt die Viskositét des Puffers ab. Daraus folgt
eine schnellere Migrationszeit der Analyten in der Kapillare. Zusétzlich beeinflusst
die Temperatur auch die Bindungskonstanten zwischen Analyt und chiralem Selektor.
Mit steigender Temperatur nehmen aufgrund der hoheren diffusen Bewegung die Bin-
dungkonstanten zwischen Analyt und CD ab. Dies kann je nach Analyse auch zu einem
verschlechterten Trennergebnis fithren. Es sollte also eine Temperatur gew&hlt werden,
bei der eine gute Trennung mit einer nicht zu langen Analysenzeit korrespondiert. Fiir
die chirale Trennung der Flavan-3-ol-Enantiomeren wurde ein Temperaturbereich zwi-
schen 15-25 °C getestet. Bei einer Temperatur von 15-18 °C kam es im Gegensatz zu
20°C zu einer leichten Verbesserung in der Peakauflésung. Es wurde aber auch eine
Verldngerung der Analysenzeit beobachet. Bei der Erhohung der Kapillartemperatur
auf {iber 25 °C konnte eine Verschlechterung der Auflésung beobachtet werden. Dies
ist auf die schwichere Komplexierung zwischen Analyt und CD zuriickzufiihren. Es
wurde eine Kapillartemperatur von 20 °C gewahlt.

10.6.7. Wahl der Spannung

Die angelegte Spannung beeinflusst das gesamte CE-Trennsystem, also die Mobilitdten
von EOF und Analyten. Fiir die chirale Trennung der Flavan-3-ol-Enantiomeren wurde
ein Spannungsbereich zwischen 15-22 kV getestet. Mit einer Spannung von 18 kV
konnte eine gute Peakauflésung in schneller Analysenzeit erzielt werden. Bei einer
Spannung {iber 18 kV kam es zu einer Verschlechterung der Peakeffizienz, da es in
Folge der Zunahme des EOF zu einer Peakverbreiterung kam.
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10.6.8. Zusatz von organischen Losungsmitteln

Mit dem Zusatz von organischen Losungmitteln zum Hintergrundelektrolyten kann ei-
ne Verbesserung der Peakauflésung erreicht werden. Als typischer organischer
Modifier wurde Methanol eingesetzt. Es kommt dabei zu einer Verdnderung der Vis-
kositdt des Puffers. Aufgrund der Volumenkontraktion steigt die Viskositit des Hinter-
grundelektrolyten. AuRerdem konkurrieren die Methanolmolekiile mit den Wassermo-
lekiilen bei der Solvatisierung der Analyten. Dies kann zu einer Verzégerung der Kom-
plexierung des Analyten mit dem Cyclodextrin fithren, was eine verbesserte enantio
selektive Trennung zur Folge haben kann. Der Trennmechanismus an sich wird da-
bei aber nicht behindert. Fiir die chirale Trennung der Flavan-3-ole wurde dem Hin-
tergrundelektrolyten Methanol in den Konzentrationen von 0-15 % hinzugefiigt. Es
konnte im vorliegenden Fall nur eine minimale Verbesserung der Peakeffizienzen be-
obachtet werden. Aulderdem fiihrte der Zusatz von Methanol aufgrund der Viskositéts-
erh6hung des Puffers zu einer Verlingerung der Analysenzeit. Mit dem Zusatz ande-
rer Losungsmittel zum Hintergrundelektrolyten, wie Propanol oder Acetonitril konnte
ebenfalls keine Verbesserung der Trennung beobachtet werden.

10.6.9. Zusatz von Cyclohexanol

Als weiterer organischer Losungsmittelzusatz wurde dem Hintergrundelektrolyten
Cyclohexanol hinzugefiigt. Im Gegensatz zu den oben erwdhnten organischen Losungs-
mitteln bewirkte Cyclohexanol kaum eine Verdnderung der Viskositit des Hintergrund-
elektrolyten. Es hatte keinen Einfluss auf die Solvatisierung der Analytmolekiile. Viel-
mehr verzogerte es die Komplexierung zwischen dem Analyt und dem chiralen Se-
lektor, da es direkt mit dem Analyten um den chiralen Selektor konkurriert. Dadurch
kann es zu einer Verbesserung der Peakeffizienz kommen [17]. Im Gegensatz zu Me-
thanol und anderen organischen Losungsmitteln kann Cyclohexanol in viel geringe-
ren Konzentrationen eingesetzt werden. Fiir die Untersuchung wurden Hintergrund
elektrolyten mit aus der Literatur iiblichen Konzentrationen (0-0,5 %) an Cyclohexa-
nol hergestellt. Es konnte jedoch keine wesentliche Verbesserung fiir die chirale Tren-

nung von Catechin und Epicatechin gemessen werden.
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10.7. Vorteile der Methode

Mit der entwickelten Methode lassen sich die monomeren Flavan-3-ole Catechin und
Epicatechin schnell (unter acht Minuten) und effizient in ihre einzelnen Enantiomeren
trennen (s. Abb[10.12). Es wurden R;-Werte fiir (+/-)-Catechin von > 1,32 und fiir
(+/-)-Epicatechin von > 1,35 ermittelt. Der Trennfaktor lag fiir beide Substanzen
bei o, = 1.01. Im Gegensatz zu den Ergebnissen einer anderen Arbeitsgruppe ge-
lingt die Trennung ohne weitere Zusitze wie organische Modifier oder mizellbildende
Reagenzien zum Hintergrundelektrolyten, was zu einer Vereinfachung der Handha-
bung fiihrte [54].

I | S

4 [ ) . 8 10
time (min)

Abbildung 10.12: Optimierte Enantiomerentrennung von Catechin und Epicatechin
3: (-)-Catechin, 4: (+)-Catechin, 5: (+)-Epicatechin, 6: (-)-Epicatechin
(s. Kap.[9.1.3)
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11.1. Guarana und Guaranaprodukte

Die entwickelte Methode zur Trennung der Enantiomere von Catechin und Epicate-
chin wurde auf verschiedene flavan-3-ol-haltige Lebenmittel angewendet. Dabei stand
die Umsetzung der entwickelten Methode auf entsprechende Lebensmittelmatrices im
Vordergrund. Da die Flavan-3-ol-Enantiomeren bis dahin nicht enantioselektiv mittels
CE untersucht worden waren, sollten Untersuchungen an Lebensmitteln gemacht wer-
den, um die in der Literatur gemachten Angaben {iber das Vorkommen der Flavan-3-
ole zu bestitigen. Es wurde ein breites Spektrum an flavan-3-ol-haltigen Lebensmit-
teln untersucht. Diese waren unter anderem Tee, Kakao und Schokolade, Traubensaft,
Kirschsaft, Aprikosenfriichte, Apfelsaft, Guarand, Kolanuss, Litschi und Bier. Hierbei
wurden unterschiedlich hohe Anteile der Flavan-3-ole nachgewiesen. Es konnte die in
der Literatur vorherrschende Meinung bestétigt werden, dass aufgrund der Biosynthe-
se in der Pflanze hauptsachlich (+)-Catechin und (-)-Epicatechin gebildet werden.
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11.1.1. Chirale Untersuchung von Guaranasamen

Aufgrund ihres hohen Anteils an Flavan-3-olen wurden Guaranasamen mit der ent-
wickelten CE-Methode zur enantioselektiven Trennung untersucht (s. Abb. [11.1]

-

4 6 8 10

time (min)

Abbildung 11.1: Untersuchung von wéssrigem Guaranasamenextrakt mittels CE ohne chira-
len Selektor; 1: Epicatechin, 2: Catechin, 7: Coffein

Wie in Abb. gezeigt, wurden neben den natiirlich vorkommenden Flavan-3-ol-
Enantiomeren (+)-Catechin und (-)-Epicatechin auch die atypischen Enantiomeren
(-)-Catechin und (+)-Epicatechin nachgewiesen. Das natiirliche Vorkommen der bei-
den atypischen Enantiomeren (-)-Catechin und (+)-Epicatechin konnte bei den durch-
gefiihrten Untersuchungen fiir Guarana erstmals beschrieben werden. Wie bereits in
Kap. erwahnt, wurden die atypischen Flavan-3-ol-Enantiomeren bisher nur in
einigen wenigen Palmenarten identifiziert [26]]. Abgesichert wurden die Befunde
mittels Migrationszeitvergleich und Standardaddition. Zusatzlich wurde der Guarana
samenextrakt auch noch mit einem alternativen chiralen Selektor untersucht (M-f-
CD). Auch hier lief3 sich Catechin und Epicatechin sowohl in (+)-und (-)-Catechin als
auch in (+)-und (-)-Epicatechin trennen.
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b)

time (min)

Abbildung 11.2: Enantiomerentrennung von Catechin und Epicatechin in wassrigem Guarana-
samenextrakt mit a) M--CD und b) HP-y-CD als chirale Selektoren;
3: (—)-Catechin, 4: (+)-Catechin, 5: (+)-Epicatechin, 6: (-)-Epicatechin,
7: Coffein

Ausschluss einer Epimerisierungsreaktion nach der Ernte

Die Guaranasamen werden verschiedenen Prozeduren zur Haltbarmachung unter
zogen [97]. Wie spéter noch ausfiihrlicher zu erldutern sein wird, kommt es bei der
starken thermischen Behandlung von flavan-3-ol-haltigen Pflanzenteilen zu einer Epi-
merisierungsreaktion von (+4)-Catechin und (-)-Epicatechin (s. Kap. .
Dies konnte auch beim Ddmpfen von griinem Tee beobachtet werden [48]]. Somit kénn-
ten die atypischen Flavan-3-ol-Enantiomeren (-)-Catechin und (+)-Epicatechin im un-
tersuchten Guarandsamenextrakt durch den bereits beschriebenen Rostvorgang der Sa-
men entstanden sein. Da bei den untersuchten Guarandsamen der Trocknungsprozess
nicht bekannt war, wurden ungerostete Guaranasamen analysiert, die ausschliel3lich
an der Luft getrocknet wurden. Die Samen wurden von der Samenschale befreit und
gemahlen. Ein weiterer Punkt, der eine Epimerisierung der Flavan-3-ol-Enantiomeren
schon wihrend des Trocknungsvorgangs begiinstigen wiirde, wire ein hoher Wasser-
gehalt der Friichte und Samen. Frische Guarandsamen enthalten aber nur ca. 8-10 %
Wasser. Durch die Lufttrocknung wird der Wasseranteil auf ca. 6 % gesenkt. Aufgrund
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dieses anfianglich schon geringen Wassergehalts kann die Wahrscheinlichkeit einer
Epimerisierung der Flavan-3-ole wihrend der Lufttrocknung als duflerst gering an-
gesehen werden (s. Kap.[11.2.2). AuRerdem kommt es durch den Trocknungsvorgang
zu einer Inaktivierung der Polyphenoloxidase, die zum Abbau bzw. zur Spaltung der
Flavan-3-ole/Procyanidine fiithren konnte. Der Ausschluss einer Epimerisierungsreak-
tion wahrend der Trocknung stimmt auch mit den Untersuchungen von getrockneten
Kakaobohnen iiberein (s. Kap[11.2.1). Bei der enantioselektiven Analyse des wissri-
gen Guarandextrakts aus den luftgetrockneten Samen mittels CE, wurden ebenfalls
alle Enantiomeren von Catechin und Epicatechin nachgewiesen. [58]].

Ausschluss einer Epimerisierungsreaktion wahrend der Probenaufarbeitung

Bisher wurde das Auftreten und der Nachweis der atypischen Flavan-3-ol-Enantiome-
ren in Pflanzenextrakten auf Artefaktbildung wéhrend der Probenaufarbeitung zuriick-
gefiihrt. (-)-Catechin und (+)-Epicatechin konnten durch eine entsprechende Epime-
risierungsreaktion aus (-)-Epicatechin bzw. (+)-Catechin entstanden sein. Diese wird
durch erhohte Temperatur und alkalischen pH-Wert begiinstigt [51, [52]]. Um eine
entsprechende Artefaktbildung ausschlieRen zu konnen, wurde zur Analyse der rein
wassrige Auszug aus Guarandasamen verwendet, da dieser weder erhitzt noch anderen
Einfliissen wie z.B. organischen Lésungsmitteln, Druck- oder pH-Wert-Anderungen aus-
gesetzt war. Die Probenaufarbeitung fand bei Zimmertemperatur statt (s. Teil[[V)). Der
untersuchte wéssrige Extrakt hatte dabei einen pH-Wert von 6,3. Es lag also kein ba-
sischer pH-Wert vor, der eine Epimerisierung hitte bewirken kénnen. Eine Epimersie-
rung der Flavan-3-ol-Enantiomeren wéhrend der gesamten Probenaufarbeitung kann
ausgeschlossen werden.
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Analyse der Flavan-3-ole bei basischem pH-Wert

Flavan-3-ole verhalten sich im Alkalischen instabil und epimerisieren. Bei sehr hohen
pH-Werten (pH > 10) findet eine Ring6ffnung am C-2 des C-Rings statt und es entste-
hen gelb gefirbte Verbindungen [[15} [21]]. Dennoch wurde die Methode zur Enantio-
merentrennung der monomeren Flavan-3-ole bei leicht basischem pH-Wert (pH = 8.5)
durchgefiihrt (s. Kap.[10). Die Epimerisierungsreaktion ist temperatur- und zeitabhan-
gig. Komatsu et al. untersuchten ausfiihrlich das temperatur- und pH-abhéngige Ver-
halten der Flavan-3-ole [48], [59]]. Basierend auf diesen Untersuchungen konnte nach-
gewiesen werden, dass es aufgrund der ausgewihlten Analysenparameter fiir die En-
antiomerentrennung (Temperatur 20 °C; pH-Wert des Puffers 8.5) innerhalb der kur-
zen Analysenzeit von unter 8 Minuten zu keinerlei Verdnderung der Analyten kommt.
Fiir eine entsprechende Epimerisierung miisste fiir eine Analyse bei einem pH-Wert
von 8,5 eine hohere Temperatur (> 25 °C) verbunden mit einer ldngeren Analysenzeit
gewahlt werden. AufSerdem hétte man bei der Analyse der Standardsubstanzen auch
eine Epimerisierung in die entsprechenden Enantiomeren beobachten miissen. Dabei
hétte man aufgrund der sehr guten Trennleistung des kapillarelektrophoretischen Sy-
stems ebenfalls die atypischen Flavan-3-ol-Enantiomeren nachweisen miissen. Somit
konnte eine Epimerisierung wahrend der CE-Analyse ausgeschlossen werden [58].

Abb.|11.2{a)  Abb.|11.2b)

(+/-)-Catechin 84:16 86:14
(+/-)-Epicatechin 9:91 13:87
e.e. (+)-Catechin 68 70
e.e. (+)-Epicatechin 82 74

Tabelle 11.1: Peakflachenverhéltnisse und e.e.-Werte von (+/-)-Catechin und (+/-)-Epi-
catechin bei der enantioselektiven Trennung von Catechin und Epicatechin aus
Guarandsamenextrakt
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Abbildung 11.3: Chromatogramme von Guaranadsamenextrakt a) vor und b) nach der Isolie-
rung der monomeren Flavan-3-ole aufgenommen bei 280nm;
1: Epicatechin, 2: Catechin, 7: Coffein

Ausschluss von Comigration

Die Berechnung des enantiomeric excess (e.e.), der ein Mass fiir die Reinheit einer chi-
ralen Verbindung, ist zeigt beim Vergleich der beiden Messungen keinen signifikanten
Unterschied in den Peakfldchenverhéltnisse der Enantiomeren von Catechin und Epica-
techin (s. Tab.[11.1). Es konnte jedoch moglich sein, dass Substanzen mit der gleichen
elektrophoretischen Mobilitat und dem gleichen UV-Spektrum zur gleichen Zeit migrie-
ren und so die Flavan-3-ole-Enantiomere vortduschen. Um dies auszuschlief3en, wur-
de der wéssrige Guarandsamenextrakt an Polyamid aufgereinigt und die Flavan-3-ole
isoliert. Die Analyse dieser Isolate wurde mittels nicht-chiraler HPLC-UV-MS durch-
gefiihrt. Aus der reinsten Fraktion wurden Catechin und Epicatechin erneut isoliert
(s. Abb. [11.3). Dieses Isolat wurde anschlieRend kapillarelektrophoretisch analysiert.
Diese Analyse wurde auch mit zwei verschiedenen chiralen Selektoren durchgefiihrt
(s. Abb.[11.4). Es konnten alle vier Flavan-3-ol-Enantiomere identifiziert werden [58]].
Auch hier wurden die Peakflichenverhiltnisse der einzelnen Messungen mit und
ohne chirale Selektoren sowie der e.e.-Wert (enantiomeric excess) berechnet. Es zeig-
ten sich keinerlei signifikanten Unterschiede in den einzelnen Messungen mit und
ohne chiralen Selektor (s. Tab.[11.2)).
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Rese=1.30
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Abbildung 11.4: Chirale Trennung von Catechin und Epicatechin in isoliertem Guarandsamen-
extrakt; a) Ohne chiralen Selektor, b) mit HP-y-CD und c) mit M-3-CD als
chirale Selektoren; 1: Epicatechin, 2: Catechin, 3: (-)-Catechin,

4: (+)-Catechin, 5: (+)-Epicatechin, 6: (—)-Epicatechin

C/EC (+/-)-C (+/-)-EC e.e.(+)-C e.e.(+)-EC
Abb.|11.4la) 58:44 - - - -
Abb.|11.4|b) 56:44 71:29 14:86 42 72
Abb.|11.4{c) 56:44 72:28 13:87 44 74

Tabelle 11.2: Peakflachenverhéltnisse und e.e.-Werte von (+/—)-Catechin und (+/—)-Epi-
catechin bei der enantioselektiven Trennung von isoliertem Catechin und Epica-
techin aus Guaranasamenextrakt
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11.1.2. Authentizitatspriifung von Guarana und guaranahaltigen
Produkten

Guarana wird wegen seines hohen Coffeingehaltes in der Lebensmittelindustrie fiir
Nahrungsergianzungsmittel, fiir Stiffwaren und vor allem fiir Erfrischungsgetrénke ein-
gesetzt. Es wird als alternative Coffeinquelle im Gegensatz zu synthetischem
Coffein verwendet und auch in der Werbung fiir die jeweiligen Produkte entspre-
chend ausgelobt. Anfang 1990 kamen eine Reihe von sogenannten ,Energy Drinks“ in
Mode, die einen erhohten Coffeingehalt enthielten. Viele davon warben damit, dass
das Coffein aus Guarana stammte. Es wurde nach einer Methode verlangt, die es
erlaubte, einen Zusatz an Guarana nachzuweisen. Diese Authentizitatspriifung gelang
mittels nicht-chiraler HPLC durch den Vergleich der Peakflachenverhéltnisse von Cof-
fein, Theobromin und Theophyllin. Zuséitzlich sprach ein qualitativer Nachweis von
Catechin und Epicatechin fiir die Verwendung von Guarand als Zutat, wenn dem
Produkt nicht andere flavan-3-ol-haltige Zutaten zugefiigt wurden [68] [69]. Fiir den
Nachweis zur Verwendung von Guarand in Nahrungsergidnzungsmitteln und Getrén-
ken wurden ebenfalls HPLC bzw. CE-Methoden entwickelt, um die oben erwihnten
Analyten zu quantifizieren. Hierbei wurden aber keine enantioselektiven Analysen an-
gewendet [[16} [87].

Durch den Nachweis des natiirlichen Vorkommens der atypischen Flavan-3-ol-Enantio-
meren in Guarand mittels chiraler CE, konnte eine Authentizititspriifung von Gua-
ranapulver oder Guaranazuséatzen in Lebensmitteln gelingen. Enthélt ein Lebensmittel
Guarana, so miissten sich neben (+)-Catechin und (-)-Epicatechin sowohl (-)-Catechin
als auch (+)-Epicatechin nachweisen lassen.

Dafiir wurden aul3er verschiedenen Guaranasamenpulvern und Guarandextrakten auch
kommerziell erhéltliche Nahrungsergdnzungsmittel, Erfrischungsgetrédnke auf Limo-
naden- und Bierbasis sowie Siilfwaren untersucht. Diese Lebensmittel enthielten alle
Guarand im Zutatenverzeichnis. Aullerdem war Guarand auch explizit aufgrund seiner
anregenden Wirkung ausgelobt.
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Guaranasamenpulver und Nahrungserganzungsmittel

Die Analyse der verschiedenen kommerziell erhéltlichen Guarandsamenpulver und
Nahrungsergdnzungsmittel zeigte, dass in allen Proben sowohl (+)-und (-)-Catechin
als auch (+)-und (-)-Epicatechin nachweisbar waren. Auch in den Samenschalen von
ganzen Guaranasamen lief3en sich diese nachweisen. Die Ergebnisse belegten, dass in
allen untersuchten Proben Guarand enthalten war. Die entwickelte Methode zur chira-
len Untersuchung der Flavan-3-ol-Enantiomere von Catechin und Epicatechin mittels
Kapillarelektrophorese ermoglicht es so, die Authentizitdt von Guaranaprodukten zu
bestitigen. Allerdings war nicht bekannt, inwieweit die Guaranasamen fiir die jewei-
ligen Produkte verarbeitet wurden. Die einzelnen Behandlungsarten wie ROsten oder
Heif3luftbehandlung konnten nicht in Erfahrung gebracht werden.

Probe (+)/(-C ee.((+)-O (+)/()-EC e.e.((+)-EQC)
Guarandsamen gerOstet 72:28 44 13:87 74
Guarandsamen 1 65:35 30 8:92 84
Guarana Tabletten 83:17 66 4:96 92
Guaranasamenextrakt 79:21 58 6:94 88
Guarandsamen 2 86;14 72 8:92 82
Guaranasamen 3 77:23 54 11:89 78
Samenschale 1 83:17 66 5:95 90
Samenschale 2 75:25 50 21:79 58

Tabelle 11.3: Peakflachenverhéltnisse und e.e.-Werte von (+/—)-Catechin und (+/-)-Epi-
catechin bei der enantioselektiven Trennung von Catechin und Epicatechin aus
diversen Guaranaproben
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Guaranasamenextrakte, Limonaden und Biermischgetrianke

Bei der Untersuchung von Guarandsamenextrakten, Limonaden und auch guaranéhal-
tigen Biermischgetranken konnten weder Catechin noch Epicatechin mit der entwickel-
ten chiralen CE-Methode nachgewiesen werden. Dies kann folgenden Grund haben:
In der Getrankeindustrie werden Guarandextrakte verwendet, um einem Getriank eine
bestimmte Menge an Coffein zuzusetzen (s. Kap. [3.2)). Dafiir wird statt synthetischem
Coffein, Guarandextrakt eingesetzt. Dieser aufgereinigte Extrakt enthélt zu einem ho-
hen Anteil Coffein (bis 90%). Durch den Einsatz von Guarandsamenextrakt wird zum
einen die Loslichkeit im Getrank verbessert, zum anderen werden durch das Extrak-
tionsverfahren storende Geschmackskomponenten aus dem Guaranasamenpulver eli-
miniert. Darunter fallen auch die adstringierend schmeckenden Flavan-3-ole Catechin
und Epicatechin. In diesen Extrakten und den damit hergestellten Getranken waren
weder Catechin noch Epicatechin nachweisbar. Hinzu kommt die starke Verdiinnung
dieser Extrakte im fertigen Lebensmittel. Auch eine stdrkere Aufkonzentrierung im
Zuge der Probenaufarbeitung fiihrte zu keinem Nachweis.
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SiBwaren

Bei der Analyse von Kaubonbons, bei denen als Zutat Guarandpulver angegeben war,
konnten alle Enantiomeren des Catechins und des Epicatechins nachgewiesen werden
(s. Abb.[11.5). Die Herkunft des eingesetzten Guaranapulvers war nicht bekannt.

time {min)
Abbildung 11.5: Chirale Untersuchung eines SPE-Eluats aus einem guaranahaltigen Kaubon-

bon; 3: (-)-Catechin, 4: (+)-Catechin, 5: (+)-Epicatechin,
6: (—)-Epicatechin
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11.1.3. Ergebnis

Die atypischen Flavan-3-ol-Enantiomere (-)-Catechin und (+)-Epicatechin konnten
erstmalig in Guaranasamen nachgewiesen werden. Sie wurden neben den natiirlich
vorkommenden Enantiomeren (+)-Catechin und (-)-Epicatechin identifiziert. Eine mog-
liche Epimerisierungsreaktion konnte durch Vermeidung von entsprechenden Einfliis-
sen wie Temperatur und/oder pH-Wert wihrend der Ernte, im Rahmen der
Probenaufarbeitung und wéhrend der CE-Analyse ausgeschlossen werden. Es kann
also mit groRer Sicherheit davon ausgegangen werden, dass alle Flavan-3-ol-Enantio-
mere in Guarandsamen vorkommen und damit natiirlichen Ursprungs sind.
Diese Ergebnisse konnten mittlerweile durch Untersuchungen einer anderen Arbeits-
gruppe bestétigt werden [6].

Untersuchung anderer Pflanzen der Sapindaceae

Die Ergebnisse aus der Untersuchung von Guarana legen nahe, dass auch andere
Pflanzen aus der Familie der Sapindaceae die atypischen Flavan-3-ol-Enantiomeren
aufweisen. Deswegen wurden weitere Vertreter aus dieser Pflanzenfamilie untersucht.
Hierbei konzentrierte man sich auf Pflanzen bzw. Friichte, die ebenfalls als Lebens-
mittel Verwendung finden. Dazu gehorten die Litschi (Litchi chinensis SONN.) und die
Rambutan (Nephelium lappaceum L.). Diese sind im Gegensatz zu Guarand in Asien
beheimatet. Die Samen sind bei beiden Friichten von einem essbaren Arrilus umgeben.
Es wurden sowohl frische Litschi, als auch Konserven untersucht. Die Rambutanfriich-
te lagen nur als Konserve vor. Die Flavan-3-ole wurden an Polyamid angereichert und
mittels chiraler CE analysiert. Hierbei konnte mit der entwickelten CE-Methode nur
die natiirlich vorkommenden (-)-Epicatechin und (+)-Catechin in geringen Anteilen
nachgewiesen werden [[109].
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11.2. Kakao und Kakaoerzeugnisse

11.2.1. Analyse von Kakao und Kakaoerzeugnissen

Die entwickelte CE-Methode zur chiralen Trennung von Catechin und Epicatechin
wurde auf diverse Kakaobohnen und Kakaoerzeugnisse angewendet. Zusétzlich konn-
ten auch einzelne Halbfabrikate (z.B. Kakaomasse, Kakaonibs) untersucht werden.

Um eine Verdnderung der temperatur- und pH-empfindlichen Flavan-3-ol-Enantiome-
ren auszuschlieBen, wurde eine moglichst schonende Probenaufarbeitung gewéhlt.
Abgesichert wurden die erhaltenen Ergebnisse durch Migrationszeitvergleich und Stan-
dardaddition. Desweiteren wurden Catechin und Epicatechin aus den Probenextrakten
isoliert, aufgereinigt und mittles nicht-chiraler HPLC-UV-Ionenfallen Massenspektro-
metrie identifiziert. Die reinsten Fraktionen wurden wiederum isoliert und erneut zum
Vergleich mit den Messungen der Rohextrakte in die CE injiziert. Mit der Analyse der
isolierten Flavan-3-ole konnte eine eventuelle Comigration von dhnlichen Substanzen
(z.B. von dimeren Procyanidinen) ausgeschlossen werden (s. Kap. [9.3.5|bis [9.3.7).

Rohe und fermentierte Kakaobohnen

Fiir die Analyse von rohen Kakaobohnen wurden die Kakaobohnen direkt aus einer
Kakaofrucht gelost, gefriergetrocknet und entsprechend aufgearbeitet. Durch die Ge-
friertrocknung wurde eine sofortige Inaktivierung der Polyphenoloxidase erreicht, die
zum Abbau der Flavan-3-ole hitte fiihren konnen. Bei der Analyse dieser unfermentier-
ten, getrockneten, ungerdsteten Kakaobohnen mittels chiraler CE konnten
(+)-Catechin und (-)-Epicatechin nachgewiesen werden.
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Wie Abb. zeigt, wurde neben sehr geringen Anteilen an (+)-Catechin, vor al-
lem (-)-Epicatechin gefunden. Damit konnte die in der Literatur vorherrschende Mei-
nung bestétigt werden, dass aufgrund der Biosynthese in der Pflanze (+)-Catechin und
(-)-Epicatechin die vorherrschenden Enantiomere sind [[14} 45, [91]]. Im Gegensatz zu
Guarana konnten in unfermentierten, getrockneten, ungerosteten Kakaobohnen keine
atypischen Flavan-3-ol-Enantiomeren als natiirliche Bestandteile nachgewiesen wer-

den.

b) \

time fmin}

Abbildung 11.6: Enantioselektive Untersuchung von Catechin und Epicatechin a) in einem
Extrakt aus unfermentierten, getrockneten, ungerdsteten Kakaobohnen und
b)aus dem Extrakt isoliert. 4: (+)-Catechin, 6: (-)-Epicatechin, P: Procyanidin
By

Bei der Untersuchung von fermentierten, sonnengetrockneten, ungerdsteten Kakao-
bohnen konnten ebenfalls nur (+)-Catechin und (-)-Epicatechin identifiziert werden.
Dies lasst sich auch durch die herrschenden Bedingungen wéhrend des Fermentati-
onsprozesses erkldren. Bei der Fermentation der Kakaobohnen herrscht aufgrund der
Gérung ein saures Milieu, so dass die entstehenden Temperaturen (40-50 °C) keinen
Einfluss auf die Verdnderung der Flavan-3-ol-Epimere haben kénnen. Diese bleiben
aufgrund des vorherrschenden sauren Milieus und des geringen Sauerstoffanteils sta-
bil. Auch der Trocknungsvorgang kann fiir die Entstehung von (-)-Catechin keine Rolle
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spielen. Dies ist auf den ohnehin schon geringen Wassergehalt der Kakaobohnen vor
der Trocknung (6 bis 8 %) und 3,5 % nach der Trocknung zuriickzufiithren
(s. Tab.[4.7).

Gerostete Kakaobohnen

Bei der Untersuchung von gerosteten Kakaobohnen und Kakaonibs konnte im Gegen-
satz zu den rohen Kakaobohnen neben (+)-Catechin und (-)-Epicatechin auch das aty-
pische Enantiomer (-)-Catechin nachgewiesen werden (s. Abb.[11.7). Dieses Ergebnis
zeigt, dass die Rostung einen Einfluss auf die Flavan-3-ol-Enantiomerenbildung haben
muss (s. Kap.[4.2.2|und [11.2.2)).

9 |

4

time {min})
Abbildung 11.7: Enantioselektive Untersuchung von Catechin und Epicatechin a) in einem Ex-

trakt aus gerdsteten Kakaobohnen und b) aus dem Extrakt isoliert.
3: (-)-Catechin, 4: (+)-Catechin, 6: (-)-Epicatechin, P: Procyanidin B,
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Kakaomassen und Schokoladen

Wie Abb. zeigt, konnte bei der Untersuchung von Kakaomassen und Schokoladen
mit unterschiedlichem Kakaogehalt neben (-)-Epicatechin und (+)-Catechin ebenfalls
(-)-Catechin identifiziert werden. Eine Erhohung des (-)-Catechin-Anteils konnte im
Vergleich zu den gerosteten Kakaobohnen jedoch nicht nachgewiesen werden. Dies
bestétigte auch die Berechnung und der Vergleich der Peakflachenverhiltnisse

(s. Kap.[12.2.2).

a) \j\a)\NJ

i}
T T T T 1
4 6 g 10 12 14

time {min)
Abbildung 11.8: Enantioselektive Untersuchung von Catechin und Epicatechin a) in einem Ex-

trakt aus Bitterschokolade und b) aus dem Extrakt isoliert.
3: (-)-Catechin, 4: (+)-Catechin, 6: (-)-Epicatechin, P: Procyanidin B,
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Kakaopulver

Wie Abb. zeigt, konnte bei der Analyse von Kakaopulver neben (-)-Epicatechin
und (+)-Catechin eine Veranderung der Flavan-3-ol-Enantiomeren beobachtet
werden. Im Vergleich zu Kakaomasse und Schokolade wurde eine erhebliche Erho-
hung des (-)-Catechin-Anteils nachgewiesen. Die Verarbeitung der Kakaomasse zu Ka-
kaopulver hat also einen deutlichen Einfluss.

h)

; i

4 E a 0 12 14

tirme {rrin)
Abbildung 11.9: Enantioselektive Untersuchung von Catechin und Epicatechin a) in einem Ex-

trakt aus Kakaopulver und b) aus dem Extrakt isoliert. 3: (—)-Catechin,
4: (+)-Catechin, 6: (-)-Epicatechin, P: Procyanidin B,
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11.2.2. Einfluss der Temperatur und des pH-Wertes

Die durchgefithrten Messungen der verschiedenen Kakao- und Kakaoerzeugnisse
haben gezeigt, dass es wihrend der Kakaoverarbeitung zu einer Verédnderung der
Flavan-3-ol-Enantiomeren kommt. Das Vorkommen von (-)-Catechin in Kakao wur-
de bisher nur von zwei Arbeitsgruppen beschrieben. Dabei wurde aber nur auf das
Vorkommen von (-)-Catechin in gerdsteten Kakaobohnen und dunkler Schokolade
hingewiesen. Genauere Untersuchungen iiber die auslésenden Faktoren, die zur Bil-
dung von (-)-Catechin fithren, wurden hierbei jedoch nicht weiter ausgefiihrt [25]40].
Wie schon in Kap. [1| erldutert, epimerisieren Catechin und Epicatechin in alkalischer
Losung und/oder bei erh6hter Temperatur, das heif3t, dass die Enantiomeren zu ihrem
jeweiligen Epimer reagieren. (-)-Epicatechin epimerisiert dabei zu (-)-Catechin und
(+)-Catechin zu (+)-Epicatechin [45] [52].

Wie Abb. zeigt, konnte (-)-Catechin in gerdsteten Kakaobohnen nachgewiesen
werden. Deshalb kann die Rostung als der erste Prozessschritt angesehen werden, bei
dem sich (-)-Catechin bildet. Induziert wird die Bildung von (-)-Catechin aufgrund
der eingesetzten Rosttemperatur (120 - 130 °C fiir 10 - 30 Min). Es kann aber nicht aus-
geschlossen werden, dass ein Teil des gebildeten (-)-Catechin ein
monomeres und/oder epimerisiertes Spaltprodukt aus den oligomeren Procyanidinen
ist. Es ist nicht bekannt, ob die untersuchten gerésteten Kakaobohnen vor dem eigent-
lichen Rostvorgang einer thermischen Vorbehandlung (Infrarot, Hei3luft) unterzogen
wurden, um eventuelle Mikroorganismen und/oder Schimmelpilze abzutéten. Bei ei-
ner solchen thermischen Vorbehandlung ware die Bildung von (-)-Catechin ebenfalls
moglich [13][94].

Des Weiteren wurde eine Erhohung des (-)-Catechin-Anteils bei der CE-Analyse von
aufgeschlossenem Kakaopulver festgestellt. Die Alkalisierung kann somit als der
zweite Prozessschritt angesehen werden, der zur Bildung bzw. zum Anstieg des
(-)-Catechin -Anteils fiihrt. Die pH-Wert-Verschiebung in den basischen Bereich (pH
8-9) und der zusétzliche Einsatz erhohter Temperaturen (bis 100 °C) begiinstigt die
Epimerisierung der Flavan-3-ol-Enantiomeren (vgl. Kap. [4.2.4).
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Zur Verifizierung der dargestellten Ergebnisse, wurden deshalb eigene Rost- und
Alkalisierungsversuche durchgefiihrt. Hierzu wurden unfermentierte, rohe, ungeroste-
te Kakaobohnen unter Laborbedingungen gerdstet bzw. unter Temperatureinwirkung
alkalisch behandelt und die Flavan-3-ole nach der {iblichen Probenaufarbeitung mit-
tels chiraler CE analysiert. Wie Abb. und Abb. zeigen, konnte in beiden
Proben (-)-Catechin nachgewiesen werden. Diese Versuche bestitigten, dass sowohl
das Rosten, als auch der Alkalisierungsprozess die Haupteinflussfaktoren wéhrend der
Kakaoverarbeitung sind, die die Epimerisierung der Flavan-3-ol-Enantiomeren indu-
zieren.

time (min)
Abbildung 11.10: Chirale Untersuchung von Catechin und Epicatechin nach dem Résten von

rohen Kakaobohnen (2,5 Stunden bei 160 °C); 3: (-)-Catechin,
6: (—)-Epicatechin
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time (min)

Abbildung 11.11: Chirale Untersuchung von Catechin und Epicatechin nach der Alkalisierung
von rohen Kakaobohnen (pH 8,6, 75 °C, 1 Stunde). 3: (-)-Catechin, 6: (-)-
Epicatechin

11.2.3. Epimerisierung

(-)-Catechin entsteht bei der Rostung der Kakaobohnen und der Alkalisierung der Ka-

kaomasse. Es bildet sich aufgrund einer Epimerisierungsreaktion aus dem enthaltenen

(-)-Epicatechin. In rohen Kakaobohnen wurden neben (-)-Epicatechin auch geringe

Anteile an (+)-Catechin nachgewiesen. Folglich miisste es im Zuge der

Kakaoverarbeitung nicht nur zur Epimerisierung von (-)-Epicatechin, sondern auch

von (+)-Catechin kommen. Dabei entsteht aus (+)-Catechin (+)-Epicatechin.

Bei beiden Epimerisierungsreaktionen kommt es zu einer Ring6ffnung am C-2 des

C-Rings. Daraus resultiert eine planar gebaute Chinonmethid-Struktur. Anschlieend

folgt ein erneuter Ringschluss mit gleichzeitiger Anderung der Konfiguration am C-

2 des C-Rings. (+)-Epicatechin konnte jedoch mittels CE in den untersuchten Kakao

bohnen und Kakaoerzeugnissen nicht nachgewiesen werden. Dies lasst sich unter an-
derem {iber die Konfiguration des (+)-Epicatechin begriinden.

In Catechin und Epicatechin liegen beide chiralen Zentren nebeneinander. (+)-Catechin
ist trans-konfiguriert. Der Phenylrest am C-2 und die Hydroxyl-Gruppe des C-3 des

C-Ringes sind energetisch glinstig angeordnet, da durch die trans-Konfiguration kei-
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ne sterische Hinderung der beiden Gruppen stattfindet. Bei der Epimerisierung des
natiirlich vorkommenden (+)-Catechin zu (+)-Epicatechin kommt es zur Anderung
der Konfiguration im Molekiil (s. Abb.[11.12). Nach dem Ringschluss sind die beiden
chiralen Zentren nun cis-konfiguriert. Diese Konfiguration ist jedoch thermodynamisch
unglinstiger, da der Phenylrest und die benachbarte Hydroxyl-Gruppe sterisch ndher
zusammen stehen, als in der trans-Konfiguration. Fiir diese Epimerisierungsreakti-
on ist also eine hohere Aktivierungsenergie notig, damit die sterisch ungiinstigere
cis-Konfiguration iiberhaupt gebildet werden kann. Im Gegensatz dazu ist das natiir-
lich vorkommende (-)-Epicatechin cis-konfiguriert.

OH
OH
HO 0. \ HO O
F
OH
OH
(+)-Catechin
OH 0"
‘ OH 0.
HO O o - HO 0 O
= C
OH OH
OH

(+)-Epicatechin

Abbildung 11.12: Mechanismus der Epimerisierungsreaktion am Beispiel von (+)-Catechin in
(+)-Epicatechin [26]
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Bei der Epimerisierung von (-)-Epicatechin zu (-)-Catechin wird aus der cis-Konfigura-
tion eine trans-Konfiguration. Diese ist energetisch giinstiger, da hier der
Phenylrest und die Hydroxyl-Gruppe weiter entfernt liegen. Fiir die Epimerisierung
von (-)-Epicatechin zu (-)-Catechin wird demnach eine geringere Aktivierungsener-
gie benoétigt. Im Vergleich zur Epimerisierung von (+)-Catchin ist diese Reaktion al-
so bevorzugt. Bei Versuchen mit Standardsubstanzen konnte gezeigt werden, dass
(+)-Catechin im Basischen 2-3-mal langsamer zu (+)-Epicatechin epimerisiert, als
(-)-Epicatechin zu (-)-Catechin [51}, [52].

Ubertragen auf die Bedingungen wihrend der Kakaoverarbeitung bildet sich
(+)-Epicatechin also viel langsamer als (-)-Catechin. Dies erklédrt, warum in gerosteten
Kakaobohnen, in nicht-alkalisierter Kakaomasse und in Schokoladen trotz der einge-
setzten Temperaturen nur (-)-Catechin nachgewiesen wurde.

Zusatzlich spielt auch die Zusammensetzung bzw. die Inhaltsstoffe der Kakaobohnen
eine wichtige Rolle, die die Epimerisierungsreaktionen sicherlich in gewissem Umfang
wahrend der Rostung beinflussen. Der pH-Wert der fermentierten Kakaobohnen liegt
im sauren Bereich und wirkt stabilisierend auf die Flavan-3-ole, was die beschriebenen
chemischen Reaktionen verlangsamt. Auferdem wird die ablaufende Epimerisierung
durch den Wassergehalt beeinflusst. Zudem ist das enthaltene Fett, das iiber die Halfte
der Kakaobohnenmasse ausmacht, ein schlechter Warmeleiter.

Demgegeniiber herrschen bei der Alkalisierung der Kakaomasse andere Bedingungen
vor. Hierbei sind die Kakaobohnen zu Kakaomasse zermahlen und die Kakaobutter
wurde abgepresst, so dass das Kakaopulver nur noch 10-24% Fett enthélt
(s. Kap. [4.2.5). Hieraus ergibt sich eine verbesserte Warmeleitfahigkeit des Kakao
pulvers. Zusétzlich wird in Folge der vergroferten Oberfiache die Benetzbarkeit durch
das gewahlte Alkalisierungsmittel verbessert.

Bestétigt wurden die ermittelten Ergebnisse durch ein Patent von Hammerstone et al.,
die im Modellversuch den Einfluss von Temperatur und pH-Wert-Verdnderung unter-
suchten, um die Verluste der Epimerisierung der Flavan-3-ole wiahrend der Kakaover-
arbeitung zu minimieren. Die Analysen wurden mittels chiraler HPLC durchgefiihrt.
Hierbei wurde (+)-Epicatechin weder in gerdsteten Kakaobohnen noch in Kakaomas-
se gefunden. Es konnte erst in geringen Anteilen in aufgeschlossenem Kakaopulver
extrakt nachgewiesen werden [43]]. Dies zeigt, dass es erst einer Verdnderung der Ka-
kaomatrix und eines erhdhten Energieaufwands bedarf, damit es zu einer Epimerisie-
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rung von (+)-Catechin zu (+)-Epicatechin kommen kann. Demgegeniiber stehen die
Ergebnisse von Williamson et al., die (+)-Epicatechin in geringen Anteilen in verschie-
denen Schokoladenproben nachweisen konnten [25]. Zu diesen beiden widerspriichli-
chen Ergebnissen lésst sich sagen, dass es bei der industriellen Herstellung von Scho-
koladen mit hohem Kakaoanteil durchaus iiblich ist, aus Griinden der Farbvertiefung
einen gewissen Anteil an Kakaopulver hinzuzufiigen, was den eben genannten Nach-
weis von (+)-Epicatechin erkldren wiirde. In der genannten Studie wurden keinerlei
Angaben iiber den Kakaoanteil bzw. die Herstellungsart der untersuchten Schokoladen
gemacht (s. Kap.[1.6.2).

Bei den durchgefiihrten Analysen von alkalisiertem Kakaopulver konnte jedoch
mittels chiraler CE kein (+)-Epicatechin nachgewiesen werden. Der Grund dafiir liegt
bei den durchgefiihrten Messungen am hohen (-)-Epicatechin Anteil der Kakao
proben. Das (-)-Epicatechin-Signal iiberdeckt in seiner Intentsitét einen viel geringe-
ren (+)-Epicatechin-Anteil (s. Kap. . Dadurch konnte auch bei der Vermessung der
isolierten Flavan-3-ole aus alkalisiertem Kakaopulver kein (+)-Epicatechin nachgewie-
sen werden [57].

Ein weiterer Grund ist sicherlich die eingeschrankte Nachweisgrenze des kapillarelek-
trophoretischen Trennsystems, die aus dem geringen Innendurchmesser der Kapillare
und dem damit verbundenen kurzen Lichtweg resultiert (s. Kap. |7 [27].
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11.2.4. Ausschluss der Epimerisierung wahrend der Analyse

Wie bereits in Kap. erldutert, musste zur Verifizierung der Analyse von Kakao
und Kakaoerzeugnissen die Epimerisierung der Flavan-3-ole wihrend der Probenauf-
arbeitung und der CE-Analyse ausgeschlossen werden. Die Analyse der Flavan-3-ole
mittles CE wurde bei einem pH-Wert von 8,5 durchgefiihrt (s. Kap. [10). Die Trennung
erfolgte dabei in einer Zeit unter 8 Minuten bei einer Temperatur von 20 °C. Es kommt
bei diesen gewéhlten Trennparametern zu keinerlei Epimerisierung der untersuchten
Substanzen.

Probenaufarbeitung

Die Probenaufarbeitung wurde bei Zimmertemperatur durchgefiihrt. Auf eine Erho-
hung der Temperatur konnte aufgrund der gewihlten Extraktionsbedingungen ver-
zichtet werden. Ein basischer pH-Wert konnte ebenfalls ausgeschlossen werden. Die
Extraktionslosungen (Methanol/Wasser) und die Proben selber zeigten einen pH-Wert
zwischen 5,3 - 7,1. Sie wiesen also einen sauren bis neutralen pH-Wert auf, was die
Epimerisierung der Flavan-3-ole verhinderte.

Zusétzlich wurde untersucht, ob es bei der Probenaufarbeitung zu einer Epimerisie-
rung der Flavan-3-ole aufgrund der Einfliisse von Luftsauerstoff und Tageslicht kommt.
Um dies zu bestétigen, wurden Versuchsreihen mit Standardlésungen durchgefiihrt.
Diese wurden zur Absicherung teilweise ,extremen“ Sauerstoff- und Lichtbedingun-
gen ausgesetzt. (—)-Epicatechin wurde in DMSO gelost (100 mg/1) und 24 Stunden bei
Zimmertemperatur im offenen Becherglas geriihrt. Danach wurde die Losung mittels
CE analysiert. Es lieen sich keine Epimerisierungsprodukte nachweisen. Um den Ein-
fluss von Tageslicht ausschlieBen zu konnen, wurde eine (-)-Epicatechin-Standard
l6sung unter normalen Analysenbedingungen dem Laborlicht (Tageslicht und Neon-
licht) ausgesetzt und danach mittels CE untersucht. Auch hier fanden sich keine Epime-
risierungsprodukte. Zur Absicherung wurde eine zweite (-)-Epicatechin-Standardlésung
24 Stunden lang mit UV-Licht bestrahlt. In dieser Probe lief3en sich kleine Anteile von
(-)-Catechin nachweisen. Dies zeigt, dass die eingesetzte UV-Strahlung bei ldngerer
Exposition in gewissem Umfang eine Epimerisierung der Flavan-3-ole induziert.

Aus diesen Experimenten konnte die Schlussfolgerung gezogen werden, dass eine
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Epimerisierung der Flavan-3-ol-Enantiomere wahrend der Probenaufbereitung ausge-
schlossen werden kann.
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11.3. Untersuchung von Apfelsaft

In Apfelsaft ist ebenfalls Catechin und Epicatechin enthalten. Wie Abb. zeigt,
konnten bei der Untersuchung eines frisch hergestellten Saftes die natiirlich vorkom-
menden Enantiomere (+4)-Catechin und (-)-Epicatechin nachgewiesen werden.
Abgesichert wurden diese Befunde durch Migrationszeitvergleich und Standardaddi-

tion.
8
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Abbildung 11.13: Untersuchung von Catechin und Epicatechin in frisch hergestelltem Apfel-
saft; a) mit und b) ohne chiralen Selektor, 1: Epicatechin, 2: Catechin,
4: (+)-Catechin, 6: (-)-Epicatechin, 8: Chlorogenséure

Aufgrund der Ergebnisse aus der chiralen Untersuchung von Kakao und Kakaoerzeug-
nissen sollte weiterhin untersucht werden, ob sich auch in flavan-3-ol-haltigen Frucht-
séften die atypischen Flavan-3-ol-Enantiomeren nachweisen lassen. Aus diesem Grund
wurden verschiedene Apfelsifte aus unterschiedlichen Herstellungsverfahren mittels
chiraler CE untersucht.

Dabei handelte es sich um Direktsaft, naturtriiben Konzentratsaft und klaren Konzen-
tratsaft. Zum besseren Vergleich wurde auch ein Apfelsaft aus frischen Apfeln herge-
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stellt. Die Proben wurden einer Festphasenextraktion an Polyamid unterzogen und
dann mittels der chiralen CE analysiert. Wie Abb. zeigt, enthielten alle un-
tersuchten Safte unterschiedlich hohe Anteile an (+)-Catechin und (-)-Epicatechin.
Die Konzentratsifte zeigten einen geringeren Gehalt als der Direktsaft und der frisch
gekelterte Saft. Im triiben Konzentratsaft konnte nicht geklart werden, ob der Trub
aus dem Konzentrat stammt oder erst nach der Riickverdiinnung hinzugefiigt wurde.
Im klaren Konzentratsaft waren die untersuchten Analyten kaum noch nachweisbar, da
diese bei der Filtrierung in Folge des Herstellungsprozesses dem Saft entzogen werden.
In keinem der untersuchten Sifte waren die atypische Flavan-3-ol-Enantiomeren
(-)-Catechin und (+)-Epicatechin mittels der enantioselektiven CE nachweisbar. Zur
Absicherung wurden die Flavan-3-ol-Enantiomere des triiben Konzentratsaftes stérker
an Polyamid angereichert. Auch danach waren mit der entwickelten CE-Methode kei-
ne atypischen Enantiomere nachweisbar.

Eine Epimerisierung in unterschiedlich thermisch behandelten Apfelsidften konnte mit
der entwickelten CE-Methode trotzdem nicht nachgewiesen werden, da fiir die Epime-
risierung eine vermutlich hoéhere Energiezufuhr notig ist. Wie schon bei der
Untersuchung von Kakao erldutert (s. Kap.[11.2.2)), spielt auch die Lebensmittelmatrix
eine wichtige Rolle. Die Flavan-3-ole werden im Apfelsaft durch den sauren pH-Wert
stabilisiert, was eine ,,schnelle“ Epimerisierung verhindert [[14].

119



11. Untersuchte Lebensmittel
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Abbildung 11.14: Untersuchung von Catechin und Epicatechin in Apfelsaften unterschied-
licher Herstellungsverfahren; a) frisch gepresster Apfelsaft, b) Apfeldirekt-
saft, ¢) naturtriber Apfelsaft aus Konzentrat, d) klarer Apfelsaft aus Konzen-
trat, 4: (+)-Catechin, 6: (-)-Epicatechin, 8: Chlorogenséure
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12. Vergleich der
Peakflachenverhaltnisse

12.1. Indikatoren fiir Verfalschungsnachweise und
technologische Beeinflussung von Lebensmitteln

Eine der Aufgaben in der Lebensmittelchemie ist es, neben dem vorbeugenden
Gesundheitsschutz, den Verbraucher beim Kauf von Lebensmitteln vor Betrug und Tau-
schung zu schiitzen. Um Verfédlschungen von Lebensmitteln nachzuweisen, kann auch
die Gruppe der Flavonoide als Bioindikatoren zur Priifung der Authentizitat und der
Riickverfolgbarkeit genutzt werden. Hierbei kommen verschiedene Moglichkeiten in
Frage:

1. Authentizitdtsnachweis iiber eine Einzelsubstanz
Ist eine Substanz fiir ein bestimmtes Lebensmittel spezifisch, so kann diese fiir
deren Identifizierung genutzt werden. Beispiele: Die Bestimmung des Flavanon-
7-0-glykosids Naringin in Orangensaft dient als Verfalschungsindikator, um einen
Zusatz von Grapefruitsaft nachzuweisen [42]. Isoflavone dienen als Indikator-
substanzen zum Nachweis eines Sojazusatzes in Fleischwaren [70].

2. Authentizitdtnachweis tiber das ganze Flavonoidspektrum
Die Echtheitspriifung eines Lebensmittels kann auch iiber die Bestimmung des
Flavonoidspektrums erfolgen, da dieses sehr spezifisch fiir das jeweilige Lebens-
mittel sein kann. Man spricht vom sogenannten Flavonoid-Fingerprint [28].
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3. Quantitative Bestimmung der Flavonoide
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Zusétzlich kann die quantitative Bestimmung eines oder mehrerer Flavonoide
zur Echtheitspriifung eines Lebensmittels herangezogen werden [28].

. Authentizitdtsnachweis tiber die Peakflachenverhéltnisse

Ein vielversprechender und aktueller Ansatz auf diesem Gebiet ist der Authenti-
zitdtsnachweis iiber die Berechnung und den Vergleich der Peakfldchenverhélt-
nisse von einzelnen Flavonoiden.

Ein pflanzliches Lebensmittel besitzt ein charakteristisches Flavonoidmuster. Da
die Biosynthese der Flavonoide von dufderen Faktoren, wie den herrschenden
Witterungs- und Standortbedingungen (Licht, Wasser etc.) abhéngt, findet man
von Jahr zu Jahr unterschiedlich hohe Gehalte an Flavonoiden. Berechnet man
jedoch die Peakfldchenverhéltnisse der einzelnen Flavonoide zueinander und ver-
gleicht sie von Jahrgang zu Jahrgang, so zeigt sich, dass diese Verhaltnisse im-
mer gleich sind. Sie bilden ein konstantes Verhaltnis. Auf diese Weise lassen sich
pflanzliche Lebensmittel sorten- und sogar herkunftsspezifisch unterscheiden.
Diese Nachweismoglichkeit wurde bereits erfolgreich zur Unterscheidung von
ungarischem und spanischem Paprika (Capsicum annum L.) genutzt. Weiterhin
lassen sich auch verschiedene Provenienzen von Majoran (Majoranum horten-
sis L.) unterscheiden [82]]. Durch den Vergleich der Peakflachenverhéltnisse von
Proanthocyanidinen konnte eine Differenzierung einzelner Gerstensorten unab-
héngig von Ernte und Jahrgang erreicht werden [111]. In neuen Arbeiten aus
dem eigenen Arbeitskreis war es moglich, durch den Vergleich der Peakflachen-
verhaltnisse, Sorten- und Herkunftsunterschiede von Aprikosen nachzuweisen.
Zur Verifizierung dieser Ergebnisse wurde auch die Stabilisotopenanalyse heran-
gezogen. Daraus ergeben sich neue Moglichkeiten fiir die Rohwarenkontrolle bei
der industriellen Verarbeitung von Lebensmitteln [101].

. Nachweis einer technologischen Beeinflussung

Uber die Berechnung und den Vergleich der Peakflichenverhiltnisse von Fla-
vonoiden ist auch der Nachweis einer technologischen Verarbeitung eines Le-
bensmittels moglich. Lebensmittel werden, je nach ihrem Verwendungszweck,
unterschiedlich stark verarbeitet. Sie werden dabei verschiedenen technologi-
schen Einfliissen, wie beispielsweise Temperatur, Druck oder pH-Wert-Verdander-
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ung ausgesetzt. Wie die Untersuchungen der Flavan-3-ole in Kakao und Kakao-
produkten zeigten, ist die Kakaobohne bis zum eigentlichen Verzehr, einer Viel-
zahl von technologischen Einfliissen ausgesetzt.

Es sollte gezeigt werden, ob sich Kakao und Kakaoprodukte aufgrund ihrer
Verarbeitung voneinander differenzieren lassen. Dafiir wurden die Flavan-3-ol-
Enantiomeren in verschiedenen Kakao- und Kakaoproben untersucht, sowie die
Peakfldchenverhéltnisse berechnet und miteinander verglichen.

12.2. Unterscheidung von Kakao- und Kakaoprodukten
anhand der Flavan-3-ole

12.2.1. Rohe und gerdstete Kakaobohnen

Beim Vergleich der Peakflachenverhéltnisse der Flavan-3-ole in rohen, unfermentier-
ten, ungerosteten Kakaobohnen und in gerosteten Kakaobohnen/Nibs wurde aufgrund
der Bildung von (-)-Catechin eine Verdnderung der Peakflichenverhéltnisse festge-
stellt (s. Tab. [12.1). In rohen, unfermentierten, ungerdsteten Kakaobohnen war
(-)-Catechin mit der angewendeten CE-Methode nicht nachweisbar. Es lagen ausschliel3-
lich (+)-Catechin und (-)-Epicatechin vor (s. Kap[11.2.1). Bei der Analyse der
gerosteten Kakaobohnen und der Kakaonibs wurde (-)-Catechin nachgewiesen. Die
Peakfldchenverhéltnisse der Flavan-3-ol-Epimeren zeigten den Einfluss der Rosttempe-
ratur, die die Epimerisierung auslosten. Obwohl die Kakaobohnen von unterschiedli-
cher

Herkunft und Sorte sind, nehmen die (-)-C/(-)-EC-Verhéiltnisse dhnliche Werte an.
Bei der Untersuchung von Kakaosplittern wurde eine Abweichung beobachtet. Hier
konnte ein Verhaltnis (-)-C/(-)-EC von 37:63 bestimmt werden. Dieses Verhiltnis ent-
spricht eher dem eines Kakaopulvers. Auch der ep.e.-Wert lag bei den Kakaosplittern
deutlich niedriger als bei den gerésteten Kakaobohnen (s. Kap. [12.2.3).

123



12. Vergleich der Peakflichenverhiltnisse

Dafiir kommen zwei Erkldrungen in Frage:

1. Die verwendeten Kakaobohnen wurden stérker gerostet als die anderen unter-
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suchten Kakaobohnen.

. Die Kakaobohnen oder die daraus hergestellten Splitter wurden noch einer wei-

teren Behandlung unterzogen. Dies ist sehr wahrscheinlich, da schon Kakaonibs
zur Geschmacksverbesserung direkt oder nach der Rostung alkalisch behandelt
werden konnen [4].

Probe C/EC (-)-C/(-)-EC ep.e.-
Wert(%)

rohe, unfermentierte 6:94 * -

Kakaobohnen (Brasilien)

gerostete Kakaobohnen 14:86 18:82 64
(Brasilien)

gerostete Kakaobohnen 1  17:83 18:82 64
gerostete Kakaobohnen 2 14:86 12:88 76
gerdstete Kakaobohnen 26:74 19:81 62
(Nibs)

Kakaosplitter 36:63 37:63 26
(Ecuador)

Tabelle 12.1: Peakflachenverhaltnisse von Catechin/Epicatechin, (+/—)-Catechin und
(+/—)-Epicatechin und ep.e.-Werte fir die enantioselektive Trennung von
Catechin und Epicatechin in rohen und gerdsteten Kakaobohnen;
*(—)-Catechin nicht nachweisbar
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12.2.2. Kakaomassen und Schokoladen

Fiir die Bestimmung der Flavan-3-ol-Enantiomeren in Kakaomassen und Schokoladen
wurden sowohl Kakao-Halbfabrikate (Kakaomassen) als auch kommerziell erhiltliche
Schokoladenerzeugnisse mit unterschiedlichem Kakaoanteil untersucht

(s. Tab.[12.2). Fiir die meisten Schokoladen wurden im Vergleich zu den gerosteten Ka-
kaobohnen dhnliche Peakflichenverhiltnisse ermittelt. Aus den Ergebnissen l&sst sich
ableiten, dass es durch die bei der Schokoladenherstellung eingesetzten Temperaturen
(45-50°C im Zeitraum 6-72h) nur zu einer geringen Epimerisierung der Flavan-3-ol-
Enantiomeren kommt (s. Kap. [4.2.3). Bei der Untersuchung bestimmter Schokoladen-
sorten konnte jedoch im Vergleich eine Verdnderung im Peakfldchenverhiltnis beob-
achtet werden. Hierbei wurde eine Verschiebung in Richtung (-)-Catechin beobachtet.
Vor allem die Schokoladen mit sehr hohem Kakaoanteil wiesen ein verandertes Peakfla-
chenverhaltnis auf. Bei einer Plantagenschokolade mit 100 % Kakaoanteil wurde sogar
ein niedriger ep.e.-Wert von 6 ermittelt. Die Epimere (-)-Catechin und (-)-Epicatechin
liegen fast in gleichen Anteilen vor. Verglichen mit den anderen untersuchten Scho-
koladen ist dies sehr ungewohnlich. Bei der Plantagenschokolade entspricht das Peak
flachenverhéltnis eher dem eines alkalisierten Kakaopulvers (s. Tab. . Es ist nicht
auszuschliel3en, dass fiir deren Herstellung eine stdrkere Rostung der Kakaobohnen
bzw. eine Rostung der Kakaomasse durchgefiihrt wurde [4, [13].

Ob eine stiarkere Rostung aber wirklich zu einer solchen Verschiebung des Peakfla-
chenverhaltnisses von (-)-Catechin/(-)-Epicatechin fiihrt, ist fraglich. Wie schon in
Kap. erwéhnt, ist es bei der Produktion von dunkler Schokolade durchaus
iiblich, aus Griinden der Farbvertiefung, bestimmte Anteile von aufgeschlossenem,
also alkalisiertem Kakaopulver, zuzusetzen. Der eingesetzte Anteil von aufgeschlos-
senem Kakaopulver zur Kakaomasse wére eine Erkldrung fiir die Verschiebung des
(-)-Catechin/(-)-Epicatechin-Verhéltnisses in diesen Schokoladen. Bestétigen 14sst sich
dies, wenn man die Peakflichenverhiltnisse dieser Schokoladen mit denen der Scho-
kolade ohne alkalisierte Bestandteile vergleicht. Hier ist ein deutlicher Unterschied zu
erkennen. Es kann daher mit grofer Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden,
dass hier ein Zusatz von aufgeschlossenem (alkalisiertem) Kakaopulver zur Kakaomas-
se erfolgte.
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Probe C/EC (-)-C/(-)-EC ep.e.-
Wert(%)

Kakaomasse 1 29:71 20:80 60

(nicht alkalisiert)

Kakaomasse 2 22:78 18:82 64

(nicht alkalisiert)

Schokolade 22:78 18:82 64

(85 % Kakao)

Schokolade Trinidad 24:76 21:79 58

(75 % Kakao)

Schokolade Wilder Kakao 26:73 26:74 48

(75 % Kakao), Ecuador

Schokolade (70 % Kakao) 22:78 18:82 64

ohne alkl. Bestandteile

Schokolade (70 % Kakao) 27:73 20:80 60

Bitterschokolade

Schokolade Ecuador 27:73 24:76 52

(70 % Kakao)

Schokolade (65 % Kakao) 27:72 27:73 46

Schokolade (60 % Kakao) 28:72 21:79 58

Bitterschokolade

Schokolade (60 % Kakao) 29:71 22:78 56

mit 6 % Kakaokernen

Vollmilchschokolade 1 22:78 27:83 66

(30 % Kakao)

Vollmilchschokolade 2 28:72 27:73 46

(30 % Kakao)

Plantagenschokolade (62 % Kakao) 28:96 29:71 42

Plantagenschokolade (72 % Kakao) 35:64 35:65 30

Plantagenschokolade (100 % Kakao) 45:52 47:53 6

Schokolade mit Extrakt aus rohen 11:86 12:88 76

Kakaobohnen (78 % Kakao)

Tabelle 12.2: Peakflachenverhaltnisse

von

Catechin/Epicatechin,

(+/—)-Catechin  und

(+/—)-Epicatechin und ep.e.-Werte fur die enantioselektive Trennung von
Catechin und Epicatechin in Kakaomassen und Schokoladen
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In Deutschland war eine Schokolade erhiltlich, die mit einem erhéhten Gehalt an
gesundheitsfordernden Substanzen wirbt (,,reich an Antioxidantien“). Diese Schokola-
de wird mit einem bestimmten Verfahren hergestellt, bei der ein Grof3teil der urspriing-
lich enthaltenen Flavonoide erhalten bleibt. Liegt der Verlust an Polyphenolen bei der
iiblichen Schokoladenproduktion durch Fermentation und Rostung bei ca. 70-90 %, so
konnte hier durch die besondere Wahl der Produktionsbedingungen, von der Ernte der
Kakaobohnen bis zur fertigen Schokolade, ein Verlust von nur 20 % erreicht werden
[T, (53, [100].

Bei der Untersuchung dieser Schokolade fiel auf, dass ein deutlich erhéhter Anteil an
(-)-Epicatechin vorliegt als in anderen Bitterschokoladen mit gleichem Kakaoanteil.
Aus dem Zutatenverzeichnis war ersichtlich, dass dieser Schokolade ein Extrakt aus ro-
hen Kakaobohnen zugesetzt wurde. Dies erklart den hohen Anteil an (-)-Epicatechin.
In welchem Prozessschritt dieser Extrakt zugesetzt wird, konnte nicht in Erfahrung ge-
bracht werden. Trotz des hohen Anteils an (-)-Epicatechin wurde in dieser Schokolade
auch (-)-Catechin nachgewiesen. Eine Epimersierung der Flavan-3-ol-Enantiomeren
kann also nicht ganz vermieden werden.

Durch diesen erhohten Anteil ist der berechnete ep.e.-Wert mit dem von gerdsteten
Kakaobohnen vergleichbar.

12.2.3. Kakaopulver

Die Untersuchung von verschiedenen Kakaopulvern zeigte eine deutliche Erhohung
des (-)-Catechin-Anteils (s. Kap. . Aus den Peakflachenverhiltnissen ist ersicht-
lich, dass sich das Epimerisierungsgleichgewicht mehr auf die Seite des (-)-Catechins
verschoben hat (s. Tab.[12.3). Der Vergleich der nicht alkalisierten mit den alkalisierten
Kakaopulvern zeigte jedoch eine weitere Verdnderung in Richtung (-)-Catechin. Dies
ist auf die Einwirkung des basischen pH-Wertes und der erhohten Temperatur zuriick-
zufithren. In den meisten Féllen liegt (-)-Catechin im Verhéltnis {iber (-)-Epicatechin.
Auch in den schwach entolten Kakaopulverproben konnte so deutlich gezeigt wer-
den, dass sie alkalisiert wurden. Im Vergleich dazu zeigte die chirale Untersuchung
eines Bio-Kakaopulvers ein atypisches (-)-C/(-)-EC-Peakflachenverhiltnis von 17:83.
Dieses Verhiltnis zeigt, dass hier das Epimerisierungsgleichgewicht noch stark auf der
Seite des (-)-Epicatechins liegt. Aufgrund des Peakflichenverhéltnisses kénnte man
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auf gerdstete Kakaobohnen (s. Tab. schlieffen. Daraus lésst sich ableiten, dass
dieses Kakaopulver nicht alkalisiert wurde. Es ist vermutlich nur durch das Zermahlen
der Kakaobohnen mit anschliel3endem schonenden Abpressen der Kakaobutter herge-
stellt worden. Vergleicht man die in Tab. und aufgefiihrten Verhéltnisse
von (-)-Catechin und (-)-Epicatechin zwischen den Schokoladen und den nicht alka-
lisierten Kakaopulvern, so fallt kaum ein Unterschied auf (s. Kap. [4.2.5). Dies lasst
vermuten, dass beim Abpressen der Kakaobutter kaum eine Verdnderung der Flavan-
3-ol-Enantiomeren stattfindet.

Probe C/EC (-)-C/(-)-EC ep.e.-
Wert(%)

Kakaopulver 1 (nicht alkalisiert) 29:71 24:76 52
Kakaopulver 2 (nicht alkalisiert) 35:65 24:76 52
Kakaopulver 3 (nicht alkalisiert) 38:62 25:75 50
Kakaopulver 4 (alkalisiert) 43:57 42:58 16
Kakaopulver 5 (alkalisiert) 61:39 65:35 30
Kakaopulver 6 (schwach entolt)  64:42 61:39 22
Kakaopulver 7 (schwach ent6lt)  52:48 52:48 4

Bio Kakaopulver 30:70 17:83 66

Tabelle 12.3: Peakflachenverhéltnisse von Catechin/Epicatechin, (+/—)-Catechin  und
(+/—)-Epicatechin und ep.e.-Werte fir die enantioselektive Trennung von
Catechin und Epicatechin in Kakaopulver
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12.2. Unterscheidung von Kakao- und Kakaoprodukten anhand der Flavan-3-ole

12.2.4. Kakaoerzeugnisse

Zusatzlich zu den oben aufgefiihrten Proben wurden auch Kakaoerzeugnisse und
Lebensmittel mit einem bestimmten Kakaoanteil analysiert. Hierbei wurden reine Scho-
koladenerzeugnisse, aber auch Lebensmittel, die Kakaopulver enthielten, untersucht.
Wie in Tab. aufgefiihrt, wurden auch hier die Enantiomeren Flavan-3-ole
mittels chiraler CE untersucht und die Peakfldchenverhiltnisse berechnet und vergli-
chen. Dabei konnten die Produkte, wie Blockschokolade und Kakaoglasur aufgrund
ihrer Peakflichenverhéltnisse den Kakaomassen und Schokoladen zugeordnet werden
(vgl. Tab. [12.2). In den anderen Produkten (Schokodessertsosse, Mousse au chocolat-
Pulver, 16sliches Schokoladenpulver) wurden (-)-C/(-)-EC-Peakflachenverhaltnisse be-
stimmt, die sich alkalisiertem Kakaopulver zuorden lassen (s. Tab.[12.3).

In diesen Produkten wird aufgeschlossenes, also alkalisiertes Kakaopulver verwendet,
da auf diese Weise eine verbesserte Solubilisierbarkeit, eine dunklere Farbung des Pro-
duktes und ein entsprechend positives Geschmacksprofil erzielt wird.

Probe C/EC (-)-C/(-)-EC ep.e.-
Wert (%)

Blockschokolade 18:82 13:87 74

(40 % fettarmer Kakao)

Kakaoglasur 18:82 13:87 74

(20 % Kakao)

Mousse au chocolat-Pulver 49:51 48:52 4

(19 % fettarmer Kakao)

Schokodessertsosse 68:32 63:37 26

(7,5 % fettarmer Kakao)

losliches Schokoladenpulver 62:38 63:37 26

(20 % Kakao)

Tabelle 12.4: Peakflachenverhéltnisse von Catechin/Epicatechin, (+/—)-Catechin und
(+/-)-Epicatechin und ep.e.-Werte flr die enantioselektive Trennung von Catechin
und Epicatechin in Kakaoerzeugnissen
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12. Vergleich der Peakflichenverhiltnisse

12.2.5. Rost- und Alkalisierungsversuche

Wie Tab. im Vergleich mit Tab. zeigt, konnte bei den im Labor durchgefiihr-
ten Rost- und Alkalisierungsversuchen von unfermentierten, rohen, ungerdsteten Ka-
kaobohnen eine deutliche Verdnderung der Catechin und Epicatechin-Enantiomeren
beobachtet werden. Durch die Einwirkung der Temperatur und der pH-Wert-Verschie-
bung konnte die Epimerisierung der Flavan-3-ol-Enantiomeren nachgewiesen werden.
Es zeigte sich, dass durch die starke Rostung im Laborversuch sich &hnliche Verhaltnis-
se wie bei der Alkalisierung ergaben.

Probe C/EC (-)-C/(-)-EC ep.e.-
Wert(%)

rohe, unfermentierte 6:94 - -
Kakaobohnen (Brasilien)

Alkalisierungsversuch 68:32 66:34 32
Rostversuch 62:38 63:36 27

Tabelle 12.5: Peakflachenverhaltnisse von Catechin/Epicatechin, (+/—)-Catechin und
(+/—)-Epicatechin und ep.e.-Werte fiir die enantioselektive Trennung von
Catechin und Epicatechin der durchgefiihrten Rést-und Alkalisierungsversuche

Hammerstone et al. konnten in Laborversuchen mit Standardsubstanzen ebenfalls fest-
stellen, dass sich bei der Epimerisierungsreaktion von Catechin und Epicatechin ein
Gleichgewicht von ca. 65:35 einstellt [43]]. Bei den durchgefiihrten Rost- und Alkali
sierungsversuchen mit rohen Kakaobohnen wurde ein dhnliches Verhéltnis nachgwie-
sen.
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12.3. Ergebnis

12.2.6. Isolierte Flavan-3-ole

Wie schon die Abbildungen in Kap. zeigen, wurden in einigen Proben Catechin
und Epicatechin isoliert und zur Absicherung der Befunde mittels chiraler CE analy-
siert. Damit konnte die Comigration von anderen dhnlich migrierenden Substanzen
ausgeschlossen werden. Durch den Vergleich der berechneten Peakflachenverhéltnisse
der Flavan-3-ol-Isolate mit den CE-Messungen der Rohextrakte konnten die ermittel-
ten Ergebnisse abgesichert und bestatigt werden (s. Tab.[13.4).

12.3. Ergebnis

Mit der chiralen Analyse mittels CE ist es moglich, die Flavan-3-ol-Enantiomeren in Ka-
kao und Kakaoerzeugnissen nachzuweisen. Es konnte gezeigt werden, dass diese auf-
grund der einzelnen Verarbeitungsschritte epimerisieren. Das Hauptreaktionsprodukt
ist dabei (-)-Catechin, das vor allem durch Temperatur- und pH-Wert-Verdnderungen
entsteht. Zur besseren Interpretation der Ergebnisse wurden anstatt der absoluten Ge-
halte die Peakflichenverhiltnisse der Flavan-3-ol-Enantiomeren berechnet und
verglichen. Auch wenn (+4)-Epicatechin sich nicht nachweisen lief3, ist durch den
Vergleich der Peakflachenverhéltnisse von (-)-Catechin/(-)-Epicatechin eine Differenz
ierung von verschiedenen Zwischen- und Endprodukten, Halbfabrikaten, Schokoladen
und kakaohaltigen Erzeugnissen mit einigen Einschrdnkungen moglich.

131



12. Vergleich der Peakflichenverhiltnisse

Probenisolat C/EC (-)-C/(-)-EC  ep.e.-Wert(%)

rohe, unfermentierte 8:92 2:98 96
Kakaobohnen (Brasilien)

gerostete Kakaobohnen 25:75 20:80 60
(Nibs)

Kakaomasse 1 24:76 21:79 58
(nicht alkalisiert)

Kakaomasse 2 24:76 20:80 60
(nicht alkalisiert)

Schokolade (70% ) 23:77 18:82 64
ohne alkal. Bestandteile

Schokolade (78 % Kakao) 19:81 13:87 74
mit Kakaobohnenextrakt

Kakaopulver 1 24:76 21:79 58
(nicht alkalisiert)

Kakaopulver 2 32:68 27:73 46
(nicht alkalisiert)

Kakaopulver 3 32:68 29:71 42
(nicht alkalisiert)

Kakaopulver 4 45:55 43:57 14
(alkalisiert)

Kakaopulver 5 69:31 68:32 36
(alkalisiert)

Kakaopulver 6 56:44 56:44 12

(schwach ent6lt)

Bio Kakao 25:75 19:81 62

Tabelle 12.6: Peakflachenverhéltnisse von Catechin/Epicatechin, (+/—)-Catechin und
(+/-)-Epicatechin und ep.e.-Werte flr die enantioselektive Trennung von Catechin
und Epicatechin in den Isolaten aus Kakao und Kakaoerzeugnissen
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13. Referenzanalytik fur Kakao- und
Kakaoprodukte mittels HPLC

13.1. Chirale HPLC

Uber die Berechung und den Vergleich der Peakflichenverhiltnisse einzelner Flavan-
3-ol-Enantiomeren ist eine Differenzierung verschiedener Kakaoerzeugnisse moglich.
Die Absicherung dieser Ergebnisse erfolgte dabei durch die Isolierung aus den
einzelnen Extrakten. Zur weiteren Uberpriifung der Ergebnisse wurden die Kakaoex-
trakte sowie deren Isolate mittels HPLC-FLD gemessen. Dafiir wurde eine mit HP-f-
CD belegte Trennsdule verwendet. Mit dieser Trennséule gelang zwar eine Trennung
der Catechin- jedoch nicht der Epicatechin-Enantiomeren (s. Abb. Zur besseren
Abschitzung wurden die Peakflachenverhiltnisse beider Catechin-Enantiomeren ad-
diert und mit Epicatechin ins Verhéltnis gesetzt. Catechin und Epicatechin wurden
mittels CE ohne chiralen Selektor in den Proben gemessen, die Peakfldchenverhaltnis-
se berechnet und mit den HPLC-Ergebnissen verglichen.

Durch diesen Vergleich konnten die Ergebnisse aus dem vorherigen Kapitel abgesichert
werden. Dies zeigte sich sowohl beim Vergleich der rohen, unfermentierten mit den ge-
rosteten Kakaobohnen als auch bei den Kakaomassen und den Schokoladen. So konn-
te auch hier eine Verschiebung der Peakflachenverhéltnisse in Richtung des Catechin
beobachtet werden. Innerhalb dieser Einteilung konnten einige Produkte identifiziert
werden, die gegeniiber den anderen Proben Abweichungen in den Peakfldchenver-
héltnissen zeigten. Hierzu gehorten die Proben Kakaosplitter (Ecuador) (s.Tab.
und der Plantagenschokolade (100 % Kakao) (s.Tab. [13.2)). Hier lasst sich {iber den
Vergleich der berechneten Peakfldchenverhéltnisse erkennen, dass bei der Verarbei-
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13. Referenzanalytik fiir Kakao- und Kakaoprodukte mittels HPLC
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Abbildung 13.1: Enantiomerentrennung von Catechin und Epicatechin in einem Extrakt aus
Schokolade mittels chiraler HPLC; 1: Epicatechin (nicht-chiral getrennt),
3: (-)-Catechin, 4:(+)-Catechin, x: unbekannte Substanz

tung der Produkte Kakaosplitter und die Plantagenschokolade eine weitere Behand-
lung der Rohstoffe mit Alkali und/oder Hitze stattgefunden haben muss. Beide Pro-
ben haben ein deutlich in Richtung Catechin verschobenes Peakflichenverhéltnis. An-
ders verhilt es sich bei den Proben Schokolade mit Kakaobohnenextrakt (78 % Kakao)
(s. Tab. und Biokakao (s. Tab.[13.3). Hier zeigte der Vergleich der berechneten
Peakfldchenverhéltnisse, dass die Produkte bei der Verarbeitung Bedingungen ausge-
setzt waren, die zu keiner starken Epimerisierung der Flavan-3-ole fiihrten. In einigen
Proben wurden die monomeren Flavan-3-ole isoliert. Diese Proben wurden ebenfalls
mit HPLC vermessen. Damit konnte die Comigration bzw. Coelution dhnlicher Sub-
stanzen ausgeschlossen werden. Durch den Vergleich der berechneten Peakfldchenver-
héltnisse der Flavan-3-ol-Isolate mit den CE-Messungen der Rohextrakte konnten die
Ergebnisse aus den chiralen CE-Messungen bestétigt werden (s. Tab. [13.5).
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13.1. Chirale HPLC

13.1.1. Quantitative Abschéatzung

Eine Differenzierung der Kakaoerzeugnisse aufgrund der absoluten Gehalte der einzel-

nen Flavan-3-ol-Enantiomeren war nicht moglich, da weder die Kakaosorte noch die

einzelnen Prozessparameter bekannt waren. Dennoch wurde eine semi-quantitative

Abschétzung iiber die chirale HPLC durchgefiihrt. Es war nicht moglich, Epicatechin, in

seine Enantiomeren zu trennen. Da (+)-Epicatechin sich jedoch nur in sehr
geringen Anteilen bildete, wurde Epicatechin quantifiziert. Die in Tab. dargestell-
ten Durchschnittswerte zeigen wie grof3 die Schwankungen der Gehalte an Flavan-3-

ol-Enantiomeren sind. Die ermittelten Gehalte stimmen jedoch gréf3enordnungsméafig

mit den bisher aus der Literatur bekannten Daten tiberein [25] 40l [100].

Probe C/EC (CE) C/EC (HPLC)
rohe, unfermentierte 6:94 4:96
Kakaobohnen (Brasilien)

gerostete Kakaobohnen 14:86 12:88
(Brasilien)

gerostete Kakaobohnen 1  17:78 20:80
gerostete Kakaobohnen 2 12:86 15:85
gerostete Kakaobohnen 26:74 22:78
(Nibs)

Kakaosplitter 36:63 40:60
(Ecuador)

Tabelle 13.1: Vergleich der Peakflachenverhaltnisse fiir Catechin und Epicatechin in rohen und

gerdsteten Kakaobohnen mittels CE und HPLC
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13. Referenzanalytik fiir Kakao- und Kakaoprodukte mittels HPLC

Probe C/EC (CE) C/EC (HPLC)
Kakaomasse 1 29:71 23:77
(nicht alkalisiert)

Kakaomasse 2 22:78 20:80
(nicht alkalisiert)

Schokolade 22:78 19:81
(85 % Kakao)

Schokolade Trinidad 24:76 26:74
(75 % Kakao)

Schokolade Wilder Kakao 26:73 31:69
(75 % Kakao) Ecuador

Schokolade (70 % Kakao) 22:78 20:80
ohne alkalisierte Bestandteile

Schokolade 27:73 23:77
(70 % Kakao)

Schokolade (70 % Kakao) 27:73 28:72
Bitterschokolade

Schokolade (65 % Kakao) 27:72 32:78
Schokolade (60 % Kakao) 28:72 24:76
Bitterschokolade

Schokolade (60 %Kakao) 29:71 25:75
mit 6 % Kakaokernen

Vollmilchschokolade 1 22:78 26:74
(30 % Kakao)

Vollmilchschokolade 2 28:72 20:80
(30 % Kakao)

Plantagenschokolade (62 % Kakao) 28:96 33:67
Plantagenschokolade (72 % Kakao) 35:64 40:60
Plantagenschokolade (100 % Kakao) 45:52 39:61
Schokolade mit Kakaobohnenextrakt 11:86 15:85

(78 % Kakao)
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13.1. Chirale HPLC

Probe C/EC (CE) C/EC (HPLC)
Kakaopulver 1 (nicht alkalisiert) 29:71 24:76
Kakaopulver 2 (nicht alkalisiert) 35:65 34:66
Kakaopulver 3 (nicht alkalisiert) 38:62 32:78
Kakaopulver 4 (alkalisiert) 43:57 45:55
Kakaopulver 5 (alkalisiert) 61:39 68:32
Kakaopulver 6 (schwach ent6lt)  64:42 68:32
Kakaopulver 7 (schwach entolt)  52:48 63:37
Bio Kakao 30:70 28:72

Tabelle 13.3: Vergleich der Peakflachenverhéltnisse fiir Catechin und Epicatechin in Kakaopul-
ver mittels CE und HPLC

Probe C/EC (CE) C/EC (HPLC)
Blockschokolade 18:82 16:84

(40 % fettarmer Kakao)

Kakaoglasur 18:82 17:83

(20 % Kakaoanteil)

Mousse au chocolat-Pulver 49:51 47:53

(19 % fettarmer Kakao)

Schokodessertsosse 68:32 64:36

(7,5 % fettarmer Kakao)

losliches Schokoladengetrank 62:38 67:33

(20 % Kakaoanteil)

Tabelle 13.4: Vergleich der Peakflachenverhéltnisse fir Catechin und Epicatechin in Kakao-
erzeugnissen mittels CE und HPLC
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13. Referenzanalytik fiir Kakao- und Kakaoprodukte mittels HPLC

Probenisolat C/EC (CE) C/EC (HPLQC)
rohe, unfermentierte 8:92 5:95
Kakaobohnen (Brasilien)

gerostete Kakaobohnen 25:75 23:77
(Nibs)
Kakaomasse 1 24:76 25:75

(nicht alkalisiert)

Kakaomasse 2 24:76 21:79
(nicht alkalisiert)

Schokolade 70 % ohne 23:77 21:79

alkalisierte Bestandteile

Schokolade (78 % Kakao) 19:81 14:86
mit Kakaobohnenextrakt

Kakaopulver 1 24:76 27:73
(nicht alkalisiert)

Kakaopulver 2 32:68 34:66
(nicht alkalisiert)

Kakaopulver 3 32:68 32:68
(nicht alkalisiert)

Kakaopulver 4 45:55 49:51
(alkalisiert)

Kakaopulver 5 69:31 68:32
(alkalisiert)

Kakaopulver 6 56:44 51:49

(schwach ent6lt)

Bio Kakao 25:75 23:77

Tabelle 13.5: Vergleich der Peakflachenverhéltnisse fiir Catechin und Epicatechin in Kakao und
Kakaoerzeugnissen mittels CE und HPLC in den Flavan-3-ol-Isolaten der jeweili-
gen Probe
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13.1. Chirale HPLC

Probe (+)-C(mg/kg) (-)-C (mg/kg) EC (mg/kg)
rohe, unfermentierte, 34 n.n. 2264
getrocknete Kakaobohnen (n=1)
gerdstete Kakaobohnen (n=3) 40,8 + 18,4 132 + 46,0 1032 + 117
Schokolade 60-80% Kakaoanteil 5 + 4 57,5 + 49 223 + 144
(n=6)
Kakaopulver 11 111 420
(nicht alkalisiert, n=1)
Kakaopulver 2,7 57+ 10 75 + 37
(alkalisiert, n=3)

Tabelle 13.6: Quantitative Abschatzung von (+)-Catechin, (-)-Catechin und Epicatechin in

Kakao und Kakaoerzeugnissen mittels chiraler HPLC, Gehalte angegeben als
Durchschnittswerte; n= Anzahl der untersuchten Proben
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14. Atypische Procyanidine

14.1. Enantiomere Procyanidine in Guarana

Wie in Kap. [11] erldutert, konnten in Guarand neben den natiirlich vorkommenden
Flavan-3-ol-Enantiomeren (-)-Epicatechin und (+)-Catechin auch die Enantiomeren
(-)-Catechin und (+)-Epicatechin nachgewiesen werden. Dieser Befund legt nahe,
dass auch die oligomeren Procyanidine in Guarana aus atypischen Flavan-3-ol-Enantio-
meren aufgebaut sein konnten. Das Vorkommen von Procyanidinen mit atypischen
Flavan-3-ol-Enantiomeren als Untereinheiten konnte bereits durch Studien anderer Ar-
beitsgruppen bestitigt werden [6], [90]. Oligomere Procyanidine sind von Bedeutung,
da ihnen wie den Flavan-3-olen positive physiologische Eigenschaften zugesprochen
werden. Auch hier spielt die Bioverfiigbarkeit der oligomeren Procyanidine eine wich-
tige Rolle in der gegenwartigen Forschung. Bisher konnte gezeigt werden, dass auf-
grund der MolekiilgréBe ausschlief8lich die Di-und Trimeren im Darm absorbiert wer-
den [67, 93]]. AuBerdem wird diskutiert, ob es im Magen-Darm-Trakt aufgrund der
vorherrschenden Bedingungen zu einer Spaltung bzw. Epimerisierung der Procyani-
dine kommt. Es konnte auflerdem gezeigt werden, dass die oligomeren Procyanide
hierbei weniger stabil sind als die monomeren Flavan-3-ole [46, 47, |49].

Fiir die Untersuchungen wurde Procyanidin B, augewéhlt, da es von allen Procyanidi-
nen in Guarand den hochsten Gehalt aufweist. Wie Abb. zeigt, ist Procyanidin
B,, ein Dimer, aus zwei (-)-Epicatechin-Untereinheiten aufgebaut ((-)-Epicatechin-
(40 —8)-(-)-Epicatechin). Beide Molekiile sind zwischen dem C-4 des einen Molekiils
(T-Einheit genannt) und dem C-8 des anderen Molekiils (B-Einheit genannt) mitein-
ander verkniipft. An dieser Stelle ist am C-4 der T-Einheit ein neues Chiralitdtszen-
trum entstanden. Im Fall von Procyanidin B, ist die Bindung zur M-Einheit a-sténdig.

Somit existieren in Procyanidin B, fiinf Stereozentren. Es sollte untersucht werden, ob
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14. Atypische Procyanidine

von Procyanidin B, in Guarand ein oder mehrere Enantiomere existieren.
Die einfachste Variante wére dabei ein Molekiil, das aus zwei (-)-Catechin-Einheiten
aufgebaut ist. Ob die M-Einheit zur T-Einheit ebenfalls in «-Stellung steht oder S-
standig ist miissen strukturaufklirende Methoden noch zeigen. Bei der Untersuchung
wurden modifizierte Cyclodextrine verwendet, die aufgrund ihrer Derivatisierung eine
grole Kavitdt aufweisen. Die eingesetzten Selektoren waren Maltosyl--CD, Glucosyl-
B-CD und SBE-B-CD, da mit diesen CDs sehr gute Trennergebnisse erzielt werden
konnten. Dabei wurden unterschiedlich hohe Konzentrationen (0-10 mM) des chira-
len Selektors und verschiedene Kombinationen mehrerer Cyclodextrine untereinander
getestet. Mit keinem der verwendeten Cyclodextrinen war es jedoch méglich, eine en-
antioselektive Trennung des isolierten Procyanidins zu erreichen. Das bedeutet, dass
es zu keinem Unterschied in den elektrophoretischen Mobilitdten der vorhandenen
Enatiomeren kommt, was zu einer Trennung fiihren wiirde. Ein weiterer Grund dafiir
wadre, dass nicht nur zwei, sondern mehrere enantiomere Verbindungen vorliegen, die
zu stark um einen Komplexbildung konkurrieren.

14.2. Enantiomere Procyanidine in Kakao

Im Zuge der Kakaoverarbeitung kommt es zu einer Epimerisierungsreaktion der Flavan-
3-ol-Enantiomeren. Aufgrund der Einwirkung von Hitze und alkalischem pH-Wert
entstehen (-)-Catechin und sehr geringe Mengen an (+)-Epicatechin. Durch den ho-
hen Anteil an Flavonoiden in der Kakaobohne kommt es sicherlich aufgrund der Kakao-
verarbeitung zu einer Epimerisierung der oligomeren Procyanidine. Es ist aber auch
durchaus moglich, dass sich aufgrund der Rostung bzw. Alkalisierung des Kakaos das
Procyanidin in seine monomeren Flavan-3-ole spaltet. Ein gewisser Anteil aus hoheren
oligomerisierten Procyanidinen, wie den Trimeren, Tetrameren etc. kénnte ebenfalls
monomere abspalten, die dann epimerisieren. Bei den Procyanidinen ist ein weite-
res chirales Zentrum entstanden. In Kakao findet man Procyanidin B, und Bs, die
beide aus (-)-Epicatechin-Untereinheiten aufgebaut sind, sich aber in ihrer Verkniip-
fung unterscheiden. Procyanidin B, ist 4 —8 und Procyanidin Bs 4o —6 verkniipft
[65]. Bei der Epimerisierung von Procyanidin B, und Bs resultieren mehrere Arten der
Bildung von Epimeren. Es besteht die Moglichkeit, dass nur eine Flavan-3-ol-Unter-
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Abbildung 14.1: Procyanidin B,
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14. Atypische Procyanidine

einheit epimerisiert oder beide. Aus zwei (-)-Epicatechin-Untereinheiten wiirden dann
zwei (—)-Catechin-Untereinheiten entstehen. Inwieweit das chirale Zentrum an der
40 —8- bzw. der 4a —6-Verkniipfung ebenfalls epimerisiert, ist nicht bekannt. Zu-
sétzlich spielt auch die rdumliche Anordnung der einzelnen Phenylringe eine wichtige
Rolle [34].

Um dies zu untersuchen, wurde Procyanidin B, aus alkalisiertem Kakaopulver isoliert,
mittels nicht-chiraler LC-MS identifiziert und die Isolate fiir die chirale CE eingesetzt.
Dabei kamen die gleichen chiralen Selektoren zum Einsatz wie auch bei der Unter-
suchung der Procyanidine aus Guarand (s. oben). Es konnte jedoch keine Trennung
in mogliche enantiomere Procyanidine erreicht werden. Dies heil3t jedoch nicht, dass
Procyanidin B, nicht enantiomer vorlag.
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15. Prenylflavonoide in Hopfen

15.1. Chirale Untersuchung von Isoxanthohumol

Fiir die enantioselektive Trennung der Prenylflavonoide wurde auf erste Trenn
versuche aus dem eigenen Arbeitskreis aufgebaut. Dabei wurden verschiedene nati-
ve und modifizierte Cyclodextrine in unterschiedlichen Konzentrationen getestet [35].
Die Cyclodextrine wurden in einer Konzentration von 5 und 15 mM dem Hintergrund-
elektrolyten zugesetzt und auf ihre Selektivitit beziiglich Isoxanthohumol untersucht.
Fiir SBE-B-CD wurden aufgrund der schon beschriebenen hohen Selektivitdt Konzen-
trationen von 0,1 und 0,5 mM eingesetzt (s. Kap.[10.5.2). Mit SBE-B-CD konnte eine
sehr gute Trennung der Isoxanthohumol-Enantiomeren erreicht werden. Andere CDs,
wie das HP-y-CD oder HP-B-CD, zeigten eine viel geringere Effektivitat [35].

SBE-f-CD ist ein modifiziertes 3-CD, bei dem die OH-Gruppen mit Sulfobutylether-
Gruppen derivatisiert sind. Durch diese Derivatisierung kommt es zum einen zu einer
Vergroferung der Kavitdt des CDs, was es auch grofen Molekiilen erlaubt, mit dem
CD in Wechselwirkung zu treten. Diese Wechselswirkungen werden durch die vor-
handenen Sulfobutylether-Gruppen noch ergénzt. Zusétzlich ist SBE-B-CD ab einem
pH-Wert > 5 aufgrund der Sulfobutyl-Gruppen mehrfach negativ geladen. Es migriert
bei kathodischer Polung gegen den EOF in Richtung der Anode. Dies erklirt die hohe
Trenneffizienz von SBE-B-CD. Neutrale Molekiile, die mit dem EOF in Richtung Ka-
thode wandern, treten mit den negativ geladenen CDs in Wechselwirkung. Die Migra-
tion der Analytmolekiile in Richtung Detektor wird auf diese Weise verzogert. Hinzu
kommt noch die unterschiedlich starke Wechselwirkung bei der Trennung von Enan-
tiomeren. Diese bilden unterschiedlich starke Bindungskonstanten aus. Fiir die chirale
Trennung von Catechin und Epicatechin konnte mit SBE-f-CD keine Trennung aller En-
antiomeren erzielt werden. Anders verhélt es sich hingegen bei der enantioselektiven
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Trennung von Isoxanthohumol.

e Wl €)

. a i = : . . . ;

4 [} 8 10 12 14 16
time (min)

Abbildung 15.1: Chirale Trennung von Isoxanthohumol in Abh&ngigkeit von der Cyclodextrin-
konzentration; a) 0 uM, b) 5 uM, c¢) 10 uM, d) 20 uM und e) 40 uM SBE--CD

Wie aus Abb. [6.T]ersichtlich, besitzen die Prenylflavonoide im Gegensatz zu den Flavan-
3-olen keine vicinal-stindigen OH-Gruppen am B-Ring. Es ist nur eine OH-Gruppe in
para-Stellung vorhanden. Somit kénnen die Prenylflavonoide nicht mit Borat-Ionen
komplexieren. Sie migrieren unter den gewahlten CE-Bedingungen mit dem EOF in
Richtung Kathode. Dadurch kommt es zu einer besseren Wechselwirkung mit den in
entgegengesetzter Richtung migrierenden CD-Molekiilen. Hieraus resultiert eine aus-
reichend grol3e Differenz der Bindungskonstanten, was zu einer Mobilitatsdifferenz
der Enantiomeren und letztlich zur Auftrennung im elektrischen Feld fiihrt. Studien
zum genauen Komplexbildungsmechanismus von Isoxanthohumol mit SBE-B-CD sind
bisher nicht bekannt. Es ist sicherlich moglich, dass, wie schon bei Catechin und Epica-
techin erlautert, die OH-Gruppe des B-Ringes in Wechselwirkung mit der Kavitit des
CDs tritt, wahrend der A-Ring mit der apolaren Prenylgruppe aus diesem herausragt.

Bei den Vorversuchen zur chiralen Trennung von Isoxanthohumol fiel auf, dass es
bereits durch den Zusatz einer sehr geringen Konzentration an SBE--CD zum Hin-
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tergrundelektrolyten zu einer Auftrennung kommt. Diese lag verglichen mit den bisher
verwendeten Konzentrationen um eine bzw. zwei Zehnerpotenzen niedriger.
Es wurde untersucht, welche Konzentration an CD ausreicht, damit eine Basislinien-
trennung von Isoxanthohumol erfolgt. Wie in Abb. gezeigt, geniigte bereits eine
Konzentration von 10 uM SBE-f-CD, um eine Basislinientrennung mit einer Auflésung
von R, > 1,23 fiir Isoxanthohumol zu erzielen. Der Effekt dieser geringen Konzentrati-
on an SBE-B-CD zeigte dessen extrem hohen Selektivititsgrad.

Die weiteren Trennparameter wurden aus der entwickelten Methode zur chiralen Tren-
nung von Catechin und Epicatechin tibernommen. Es zeigte sich, dass durch leichte
Senkung des pH-Wertes auf 8,3 und einer Anhebung der Spannung von 18 kV auf
20 kV die Trennung optimiert werden konnte. Wie Tab. zeigt, ist aus den gebil-
deten Peakfldchenverhiltnissen und e.e.-Werten erkennbar, dass das aus Bier isolier-
te Isoxanthohumol racemisch vorliegt. Die beobachtete Racemisierung ist vor allem
durch die erh6hte Temperatureinwirkung beim Brauprozess zu erklaren. Die Reaktion
ist nicht enzymatisch beeinflusst.

c(CD) Ry-Wert Enantiomeren- Oupp e.e-Wert
in uM Verhéltnis Isoxanthohumol

0 - - - -

5 0,76 49:51 1,01 2

10 1,23 51:49 1,02 2

20 1,74 50:50 1,13 0

40 2,29 51:49 1,06 2

Tabelle 15.1: R;-Werte, Peakflachenverhéltnisse, Trennfaktoren und e.e.-Werte bei der enan-
tioselektiven Trennung von Isoxanthohumol mittels CE in Abh&ngigkeit von der
Cyclodextrinkonzentration (c(CD)= 0—40 uM)
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15.2. Chirale Untersuchung von 8-Prenylnaringenin

Mit der entwickelten Methode zur chiralen Trennung von Prenylflavonoiden wurde
aulBer Isoxanthohumol auch 8-Prenylnaringenin untersucht.

Wie die Strukturformeln in Abb. [6.1]zeigen, unterscheidet sich 8-Prenylnaringenin von
Isoxanthohumol lediglich durch die Hydroxyl-Gruppe am C-5 des A-Ringes.
Im Gegensatz zu Isoxanthohumol, das erst im Brauprozess entsteht, ist 8-Prenylnaring-
enin ein natiirlicher Bestandteil von Hopfen. 8-Prenylnaringenin wurde aus Hopfenex-
trakt isoliert und mittels chiraler CE untersucht. Wie in Abb. dargestellt, gelang
die Enantiomerentrennung von 8-Prenylnaringenin (R; > 2,30; Oapp = 1,03).

a)

b)

- R e

H 6 8 10 12

time (min)

o |l

Abbildung 15.2: Chirale Trennung von 8-Prenylnaringenin; a) ohne chiralen Selektor und
b) mit 30 uM SBE-S-CD

Diese enantioselektive Trennung mittels CE konnte erstmals beschrieben werden. Bei
der Bildung der Peakflichenverhéltnisse und Berechnung der e.e.-Werte konnte ge-
zeigt werden, dass die 8-Prenylnaringenin-Enantiomeren racemisch vorliegen
(Peakflachenverhaltnis 50:50; e.e = 0). Die Absicherung der Ergebnisse fand durch
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den Vergleich der erhaltenen Elektropherogramme und UV-Spektren mit den LC-MS
Daten statt. Die Migrationsreihenfolge der Isoxanthohumol- und 8-Prenylnaringenin-
Enantiomeren konnte nicht gekldrt werden, da keine reinen Enantiomere als
Standards erhéltlich waren.

Die durchgefiihrten chiralen Trennungen von Isoxanthohumol und 8-Prenylnaringenin
mittels enantioselektiver CE wurden mittlerweile durch die Untersuchungen anderer
Arbeitgruppen bestatigt. Hierbei gelang die chirale Trennung von 8-Prenylnaringen-
in durch Derivatisierung an einer RP-HPLC und fiir Isoxanthohumol mittels MEKC
155, [811.
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16. Ausblick

Es konnte erstmalig der Nachweis eines natiirlichen Vorkommens aller Catechin- und
Epicatechin-Enantiomeren in Guarand erbracht werden. Weitere Forschungsarbeiten
sollen folgen, um die bei der Biosynthese beteiligten Enzyme aufzuklaren. Von grof3er
Bedeutung ist hierbei auch die Frage nach der Funktion der atypischen Flavan-3-ol-
Enantiomere in der Pflanze.

Weiterhin wurde gezeigt, dass in Kakao und Kakaoerzeugnissen neben (-)-Epicatechin
und (+)-Catechin auch das atypische Flavan-3-ol-Enantiomer (-)-Catechin vorkommt.
Dieses entsteht im Zuge des Herstellungprozesses durch die Epimerisierung von (-)-
Epicatechin. Neue Forschungsvorhaben sollen den genauen Einfluss der
einzelnen technologischen Prozessparameter (Temperatur, pH-Wert etc.) klaren, die
die Epimerisierung wahrend des Kakaoprozesses induzieren. Diese Untersuchungen
sollen auch in Abhéngigkeit von verschiedenen Kakaosorten durchgefiihrt werden.
Zu diesem technologischen Forschungsaspekt kommt zusitzlich noch die bereits er-
lduterte eingeschrinkte Bioverfiigbarkeit von (-)-Catechin gegeniiber (+)-Catechin.
Uber entsprechende Verzehrsstudien und den Einsatz der chiralen Analytik soll die
Bioverfiigbarkeit der Flavan-3-ol-Enantiomeren in Kakao und Kakaoprodukten aufge-
klart werden. AufBerdem ist der Einfluss der Bildung von (-)-Catechin aus der Spaltung
der oligomeren Procyanidine in die Untersuchungen mit ein zu beziehen.

Ein weiterer wichtiger Aspekt wére die genauere enantioselektive Untersuchung der
Procyanidine. Es ist weiterhin unklar, ob diese auch epimerisieren. Hierfiir sollen neue
chirale Selektoren fiir die CE eingesetzt werden, sowie der Komplexbildungsmechanis-
mus zwischen CD und den Procyanidinen ermittelt werden.
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Abkurzungsverzeichnis

ASE beschleunigte Losemittelextraktion (accelerated solvent extraction)

ASPEC automatisierte Festphasenextraktion (automated sample preparation with ex-
traction cartridges)

C Catechin

(+)-C (+)-Catechin

(-)-C (-)-Catechin

CCE chirale Kapillarelektrophorese (chiral capillary electrophoresis)
a-CD  «a-Cyclodextrin

B-CD  «a-Cyclodextrin

y-CD  y-Cyclodextrin

CD-Spektrum  Circluardichroismus-Spektrum

CE Capillary electrophoresis (Kapillarelektrophorese)
CM-3-CD Carboxymethyl-3-Cyclodextrin

DAD Diodenarray-Detektor (diode array detection)

d.e. diastereomeric excess (Diastereomerenexcess)

153



Abkiirzungsverzeichnis

DMSO Dimethylsulfoxid

e.e. enantiomeric excess (Enantiomerenexcess)
EC Epicatechin

(+)-EC  (+)-Epicatechin

(-)-EC  (-)-Epicatechin

EOF elektroosmotischer Fluf3

ep.e. epimeric excess (Epimerenexcess)

FLD Fluoreszenzdetektor

G-B-CD  Glucosyl--Cyclodextrin

HP-y-CD  (2-Hydroxypropyl)-y-Cyclodextrin
HPLC Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
I.D. Innendurchmesser (internal diameter)
M-B-CD 6-O-a-Maltosyl-B-Cyclodextrin

MS Massenspektrometrie

MEKC mizellar elektrokinetische Chromatographie (micellar electrokinetic chroma-

tography)

PA Polyamid

p-a. per analysis

RP Umkehrphase (reversed phase)

R,-Wert  Peakauflésung (resolution)
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RSD relative Standardabweichung (relative standard deviation)
SBE-3-CD  Sulfobutylether--Cyclodextrin

SPE Festphasenextraktion (solid phase extraction)

UV Ultraviolett

v Volumen

vol% Volumenprozent
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