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Abstract

Abstract

New methods for the chiral separation of polyphenols in different matrices by
capillary electrophoresis (CE) as well as by high performance liquid chromatography
(HPLC) were developed.

The methods are not limited to foodstuffs; they also cover biological matrices.
Human plasma after consumption of cocoa was analysed to detect (+)/(—)-catechin
and (+)/(—)-epicatechin. For the chiral analysis of the flavan-3-ols in human plasma, a
HPLC-CEAD-System (HPLC with coulometric electrode array detector) was used.
The CEAD is highly sensitive and is able to detect polyphenols in concentrations of a
few ng/mL.

Using a permethylated-y-cyclodextrin HPLC-Column, a chiral HPLC method was
developed for the flavan-3-ol enantiomeres catechin and epicatechin. After a suitable
sample preparation method for human plasma with enzymatic hydrolysis of the
glucuronidated and sulfated metabolites, it was possible to separate the monomeric
flavan-3-ols.

This method shows high recovery, good reproducibility and low limits of detection
(LOD) and limits of quantification (LOQ). In a self-experiment, it could be noticed that
both enantiomeres of catechin were absorbed from human organism.

Two further methods were developed:

1. a new method for chiral separation of flavanonglycosides in citrus juice by CE with
“sample stacking”. Thereby, it was possible to chirally separate four
flavanonglycosides (hesperidin, didymin, narirutin and narirutin-4"-glycoside) in
orange juice.

2. a cyclodextrin modified micellar electrokinetic chromatography method (CD-
MEKC) to chirally separate flavan-3-ols in cocoa and cocoa products. The CD-MEKC
was compared to an already existing CZE Method [Kofink M. 2009] for chiral
separation of (+)/(-)-catechin and (+)/(-)-epicatechin. Both methods provide the
same results but the CD-MEKC method shows better resolution.
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1.  Einleitung

1.1 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue Methoden zur chiralen Trennung von
Polyphenolen sowohl mittels Kapillarelektrophorese (CE) als auch mittels HPLC zu
entwickeln. Es wurden verschiedene Lebensmittelmatrices und Humanplasma
untersucht. Im Humanplasma sollten die monomeren Flavan-3-ole (+)/(—)-Catechin
und (+)/(-)-Epicatechin nach Verzehr von Kakao chiral nachgewiesen werden.

Da es bislang noch keine Literatur Uber chirale Trennungen von Flavan-3-olen in
Humanplasma gibt, leistet diese Arbeit einen Beitrag zur Grundlagenforschung
hinsichtlich Bioverfligbarkeit, Absorption und Kinetik chiraler Substanzen im
menschlichen Organismus.

Bei der Entwicklung kapillarelektrophoretischer Trennmethoden konnte an frihere
Studien aus dem eigenen Arbeitskreis angeknlpft werden [59, 84], die sich ebenfalls
mit der enantioselektiven Analytik von Flavonoiden beschaftigt haben.

Die CE ist im Vergleich zur HPLC ein relativ junges Verfahren und in der Analytik
noch nicht so stark etabliert wie die HPLC. Allerdings bietet die CE wesentliche
Vorteile insbesondere in der chiralen Analytik. So konnten durch Anwendung
verschiedener Techniken der CE, Trennmethoden zur chiralen Analytik
unterschiedlicher Polyphenole erarbeitet werden. Durch Einsetzen des ,sample
stacking“ wurde eine Methode zur chiralen Trennung der vier Flavanonglykoside
Hesperidin, Didymin, Narirutin und Narirutin-4"-glykosid in Orangensaft entwickelt
und optimiert. Unter Verwendung der mizellaren elektrokinetischen Chromatographie
(MEKC) wurde auBerdem eine Methode zur chiralen Trennung von (+)/(—)-Catechin
und (+)/(-)-Epicatechin in Kakao und Kakaoprodukten erstellt. Diese Methode soll als
Referenzmethode fir die bereits beschriebene Kapillarzonenelektrophorese (CZE)
[84] eingesetzt werden.

In Humanplasma war jedoch eine Analytik mittels Kapillarelektrophorese nicht
moglich, da die Empfindlichkeit des Systems flir die im Plasma vorhandenen Flavan-
3-ol-Konzentrationen nicht ausreichend war. Das System der Wahl war die HPLC mit
coulometrischem Elektrodenarray Detektor, der aufgrund seiner Empfindlichkeit eine
Analytik im Nanogramm-Bereich erméglichte.

Zur Methodenentwicklung wurde polyphenolfreies Humanplasma eingesetzt, dem
(+)/(-)-Catechin und (-)-Epicatechin zudotiert wurden. Fir Humanplasmaproben
musste eine geeignete Probenaufarbeitungsmethode erarbeitet werden, um die
Plasmaproteine zu entfernen und die gesuchten Substanzen anzureichern. Die
optimierte Probenaufarbeitung, kombiniert mit der entwickelten HPLC-Methode
ermdglicht es, (+)/(-)-Catechin im Humanplasma nach Verzehr eines Kakaogetranks
als auch nach Verzehr einer Standardlésung zu bestimmen. Dadurch wird es
mdglich, Humanstudien durchzufihren, welche Fragestellungen bezlglich des
Stoffwechsels und der Bioverfligbarkeit chiraler Flavan-3-ole beantworten kdnnen.
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1.2 Flavan-3-ole

Die Flavan-3-ole gehéren zur Gruppe der Flavonoide. Flavonoide sind sekundare
Pflanzeninhaltsstoffe und zahlen zu den Polyphenolen [102]. Sie bauen auf
einem 2-Phenylbenzopyrangrundgertst auf (Abbildung 1). In Abh&ngigkeit des
Oxidationsgrads und der Séttigung des heterozyklischen Pyranrings (C-Ring)
werden die Flavonoide in Gruppen unterteilt. Zu den Flavan-3-olen zahlen zum
einen die monomeren Catechine wie Epicatechin und Catechin, aber auch die
oligo- bzw. polymeren Procyanidine. Procyanidine sind Oligomere aus (+)-
Catechin- und (—)-Epicatechineinheiten und werden auch als kondensierte
Tannine bezeichnet [121].

In der Natur findet man die Flavan-3-ol Monomere fast immer gemeinsam mit
den Procyanidinen [10]. Die monomeren Flavan-3-ole stellen die gréBte Gruppe
natdrlich vorkommender monomerer Flavonoide dar [110]. Sie liegen haufig nicht
glykosidisch gebunden vor, was fir Flavonoide eher atypisch ist. Stattdessen
sind sie oft mit Gallussaure verestert, wobei die sogenannten Gallate wie
Epigallocatechingallat oder Catechingallat entstehen. Veresterungen mit
Gallussaure finden vorwiegend an Position C-3 des Pyranrings statt. An den C-
Atomen 5, 7,3, 4", und 5" tragen Catechine bevorzugt Hydroxyl-Gruppen.
Aufgrund des Fehlens einer Doppelbindung am C-2/C-3 des Pyranrings gibt es
zwei nebeneinander liegende Chiralitatszentren, welche ein charakteristisches
Merkmal der Flavan-3-ole darstellen. Durch das Vorhandensein dieser beiden
Stereozentren liegen einige Catechine als Diastereomere sowie als Enantiomere
VOor.

Als Hauptvertreter der natirlich vorkommenden Catechine sind (+)-Catechin und
(—)-Epicatechin zu nennen [176]. Diese beiden Verbindungen spielen in der hier
vorliegenden Arbeit eine dominierende Rolle.

Abbildung 1 2-Phenylbenzopyrangrundgertist.
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1.2.1 Vorkommen

Flavan-3-ole sind in sehr vielen pflanzlichen Lebensmitteln vorhanden. Vor allem
sind die monomeren Flavan-3-ole (+)-Catechin und (-)-Epicatechin in heimischen
Obstsorten wie Apfeln, Birnen, Pflaumen aber auch in SiiBkirschen und
Erdbeeren zu finden [16, 20].

In auffallend groBen Mengen finden sich Catechin und Epicatechin in Kakao,
Tee, Weintrauben und Guarana [85].

Aufgrund des Biosynthesewegs werden die monomeren Flavan-3-ole nahezu
ausschlieBlich als (+)-Catechin und (—)-Epicatechin gebildet (siehe Abschnitt
1.2.2). Bislang sind nur wenige Pflanzen bekannt, bei denen nennenswerte
Mengen der Enantiomere (—)-Catechin und (+)-Epicatechin vorkommen. So
konnten in einigen Palmenspezies (z.B. Phoenix Canariensis L.) sowie in
Guarana die in der Natur nur sehr selten vorkommenden 2S-konfigurierten
Enantiomere (—)-Catechin und (+)-Epicatechin nachgewiesen werden [85, 120].
Diese kénnen auch im Zuge eines Lebensmittelverarbeitungsprozesses (z.B.
erhitzen im alkalischen Milieu) gebildet werden [78].

1.2.2 Biosynthese

Die Flavonoide werden allgemein als Minorkomponenten im
Sekundarstoffwechsel der Pflanzen gebildet. lhre Synthese ist durch
unterschiedliche Faktoren reguliert. Grundsatzlich ist die Biosynthese durch die
Genetik der Pflanzen bestimmt [53]. Alle zur Synthese der Flavonoide bendtigten
Vorstufen entstammen dem lichtinduzierten Kohlenhydratstoffwechsel.

Es wurde festgestellt, dass auBer Licht- und Nahrstoffverflgbarkeit einer Pflanze
auch andere Umweltfaktoren Einfluss auf die Synthese dieser bioaktiven
Substanzen haben [53, 65]. Beispielsweise wurde festgestellt, dass in
pilzinfiziertem Pflanzengewebe hdhere Gehalte an Flavan-3-olen vorlagen als in
nicht infizietem Gewebe [97]. Dies lieB den Schluss zu, dass bestimmte
Infektionen die Flavan-3-ol-Biosynthese in der Pflanze anregen. Aufgrund der
gleichen Substituentenmuster, die alle Flavonoide aufweisen, liegt nahe, dass die
einzelnen Flavonoidunterklassen aus Zwischenschritten oder Abzweigungen
innerhalb desselben Biosynthesewegs entstehen. Der entscheidende Schritt
dieser Biosynthese ist der Aufbau der entsprechend substituierten Chalkone. Aus
ihnen kénnen dann die jeweiligen Flavonoide gebildet werden. Hier soll nun
exemplarisch die Biogenese der Flavan-3-ole (+)-Catechin und (-)-Epicatechin
beschrieben werden. Zu Beginn verlauft die Biosynthese Uber zwei getrennte
Wege. Zum einen bildet sich aus Brenztraubensaure (Pyruvat) Uber die oxidative
Decarboxylierung aktivierte Essigsaure (Acetyl-CoA), welche durch das Enzym
Acetyl-CoA Carboxylase (ACC) zu Malonyl-CoA wird.
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In  einem parallel verlaufenden Biogeneseweg, dem sogenannten
Shikimisaureweg, werden aus D-Erythrose-4-phosphat und Phosphoenolpyruvat
Phenolpropanderivate, wie das Cumaroyl-CoA gebildet. Uber den sogenannten
Phenylpropanoid-Metabolismus werden drei Einheiten Malonyl-CoA aus dem
Glucose Abbau mit einem Cumaroyl-CoA des Shikimisdureweg, unter Einwirkung
des Enzyms Chalkonsynthase (CHS) zum entsprechenden Chalkon z.B.
Naringenin-Chalkon umgesetzt [49, 179]. Katalysiert durch die Chalkonisomerase
(CHI) entsteht durch Ringschluss am C-2 des C-Rings das Flavanon
(Naringenin). Diese Verbindung weist bereits die typische Grundstruktur der
Flavonoide auf und besitzt auch schon am C-2 des C-Rings ein
Chiralitatszentrum. Ausgehend von diesem Flavanon (hier das Naringenin)
kénnen alle weiteren Flavonoidunterklassen synthetisiert werden.

Im Fall der Biosynthese der Flavan-3-ole wird das Flavanon in Position 3 durch
das Enzym Flavanon-3-hydroxylase zu einem Dihydroflavonol (Taxifolin, Dihydro-
quercetin) hydroxyliert. Dieses wird im weiteren Reaktionsverlauf von der
Dihydroflavonol-4-Reduktase (DFR) durch Reduktion der Carbonylgruppe an
Position 4 zu einem Flavan-3,4-diol reduziert. Diese Verbindung ist der direkte
Vorlaufer der Flavan-3-ole.

Von besonderem Interesse ist nun die Synthese der monomeren Flavan-3-ole
(+)-Catechin und (—)-Epicatechin. Unerwarteter Weise verlauft der weitere
Biosyntheseweg dieser beiden Verbindungen unterschiedlich. Ausgehend von
dem Flavan-3,4-diol wird (+)-Catechin durch die Einwirkung des Enzyms
Leukocyanidin-4-reduktase gebildet und weist eine 2,3-trans-Konfiguration auf. (—
)-Epicatechin  wird, im Gegensatz zu (+)-Catechin, Uber mehrere
Reaktionsschritte aus dem Flavan-3,4-diol gebildet. Dies liegt daran, dass zur
Bildung des (—)-Epicatechin, eine Konfigurationséanderung am C-3 des Pyranrings
erfolgen muss. Katalysiert durch die Leukocyanidin-Dioxygenase (LDOX) wird
aus dem Flavan-3,4-diol ein Cyanidin gebildet, und damit alle chiralen Zentren
entfernt. Im weiteren Verlauf werden Uber eine Anthocyanidin-Reduktase
(BANYULS-Protein, BAN), welche zwei aquivalente Wasserstoffe liefert, am C-2
als auch am C-3 des C-Rings neue Stereozentren gebildet. Dabei entsteht das
2,3-cis konfigurierte (—)-Epicatechin (Abbildung 2).

Untersuchungen haben gezeigt, dass das BANYULS—Protein nur in der Lage ist,
2,3-cis konfigurierte Molekile zu bilden und nicht 2,3-trans Konfigurationen [181].
Paologgi et al. (2007) [129] =zeigten auBerdem, dass das Enzym
Leucoanthocyanidinreduktase (LAR) ausschlieBlich auf (+)-Catechin reagiert,
jedoch nicht auf (+)-Epicatechin, (-)-Epicatechin oder (—)-Catechin.
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1.2.3 Chiralitat

Eine Verbindung wird unter anderem dann als chiral bezeichnet, wenn
mindestens ein optisch aktives Kohlenstoffatom mit vier unterschiedlichen
Liganden vorliegt. Dieses Atom stellt das Stereozentrum des Molekils dar, bei
dem zwei verschiedene rdaumliche Anordnungen mdglich sind. Molekile die
mehrere Stereozentren besitzen kdénnen Enantiomere ausbilden, sofern die
Konfiguration an allen stereogenen Zentren umgekehrt ist. Enantiomere
verhalten sich wie Bild und Spiegelbild. Ist die Konfiguration an nicht allen
Stereozentren umgekehrt, so liegen Diastereomere vor.

Wie bereits in Abschnitt 1.2 erwahnt, besitzen die Flavan-3-ole an Position C-2
und C-3 des C-Rings Stereozentren. Dadurch liegen flr diese Verbindungsklasse
sowohl Diastereomere als auch Enantiomere vor. Die bekanntesten und auch
relevantesten Flavan-3-ole sind Catechin und Epicatechin. Sie sind
Diastereomere, bilden untereinander aber auch Enantiomere aus. Die Stellung
des Phenylrings am C-2 und der Hydroxylgruppe am C-3 ist beim Catechin trans-
konfiguriert und beim Epicatechin cis-konfiguriert (Abbildung 2).

1.2.4 Epimerisierung

Als Epimerisierung wird die Konfigurationsumkehr an einem asymmetrischen C-
Atom bezeichnet.

Wie in Abschnitt 1.2.3 erlautert, besitzen die monomeren Flavan-3-ole Catechin
und Epicatechin zwei nebeneinander liegende Stereozentren, auf Grund derer es
ihnen mdglich ist zu epimerisieren. Eine Epimerisierung kann in diesem Fall
durch unterschiedliche Einwirkungen hervorgerufen werden.

Beispielsweise wurde festgestellt, dass bei einer alkalischen Behandlung von
Kakao, die natlrlich in der Kakaobohne vorkommenden Flavan-3-ole
(—)-Epicatechin und (+)-Catechin, zu den entsprechenden Enantiomeren
(—)-Catechin und (+)-Epicatechin epimerisieren [78].

Zusatzlich qilt zu bedenken, dass sowohl in einigen Palmarten als auch in
Guarana alle vier Epimere gefunden wurden. Dies lasst vermuten, dass innerhalb
des Biosynthesewegs eine Epimerisierung erfolgen muss. Bislang ist die
Biosynthese der in der Natur selten vorkommenden Flavan-3-ole (+)-Epicatechin
und (-)-Catechin kaum untersucht worden. Es besteht jedoch die Annahme, dass
die Epimerisierung Uber eine enzymatisch gesteuerte Reaktion erfolgt, wobei ein
C-2-Epimerase Enzymkomplex, der bisher noch nicht identifiziert wurde, die
Reaktion katalysieren soll. In diesem Reaktionsschritt wird am C-2 der Pyranring
gedffnet und aus einer 2R 2,3-cis Konfiguration wird eine 2S 2,3-trans
Konfiguration [47, 69].
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1.2.5 Physiologische Eigenschaften

Aus ernahrungsphysiologischer Sicht haben die Flavan-3-ole an Bedeutung
gewonnen. Zahlreiche epidemiologische Studien konnten belegen, dass die
Aufnahme von catechinreichen Lebensmitteln zu protektiven Effekten gegeniber
einer Vielzahl degenerativer Erkrankungen fahrt.

Insbesondere wurden hierzu die Wirkungen hinsichtlich kardiovaskulérer
Erkrankungen, Krebs, Arteriosklerose und Alterungsprozessen untersucht [14,
15, 77, 94, 95, 140]. Nachweislich beruhen diese positiven Eigenschaften der
Catechine auf einer Thrombozytenaggregation oder des endothelialen
Stickstoffmonoxid-Metabolismus [65, 150].

Zusatzlich gibt es aus Tierstudien sowie aus epidemiologischen Studien
Hinweise auf mdgliche Einflisse der Flavan-3-ole auf den Glucosemetabolismus.
Es wurde dabei festgestellt, dass Flavan-3-ole die Insulinsensitivitdt erhdéhen
[161]. Dadurch  gewinnen diese  Substanzen im  Hinblick  auf
Diabeteserkrankungen an Bedeutung.

Polyphenole, wie die Flavan-3-ole, besitzen zum gréBten Teil eine ausgepragte
antioxidative Kapazitat [38, 147]. Da degenerative Erkrankungen haufig auf
oxidativen Stress zurlick zuflihren sind, wird diese Eigenschaft der Flavan-3-ole
besonders intensiv untersucht. Beispielsweise wurde nach Aufnahme von
grinem Tee, der erhebliche Mengen an Flavonoiden enthalt, ein Anstieg des
antioxidativen Potenzials im Plasma festgestellt [65]. Zu beriicksichtigen bleibt,
dass die Auswirkungen der Flavan-3-ole auf den menschlichen Organismus von
individuellen genetischen Variationen abhangig sein kénnen [65].

Auch wenn in einigen Studien gezeigt wurde, dass zumindest eine teilweise
Aufnahme nach Verzehr von Flavonoiden gegeben ist [148, 188], so fehlen doch
noch grundlegende Kenntnisse Uber Absorption, Metabolismus und
Bioverflgbarkeit im Menschen. Daher kann eine tatséchliche Aufnahme und eine
Wirkkonzentration der Flavan-3-ole nicht sicher abgeschéatzt werden, weshalb es
derzeit auch noch keine Zufuhrempfehlungen hinsichtlich eines protektiven
Effekts der Flavonoide gibt.

1.2.6 Bioverfiigbarkeit

Um eine klare Aussage Uber erndhrungsphysiologische Wirkungen der Flavan-3-
ole treffen zu kénnen, ist es von Bedeutung, die Bioverfligbarkeit dieser
Substanzklasse im menschlichen Organismus zu untersuchen. Es ist dabei nicht
nur wichtig zu wissen, wie viel Flavan-3-ole pro Tag Uber die Nahrung
aufgenommen

wurden, sondern insbesondere stellt sich die Frage, wie viel dieser Flavan-3-ol
Menge gelangt tatséchlich in den menschlichen Organismus und an die
entsprechenden Wirkungsorte.
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Bislang gibt es nur wenige Daten Uber die Verflgbarkeit der Flavan-3-ole fir den
Menschen. Die meisten Studien hinsichtlich Bioverfligbarkeit wurden mit
Labortieren durchgefiihrt. Die dabei erhaltenen Ergebnisse sind jedoch nur sehr
begrenzt auf den Menschen Ubertragbar. Bereits innerhalb verschiedener
Tiergattungen sind erhebliche Abweichungen im Metabolismus der Flavonoide zu
verzeichnen [180].

In einigen Humanstudien ist es dennoch gelungen, Catechine nach Verzehr
flavanolreicher Lebensmittel, im Blutplasma oder Urin wieder zu finden.
Beispielsweise konnte nach Aufnahme von schwarzem oder grinem Tee die
Gesamtcatechinkonzentration im Blut bestimmt werden, die allerdings nur < 1%
der aufgenommenen Catechinmenge entsprach [98, 173].

Weitere Studien, in denen Plasmaproben untersucht wurden, stellten ebenfalls
fest, dass nur sehr geringe Mengen der aufgenommenen Flavan-3-ol-Mengen
wieder zu finden sind. Dennoch besteht die Meinung, dass bereits diese geringen
Konzentrationen ausreichen, um biologische Effekte hervorzurufen.

AuBerdem wurde festgestellt, dass Flavan-3-ole ihre maximale Konzentration im
Blut nach etwa 1,5 bis 2 h erreichen. Abhangig von der Lebensmittelmatrix kann
sich dieses Maximum durchaus um + 0,5 h verschieben. Der Plasmaspiegel der
Flavanole nimmt rapide ab, so dass nach 7-8 h die Ausgangskonzentration
wieder erreicht wird [140].

Die Einflisse verschiedener Lebensmittelinhaltsstoffe, wie Proteine, Fette oder
Kohlenhydrate auf die Bioverfligbarkeit bleiben jedoch bisher weitestgehend
ungeklart und bedirfen weiterer Forschungsarbeiten.

1.2.7 Metabolismus

Der menschliche Organismus ist ein sehr komplexes System, dessen
Stoffwechselwege Uber ein verzweigtes Netz enzymatischer Reaktionen verlauft.
Es ist daher schwierig, den exakten metabolischen Weg der Flavanole im
Menschen nachzuvollziehen.

In einigen in vitro als auch in vivo Studien, wurde festgestellt, dass die Flavanole
zum groBten Teil Gber die Darmwand des Dickdarms resorbiert werden [2]. In wie
weit eine Absorption der Flavanole Uber die Mundschleimhaut oder den Magen
stattfindet ist noch nicht ausreichend geklart worden. Sicher ist jedoch, dass die
Flavanole und Procyanidine stabil gegenlber der Magenséaure sind [142].

Freie Flavanole konnten bislang nur in sehr vereinzelten Fallen im Blutplasma
nachgewiesen werden [39, 40]. Uber eine Reihe weiterer Untersuchungen wurde
erkannt, dass die Flavanole rasch und nahezu vollstdndig metabolisiert werden
[72, 93, 149, 158, 172]. Dieser Metabolisierungsprozess lauft, nach bisherigem
Wissensstand, vorwiegend in der Leber ab, da hier die entsprechenden Enzyme
lokalisiert sind. Katalysiert durch diese Enzyme werden die Hydroxylgruppen der
aufgenommenen Catechine sulfatiert, methyliert und glucuronidiert [1, 149]. Die
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Hauptmetabolite des Epicatechin beispielsweise sind die Glucuronide und ihre
3"-O-methylierten Metabolite [66]. Als solche kénnen die Flavan-3-ole in die
Blutbahn und somit an ihren Wirkungsort gelangen.

Flavanole, die nicht Uber die Darmmukosa absorbiert wurden, werden
gréBtenteils durch Mikroorganismen des Darms zu einer Vielzahl an Derivaten
der phenolischen Sauren und Valerolactonen abgebaut. Diese Metabolite kénnen
absorbiert [157] und rasch tber Galle und Urin ausgeschieden werden [137].

Ein wesentlicher Punkt, der bezilglich Metabolismus und Wirkung der Flavonoide
nicht zu vernachlassigen ist, sind ihre strukturellen Unterschiede. So wurde
festgestellt, dass bereits bei Differenzen in der raumlichen Anordnung bestimmte
Monomere besser absorbiert werden als andere. Folglich kann sich auch der
Metabolismus der Enantiomeren dieser Substanzen unterscheiden [65].
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1.3 Kakao und Kakaoerzeugnisse
1.3.1 Botanik

Der Kakaobaum, mit der botanischen Bezeichnung Theobroma cacao L., zahlte
frher zur Familie der Sterculiaceae (Sterkuliengewachse) und wird heute zur
Familie der Malvaceae (Malvengewéachse) und der Unterfamilie Byttnerioideae
gezahlt. Die Unterfamilie der Byttnerioideae unterteilt sich in mehrere Gattungen,
darunter die Gattung Theobroma. Diese lasst sich in 22 Arten unterteilen, wobei
nur Theobroma cacao zur Erzeugung des Kakaos dient. Durch Zichtung
entstanden schlieBlich verschiedene Sorten des Theobroma cacao L.

Zu den wichtigsten Sorten in der Kakao- und Schokoladenherstellung gehdéren
die Sorten Criollo, Forastero und Trinitario. Diese drei Sorten werden grob
unterteilt in Edelkakao (Criollo, Trinitario) und Konsumkakao (Forastero). Die
Einteilung wurde aufgrund der wirtschaftlichen Bedeutung und des Geschmacks
vorgenommen. So ist der Forastero-Kakao zwar geschmacklich nicht so gut, aber
wegen seiner Widerstandsfahigkeit gegenltber Pflanzenkrankheiten besser
kultivierbar als die Edelkakaosorten. Die Sorte Forastero macht daher insgesamt
um die 80% der gesamten Kakaoernte aus.

Der Kakaobaum ist ein langer diinner Unterholzbaum, der im Schatten grdBerer
tropischer Baume wachst. Er kann bis zu 15 m hoch werden und tragt grof3e,
glatte, schwertartige Blatter, die das ganze Jahr Uber grin sind. Die Bliten und
somit die Kakaofriichte sitzen direkt am Stamm und den gréBeren Asten (Kauli-
florie) (Abbildung | Anhang). Die Bliten entspringen dem alteren Holz, blihen
das ganze Jahr und bringen auch Uber das ganze Jahr hindurch Friichte hervor.
Die Frichte des Kakaobaums sind im unreifen Stadium grin und erreichen, je
nach Kakaosorte, wahrend der Reife eine gelbe, gelbrote oder rot- bis rotbraune
Farbe. Sie sind ledrig-holzig und kénnen eine Lange von 15-25 cm und eine
Dicke von 7-10 cm erreichen. Botanisch betrachtet sind die Kakaofriichte
Beeren. Im Inneren der Frucht sind in Flnferreihen 25 bis 50 bohnenférmige
Samen in ein helles siiBliches Fruchtmus eingebettet. Diese Samen werden auch
als Kakaobohnen bezeichnet und sind etwa 2 cm lang und 1 cm breit. Sie sind
das eigentliche Ausgangsmaterial der Kakao- und Schokoladenproduktion.



Einleitung | 11

1.3.2 Inhaltsstoffe

Die Kakaobohne mit Gber 300 chemischen Verbindungen zahlt zu den
komplexesten Nahrungsmitteln der Welt.

Neben dem hohen Fettgehalt enthélt die Kakaobohne erhebliche Mengen an
Kohlenhydraten und Proteinen (Tabelle 1).

Tabelle 1 Uberblick tiber die Inhaltsstoffe der Kakaobohne nach Fermentation.
Kakaosorte: Forastero (Konsumkakao)

Inhaltsstoffe der Kakaobohne Gehalt
(nach Fermentation) (%)
Fett (Kakaobutter) 54,0
Proteine 11,5
Cellulose 9,0
Stéarke und Pentosane 7,5

Gerbstoffe und farbgebende Bestandteile 6,0
Wasser 50
Mineralstoffe und Salze 2,6

organische Sauren und Geschmackstoffe 2,0

Theobromin 1,2
verschiedene Zucker 1,0
Koffein 0,2

Aber nicht nur die Gehalte der Hauptnahrstoffe machen die Kakaobohne zu
einem wichtigen Lebensmittelrohstoff, sondern insbesondere die Vielzahl
verschiedener Minorkomponenten lassen die Kakaobohne immer mehr ins
Zentrum der Wissenschaft rlicken.

Die anregenden Alkaloide, Theobromin und Coffein machen 1 bis 2% des
Kakaos aus. Sie stimulieren das zentrale Nervensystem und wirken
gefaBerweiternd. Zudem enthalt die Kakaobohne eine ganze Reihe an
Verbindungen, die als Neurotransmitter fungieren. Die wichtigsten darunter sind:
Anandamid, Arginin, Dopamin, Histamin und Serotonin.

Von groBer Bedeutung sind ebenfalls die phenolischen Verbindungen. Verglichen
mit anderen polyphenolhaltigen Lebensmitteln (Apfel, Trauben, Wein) enthalt die
Kakaobohne erhebliche Mengen an Flavonoiden. Dies sind vorwiegend die
Flavan-3-ole, Procyanidine und ein geringer Anteil an Anthocyanen (Tabelle 2).
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(-)-Epicatechin, wurde neben geringen Mengen an (+)-Catechin, (+)-
Gallocatechin und (-)-Epigallocatechin, als Hauptflavan-3-ol ermittelt. Diese
Verbindungen sorgen flir die antioxidativen Eigenschaften des Kakaos und liefern
vermutlich einen Beitrag fir seinen positiven gesundheitlichen Nutzen.

Tabelle 2

Uberblick iiber die in der Kakaobohne nachgewiesenen polyphenolischen

Verbindungen. Kakaosorte: meist Forastero oder keine Angaben

Polyphenole in der Gehalte mg/kg Literatur
Kakaobohne
Monomere Flavan-3-ole (Catechine)
*  (—)-Epicatechin 5700-15300 (Gotti et al 2006);
21890-43270 (Kim & Keeney 1984)
*  (+)-Catechin 646 (Tomas Barberan et al 2007)
140-450 (Gotti et al 2006)
#  (+)-Gallocatechin Spuren (Forsyth 1955, Rohan 1958,
+  (-)-Epigallocatechin Spuren Griffiths 1960, Wollgast

2005)

Anthocyane

*  Cyanidin-3-B-D-galactosid
*  Cyanidin-3-a-L-arabinosid

4-4,5% des Gesamt-
Polyphenolgehalts

(Forsyth und Quesnel 1957)

Flavonole

Quercetin
Quercetin-3-O-glucosid
Quercetin-3-0-galactosid
Quercetin-3-O-arabinosid
Quercetin-3-O-glucuronid

* ¥ ¥ ¥ ¥

keine Angaben

(Rohan und Connell
1964,Sanbongi et al 1998,
Wollgast 2005, Stark et al
2005, Tomas-Barberan
2007)

Flavone

*  Apigenin

*  Vitexin und Isovitexin
Luteolin und Luteolin-7-O-
glucosid
Orientin und Isoorientin
Apigenin-8-C-glucosid
Apigenin-6-C-glucusid

keine Angaben

(Sanchéz-Rabaneda et al.
2003)

(Stark et al. 2005, Sanchéz-
Rabaneda et al. 2003)

Flavanone
*  Naringenin
*  Naringenin-7-O-glucosid

keine Angaben

(Stark et al. 2005)

Proanthocyanidine

Procyanidin B2 (Dimer)
Procyanidin C1 (Trimer)
Procyanidin B5 (Dimer)
Procyanidine des A-Typs

* X X ¥

unterschiedliche
Gehalte:
20800-80500
6600—-15500

(Lambert et al 2003)
(Adamson et al 1999)
(Porter et al 1991, Wollgast
et al 2005)
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1.3.3 Verarbeitung der Kakaofrucht

Abbildung 3 zeigt einen Uberblick der Verarbeitung der Kakaofrucht zum
Kakaoprodukt.

Bei der Ernte muss mit auBerster Sorgfalt vorgegangen werden, um die
Samenkissen, aus denen die Frucht hervorgegangen ist, nicht zu verletzen. An
diesen Stellen kénnten sonst keine weiteren Frichte mehr wachsen.
AnschlieBend werden die Friichte mit Macheten gedéffnet und das Fruchtfleisch,
sowie die Kakaosamen aus den Schalen gelést. Samen und Fruchtfleisch
werden far zwei bis acht Tage zwischen Bananenblatter oder in Holzkisten
geschichtet. Wahrend dieser Zeit setzt ein Fermentationsprozess ein, der zur
Garung des zuckerhaltigen Fruchtfleisches fihrt. Wahrend des Garungsvorgangs
herrschen Temperaturen zwischen 45-50°C, wodurch die Keimfahigkeit verloren
geht. Zusatzlich senkt sich wahrend dieses Prozesses der pH-Wert von 6,5 auf
4,5. Die Zellwande werden wahrend der Fermentation zerstért und die
Enzymtatigkeit aktiviert. Der Zellsaft kann sich dann in dem ganzen Samen
ausbreiten. Zusatzlich verursacht die Fermentation eine Abnahme der Flavan-3-
ole und anderer Polyphenole, wodurch sich die bitteren und adstringierenden
Eigenschaften des Kakaosamens reduzieren. AuBerdem erfolgt die Bildung von
Farbkomponenten, die dem zuvor weiBlich-gelben Kakaosamen eine braunliche
Farbung verleihen. Am Ende des Fermentationsprozesses werden die
Kakaosamen als Kakaobohnen bezeichnet.
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Abbildung 3  Verarbeitung der Kakaofrucht zu Schokolade und Kakaopulver

Die so erhaltenen Bohnen haben einen Wassergehalt von 60%. Um die Bohnen
lagerfahig zu machen, werden sie ein bis zwei Wochen in der tropischen Sonne
getrocknet. Wahrend des Trocknens reduziert sich das Gewicht der Bohnen um
mehr als die Halfte und der Wassergehalt wird auf maximal 7% reduziert. Durch
die Sonnenbestrahlung wird auBerdem das Aroma der Bohnen weiter entwickelt.
Es wurde aber auch festgestellt, dass sich wahrend einer zweitdgigen
Sonnentrocknung der (—)-Epicatechingehalt der Kakaobohne um ca. 50%
reduziert. Ein Teil dieses Verlustes wird auf die Polyphenoloxidase zuriickgefuhrt,
die nach Fermentation und Trocknung noch eine Restaktivitdt von ungefahr 2%
aufweist [178].
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In der Regel werden die Kakaobohnen nicht in ihren Anbaulandern, sondern in
Europa oder Nordamerika weiter verarbeitet. Dort werden die Kakaobohnen,
nach Entfernen von Verunreinigungen wie Sand, Holz, Jutefasern etc., einer
thermischen Vorbehandlung unterzogen. Die Behandlung dient der Reduzierung
von Bakterien und der Verbesserung der Kakaokernbruchausbeute.

Im Anschluss folgt die Réstung. Dieser Prozess dient der vollstdndigen Entfalt-
ung des Kakaoaromas. Durch chemische Prozesse, die wahrend des
Réstprozesses ablaufen, kdénnen bis zu 400 unterschiedliche Aromastoffe
entstehen. Die Bohne entwickelt ihre braune Farbe, und die Schale 16st sich von
den Keimblattern. Nach der Rdstung folgt das Brechen und Entfernen der
Schalen. Bei diesem Vorgang werden die Bohnen zunachst durch Walzen in
kleine Stlicke zerbrochen. Danach werden die leichten Schalenteile durch einen
starken Luftstrom weggeblasen und Ubrig bleibt der Kakaobruch. Die erhaltenen
Kakaostlicke werden auch als Nibs bezeichnet. In den Nibs sind einige
unerwiinschte Geschmacks- und Geruchsstoffe enthalten (u.a. Acetaldehyd,
Aceton, i-Butanol, Ethanol, i-Propanol, Essigsaureethylester, Essigsaure, i-
Pentanal, Methanol, Diacetyl). Diese Stoffe werden am Ende der
Schokoladenherstellung durch das Conchieren beseitigt. Diese unerwlinschten
Stoffe werden in der Kakaomasse durch die Kakaobutter eingeschlossen und
lassen sich dadurch nur schwierig eliminieren. Um das zeit-, energie- und
kostenaufwendige Conchieren verkiirzen zu kdnnen, werden bereits Verfahren
zur Kakaokernbruchveredelung angewandt. Die Veredelung erfolgt in einem
speziellen  Druckreaktor. Bei der Kakaopulverherstellung wird dem
Kakaokernbruch in diesem Reaktor bereits eine Alkalildsung zugesetzt. Zur
Herstellung von Schokolade wird eine Losung aus Zucker und weiteren Stoffen
hinzugefugt.

Damit aus den Nibs Kakaomasse wird, werden diese in beheizten Walzen auf
Teilchengr6Ben von 20-30 um zerkleinert [18]. Dabei entsteht eine homogene
flieBfahige Masse, die direkt zur Herstellung von Schokolade eingesetzt werden
kann. Zur Verarbeitung der Kakaomasse =zu Kakaopulver, muss aus
technologischen Griinden ein Teil des Fettes abgepresst werden. Die auf 90 °C
bis 100 °C vorgewarmte Kakaomasse wird in hydraulischen Pressen
zusammengedrlckt. Dabei entsteht ein Druck von bis zu 900 bar. Es erfolgt eine
Auftrennung in Kakaobutter und Kakaopresskuchen. Der gréBte Teil der
Kakaobutter wird zur Schokoladenherstellung, aber auch in pharmazeutischen
und kosmetischen Produkten eingesetzt. Der Presskuchen, der noch 10-24%
Fett enthalt, wird zu Kakaopulver zermahlen. Es wird zwischen schwach entéltem
Kakaopulver (20—-22% Fett) und stark entdltem Kakaopulver (10-20% Fett)
unterschieden.

Das Kakaopulver unterliegt meist einer alkalischen Behandlung (auch Dutching
genannt), die den Geschmack und die Farbe des Kakaos beeinflusst. Wahrend
dieses Prozesses wird das Pulver mit Salzen behandelt (z.B. mit Magnesiumoxid,
Natriumhydroxid oder Natriumcarbonat). Abhangig von der Art des
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Alkalisierungsmittels, der Zeit und der Temperatur, kdnnen bestimmte
Produkteigenschaften erreicht werden. Beispielsweise besitzt alkalisiertes
Kakaopulver eine wesentlich bessere Benetzbarkeit und ist daher fir die
Herstellung von Kakaogetranken besonders geeignet [19, 170]. Eine
Alkalisierung kann aber schon in friheren Stadien der Verarbeitung stattfinden.
So ist es auch allgemein Ublich, die Nibs vor oder nach dem Rd&sten einer
Alkalisierung zu unterziehen.

Das entstandene Kakaopulver dient als Rohstoff flr verschiedene
Kakaoprodukte, zum Beispiel: SoBen, Geback (Kuchen, Platzchen), Eis,
Schokoladenmousse, Schokoladenpudding, Schokoladengetrdnke und vieles
mehr.
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1.4 Flavanone und ihre Glykoside

Die Flavanone leiten sich vom 1,3-Diphenylpropan ab und tragen, sowie alle
Flavonoide, an der C-2-Position des Aglykons einen Phenylrest. An dieser Stelle
im MolekUl besitzen sie somit ein stereogenes Zentrum (Abbildung 4).

Abbildung 4 Chemische Struktur des Flavanons 25-Naringenin

Die Flavanone kommen im Pflanzenreich nur in geringen Konzentrationen vor mit
Ausnahme der Citrus ssp [49]. Sie haben eine groBe Tendenz, unterschiedliche
Substituenten zu binden. So konnten monohydroxylierte Flavanone, C-
methylierte, isoprenylierte, sowie Furan- und Pyranflavanone gefunden werden
[67, 68]. Eine besondere Rolle spielen die glykosidierten Flavanone. Sie kénnen
wegen des Chiralititszentrum am C-2 des Aglykons und der chiralen
Zuckerkomponente als Diastereomere existieren. Genaueres Uber das
stereochemische Verhalten der Flavanone und ihrer Glykoside wird in Abschnitt
1.4.2 besprochen. Die Flavanone sind am haufigsten mit Glucose, Rutinose (6-O-
a-L-Rhamnosyl-D-glucose) oder Neohesperidose (2-O-a-L-Rhamnosyl-D-
glucose) verbunden. Die Bindung des Zuckers findet vorwiegend an Position 7
des A-Rings statt (Abbildung 5).
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1.4.1 Vorkommen

Die gréBten Mengen von Flavanonen liegen in Zitrusfriichten vor. In ihnen
erreichen die Flavanone eine Konzentration von bis zu 5% der Trockenmasse.
Waéhrend der Reifung der Frichte erhéht sich ihre Konzentration.

In den Zitrusfrichten liegen die Flavanone vorwiegend substituiert vor. Als
Aglykone dominieren Naringenin, Hesperitin, Eriodictyol und Isosakuranetin. Die
haufigste Form der Substituierung in Zitrusfriichten ist die Glykosidierung mit
unterschiedlichen Zuckern. In den Friichten Mandarine, StiBorange und Zitrone
sind Uberwiegend Flavanonrutinoside zu finden, insbesondere das Hesperidin.
Grapefruits und Bitterorangen enthalten hingegen nur geringe Mengen an
Rutinosiden. Der Hauptteil der Flavanonglykoside sind hier insbesondere die
Neohesperidoside. Je nach dem, welches dieser beiden Glykoside in einer
Frucht dominiert, kénnen die Zitrusfrichte in zwei Gruppen eingeteilt werden.
Dies sind einerseits die bitter schmeckenden Zitrusfriichte wie z.B. Pampelmuse,
Grapefruit und Sauerorange, deren Hauptflavanonglykoside die
Neohesperidoside sind, die einen intensiv bitteren Geschmack besitzen, und
andererseits die siB schmeckenden Zitrusfrichte wie z.B. die SiBorange,
Mandarine, Clementine etc., deren Hauptflavanonglykoside die
geschmacksneutralen Rutinoside sind.
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1.4.2 Chiralitat

Wie bereits in Abschnitt 1.2.2 erwahnt, bildet sich bei der Biosynthese der
Flavonoide das Naringenin-Chalkon (4, 2°, 4°, 6’-Tetrahydroxychalkon), welches
unter der Einwirkung der CHI cyclisiert. Es entsteht das (—)-2S-Naringenin. Diese
Verbindung kann infolge eines Chiralitatszentrums an Position C-2 zwei
enantiomere Formen aufweisen. Das Enzym ist stereoselektiv, so dass
ausschlieBlich das 2S-Naringenin gebildet wird. Das 2R-Naringenin kann daraus
durch nicht-enzymatische Racemisierung entstehen.

Bei stereochemischen Untersuchungen nattrlicher Pflanzenextrakte wurden stets
die (-)-2S-Flavanone im Uberschuss gefunden [89].

In pflanzlichen Lebensmitteln hingegen kommen vielfach Mischungen beider
chiraler Formen vor. Erklart werden kann dies damit, dass unter bestimmten
Bedingungen aufgrund einer nicht-enzymatischen Racemisierung die
urspringliche enzymatisch eingestellte Enantiomerenreinheit verandert wird.
Dieser Prozess verlauft bereits wahrend der Fruchtreifung, des Wachstums
sowie wahrend des Transports und der Verarbeitung der Frichte. Die (-)-2S-
Form GUberwog dennoch in den meisten Fallen [168]. Betrachtungen hinsichtlich
der Diastereomerenverhaltnisse der Flavanonglykoside in Zitrusfriichten ergaben
eindeutige Unterschiede zwischen unreifen und reifen Frichten.

So wurde bereits 1975 von Gaffield und Lundin [57] festgestellt, dass in unreifen
Grapefruits nur 2S-Naringin  vorkommt, in reifen Frichten aber beide
diastereomeren Formen zu finden sind. Diese Erkenntnis konnte 1991 auch von
Krause und Galensa [89] mittels HPLC bestatigt werden. Derartige Analysen
wurden schlieBlich auch fur andere Zitrusfrichte durchgeflihrt. Beispielsweise
wurde das Flavanonglykosid Narirutin in Orangen nachgewiesen und chiral
getrennt. Eine Erkenntnis dabei war, dass in Orangensaft Narirutin als
racemisches Gemisch vorliegt [89].
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1.4.3 Bedeutung in der Lebensmittelchemie

Flavanone und ihre Glykoside haben unterschiedliche sensorische
Eigenschaften. Diese sensorisch relevanten Verbindungen und ihre Derivate
beeinflussen die Qualitdt der Frichte und sind daher insbesondere fir die
Lebensmittelindustrie von groBer Bedeutung. Die Flavanonneohesperidoside
werden industriell als Bitterstoffe eingesetzt. Ihre Derivate, die Dihydrochalkone,
besitzen indessen eine enorme SiBkraft (1000-fach stBer als Saccharose),
weswegen sie gerne als Zuckerersatz verwendet werden. Gewonnen werden
diese Stoffe durch Extraktion aus Zitrustrester.

In der Lebensmittelanalytik haben die Flavanone und ihre Glykoside ebenfalls an
Bedeutung gewonnen. Aufgrund ihres ubiquitdren und gleichzeitig spezifischen
Vorkommens in Zitrusfriichten [144, 27, 59] sind sie als chemotaxische Marker
zum Nachweis der Authentizitat von Zitrusséaften geeignet.

Somit ist es z.B. mdglich, einen Zusatz von Grapefruitsaft zu Orangensaft tber
Naringin nachzuweisen [146] bzw. der Zusatz von Orangensaft zu Grapefruitsaft
kann durch das Uberschreiten eines Hesperidin-Grenzwertes ermittelt werden.
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1.5 Orangen

1.5.1 Botanik

Als Orange wird die Frucht des immergrinen Baums Citrus x Aurantium (syn.
Citrus aurantium L. var. sinensis L. oder Citrus sinensis L.) bezeichnet. Sie
gehért zur Gattung der Zitruspflanzen (Citrus) aus der Familie der Rutaceae
(Rautengewachse). Die Orange ist eine Kreuzung von Mandarine (Citrus
reticulata) und Pampelmuse (Citrus maxima) [126].

Die Orangensorten werden unterteilt in Bitterorangen (Pomeranzen) und vier
Gruppen suBer Orangen. Zu diesen zahlen die Blondorangen als wichtigste
Gruppe der SiuBorangen, die Navelorangen, die pigmentierten Orangen (Blut-
und Halbblutorangen) sowie die saurefreien Orangen.

Orangenbaume sind immergrin und kénnen Wuchshdéhen von bis zu zehn
Metern erreichen. Die weiBBen Bliten stehen einzeln in den Blattachsen oder aber
in  BlUtengruppen zusammen. Wie viele andere Zitrusarten sind sie
Selbstbefruchter. Die auBere Schicht der reifen Frichte ist orange geféarbt
(Exokarp, Flavedo), und im Inneren ist die Fruchtschale mit einer weiBen Haut
ausgekleidet (Mesokarp, Albedo). Die Schale enthédlt auBerdem zahlreiche
Oldriisen, die mit angenehm duftenden &therischen Olen gefillt sind. Die Frucht
(Hesperidium) besteht aus zehn bis 13 Segmenten, die von Saftschlauchen
durchzogen sind. Jedes dieser Segmente ist von einem dinnen Hautchen
(Endokarp) umgeben.
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1.5.2 Inhaltsstoffe

Die Orange enthalt 80% Wasser, 8% Zucker (Saccharose, Glucose und
Fructose), 7% organische Sauren (v.a. Zitronen und Apfelsdure) und 50 mg
Vitamin C/100 g (empfohlener Tagesbedarf laut NKV liegt bei 80 mg [28]).
Weitere Inhaltsstoffe siehe Tabelle | Anh. Wie bei Zitrusfriichten zu erwarten,
enthalten Orangen Flavanone und ihre Derivate (in Tabelle Il Anh. sind vier in
Orangen nachgewiesene Flavanonglykoside aufgelistet). Wie in Abschnitt 1.4.3
erwahnt, kénnen die Flavanonglykoside als Marker zur ldentifizierung von
Saftverfalschungen verwendet werden [146].

1.5.3 Verarbeitung zu Frisch-, Direkt- und Konzentratsaft

Das im Welthandel bedeutendste Orangenprodukt ist der Orangensaft, welcher
zum GrofBteil aus Brasilien stammt und in Form von Konzentrat gehandelt wird.
Heutzutage kommen auch immer mehr Direkt- und Frischséafte auf den Markt.
Abbildung 6 zeigt schematisch die Verarbeitungsprozesse zur Herstellung von
Zitrussaften (Orangensaften).

In diesem Prozess sind als wesentliche Verarbeitungsschritte die Pasteurisierung
und die Konzentrierung zu erwahnen.
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Abbildung 6 Schematische Darstellung der Orangensaftherstellung

Pasteurisierung

Die Pasteurisierung stellt ein klassisches Verfahren zur Haltbarmachung von
Séften dar. Es dient der Abtétung von Mikroorganismen wie Bakterien, Hefen und
Schimmelpilzen, sowie einer Inaktivierung lebensmitteleigener und mikrobieller
Enzyme. Da durch zu lange Erhitzungszeiten die Qualitat der Safte gemindert
wirde, werden die Safte einer Hochtemperatur-Kurzzeiterhitzung in speziellen
Plattenwarmeaustauschern (80—90°C, 10-15 sec) unterzogen. Im Anschluss folgt
direkt eine rasche Rickkihlung der Safte. Da beide Schritte der Pasteurisierung
in einem Arbeitsgang durchgefihrt werden kénnen, werden mdégliche chemische
Veranderungen im Saft weitestgehend vermieden.

Zudem gibt es schonendere Verfahren, bei denen z.B. mit Hochdruck und
niedrigeren Temperaturen [132, 133] oder mit elektrischen Feldern [136]
gearbeitet wird. Wie aus Abbildung 6 zu erkennen ist, kommt der pasteurisierte
Saft als Direktsaft in den Handel oder wird zu Saftkonzentrat verarbeitet.
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Konzentrierung

Der Konzentrierungsprozess dient der Entfernung des Wassers. Die dadurch
erhaltenen Konzentrate haben einen relativ hohen Zuckergehalt und nur noch
geringe Mengen an Wasser, wodurch sie chemisch und mikrobiologisch stabil
sind.

Die Konzentrierung hat zudem die Vorteile, dass Konzentrate einfacher und
billiger zu transportieren und zusétzlich besser zu vermarkten sind. AuBerdem
kénnen saisonale Unterschiede in der Menge und Qualitdt der Ernte besser
ausgeglichen und den Marktgegebenheiten angepasst werden.

Bei der Konzentrierung eines Saftes wird der Erhalt eines qualitativ
einwandfreien Konzentrates angestrebt. Es soll in Aussehen, Aroma und
Geschmack ansprechend sein und sich nach seiner Rickverdinnung mit Wasser
moglichst nicht vom Ausgangsprodukt unterscheiden.

Die Konzentrierung  findet in Hochtemperatur-Kurzzeit-Apparaturen,
beispielsweise einem drei- bis vierstufigen Fallstromverdampfer, statt. Da einige
Verbindungen in Séften hitzelabil sind, ist es von Bedeutung, die
Verdampfungstemperatur so niedrig wie moglich und die Verweildauer des
Saftes im Verdampfer so gering wie mdglich zu halten. Damit wird garantiert,
dass die natlrlichen Inhaltsstoffe weitgehend erhalten bleiben.

Die flichtigen Aromastoffe gehen wahrend des Verdampfungsprozesses nicht
verloren. Sie werden in einer separaten Aromakolonne durch Kondensation und
Destillation aus den abgedampften Produktbriiden (Wasserdampf + Aromastoffe)
gewonnen und als Aromakonzentrat gelagert. Diese Aromakonzentrate werden
z.B. dem rickverdinnten Saft wieder zugesetzt, um so einen nahezu
naturidentischen Geschmack zu erhalten. AuBerdem wird oftmals zur
Verbesserung des Aromas kaltgepresstes Schalendl zugeflgt.
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1.6  Kapillarelektrophorese

Ein Teil der methodischen Entwicklungen und Untersuchungen dieser Arbeit
wurde mittels Kapillarelektrophorese (CE = Capillary electrophoresis)
durchgefihrt.

Das eigentliche Prinzip der Kapillarelektrophorese wurde bereits im 1. Gesetz
von Kohlrausch formuliert, welches besagt, dass ,geladene Teilchen in Lésung
unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes mit unterschiedlicher
Geschwindigkeit wandern®. Die CE als Methode mit hocheffizienten
Trennleistungen gibt es jedoch erst seit Beginn der 80er Jahre. Um die
Trenntechnik der CE auch in der Routineanalytik zu etablieren, wurden in den
letzten 10 bis 15 Jahren die Geréate erheblich verbessert.

Die CE wird beispielsweise im Pharmabereich zur Reinheitskontrolle synthetisch
hergestellter Medikamente eingesetzt. Auch in kriminaltechnischen Labors wird
sie aufgrund ihrer hervorragenden Trennleistung, ihrer enfachen Handhabung
und der Méglichkeit schnell und effektiv neue Methoden zu entwickeln eingesetzt.
Aber auch im Lebensmittelbereich kann die CE als alternative Trenntechnik
angewendet werden. Untersuchungen auch aus dem eigenen Arbeitskreis
zeigten bereits, dass diese Technik erfolgreich im lebensmittelanalytischen
Bereich genutzt werden kann [59, 60, 61, 84, 85, 86, 117].

1.6.1 Grundlagen der CE

Die Kapillarelektrophorese basiert auf dem Prinzip der Elektrophorese. Unter
dieser wird die unterschiedliche Wanderung von Teilchen in einem meist
flissigen Medium unter Anlegen eines elektrischen Feldes verstanden. Aufgrund
verschiedener Ladungsdichten, Formen und GréBen der Teilchen, weichen ihre
Wanderungsgeschwindigkeiten von einander ab. Deshalb kommt es im Zuge
einer elektrophoretischen Wanderung zur Trennung der lonen.

Bei der Kapillarelektrophorese findet diese Trennung in einer mit Elektrolytlésung
gefillten Glaskapillare statt. Bei den meisten Applikationen werden Polyimid
beschichtete fused-silica Kapillaren verwendet, die eine Gesamtlange von 30—
100 cm, und einen Innendurchmesser von 25—-100 um haben kénnen. Die Lange
einer Kapillare wird mit der Gesamtlange Lges (= L&nge vom Anfang bis zum Ende
der Kapillare) und der effektiv Ladnge Lex (= LAnge vom Kapillaranfang bis zum
Detektorfenster) angegeben. Nach der Probenaufgabe, an der Seite des
Kapillarinlets (Anodenseite) tauchen beide Kapillarenden in die mit
Elektrolytlbsung geflllten PuffergefaBe ein (Abbildung 7). Zwischen den
Kapillarenden wird dann eine Spannung von bis zu 30 kV angelegt. Die
Probenkomponenten migrieren im elekirischen Feld unterschiedlich schnell in
Richtung Kathode und passieren dabei einen Detektor, mit dem eine qualitative
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und quantitative Auswertung erfolgen kann. Da die Detektionsschichtdicke in der
CE nur sehr klein ist, ergibt sich im Vergleich zur HPLC nur eine geringe
Empfindlichkeit (Lambert-Beer'sches Gesetz). Die Detektion erfolgt bei der
Kapillarelektrophorese meist in der Kapillare, um Effizienzverluste durch
Vermischungseffekte auBerhalb der Kapillare zu vermeiden. Diese Art der
Detektion erfolgt mit Hilfe direkter und indirekter UV/VIS- und
Fluoreszenzmethoden. Es gibt auch die Md&glichkeit der Probendetektion am
Ende der Kapillare. Zurzeit kauflich zu erwerbende Post-column-Detektoren sind
Leitfahigkeitsdetektoren und massenselektive Detektoren [34, 35, 48, 54, 91].

kKapillare
¥
f/;;. — f’f,DeteI{tDrl’enater
Lh / =
k{;ﬁ -"llllr y
W I i
Hochspannungsquelle I'-. ."I
[ ] LV h
Frobe Fufferreserioire
Abbildung 7 Schematischer Aufbau eines kapillarelektrophoretischen Systems

Elektrophoretische Mobilitat = Eigenmobilitat

Jedes geladene Teilchen besitzt eine eigene Mobilitat, die sich aus dessen
Molekiilmasse, Ladungsdichte, Ladungsart und GrdBe ergibt.

Die elektrophoretische Mobilitat pep einer Substanz ist ihre Geschwindigkeit v im
elektrischen Feld, bezogen auf die elektrische Feldstarke E (Gl.1). Da sich die
Geschwindigkeit v aus der effektiven Kapillarlange Lesund der Migrationszeit iy,
berechnen lasst (Gl.2), und die elektrische Feldstarke der Quotient aus
Spannung U und der gesamt Kapillarlange Lges ist (Gl.3), kann die Mobilitat eines
Analyten nach Gleichung 4 bestimmt werden. In der CE wird durch die
unterschiedlichen Eigenmobilitdten der Analyten ein selektiver Transport und
somit die gewlinschte Trennung erreicht [48]. Grundvoraussetzung flir eine
Trennung in der CE ist ein Mobilitdtsunterschied zwischen den Analytmolekulen.
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v
Hep = E‘ Gl.1
v = Let Gl.2
tmin
E-U GL.3
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Uep:  elektrophoretische Mobilitét

v: elektrophoretische Wanderungsgeschwindigkeit
E: Stéarke des angelegten elektrischen Feldes

Lew:  effektive Kapillarldnge

Lees:  Gesamtldnge der Kapillare

U: angelegte Spannung

tmin:  Migrationszeit

Elektroosmotischer Fluss = Systemspezifische Trennkraft

Ein in der CE sehr wichtiger elektrokinetischer Effekt, ist die Elektroosmose. Sie
beschreibt die Bewegung einer Flissigkeit relativ zu einer geladenen Oberflache
unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes (= elektroosmotischer Fluss, EOF).
Nur aufgrund dieses Effekts kdnnen alle Analyten in eine Richtung wandern,
auch Anionen und neutrale Molekille wandern dadurch mit in Richtung Kathode
und kénnen detektiert werden.

Die innere Oberflache der Kapillare ist mit Silanolgruppen benetzt. Diese
dissozieren ab einem pH-Wert > 2,0 und bilden dadurch an der Glasoberflache
einen negativen Ladungsuberschuss aus. An dieser negativen Schicht werden
die Kationen des Pufferelektrolyten adsorbiert und Anionen abgestoBen. Ein Teil
dieser Kationen wird durch die elektrostatische Anziehungskraft in der Nahe der
Kapillarwand fixiert, wodurch sich eine starre Grenzschicht (,Sternschicht®) bildet.
Da die Kationen von einer Hydrathllle umgeben sind, kénnen aus sterischen
Grinden nicht alle Kationen an der negativen Oberflache fixiert werden. Um die
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verbleibenden negativen Ladungen an der Kapillaroberflache auszugleichen,
werden weitere Gegenionen angelagert. Dadurch entsteht eine diffuse
Grenzschicht, die sogenannte "Gouy-Chapman-Schicht", deren
Kationenkonzentration exponentiell mit dem Abstand von der fused-silica
Oberflache abnimmt (Abbildung 8). Diese Abnahme wird als (-Potential (Zeta-
Potential) bezeichnet. Der EOF ist direkt proportional zu diesem ¢-Potential und
wird mathematisch, wie in Gl. 5 beschrieben angegeben.
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Abbildung 8  Zeta-Potential ({-Potential) [48]
a: starre Grenzschicht (,Sternschicht” oder ,Helmholtz-Schicht")
b: diffuse Grenzschicht (,Gouy-Chapman-Schicht” oder ,,Debeye-HLickel-Schicht")
c: freie Schicht
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Wird in einer mit Elektrolyt geflllten Kapillare, parallel zur geladenen Oberflache,
ein elektrisches Feld angelegt, so zieht das Feld die solvatisierten Kationen in der
"Gouy-Chapman-Schicht" langs seiner Achse an und bewegt infolge der inneren
Reibung die gesamte FlUssigkeit in der Kapillare mit. Im Falle von fused-silica
Kapillaren mit einer Anreicherung von positiven lonen in der Grenzschicht, wird
der elektroosmotische Fluss (EOF) zur Kathode hin induziert [48, 92, 127]. Es
resultiert ein flaches, stempelférmiges Strémungsprofil und es ergeben sich nur
geringe Bandenverbreiterungen. Bei druckbetriebenen Systemen wie der HPLC,
treten parabolische Stromungsprofile auf, die zu héheren Bandenverbreiterungen
fihren.

Abbildung 9 zeigt den Vergleich der beiden Strémungsprofile.

Abbildung 9 FluBprofile im Vergleich A: parabolisch; B: stempelférmig [48]
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1.6.2 Trenntechniken in der CE

Die Kapillarelektrophorese bietet diverse Techniken zur Entwicklung neuer
Methoden.

Einige der bekanntesten Verfahren wurden im Zuge dieser Arbeit eingesetzt und
fihrten zu den gewinschten Ergebnissen.

1.6.2.1 Kapillarzonenelektrophorese (CZE)

Die Zonenelektrophorese findet in der kapillarelekirophoretischen Analytik die
breiteste Anwendung. Alle anderen Verfahren der CE bauen auf diesem Prinzip
auf.

Es bleiben bei der CZE der pH-Wert und die lonenstarke der Pufferlésung sowie
die Feldstarke Ober die gesamte Trennstrecke hinweg konstant.

Der schematische Ablauf der CZE ist in Abbildung 10 dargestellt. Sie ist ein in
der Anwendung unkompliziertes Analysenverfahren.

Die Elektrolytldsung hat bei dieser Technik die Aufgabe, den pH-Wert konstant
zu halten und den Stromtransport zu gewéhrleisten. Die Héhe des pH-Wertes
wirkt sich auf den EOF und somit auf den Probentransport aus. Bei Fused-Silica-
Kapillaren steigt die Geschwindigkeit des EOF mit dem pH-Wert des BGE an, da
das ¢-Potential, und damit der EOF von der Oberflachenladung der Kapillarwand
abhangig ist. Dies bedeutet, dass im alkalischen Bereich (hohe pH-Werte) viele
der Silanolgruppen dissoziiert vorliegen und dadurch ein groBerer EOF entsteht.
Zusatzlich beeinflusst der pH-Wert den lonisationsgrad der Probenteilchen und
dadurch auch ihre lonenbeweglichkeit. Die Pufferkonzentration hat ebenfalls
einen Einfluss auf die Probentrennung. Wie aus Abschnitt 1.6.1 Gl. 5 hervorgeht,
ist der EOF umgekehrt proportional zur Viskositat des Elektrolyten. Der EOF sinkt
folglich mit zunehmender Pufferkonzentration.

Um eine selektive, kapillarelektrophoretische Methode mit Basislinientrennung zu
entwickeln, missen also die Konzentration der Elektrolytldsung, der pH-Wert
sowie die Feldstarke optimiert werden. Weitere Optimierungsparameter, sind die
Kapillarlange, Kapillartemperatur und der Einsatz von Pufferadditiven wie
organische L&ésungsmittel, Harnstoff, Cyclodextrine etc. Auf einzelne Additive
wird in den Abschnitten 1.6.2.2 und 1.6.2.3 ndher eingegangen.
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Abbildung 10 Schematische Darstellung der CZE

1.6.2.2 Mizellare Elektrokinetische Chromatographie (MEKC)

Terabe et al. [167] fuhrte 1984 die mizellare elektrokinetische Chromatographie
(MEKC) ein. Sie ermdglicht die Auftrennung neutraler Verbindungen mittels CE.
Im Vergleich hierzu wandern in der CZE neutrale Probenkomponenten mit dem
EOF Richtung Kathode und erscheinen im Elektropherogramm als Gruppenpeak.
Grundlage der MEKC ist es, der Elektrolytlésung ein Mizellen bildendes
Detergens in Konzentrationsbereichen oberhalb der sogenannten kritischen
mizellaren Konzentration (CMC = critical micelle concentration) zu zusetzen. Dies
sind meistens Tenside. Das wegen seiner hohen Wasserldslichkeit, seiner
niedrigen CMC (ca. 8 mmol/L in Wasser) und seiner geringen UV-Absorption am
weitesten verbreitete ionische Tensid ist das Natriumdodecylsulfat (SDS). Wie in
Abbildung 11 zu sehen ist, setzen sich oberflachenaktive Verbindungen aus
einem hydrophilen und hydrophoben Teil zusammen.
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hydrophiler Teil

Abbildung 11 Struktur eines SDS Molekiils

Die sich daraus bildenden Mizellen sind im inneren hydrophob und nach auBBen
hin geladen, so dass sie beim Anlegen eines elektrischen Feldes eine
Eigenmobilitat aufweisen. Die neutralen Analyten werden durch unterschiedliche
Aufenthaltswahrscheinlichkeiten — bedingt durch die Verteilungskoeffizienten — in
der wassrigen bzw. mizellaren Phase des Elektrolyten getrennt.

Folglich halten sich polare neutrale Stoffe bevorzugt im wassrigen Puffer auf und
wandern zusammen mit dem EOF in Richtung Kathode. Im Gegensatz dazu
halten sich unpolare neutrale Stoffe fast ausschlieBlich im Inneren der Mizelle auf
und erreichen mit deren Geschwindigkeit den Detektor. Da die Mizellen negativ
geladen sind, wandern sie zwar aufgrund des endoosmotischen Flusses in
Richtung Kathode, werden aber durch ihre Elektromigration in Richtung Anode
gebremst. Die Analytmolekiile kénnen durch unterschiedliche Affinitdten zu den
Mizellen getrennt werden. In Abbildung 12 ist die Trennung mittels MEKC
schematisch dargestellt.

Die mizellare elektrokinetische Chromatographie beschrankt sich nicht nur auf
die Trennung neutraler Analyten, sondern wird auch zur Selektivitdtserh6hung
bei der Trennung geladener Verbindungen oder bei chiralen Trennaufgaben
eingesetzt. Fir die chirale Analytik mittels MEKC ist die Zugabe chiraler
Selektoren wie Cyclodextrine, chirale Kronenether oder Gallensdurederivate zum
Trennpuffer erforderlich.
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Abbildung 12 Schematischer Ablauf der MEKC

1.6.2.3 CZE mit ,,sample stacking*

In der Kapillarelektrophorese treten aufgrund geringer Druckdifferenzen und
kurzer Injektionszeiten Probleme in der Reproduzierbarkeit auf. Die Injektion
groBerer Probenvolumina vermindert durch Uberladung der Kapillare die
Effizienz der Trennung. Durch eine Aufkonzentrierung der Probenbestandteil vor
der eigentlichen Trennung ist es mdglich, gréBere Volumina zu injizieren, ohne
dass es zu gravierenden Effizienzverlusten in der Trennung kommt. Um dies zu
erreichen, kénnen unterschiedliche Verfahren zur Anreicherung der Probe in der
Kapillare angewandt werden.

Eine Médglichkeit ist das ,Elektro-Stacking®, dabei wird durch den Einsatz
diskontinuierlicher Puffersysteme ein Konzentrierungseffekt erreicht.
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Effektiver ist jedoch das in diesem Kapitel beschriebene ,Sample Stacking“. Bei
dieser Technik wird im Anschluss an die Probeninjektion das elektrische Feld far
kurze Zeit in entgegengesetzter Richtung angelegt.

Wahrend der inversen Polung wird die Proben LOsungsmittel wieder aus der
Kapillare entfernt, die Analyten bleiben jedoch in der Kapillare. Voraussetzung ist
jedoch, dass die zu analysierenden lonen entgegen dem EOF wandern, damit sie
nicht mit der Probenlésung wieder aus der Kapillare strémen. Diese lonen
werden zudem an der Grenzschicht zwischen Probenlésung und Trennpuffer
aufkonzentriert. Kurz bevor diese Grenzschicht den Kapillaranfang erreicht, wird
das elektrische Feld wieder umgepolt und die eigentliche Trennung beginnt.

In Abbildung 13 wird das Prinzip des ,Sample Stacking mit Feldumkehr®
schematisch dargestellt.
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Abbildung 13 Schematische Darstellung des ,Sample Stacking” Prinzips

Bedingt durch das groBe Injektionsvolumen, das eingesetzt werden kann, kénnen
die Analytionen bis auf das Tausendfache aufkonzentriert werden. Der positive
Aspekt an diesem Verfahren ist, dass eine bessere Reproduzierbarkeit erreicht
werden kann und auch die Empfindlichkeit gesteigert wird.

Der Nachteil des ,Sample Stacking“ liegt insbesondere darin, dass im Falle einer
zu spaten Umpolung die Analytionen teilweise aus der Kapillare heraus wandern.
Diese lonen gehen folglich verloren und werden analytisch nicht erfasst. Eine
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quantitative Bestimmung wéare unter solchen Umstdnden mit einem
systematischen Fehler belastet.

1.6.3 Chirale Analytik mittels CE

Um Analyten chiral trennen zu kénnen, bedarf es einer chiralen Umgebung. In
der CE kann ein solches Umfeld durch den Zusatz chiraler Selektoren zum Puffer
geschaffen werden. Chirale Selektoren sind optisch aktive Verbindungen, die
eine pseudostationdre Phase in der Trennldsung bilden. Das Prinzip der chiralen
Trennung basiert auf der unterschiedlichen Verteilung der Enantiomeren
zwischen Elektrolytlésung und dem chiralen Selektor. Infolgedessen kann bei
diesem Trennverfahren auch von einem chromatographischen Prozess
gesprochen werden.

Enantiomere sind in all ihren chemischen sowie physikalischen Eigenschaften
identisch. Sie unterscheiden sich in ihrer rAumlichen Anordnung sowie in ihrer
optischen Aktivitdt. Die rdumlichen Unterschiede sind fir eine Trennung der
Enantiomeren wesentlich, denn auf Grund ihrer sterischen Divergenz treten sie
unterschiedlich stark mit dem chiralen Selektor in Wechselwirkung.

Da die eingesetzten Selektoren ebenfalls chiral sind, entstehen bei der
Wechselwirkung mit einem Enantiomer kurzzeitig Diastereomerenkomplexe.
Folglich gibt es zwei Mdglichkeiten einer Enantiomerentrennung in der CE:

1. Trennung aufgrund unterschiedlicher Bindungskonstanten K (Kr # Ks),
aber mit gleicher Mobilitat der Diastereomerenkomplexe (Ucr = Hcs)

2. Trennung aufgrund unterschiedlicher Mobilitat der
Diastereomerenkomplexe (Hcr # Hes), aber mit gleicher Bindungskonstante
der Enantiomeren (Kg = Ks)

Diese beiden Trennmechanismen treten meistens gemeinsam auf oder
Uberlagern sich gegenseitig [33].

In der CE werden verschiedene chirale Selektoren verwendet. Die meisten dieser
Selektoren sind wasserléslich und lassen sich dem Trennpuffer zusetzen. Die in
der Kapillarelektrophorese am haufigsten eingesetzten Selektoren sind die
Cyclodextrine (CD) und ihre Derivate. Aufgrund ihrer Modifikationsmdéglichkeiten
bieten sie einen breiten Anwendungsbereich in der kapillarelektrophoretischen
Analytik.



Einleitung | 37
1.6.3.1 Native Cyclodextrine

Native Cyclodextrine sind zyklische Oligosaccharide. Sie sind aus mehreren D-
(+)-Glucopyranoseeinheiten aufgebaut, die (ber eine a-[1-4] glykosidische
Bindung mit einander verknlUpft sind. Abhangig von der Anzahl der
Glucoseeinheiten wird von a-Cyclodextrin (6 Glucoseeinheiten), 3-Cyclodextrin (7
Glucoseeinheiten) oder y-Cyclodextrin (8 Glucoseeinheiten) gesprochen. In
Abbildung 14 ist die chemische Struktur des y-Cyclodextrins dargestellt.
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Abbildung 14 Chemische Struktur des y-Cyclodextrins

Bei raumlicher Betrachtung der Cyclodextrinmolekdile ist zu erkennen, dass sie
die Form eines Kegelstumpfes besitzen der im Inneren einen Hohlraum aufweist
(Abbildung 15).
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Abbildung 15 Toroidale Struktur eines Cyclodextrinmolekdils

Aufgrund der Lage der Glucose-Bausteine im Cyclodextrin-Molekll und vor allem
durch die primaren Hydroxylgruppen, die wegen der freien Drehbarkeit des
Kohlenstoff-Atoms 6 zeitweilig zum Hohlraum ausgerichtet sind, ergibt sich diese
toroidale Struktur. Die am oberen, weiteren Rand des Cyclodextrin-Molekils
liegenden sekundaren Hydroxylgruppen (an C-2 und C-3) sind nicht beweglich,
so dass das Cyclodextrin-Molek(l nur im unteren Teil schmaler wird. Durch die
Wechselwirkungen der Hydroxylgruppen an C-2 und C-3 benachbarter Glucose-
einheiten, ist die Struktur der Cyclodextrine relativ stabil. Die Kavitat der
Cyclodextrine ist aufgrund der glykosidisch gebundenen Sauerstoffatome und der
Methin-Protonen am C-3 und C-5 hydrophob. Der duBere Bereich ist hydrophil.
Folglich ist es den Cyclodextrinen mdglich, Einschlussverbindungen mit apolaren
Substanzen einzugehen. Infolge der hydrophilen AuBenflache ist es jedoch auch
moglich, dass polare Analyten mit den Cyclodextrinen wechselwirken. In
Abschnitt 1.6.3.3 wird etwas genauer auf die Art der Wechselwirkungen
eingegangen.
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Derivatisierte Cyclodextrine
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Um Eigenschaften wie Wasserléslichkeit und Reaktivitat der Cyclodextrine zu
verbessern, kdnnen sie modifiziert werden. Dies erfolgt durch Substitution der
OH-Gruppen der Glucosemolekiile mit unterschiedlichen funktionellen Gruppen,
wie z.B. Sulfat-, Hxdroxyether-, Carbonyl- und Aminogruppen. In Tabelle 3 sind
einige Cyclodextrinderivate und ihre Eigenschaften aufgelistet.

Tabelle 3 Cyclodextrinderivate und ihre Eigenschaften
Derivat Substituent Eigenschaften
Methyl-Cyclodextrin = R. o Gute Wasserldslichkeit
(Me-CD) | Gute
CH,

L6sungsvermittlung
Hydroxypropy'- R\O/\/CH3 hydrophober
Cyclodextrin (HP- Reagenzien in
CD) wassrigen

Medien

Léslich in organischen
Ldsungsmitteln

Monochlortriazenyl-
B-Cyclodextrin
(MCT-B-CD)

Reaktiv

Acetylcyclodextrin
(Ac-CD)

Biologisch abbaubar

Fir eine selektive Modifizierung der Cyclodextrine ist die Nucleophilie der drei
unterschiedlichen Arten von Hydroxylgruppen bedeutsam. Die basischen
Eigenschaften der OH-Gruppen an C-6 sind am starksten ausgepragt, weshalb
sie als Nucleophile wirken. Die Hydroxylgruppen am C-2 reagieren dagegen eher
sauer und werden daher als erste deprotoniert. Die Hydroxylgruppen am C-3
lassen sich am schlechtesten derivatisieren.
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Insbesondere wird durch die Modifizierung die Léslichkeit beeinflusst. Zusatzlich
verandert sich aber auch noch die KavitatsgroBe. Somit kdnnen beispielsweise
Molekile, die aufgrund ihrer GréBe keine Wechselwirkungen mit nativen Cyclo-
dextrinen eingehen kénnen, mit einem derivatisierten Cyclodextrin komplexieren.
In Abhangigkeit der eingesetzten funktionellen Gruppen kénnen geladene Cyclo-
dextrine entstehen, die dann beispielsweise gegen den EOF migrieren, wodurch
sich auch neutrale Molekule auftrennen lassen [31].

1.6.3.3 Enantiomerentrennung mit Hilfe von Cyclodextrinen

Wie bereits in den vorangegangenen Abschnitten erwahnt wurde, gehen die
Enantiomere mit den Cyclodextrinen Komplexe ein, welche auch als Wirt-Gast-
Komplexe bezeichnet werden [76]. Dabei werden die Cyclodextrinmolekile als
Wirt und die Analytverbindungen als Gast bezeichnet. Das Gastmolekdl ist stets
bestrebt, sich so in die Kavitat der Cyclodextrine einzulagern, dass die Summe
der Wechselwirkungskrafte maximal ist. Die gesamte Wechselwirkung kann sich
aus van-der-Waals-Kraften, Dipol-Dipol-Wechselwirkungen, Wasserstoffbriicken
und hydrophoben Wechselwirkungen zusammensetzen. Dipole von Gast und
Wirt werden immer bestrebt sein, eine anti-parallele Ausrichtung anzunehmen
[80]. Hydrophobe und van-der-Waals-Wechselwirkungen treten insbesondere im
Inneren der Cyclodextrin-Kavitat auf. Diese Wechselwirkungen kénnen, je nach
Art der Substitution der OH-Gruppen, auch zwischen den Substituenten und dem
Gastmolekll beobachtet werden.

Zusétzlich zu der Art und Weise, wie sich das Gastmolekul in die Cyclodextrin-
Kavitat einlagern kann, ist die Stabilititskonstante (Kc) des ausgebildeten
Komplexes ein  weiterer  wichtiger =~ Parameter, um eine gute
Enantiomerentrennung zu erreichen [75].

Beziiglich der Ladung des eingesetzten Cyclodextrins koénnen in der
Kapillarelektrophorese drei Falle unterschieden werden: neutral, positiv oder
negativ geladene Cyclodextrine. Eine weitere Differenzierung ist nach dem pH-
Wert des Hintergrundelektrolyten (BGE) mdglich. Diese Parameter sind fir das
Migrationsverhalten des Analyten ausschlaggebend. Bei der Verwendung
neutraler Cyclodextrine tragen diese nicht zum aktiven Transport der Analyten
bei, sondern verhalten sich wie eine quasi stationare Phase. Basische Analyten
sind bei saurem pH-Wert des Hintergrundelekirolyten selbst positiv geladen und
wandern mit ihrer Eigenmobilitdt zur Kathode. Saure Analyten liegen in
basischem BGE mit negativer Ladung vor. Da infolge des basischen pH-Wertes
der Pufferlésung der EOF entsteht, werden die negativ geladenen Analyten mit
dem EOF in Richtung Kathode transportiert.
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Ist das Cyclodextrin positiv geladen, so wandert es aus elektrophoretischen
Grianden zur Kathode und tragt so aktiv zum Transport der Verbindung bei. Der
komplexierte Analyt nutzt das Cyclodextrin als , Transportmittel®.

Negativ geladene Cyclodextrine wandern allerding entsprechend ihrer
elektrophoretischen Mobilitat in Richtung Anode. In dem Fall wirden eingelagerte
Molekule den Detektor nie erreichen. Nur unter der Bedingung eines alkalischen
BGE, liegt ein so starker EOF vor, dass die negativ geladenen Cyclodextrin-
Analyt-Komplexe Richtung Kathode wandern und zum Detektor gelangen
kénnen.

Die Abbildungen 16 und 17 veranschaulichen das Prinzip der
Enantiomerentrennung einerseits aufgrund unterschiedlicher
Komplexbildungskonstanten (Abbildung 16) und andererseits aufgrund
unterschiedlicher Mobilitdten der S-Cyclodextrin- bzw. R-Cyclodextrin-Komplexe
(Abbildung 17).

Abbildung 16 Schematische Darstellung der Enantiomerentrennung aufgrund
unterschiedlicher Komplexbildungskonstanten zwischen R- bzw. S-Analyt und
Cyclodextrin.
Verdndert nach [48]
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Abbildung 17 Schematische Darstellung der Enantiomerentrennung aufgrund
unterschiedlicher Mobilitdten der S- bzw. R-Cyclodextrin-Komplexe. Verdndert
nach [48]
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1.6.4 Optimierungsparameter in der chiralen Analytik mittels CE

Die Suche nach dem passenden und erfolgversprechenden Selektor stellt ein
Problem bei der Entwicklung chiraler Trennmethoden dar. Bei den
Cyclodextrinen gibt es noch keine Madglichkeit vorauszusehen, welches
Cyclodextrin eine chirale Erkennung eines bestimmten Analyten leisten wird, da
es in der Analytik bislang keine grundlegenden Erkenntnisse Uber den
Mechanismus der Komplexbildung zwischen Cyclodextrin und den
verschiedenen funktionellen Gruppen gibt. Somit ist man bei der Wahl der
chiralen Selektoren zunachst auf eine Literaturrecherche angewiesen.

Aber nicht nur die Wahl des chiralen Selektors ist ausschlaggebend fir eine
erfolgreiche Trennung chiraler Verbindungen, sondern auch alle anderen
kapillarelektrophoretischen Faktoren spielen eine Rolle.

Zu diesen Faktoren zahlen die Wahl des Trennpuffers und seine Konzentration,
pH-Wert sowie der Zusatz von Pufferadditiven, wie organische L&sungsmittel
oder Mizellbildner. Auch die Konzentration des Selektors ist von groBer
Bedeutung. Daher muss jeder dieser Parameter systematisch untersucht und
dem Analyten angepasst werden, was im Folgenden gezeigt wird.

Wahl des Hintergrundelektrolyten

Grundsétzlich ist die Wahl des Elektrolyten abh&ngig von dem gewiinschten pH-
Wert. In Tabelle 4 ist aufgelistet, welche Puffer flr die entsprechenden pH-
Bereiche empfohlen werden [48].

Haufig wird die Effizienz der Trennung durch hdhere Elektrolytkonzentrationen
verbessert. Dieser Effekt hangt von der elektrophoretischen Mobilitat des Puffers
und des Analyten ab. Je ahnlicher ihre elektrophoretische Mobilitaten sind, umso
gleichmaBiger ist die elektrische Feldstarke in der Kapillare und die erhaltenen
Peaks haben eine einheitliche symmetrische Form, was zu einer effizienteren
Trennung flhrt. Weitere Effekte, die auf hdhere Elektrolytkonzentrationen
zurlckzufihren sind, wurden bereits in Abschnitt 1.6.2.1 erlautert.
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Tabelle 4 Auswahl des Puffersystems in Abhédngigkeit des pH-Wertes [48]

pH-Bereich Puffersystem Saure Base

2,0-3,0 Phosphat H3sPO4 KH2PO4

6,0 -8,0 Phosphat NaH.PO, Na,HPO,

35-55 Acetat CH;COCH CH3;COONa

8,0-9,0 Borat H3BOs NazB4O7

9,5-10,0 Borat NayB,O7 x 10H,O | NaOH
pH-Wert

Der pH-Wert wird meistens so eingestellt, dass die Analyten in geladener Form
vorliegen. Bei neutralen Analyten orientiert sich die pH-Wert Einstellung an der
gewlinschten GréBe des EOF und bei chiralen Trennungen mit Cyclodextrinen
zusatzlich an der Ladung der Cyclodextrine.

Wahl und Konzentration des chiralen Selektors

Es werden zunédchst unterschiedliche verfligbare Cyclodextrine auf ihren
Trennungseffekt hin untersucht. Cyclodextrine erzielen insbesondere bei
Analyten mit einem aromatische Ring oder partial hydrophoben Teilen einen
guten Effekt in der chiralen Trennung. Bei geladenen Analyten kénnen zunachst
ungeladene Cyclodextrine eingesetzt werden, bei neutralen Analyten missen
geladene Cyclodextrine ausgewahlt werden. Zeigen weder die nativen noch die
modifizierten Cyclodextrine eine chirale Erkennung, missen andere Selektoren
getestet werden. Tabelle Ill im Anhang gibt einen Uberblick iber die wichtigsten
Klassen chiraler Selektoren mit inren méglichen Anwendungsbereichen.

Die zu trennenden Verbindungen besitzen unterschiedliche Optima bezlglich der
Cyclodextrin-Konzentrationen. Ein tberschreiten dieses Optimums flhrt zu einer
Verschlechterung der chiralen Trennung.
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Trennspannung

Das Anlegen hdherer Spannungen verbessert einerseits die Effizienz,
andererseits wird dadurch mehr Joul’'sche Warme verursacht, was wiederum zu
Bandenverbreiterungen fihren kann [128].

Kapillartemperatur

Bei den meisten kapillarelektrophoretischen Systemen besteht die Mdglichkeit,
die Kapillare und die Proben in einem Bereich von 15 — 60°C zu temperieren.
Durch niedrige Temperaturen erhéht sich die Viskositat des Trennpuffers,
wodurch sich die Bandenverbreiterung durch Diffusion reduziert. AuBerdem
erreicht man mit niedrigeren Temperaturen bessere Selektivititen, da der Analyt
sich, aufgrund reduzierter Ld&slichkeit im Puffer, l&dnger komplexiert im
Cyclodextrin aufhalt. ErfahrungsgemaR sind Temperaturen zwischen 20 — 25°C
optimal.

Pufferzusatze

Dem Trennpuffer kdnnen Additive, wie z.B. organische L&sungsmittel,
Komplexbildner, Tenside etc. zugesetzt werden. Vielfach verbessert sich dadurch
die Selektivitdt des chiralen Selektors. Durch den Einsatz solcher Pufferadditive
wird die chirale Wirkung des Selektors beeinflusst. Genaues Uber die Wirkung
der Additive kann bisher nicht gesagt werden. lhre Wirkung wird auf mdgliche
Veranderungen des pks,-Wertes und der Solvatation des Analyten zurlickgefihrt
[177].
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1.7 HPLC mit elektrochemischer Detektion

Elektrochemische Detektoren sind bereits seit den 50er Jahren bekannt, fanden
jedoch wenig Anklang in der Analytik, da das verwendete Prinzip der Polarografie
als zu umstandlich galt [6]. Heutzutage sind sie technisch so weit ausgereift, dass
sie zu den Detektoren mit der hoéchsten Selektivitit und der hdchsten
Empfindlichkeit z&hlen.

1.7.1 Grundlagen der elektrochemischen Detektion

Bei der elektrochemischen Detektion werden das Oxidations- bzw. das
Reduktionsvermégen chemischer Substanzen flr ihren Nachweis ausgenutzt.
Innerhalb der elekirochemischen Detektion werden finf Techniken
unterschieden:

Leitfahigkeits-Detektoren
Dielektrizitatskonstante-Detektoren
Potentiometrische Detektoren
Amperometrische Detektoren
Coulometrische-Array-Detektoren

ARl

In Tabelle 5 werden amperometrischer- und coulometrischer Detektor
gegenubergestellt.

Tabelle 5  Vergleich von amperometrischem und coulometrischem Detektor [7]

Amperometrische Coulometrische Graphit-
Dinnschichtzelle Durchflusszelle

+  Umsatz 2-10% +  Umsatz 100%

+ Umsatzrate flussabhangig « Umsatzrate weitgehend

unabhangig vom Fluss

» QGutes Signal-Rausch-Verhaltnis + Gutes Signal-Rausch-Verhaltnis

« Geringe Stabilitat «  Sehr gute Stabilitat

+ Langsame Aquilibrierung + Schnelle Aquilibrierung

« Nur eingeschrénktes Screening +  Screening moglich

+ Verschiedene « AusschlieBlich pordse

Elektrodenmaterialien Graphitelektrode
«  Zellvolumen variabel «  Zellvolumen nicht variabel
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Die amperometrischen und coulometrischen Detektoren arbeiten in der Regel
nach der 3-Elektrodentechnik. Das bedeutet, dass zwischen einer
Arbeitselektrode (AE) und einer Hilfselektrode (HE) ein Strom flieBt. Mit Hilfe
einer Referenzelekirode (RE) wird das Potential der HE festgelegt. Der
Spannungsabfall zwischen AE und HE kann Uber einen Potentiostaten
kompensiert werden [162].

Werden Analyten in einer elektrochemischen Zelle umgesetzt, flieBt zusatzlich
ein Faraday'scher Strom. Dieser ist direkt proportional zu der
Reaktionsgeschwindigkeit der Elekirodenreaktion, welche sowohl von der
Konzentration des Analyten sowie von dem gewahlten Potential abhangt [22].
Der entstehende Strom wird elektrisch verstarkt und kann dann von einem
Messgerat als elektrisches Signal erfasst werden.

Da nur eine begrenzte Anzahl an funktionellen Gruppen und chemischen
Strukturen einem Redoxprozess bei einem bestimmten Arbeitspotential
zuganglich sind, zeichnet sich die elektrochemische Detektion neben hoher
Empfindlichkeit auch durch hohe Selektivitat aus.

Im Aufbau der Durchflusszellen gibt es insbesondere groBe Unterschiede in der
Form der AE und ihrer Anordnung bezlglich der Strdmungsrichtung des
Eluenten. Abbildung 18 zeigt mdgliche Zelltypen, die auch zum gréBten Teil
Anwendung finden.

Al Al 8] [C]
|
AE AE' AE f::;porbs
“AE

Abbildung 18 Verschiedene Zelltypen elekirochemischer Detektoren. [A] Dinnschichtzellen
planar oder réhrenférmig, [B] Wall-Jet-Zelle, [C] Durchflusszelle mit poréser AE
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Bei der DUnnschicht-Zelle wird der Eluentenstrom parallel Gber die AE geleitet.
Die Oberflache der AE kann dabei entweder planar sein oder réhrenférmig
(Abbildung 18 [A]). Bei der Wall-Jet-Zelle trifft der Eluentenstrom senkrecht auf
die AE (Abbildung 18 [B]). Diese beiden Zelltypen haben aufgrund der geringen
Diffusion des Analyten zur Elektrode nur eine sehr geringe Umsatzrate (2-10%)
[164]. Durch OberflachenvergroBerung der Elektroden kann der Umsatz
gesteigert werden. Infolgedessen wird bei einer Durchflusszelle (Abbildung 18
[C]), bei der der Fluss des Eluenten durch eine pordése AE hindurch flieBt, eine
wesentlich gréBerer Umsatzrate erreicht. Ein Umsatz von 100% kann nur durch
coulometrisch arbeitende Detektoren erreicht werden.

1.7.2 Prinzip des coulometrischen Elektrodenarray Detektors

Die Verwendung von Multielektrodenarray Detektoren beinhaltete zu Beginn der
Entwicklung gewisse Schwierigkeiten. Insbesondere traten Probleme hinsichtlich
der Aufrechterhaltung der potentiostatischen Kontrolle tGber das Array auf [51].
1984 gelang es einem US-amerikanischen Arbeitskreis einen coulometrischen
16-Kanal Array Detektor zu entwickeln [112, 113]. Jede Arbeitselektrode besitzt
in diesem System eine eigene Hilfs- und Referenzelekirode und wird Uber einen
eigenen Potentiostaten angesteuert.

Dieses Prinzip liegt in Gberarbeiteter Form dem in dieser Arbeit eingesetzten
coulometrischen Elektrodenarray-Detektor (CEAD) zugrunde. Das Besondere bei
dieser Messtechnik ist ihre sehr gute Empfindlichkeit. Diese kann bis zu drei
Zehnerpotenzen besser sein als bei der UV-Detektion. Dadurch wird eine
Analytik in sehr niedrigen Konzentrationsbereichen moglich.

In Abbildung 19 wird der schematische Aufbau einer elektrochemischen Zelle
dargestellt. Der CEAD kann aus bis zu 16 coulometrisch arbeitenden Elektroden
bestehen, die in Reihe geschaltet sind und von denen jeweils vier Elektroden in
einem Block zusammen gefasst werden.
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Abbildung 19 Elektrochemische Zelle eines coulometrischen Elektrodenarray Detektors, mit
vier coulometrischen Elektroden in Reihe
Grau: Arbeitselektrode aus Graphit; Schwarz: Palladium Referenzelektrode;
WeiB: Hilfselektrode aus Platin

Als Arbeitselektrode wird eine Durchflusszelle aus por6sem Graphit verwendet.
Aufgrund der Porositat hat die Elektrode eine relativ groBe Oberflache, die einen
quantitativen Umsatz des Analyten gewahrleistet [164]. Bezlglich des
Totvolumens, der Bandenverbreiterung und der Druckeigenschaften ist die
Arbeits-elektrode so konzipiert, dass nur minimale Verschlechterungen der
Trennung am letzten Sensor des Arrays und nur geringe Retentionszeit-
Verschiebungen auftreten [113]. Die Hilfselektroden und die Referenzelektroden
sind aus Palladium bzw. Platin.

Flr jede einzelne Elektrode des CEAD kann ein eigenes individuelles Potential
gewahlt werden, welches zwischen —1000 mV und 2000 mV liegt. Jede Elektrode
liefert somit ein eigenes Chromatogramm. Werden die Potentiale von Elektrode
zu Elektrode erhdht, kénnen substanzspezifisch hydrodynamische Voltamo-
gramme erstellt werden, die eine dreidimensionale Aufldsung eines Signals
liefern. Die Voltamogramme sind flr jede Substanz charakteristisch. Sie kénnen
somit zusatzlich zur Retentionszeit als Identifizierungsméglichkeit und
Signalkontrolle genutzt werden. Meistens werden die Potentiale der Elektroden
so gewahlt, dass eine Substanz nicht nur bei einer Elektrode ein Signal gibt
sondern bei mehreren. Dadurch ist die Mdoglichkeit gegeben, CUber
Verhéltnisbildung der Signale benachbarter Elektroden co-eluierende
Substanzen zu erkennen [112, 164].

Wird eine Substanz bei niedrigen Potentialen bereits vollstindig umgesetzt, so
stért diese nicht die folgenden Elektrodensignale. Folglich kann eine zweite
Verbindung, die zur gleichen Retentionszeit eluiert aber erst bei hoheren
Potentialen umgesetzt wird, unabhangig vom ersten Analyten bestimmt werden.
Das besondere des CEAD, im Vergleich zu anderen elektrochemischen
Detektoren, ist seine Gradiententauglichkeit. Bei Verwendung eines Gradienten
ist zu berlcksichtigen, dass sich wahrenddessen die lonenstarke, der Anteil an
organischem L&sungsmittel im Eluenten als auch der pH-Wert verandern. Dies
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fuhrt durch Beeinflussung der Leitfahigkeit der mobilen Phase zu einer Drift in der
Basislinie. Dies wird beim CEAD durch einen speziellen Algorithmus
bertcksichtigt und minimiert [7].

Der Einsatz des coulometrischen Elekiroden Array Detektors ist inzwischen in
vielen Bereichen verbreitet. Insbesondere findet dieses Prinzip Anwendung in der
Lebensmittel- und Umweltanalytik, aber auch zunehmend in der
pharmazeutischen [185], biologischen und klinischen Analytik.

In einigen Veréffentlichungen wurde der Einsatz des CEAD zur Bestimmung
phenolischer Verbindungen in Lebensmitteln und biologischen Matrices bereits
gezeigt (Beispiele siehe Tabelle Il Anhang).

Aufgrund seiner Empfindlichkeit wird der CEAD immer haufiger zur Analyse von
Kérperflissigkeiten eingesetzt, da hier die Konzentration der Analyten sehr
gering ist [87, 88, 116].
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2. Ergebnisse und Diskussion

2.1 Methodenentwicklung zur chiralen Trennung von diastereomeren
Flavanonglykosiden in Orangensaft mittels CZE
und ,,.Sample Stacking“

Vorversuche mit Hesperidin- und Narirutin-Standards

In Anlehnung an bereits vorangegangene Forschungsarbeiten bezlglich chiraler
Trennungen von Flavanonglykosiden von Gel-Moreté (2003) [59] wurden
Versuche zur Uberpriifung der vorhandenen Methode durchgefithrt. Hierzu
wurden  Standards der in  Orangen mengenmaBig dominierenden
Flavanonglykoside Hesperidin und Narirutin eingesetzt. Die Konzentration der
Standardlésungen betrug 0,2 mg/mL.

Die Ergebnisse von Gel-Moretd konnten nicht nachvollzogen werden, da es zu
Beginn jeder Messung zu Spannungsabbriichen kam. Ursache ist die Injektion
von Wasser mit zu geringer Leitfahigkeit vor und nach der Probenaufgabe.
Messungen, bei denen die Injektion eines Wasserpfropfens vor und nach der
Probenaufgabe weggelassen wurde, bestatigten dies. Das Injizieren eines
Wasserpfropfens vor der eigentlichen Probenaufgabe wird Ublicherweise zum
Aufkonzentrieren der Analyten innerhalb der Probenzone vorgenommen. Wird
die Injektion des Wassers weggelassen, konnte dies zu einer Verschlechterung
in der Auftrennung der diastereomeren Flavanonglykoside flhren. Folglich
wurden weitere Versuche durchgefthrt, bei denen das Wasser durch schwach
konzentrierte Salzlésungen (NaCl-Lésung, ¢ = 0,001 mol/L) ersetzt wurde. Unter
diesen Umstanden bleibt die Leitfahigkeit innerhalb der Kapillare erhalten und
relevante Schwankungen in der Stromstarke werden vermieden. Die
lonenkonzentration in der Salzlésung ist dennoch so niedrig, dass der
Spannungsabfall so hoch ist, dass die Analyten in der nachfolgenden
Probenzone in dem dort vorliegenden, wesentlich starkeren Feld aufkonzentriert
werden.

Eine wesentliche Verbesserung der chiralen Trennung von Hesperidin und
Narirutin war jedoch nicht festzustellen. Anhand einer Standardlésung wird
deutlich, dass der Wasserpfropfen bzw. der Pfropfen Salzlésung keinen
wesentlichen Einfluss auf die Trennung der Flavanonglykoside hat (Abbildung
20). Die Wasserinjektion wurde durch einen so genannten Wasser-Dip ersetzt.
Dieser Wasser-Dip hat ausschlieBlich den Effekt mégliche Verschleppungen von
Puffer oder Probe zu vermeiden, indem die Kapillarenden fir wenige Sekunden
in Wasser eintauchen und dadurch Puffer-oder Probenreste von der Kapillare
und den Elekiroden entfernt werden. Dies ist auch deswegen wichtig, weil die
Flavanonglykoside in alkalischem Medium racemisieren. Bei einer Kontamination
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der Probenlésung mit Pufferresten, wirde sich im Laufe der Zeit die
Konzentration an Flavanonglykosiden verandern [60].
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Abbildung 20 Elektropherogramm einer Standardlésung aus Hesperidin und Narirutin (0,2
mg/mL) nach der Methode von Gel-Moreté (2003) ohne Injektion von Wasser
vor der Probenaufgabe [B] und mit Injektion einer NaCl-Ldsung vor der
Probenaufgabe [A]
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Die Elektropherogramme der Abbildung 20 zeigen eine chirale Trennung des
Hesperidins, jedoch nur eine Antrennung des Narirutins. Unter Bertcksichtigung
der Orangensaftmatrix wird deutlich, dass mit der bereits bekannten CZE-
Methode keine ausreichende Trennung der Flavanonglykoside erreicht werden
kann. Das Elektropherogramm der Abbildung 21 zeigt, dass die als Hesperidin
identifizierten Peaks ,Schultern® aufweisen, was vermuten lasst, dass diese
Peaks kein reines Hesperidin darstellen, sondern noch weitere Substanzen
beinhalten.
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Abbildung 21 Elektropherogramm eines frisch gepressten Orangensafts aufgearbeitet und
vermessen nach der Methode von Gel-Moreté et al.[59]

Um eine vollstandigere chirale Trennung der Flavanonglykoside in Zitrussaften
zu erreichen, wurde sich das Prinzip des ,Sample Stackings® (siehe Abschnitt
1.6.2.3) zu Nutze gemacht.
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Festlegen der Ausgangsbedingungen

In vorangegangenen Arbeiten von Mellenthin (1998) [117] und Gel-Moret6 (2003)
[59] sind bereits ausfihrliche Untersuchungen beziglich Wahl und Art der
chiralen Selektoren durchgefiihnrt worden. Diese Erkenntnisse wurden als
Ausgangsbedingung fir die weiteren Methodenentwicklung UGbernommen.
GleichermaBen wurden auch die Art, Konzentration und der pH-Wert des
Hintergrundelektrolyten festgelegt.

In Tabelle 6 sind die Ausgangsbedingungen fir die Methodenentwicklung der
chiralen Trennung von Flavanonglykosiden in Orangensaften aufgelistet.

Tabelle 6 Ausgangsbedingungen fiir die Methodenentwicklung zur chiralen Trennung von
Flavanonglykosiden mittels ,Sample Stacking*

Kapillare 40 cm effektiv Lange; 50 cm Gesamtlange; 75 um I.D.
Kapillartemperatur 20 °C

Trennspannung 18 kV

Trennpuffer 100 mM Boratpuffer

pH-Wert des Puffers pH=9,0

Chirale Selektoren 15 mM HP-B-CD; 15 mM CM-B-CD

Umkehrspannung 5kV; 0,3 sec

Puffer Injektion 0,5 psi; 3 sec

hinter der Probenzone

Wellenlange 290 nm
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2.1.1 Optimierung der Pufferkonzentration und des pH-Wertes

Wie bereits in Abschnitt 1.6.4 erwahnt, ist die Wahl des Hintergrundelektrolyten
abhangig von dem gewinschten pH-Wert.

Um Flavanonglykoside zu trennen, ist ein basischer pH-Wert notwendig, was aus
einigen alteren Forschungsarbeiten hervorgeht [9, 11, 29, 134, 165]. Mit der in
Tabelle 6 angegebenen Bedingungen und den Standards Hesperidin und
Narirutin, wurden Boratpuffer mit drei verschiedenen Konzentrationen (100, 250
und 400 mM) und einem pH-Wert von 9,0 getestet. Um die in Orangensaft
vorhandene Hintergrundmatrix bei der Methodenoptimierung mit berticksichtigen
zu koénnen, wurde zusatzlich eine aufgearbeitete Orangensaftprobe unter
identischen Bedingungen analysiert.

Bei hdheren Konzentrationen des Hintergrundelektrolyten ist eine bessere
Trennung zu erkennen. Insbesondere ist eine Verbesserung der Trennung des
Narirutin zu beobachten. In Abbildung 22 wird deutlich, dass eine weitere
Konzentrationserh6hung des Hintergrundelektrolyten offensichtlich nicht mit einer
weiteren Verbesserung der Trennleistung korreliert. Eine Erhdhung der
Elektrolytkonzentration von 250 mM auf 400 mM zeigt keine Verbesserung der
Trennleistung (Abbildung 22 (B) und (C)). Berticksichtigt man noch zusatzlich die
Hintergrundmatrix des Orangensaftes, tritt sogar eine Verschlechterung der
Trennung ein (Abbildung 22 (b) und (c)). Dies kann dadurch erklart werden, dass
aufgrund hoher Elektrolytkonzentrationen in der Ldsung gréBere Stréme
verursacht werden, was zu einer Temperaturerhohung innerhalb der Kapillare
fuhrt (Joul’sche Wérme). Die entstehende Wéarme wird ausschlieBlich tber die
Kapillarwand abtransportiert, wodurch sich ein radialer Temperatur- und
Viskositatsgradient im Puffer ausbildet. Die Viskositatsunterschiede, die zwischen
Kapillarmitte  und  Kapillarwand  entstehen,  fUhren  schlieBlich  zu
Migrationsunterschieden und folglich zu einer Bandenverbreiterung und einem
Verlust in der Auflésung [48].
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Abbildung 22 Vergleich der Elektropherogramme mit drei unterschiedlichen
Pufferkonzentrationen. 1) Standardlésung (Hesperidin + Narirutin): 100 mM
Boratpuffer pH 9,0 (A), 250 mM Boratpuffer pH 9,0 (B) und 400 mM Boratpuffer

pH 9,0 (C). 2) Orangensaftprobe:
100 mM Boratpuffer pH 9,0 (a), 250 mM Boratpuffer pH9,0 (b) und 400 mM

Boratpuffer pH 9,0 (c)

Nicht zu vernachlassigen ist die Reaktion der im Boratpuffer enthaltenen
Boratanionen, die mit phenolischen Verbindungen einen Komplex bilden. Dies
geschieht bevorzugt an zwei cis-konfigurierten Hydroxylgruppen benachbarter
Kohlenstoffatome [73]. Solche OH-Gruppen liegen bei allen Rutinosiden (z.B.
Hesperidin und Narirutin) und Neohesperidosiden (an C-2 und C-3 der
Rhamnose) vor. Diese Komplexbildungsreaktion ist stark pH-abhangig und wird
insbesondere bei héheren pH-Werten beginstigt.

Um den Einfluss des pH-Wertes zu untersuchen, wurden Trennpuffer mit
gleichbleibender Elektrolytkonzentration (250 mM Borat) aber unterschiedlichen
pH-Werten (8,5; 9,0 und 10,0) zur Messung einer Standardlésung aus Hesperidin
und Narirutin eingesetzt. Zunachst konnte eine Verbesserung der Trennleistung
mit zunehmendem pH-Wert beobachtet werden (Abbildung 23). Diese Tatsache
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lasst sich dadurch erklaren, dass mit zunehmendem pH-Wert der EOF
beschleunigt wird und somit die neutralen Cyclodextrine mit sich reiBt.
Gleichzeitig resultieren auch starkere negative Ladungen der Flavanone. Die
Analytmolekile verweilen langer in der Kapillare und kénnen besser aufgetrennt
werden. Fir das Hesperidin Iasst sich dieser Effekt Gber den gesamten gepriften
pH-Bereich beobachten. Flir Narirutin ist ab einem pH-Wert von 10,0 eine
Verschlechterung der chiralen Trennung zu verzeichnen.
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Abbildung 23 Einfluss des pH-Wertes auf die Trennung der 2(R)-und 2(S)-Diastereomere von
Hesperidin und Narirutin. 250 mM Boratpuffer mit pH=8,0 (A); pH=9,0 (B);
pH=10,0 (C) und pH=11,0 (D)

2.1.2 Auswahl und Anpassung der chiralen Selektoren

Ausgehend von den Ergebnissen der Arbeit von Gel-Moret6 (2003) [59], die
mittels eines Mischpuffers eine gute Trennung der Flavanonglykoside erreichte,
wurden die entsprechenden chiralen Selektoren fir die hier vorliegende Arbeit
ausgewahlt.

Wie bei Gel-Moret6 et al. [59, 60, 61] beschrieben wurde, ist eine Mischung aus
zwei Cyclodextrinen fir die chirale Trennung von Flavanonglykosiden am besten
geeignet. Es wurde hierzu ein ungeladenes Cyclodextrin, das Hydroxypropyl-B-
Cyclodextrin (HP-B-CD), in Kombination mit einem negativ geladenen
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Cyclodextrin eingesetzt (CM-B-CD). Bereits in alteren Verdffentlichungen gibt es
Hinweise darlber, dass die Zugabe ionisierter Cyclodextrine eine deutliche
Verbesserung der Trennleistung bewirkt [32, 52, 106], da sich die beiden Additive
in ihren Wirkungen ergénzen. Neutrale und geladene Cyclodextrine haben eine
entgegengesetzte Wirkung auf die Mobilitat der Analyten. Bei der Ausbildung von
Analyt-CD-Komplexen mit neutralen Cyclodextrinen werden die
Flavanonmolekile beschleunigt. Eine Komplexbildung mit negativ geladenen
Cyclodextrinen fiihrt zur Reduzierung der Mobilitat. HP-B-CD und CM-B-CD
wurden im Verhaltnis 1:1 und in unterschiedlichen Konzentrationen (jeweils 1
mM, 1,5 mM, 5 mM, 10 mM und 15 mM fir HP-B-CD und CM-B-CD) dem
Hintergrundelektrolyten zugesetzt. Als Elektrolytldsung diente in diesem Fall ein
200 mM Boratpuffer mit pH-Wert 9,0. Abbildung 24 zeigt, dass sich die
Migrationszeiten mit zunehmender Konzentration an chiralem Selektor
verlangern.

| V\_ 15mM HP-G-CD +15mM CM-6-CD

[V /0 [Vl 10mMHP-&-CD +10mM CM-a-CD

[\ SmMHP-G-CD ASmm,cRE-cD

15 mhd HP-Z-CD +1.5 mhd Ch-3-CD

A/m 1 HP-E-C0D +1 mh Ch-3-CD

10 105 1 15 12 125 13
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Abbildung 24 Trennung der 2S-und 2R-Diastereomere von Hesperidin und Narirutin
Standards mit unterschiedlichen Konzentrationen an HP-3-CD und CM-B-CD

Berechnungen der Trennleistung (Rs) und des Trennfakiors (aape) machen
deutlich, dass sich die Trennung der (R)- und (S)-Diastereomere von Hesperidin
und Narirutin mit zunehmender Konzentration an HP-B-CD und CM-3-CD deutlich
verbessert (Abbildung 25/Tabelle 7).
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Tabelle 7 Trennleistung (Rs) und Trennfaktor (a,,), berechnet fiir die Flavanonglykoside
Hesperidin und Narirutin, in Abhdngigkeit der Cyclodextrin-Konzentrationen von
HP-B-CD und CM-B-CD
CD-
Konzentration Peakauflosung Rs Peakauflosung  dapp
(mM) Hesperidin Rs Narirutin (Hesp) Olapp (Nar)
1,00 0,57 0,37 1,02 1,01
1,50 0,69 0,51 1,02 1,01
5,00 0,88 0,67 1,02 1,01
10,00 1,11 0,78 1,02 1,01
15,00 1,52 0,88 1,02 1,01
1,60
Hesperidin
1,40
1,20
£ 1,00 -
=4 Narirutin
2 080 -
9
5
I 0,60 -
[}
[0
& 040 -
0,20 -
0,00 T T T 1
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00
CD-Konzentration (mmol/L)
Abbildung 25 Peakauflésung (Rs) der Flavanonglykoside Hesperidin und Narirutin, abhdngig

von der CD-Konzentration (HP-B-CD und CM-B-CD, Verhéltnis 1:1)

59



60 | Ergebnisse und Diskussion

Sowohl unterschiedliche = Komplexbildungskonstanten, als auch die
unterschiedlichen Mobilitaiten der gebildeten Flavanon-Cyclodextrin-Komplexe,
fuhren dazu, dass sich Hesperidin bereits bei einer Konzentration von 1,5 mM
HP-B-CD kombiniert mit 1,5 mM CM-B-CD trennen lasst, wahrend Narirutin unter
diesen Bedingungen nur angetrennt wird. FOr Narirutin liegt die gunstigste
Konzentration bei 15 mM fir beide Cyclodextrine.

2.1.3 Optimierung des Umpolungsschrittes

Beim Prinzip des ,Sample Stackings® ist es wesentlich, eine optimale Spannung
fir den Trennschritt mit umgekehrter Polaritat zu finden.

Zusatzlich ist es wichtig, den Zeitpunkt der Umpolung genau festzulegen.
Abbildung 26 zeigt drei Elektropherogramme einer Orangensaftprobe, die mit
unterschiedlichen  Umkehrspannungen, aber identischer Umpolungszeit
gemessen wurden.

DAD-Signal UV 290 nm

Migrationszeit (min) Migrationszeit (min) Migrationszeit (min)

Abbildung 26 Elektropherogramme einer Orangensaftprobe gemessen mit einem 250 mM
Boratpuffer pH=9,0, Fused-Silica-Kapillare mit 40 cm effektive Ldnge und
unterschiedlichen Umkehrspannungen (reverse polarity): 5 kV fir 30 sec (A); 10
kV fiir 30 sec (B); 15 kV fiir 30 sec (C)
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Es ist offensichtlich, dass sich die Trennung mit zunehmender Umkehrspannung
verschlechtert und die Intensitat der Peaks abnimmt. Bei einer Umkehrspannung
von 15 kV Uber einen Zeitraum von 30 sec (Abbildung 26 (C)), geht die
Peakintensitat gegen Null, und es ist keine Auftrennung der Substanzen mehr zu
erkennen. Dies liegt daran, dass der Rulckpolungsschritt zu einem zu spaten
Zeitpunkt erfolgte. Folglich wandert ein Teil der Grenzschicht, an der die
Probenmolekile sich aufkonzentriert haben, wieder aus der Kapillare heraus und
wird nicht mehr erfasst (siehe Abschnitt 1.6.2.3). Ahnliche Elektropherogramme
ergeben sich auch beim Konstanthalten der Umkehrspannung (5 kV) und einer
Verlangerung des Umpolungszeitraums (Abbildung 27). Beim Einsetzen geringer
Umkehrspannungen kann der Umpolungszeitraum bis zu 54 sec betragen, bevor
eine Minderung in der Trennleistung zu verzeichnen ist. Ab 60 sec treten dann
Verluste in den Peakintensitdten auf. Der Vorteil an den geringeren
Umkehrspannungen und langeren Zeiten im Vergleich zu hohen Spannungen
und kurzen Zeiten ist, dass die Analytmolekile sich besser in der Grenzschicht
zwischen Puffer und Analytldsung anreichern kénnen. AuBerdem wandern die
Molekille abhangig von GréBe und Ladungsdichte unterschiedlich schnell im
elektrischen Feld und liegen in der erhaltenen Probenzone bereits sortiert vor.
Diese Vorsortierung ist bei langsamer Wanderungsgeschwindigkeit effektiver. Die
Folge sind schmale Peaks und bessere Trennungen.
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Abbildung 27 Elektropherogramme einer Orangensaftprobe gemessen mit einem 250 mM
Boratpuffer pH=9,0, einer Fused-Silica-Kapillare mit einer effektiven Ldnge von
40 cm und einer Gesamtldnge von 50 cm, einer Umkehrspannung von 5 kV
und verschiedene Zeiten flir den Umkehrschritt: 24 sec (A); 42 sec (B), 54 sec
(C) und 60 sec (D)

Wie in Abschnitt 1.6.2.3 erlautert, ermdéglicht das Prinzip des ,Sample Stackings®
auBerdem die Injektion gr6Berer Probenvolumina, ohne dass es zu
Effizienzverlusten in der Trennung kommt.
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2.1.4 Weitere Optimierungsparameter

Die in den vorausgehenden Abschnitten erhaltenen Ergebnisse sind alle unter
den in Tabelle 6 dargestellten Bedingungen erzielt worden.

Hierbei wurde eine Fused-Silica-Kapillare mit 75 um I.D. und einer Gesamtlange
von 50 cm (effektive Lange von 40 cm) verwendet. Versuche mit Kapillaren
unterschiedlicher Lange (50 cm Gesamtlange/40 cm effektive Lange, 60 cm
Gesamtlange/50 cm effektive Lange und 70 cm Gesamtlange/60 cm effektive
Lange) ergaben, dass mit zunehmender Kapillarlange die Peakauflésung besser
wurde. Allerdings wurden dadurch auch die Analysenzeiten langer, weshalb
Kapillarlangen gréBer 70 cm Gesamtlange sich nicht als sinnvoll erwiesen.

Es wurden auBerdem drei verschiedene Kapillartemperaturen (25°C, 20°C und
15°C) getestet, wobei sich herausstellte, dass sich die chirale Trennung mit
sinkender Kapillartemperatur verbesserte.

Die Trennung von Hesperidin und Narirutin verbesserte sich mit abnehmender
Trennspannung. Da Spannungen kleiner 18 kV nur noch minimale
Verbesserungen ergaben, die Migrationszeiten sich im Vergleich dazu jedoch
erheblich verlangerten, wurde eine Trennspannung von 18 kV gewahlt.

Die Auswirkung einer Zugabe an organischem L&sungsmittel zum Trennpuffer
wurde ebenfalls Oberprift. Fir die Untersuchung von Flavanonen ergab sich
dadurch allerdings keine Verbesserung.

2.1.5 Zusammenfassung der optimierten Bedingungen

Unter Berlcksichtigung aller in diesem Abschnitt optimierten Parameter (Tabelle
8), ist eine kapillarelektrophoretische Methode entwickelt worden, die es mdglich
macht, Hesperidin und Narirutin chiral und basisliniengetrennt nachzuweisen.
Abbildung 28 zeigt, dass sechs weitere Substanzen getrennt wurden, was mit der
bislang bekannten Methode nicht gelang.

Folglich sind die bisher ermittelten diastereomeren Verhéltnisse aufgrund von
Peaklberlagerungen stark fehlerbehaftet. Durch die verbesserte Trennung
verandern sich die Verhélinisse der diastereomeren Flavanonglykoside. Es ist
nun moglich, exaktere Verhdltnisse zu bestimmen und Verdnderungen im
diastereomeren Muster durch Verarbeitungsprozesse, wie z.B.
Hitzebehandlungen, besser bzw. Gberhaupt erst zu erkennen.
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Tabelle 8 Analytische Bedingungen der entwickelten Methode zur chiralen Trennung von
diastereomeren Flavanonglykosiden mittels CE mit ,Sample Stacking”.(Fettdruck
= verdnderte Parameter bezogen auf die in Tabelle 6 angegebenen
Ausgangsbedingungen)

Kapillare 60 cm effektiv; 70 cm gesamt Lange; 75 um I.D.
Kapillartemperatur 15°C

Trennspannung 18 kV

Trennpuffer 250 mM Boratpuffer

pH-Wert des Puffers pH=9,0

Chirale Selektoren 15 mM HP-B-CD; 15 mM CM-B-CD

Umkehrspannung 5 kV; 0,7 sec

Puffer Injektion 0,7 psi; 3 sec

hinter der Probenzone

Wellenlange 290 nm
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Abbildung 28  Elektropherogramme einer Orangensaftprobe gemessen mit der Methode nach

Gel-Moreté [59] (A) und der hier beschriebenen ,Sample Stacking” Methode (B).
Die Zuordnung der Diastereomeren des Hesperidins wurde der Dissertation von
Gel-Moreté entnommen [59]
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2.1.6 Identifizierung der Flavanonglykoside mittels LC-MS und
semipraparative Isolierung der Verbindungen

In Abbildung 29 sind neben (R)- und (S)-Hesperidin und den Diastereomeren des
Narirutin weitere sechs Peaks zu erkennen. Um diese Verbindungen zu
identifizieren, wurde die LC-Elektrospray-MS herangezogen.

Es wurde im negativen Modus gemessen, wobei die Massen der gebildeten
Quasi-Molekilanionen [M-H]” erfasst werden konnten. Gerateangaben und
Parameter siehe in Abschnitt 5.2.2. Anhand der Fragmentierungsmuster konnten
in Orangensaft Hesperidin, Narirutin, Didymin und Narirutin-4"-glucosid, die
bereits in der Literatur beschrieben wurden, nachgewiesen werden. AuBer
Hesperidin  und  Narirutin  konnten die UOber LC-MS identifizierten
Flavanonglykoside nicht den Peaks in Abbildung 29 zugeordnet werden. Deshalb
wurde eine semipraparative Isolierung der einzelnen Verbindungen tber ein nicht
chirales HPLC-System vorgenommen.
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Abbildung 29 VergréBerter Ausschnitt aus dem Elekiropherogramm der optimierten Trennung
von Orangensaft-Flavanonglykosiden
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Die dementsprechend erhaltenen Fraktionen wurden einerseits mittels chiraler
CE untersucht und andererseits mit LC-MS analysiert und identifiziert. Eine
eindeutige ldentifizierung war schlieBlich Gber die spezifischen Massen und Uber
die Fragmentierungsmuster mdglich. Tabelle 9 zeigt die LC-MS Daten der in
SluBorangen enthaltenen Flavanonglykoside.

Tabelle 9 LC-MS Identifizierung der in Orangen gefundenen Flavanonglykoside

Flavanone Max. UV MS [M-H]- MS [M-H]- MS? Fragmentierung
+2 H20

Hesperidin 279,9 nm 609,6 301,3 [M-H-308,5]

Narirutin 279,6 nm 579,7 271,1 [M-H-308,6]"

Didymin 279,7 nm 593,9 285,2 [M-H-308,7]"

Narirutin-4"- 280,5 nm 777,4 740,6

glucosid 578,6 [M-H-162,0]

432,6 [M-H-308,0]”
270,6 [M-H-469,9]

Hesperidin, Narirutin und Didymin fraktionierten mit der Abspaltung des
gesamten Zuckerrestes vom Aglykon. Dies ist typisch fir alle Rutinoside. Beim
Narirutin-4"-glucosid entsprachen die m/z-Signale der Moleklilmasse und der
Anlagerung von zwei bzw. vier Wassermolekilen. Bei der Fraktionierung
spalteten sich dann eine Hexose (MW = 180,2 g/mol), eine Desoxyhexose (MW =
164 g/mol) und eine weitere Hexose ab.

Eine Zuordnung der identifizierten Flavanone zu den Peaks des
Elektropherogramms (Abbildung 29) war zum Teil durch
Migrationszeitenvergleich moglich. Es wurden hierzu die Migrationszeiten der
Isolate und Standards mit den Migrationszeiten der Probensubstanzen
verglichen. Es konnte bereits anhand dessen festgestellt werden, dass es sich
bei den unbekannten Peaks 2 und 3 (Abbildung 29) um das Didymin handeln
muss und die Peaks 5 und 6 die Diastereomeren des Narirutin-4"-glucosids sein
mussen. In der CE kdénnen die Migrationszeiten starker schwanken als die
Retentionszeiten in der HPLC. So sind die Zeitverschiebungen bei
Standardmessungen nur gering, wohingegen bei Messungen der gleichen
Verbindung aus Probeldésungen die Migrationszeiten sehr stark abweichen
kbnnen. Teilweise gibt es trotz identischer Analysenbedingungen
Zeitverschiebungen bis zu 8%. Ursachen fir diese geringe Reproduzierbarkeit
sind vermutlich unterschiedliche Viskositéten als auch Matrixeffekte der Probe.
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Daher ist der Migrationszeitenvergleich nicht aussagekraftig genug beziglich der
Peakidentifizierung in der CE. Es wurden somit UV/Vis-Spektren im
Wellenlangenbereich von 190-600 nm =zur Absicherung herangezogen. Ein
Vergleich der Spekiren der Probenpeaks mit den Spekiren der Isolate und
Standardsubstanzen, als auch die 1. Ableitung der Spekiren lieBen eine
Zuordnung der Flavanone sowie eine Absicherung der bisherigen Vermutungen
zu (Abbildung 30 und DAD-Spektren vergréBert in Abbildung Il Anh.).
Demzufolge konnten die Peaks 2 und 3 des Elektropherogramms aus Abbildung
29 eindeutig als Didymin Diastereomere identifiziert werden, und die Peaks 5 und
6 wurden als Diastereomere des Narirutin-4’-glucosid erkannt. Peak 1 ist
vermutlich Neohesperidin. Eine Identifizierung des Peak 4 steht noch aus.
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2.1.7 Methodenvalidierung

Nachweis und Bestimmungsgrenze

Die Nachweisgrenze (NG) und die Bestimmungsgrenze (BG) fur Hesperidin und
Narirutin wurden nach DIN 32645 [41] bestimmt. Zur Berechnung der NG und BG
wurden die korrigierten Peakflachen (Acorr) eingesetzt. Die
Standardkonzentrationen lagen zwischen 25 mg/L und 1 mg/L.

Tabelle 10 prasentiert die Ergebnisse.

Tabelle 10 Nachweisgrenze (NG) und Bestimmungsgrenzen von Flavanonen
Flavanone Nachweisgrenze  Bestimmungsgrenze
(NG) mg/L (BG) mg/L
Hesperidin 3,7 13,9
Narirutin 3,5 12,7

Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit der hier entwickelten Methode wurde innerhalb eines
Tages (intra-Day) und innerhalb mehrerer Tage (inter-day) untersucht. Es wurde
Bestimmung der Reproduzierbarkeit eine Orangensaftprobe eingesetzt. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 11 und Tabelle 12 zu finden.
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Tabelle 11 Reproduzierbarkeit der Methode (ber zwei Wochen mit jeweils drei Tagen
Messpause dazwischen (inter-day). Berechnet als relative Standardabweichung
der Migrationszeiten (ty;,) und korrigierten Peakflachen (Acorr)

Flavanone Rel. Standardabweichung % Rel. Standardabweichung %
der Migrationszeit (tmin) der Peakflache (Acor)

(R)-Hesperidin 0,69 1,32

(S)-Hesperidin 0,32 1,05

Narirutin (1) 0,50 3,50

Narirutin (2) 0,50 3,30

Tabelle 12 Reproduzierbarkeit der Methode wéhrend eines Tages (intra-day). Berechnet

als relative Standardabweichung der Migrationszeiten (t.,) und korrigierten
Peakflachen (Acor)

Flavanone Rel. Standardabweichung % Rel. Standardabweichung %
der Migrationszeit (tmin) der Peakflache (Acor)

(R)-Hesperidin 0,08 1,41

(S)-Hesperidin 0,10 0,86

Narirutin (1) 0,19 3,36

Narirutin (2) 0,23 3,05

Die relativen Standardabweichungen der korrigierten Peakflachen unterscheiden
sich bei Messungen innerhalb eines Tages, verglichen mit Messungen
unterschiedlicher Tage, nur unwesentlich. Indessen unterscheidet sich die inter-
day- und intra-day-Reproduzierbarkeit der Migrationszeiten starker. Ursache sind
insbesondere Schwankungen des EOFs. Dieser wird sehr stark durch irreversible
Adsorptionen von Probenbestandteilen an der Kapillarwand beeinflusst aber
auch durch Veranderungen im Puffersystem (pH-Wert, Konzentration) [48, 56].
Bei Messungen, die an unterschiedlichen Tagen laufen, ist es daher ratsam,
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regelmaBig den Trennpuffer zu wechseln und die Kapillare ausreichend mit
Natronlauge zu konditionieren. Bei Proben deren Matrixbestandteile leicht und
irreversibel an der Kapillarinnenwand adsorbieren, ist es zudem empfehlenswert,
auch die Kapillare haufiger zu wechseln. Somit lassen sich Schwankungen in der
Reproduzierbarkeit der Migrationszeiten minimieren.
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2.2 Entwicklung einer Cyclodextrin-modifizierten MEKC-Methode zur
chiralen Trennung von Flavan-3-olen in Kakao und Kakaoprodukten

In einer friheren Forschungsarbeit konnte eine chirale CZE-Methode zur
Trennung von Flavan-3-olen in Kakao und Schokolade bereits erfolgreich
etabliert werden [84, 85, 86].

In Anlehnung an zwei Verdffentlichungen, in denen Polyphenole mit Hilfe einer
Cyclodextrin unterstitzten MEKC getrennt werden konnten, wurde in dieser
Arbeit eine HP-y-CD modifizierte MEKC entwickelt, die als Referenzmethode zu
der bestehenden CZE zur Trennung der Flavan-3-ole (+)/(-)-Catechin und (+)/(—
)-Epicatechin in Kakao und Kakaoprodukten dienen soll.

Vorversuche mit den Standards (+)/(-)-Catechin und (-)-Epicatechin®

Aus den Verbdffentlichungen von Shuji Kodama und Mitarbeitern [83] sowie
Roberto Gotti und Mitarbeitern [63] ergaben sich die in Tabelle 13 aufgelisteten
Ausgangsbedingungen fir die Entwicklung einer Cyclodextrin-modifizierten
chiralen MEKC-Methode zur Trennung chiraler Flavan-3-ole.

Tabelle 13 Ausgangsbedingungen fiir die Methodenentwicklung zur chiralen Trennung von
Flavan-3-olen mittels CD-modifizierter MEKC

Kapillare 40 cm effektiv; 50 cm gesamt; 75 um I.D.
Kapillartemperatur 20°C

Trennspannung 25 kV

Trennpuffer 200 mM Boratpuffer + 20 mM Phosphatpuffer
pH-Wert des Puffers pH = 6,4

Chirale Selektoren 10 mM HP-y-CD

Mizellbildner 240 mM SDS

Wellenlange 210 nm

: (+)-Epicatechin ist als Standard kommerziell nicht erhéltlich
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2.2.1 Optimierung der Cyclodextrinkonzentration

Aufgrund der von Kofink (2009) [84] entwickelten chiralen CZE-Methode zur chiralen
Trennung von Flavan-3-olen und seinen Untersuchungen bezlglich der Wahl des
chiralen Selektors wurde in dieser Arbeit das HP-y-CD als chirales Pufferadditiv
gewahlt.

Dieses Cyclodextrin ist ein modifiziertes ungeladenes y-CD mit 8 Glucoseeinheiten.
Die Hydroxylgruppen der Glucoseeinheiten sind dabei mit Propylenoxid modifiziert.
Das Molekil enthalt also Hydroxypropyl-Ether-Gruppen (Abbildung 31).

Hydroxypropyl-Ether-Gruppe
4

Abbildung 31 Chemische Struktur des HP-y-Cyclodextrins

Zur Ermittlung der optimalen Konzentration an HP-y-Cyclodextrin wurden mehrere
Trennpuffer mit unterschiedlichen Cyclodextrinkonzentrationen untersucht (10, 20,
25, 30, 40, 50, 70 und 100 mM). Wie Abbildung 32 zeigt, verbessert sich die
Trennung der Catechin-Enantiomere mit zunehmender Cyclodextrinkonzentration. In
niedrigen Konzentrationsbereichen werden bereits durch geringe Erh6hungen der
Cyclodextrin-Konzentration relativ groBe Effekte in der Verbesserung der
Trennleistung erreicht. Bei hoheren Konzentrationen kdonnen selbst bei groBen
Konzentrationsspringen nur minimale Verbesserungen in der Trennleistung
beobachtet werden.

In Tabelle 14 sind die berechneten Trennleistungen (Rs) und der Trennfaktor (Qapp)
fir die Catechin-Enantiomeren wiedergegeben.
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Abbildung 32 Peakauflésung (Rs) der Catechin-Enantiomere, abhdngig von der
Cyclodextrin-Konzentration (HP-y-CD)

Tabelle 14 Trennleistung (Rs) und Trennfaktor (a,p,) berechnet fiir die Catechin-Enantiomere, in
Abhéngigkeit der Cyclodextrin-Konzentrationen (HP-y-CD)

CD-Konzentration Peakauflosung R Trennfaktor
(mM) (+)/(-)-Catechin Olapp

10,00 0,13 1,02

20,00 0,74 1,02

25,00 0,90 1,02

30,00 1,04 1,02

40,00 1,15 1,02

50,00 1,19 1,01

70,00 1,23 1,02

100,00 1,29 1,01




76 | Ergebnisse und Diskussion

Das im Trennpuffer eingesetzte Borat bildet mit vicinalstdndigen OH-Gruppen
Komplexe [48, 122]. Da die Flavan-3-ole Catechin und Epicatechin am B-Ring
vicinale OH-Gruppen besitzen, sind sie in der Lage, negativ geladene Boratkomplexe
auszubilden (Abbildung 33). Diese Komplexe wandern entgegen dem EOF in
Richtung Anode. Die aus dem SDS gebildeten Mizellen sind ebenfalls negativ
geladen. Durch ihre hohere Ladungsdichte wandern sie jedoch schneller Richtung
Anode und erreichen spater den Detektor. Durch den Zusatz eines Cyclodextrins
kommt eine weitere Komponente hinzu, die ebenfalls einen erheblichen Einfluss auf
die Trennung nimmt. Neutrale Cyclodextrine, z.B. HP-y-CD, wandern zusammen mit
dem EOF in Richtung der Kathode und beschleunigen dadurch die negativ
geladenen Flavan-3-ol-Boratkomplexe.

HO @)

"OH
OH

Abbildung 33 (—)-Epicatechin-Boratkomplex
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2.2.2 Einfluss der SDS-Konzentration

Um zu untersuchen, welche Wirkung die Konzentration des Mizellbildners auf die
chirale Trennung der Flavan-3-ole hat, wurden Trennpuffer mit unterschiedlichen
SDS-Konzentrationen (240, 120, 100, 90, 80, 60 und 50 mM) hergestellt. Die
Konzentration an Borat- und Phosphatpuffer sowie die Cyclodextrinkonzentration
blieben in allen Versuchen konstant.

Wie in den Elektropherogrammen der Abbildung 34 zu erkennen ist, hat die SDS-
Konzentration keinen signifikanten Einfluss auf die Trennung der Enantiomeren,
sondern beeinflusst hauptsachlich die Diastereomerentrennung.

Vergleiche der Auflésung Rs einerseits zwischen den Enantiomeren (+)/(—)-Catechin
und andererseits zwischen den Diastereomeren (+)-Catechin und (—)-Epicatechin
bestétigen diese Beobachtung. In Abbildung 35 ist die ermittelten Auflésung in
Abhéngigkeit der SDS-Konzentration graphisch dargestellt. Die Messreihe (A) lasst
erkennen, dass die Auflésung der Enantiomeren-Peaks Uber den gesamten Anstieg
der SDS-Konzentration konstant bleibt. Hingegen ist bei Messreihe (B), welche die
Veranderungen in der Trennleistung der Diastereomeren veranschaulicht, ein
signifikanter Anstieg mit zunehmender SDS-Konzentration zu verzeichnen.
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Abbildung 34 Elektropherogramme eines Standards aus (+)/(-)-Catechin und (—)-Epicatechin
mit unterschiedlichen SDS-Konzentrationen aber konstanter HP-y-CD-Konzentration
(100 mM). (A) 240 mM SDS; (B) 100 mM SDS; (C) 80 mM SDS; (D) 50 mM SDS



Ergebnisse und Diskussion | 79
Chirale Trennung von Flavan-3-olen mittels CD-modifizierter MEKC

(B)

o
o 0
c
]
(%]
© o
5
©
-
o 4
o

2

(A)
L T e L LT P -+
i
i i 100 150 200 250 300

SDS-Konzentration (mmol/L)

Abbildung 35 Darstellung der Rs-Werte von (+)/(-)-Catechin (A) und Catechin/Epicatechin (B) in
Abhdngigkeit der SDS-Konzentration

Diese Beobachtung lasst sich nicht durch einen Anstieg in der lonenstarke erklaren,
da sich der EOF wéahrend des gesamten Anstiegs der SDS-Konzentration nicht
signifikant verandert. Das Il&sst sich vor allem daran erkennen, dass die
Migrationszeiten des Catechins wéhrend des SDS Anstiegs nahezu konstant bleiben.
Die Verteilung der gelésten Stoffe zwischen dem Cyclodextrin und den Mizellen ist
sehr stark von der SDS-Konzentration abhangig. Die langeren Migrationszeiten des
Epicatechins begriinden sich somit in einem Anstieg des Verhaltnisses mizellare
Phase zu wassriger Cyclodextrin-Phase. Da sich durch die Erhéhung der SDS-
Konzentration lediglich die Migrationszeiten des (-)-Epicatechins verschieben, wird
vermutet, dass die Affinitat des Epicatechins zum HP-y-CD, relativ gering ist. Folglich
halt sich das (—)-Epicatechin langer in der mizellaren Phase als in der Kavitat der
Cyclodextrine auf.
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2.2.3 Weitere Optimierungsparameter

Zusatzlich zu der Optimierung der Cyclodextrinkonzentration und der SDS-
Konzentration wurden die Parameter Temperatur, Trennspannung und Kapillarlange
untersucht.

Versuche mit vier unterschiedlichen Temperaturen (30°C, 25°C, 20°C und 15°C)
ergaben, dass sich mit abnehmender Temperatur die Enantiomerentrennung
verbessert und die Migrationszeiten sich erhdhen. Bei Temperaturen oberhalb 25°C
ist die Peakauflésung signifikant verschlechtert. Dies liegt daran, dass bei hohen
Temperaturen der EOF auch entsprechend hoch ist und infolge einer klrzeren
Aufenthaltsdauer des Analyten in der Kapillare eine nicht ausreichende
Komplexierung des Analyten mit dem Cyclodextrin stattfinden kann. Da die Trennung
bei 15°C am besten war, wurde diese als optimale Trenntemperatur festgelegt.

Beim Variieren der Kapillarlangen (Gesamtlangen von 50 cm (40 cm effektiv), 60 cm
(50 cm effektiv) und 70 cm (60 cm effektiv)) wurde beobachtet, dass sich mit
zunehmender Kapillarlange die Trennleistung verbessert. Folge der langeren
Trennstrecke sind verlangerte Analysenzeiten. Da sich die Trennleistung erheblich
verbesserte, wurden in diesem Fall auch etwas langere Analysenzeiten in Kauf
genommen. Kapillarlangen oberhalb 60 cm Gesamtldnge brachten keine weiteren
Verbesserungen in der Trennleistung.

Eine weitere veranderbare GréBe ist die Trennspannung. Die Héhe der Spannung
beeinflusst das gesamte System, sowohl den EOF als auch die Mobilitat der
Analytmolekile. Es wurden Untersuchungen mit 10 kV, 15 kV, 18 kV, 20 kV, 25 kV
und 30 kV durchgefihrt. Bei der CD-modifizierten MEKC konnte mit einer
Trennspannung von 25 kV eine gute Trennung erreicht werden.

Bei hdheren Spannungen kam es vermehrt zu Zusammenbrichen in der
Spannungskurve, da aufgrund der recht hohen Elektrolytkonzentration im Puffer ein
hoher Stromfluss entstanden ist. Zu geringe Spannungen dagegen fiihrten zu langen
Migrationszeiten und Peakverbreiterungen.

Der Zusatz organischer Lésungsmittel zum Trennpuffer wurde ebenfalls Gberprift.
Fir diese Versuche wurden Methanol (0,1%, 1%) und Acetonitril (0,1%, 1%) dem
Hintergrundelektrolyten zugesetzt. Jedoch war weder beim Zusatz von Methanol
noch beim Zusatz von Acetonitril eine Verbesserung der Enantiomeren-Trennung zu
verzeichnen. Eine Lésungsmittelzugabe erfolgte daher nicht.
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2.2.4 Zusammenfassung der optimierten Bedingungen

Unter Berucksichtigung aller in den Abschnitten 2.2.1 bis 2.2.3 untersuchten Aspekte
ergibt sich eine optimale Methode flr die chirale Trennung der monomeren Flavan-3-
ole (+)/(=)-Catechin und (+)/(=)-Epicatechin in Kakao und kakaohaltigen Produkten.
Die optimierten Trennbedingungen sind in Tabelle 15 wiedergegeben.

Tabelle 15 Optimierte Bedingungen der Methode zur chiralen Trennung von (+)/(-)-Catechin
und (+)/(-) Epicatechin mittels CD-modifizierter MEKC (Fettdruck = verdnderte
Parameter bezogen auf die in Tabelle 13 angegebenen Ausgangsbedingungen)

Kapillare 50 cm effektiv; 60 cm gesamt Lange; 75 um I.D.
Kapillartemperatur 15°C

Trennspannung 25 kV

Trennpuffer 200 mM Boratpuffer + 20 mM Phosphatpuffer
pH-Wert des Puffers pH = 6,4

Chirale Selektoren 30 mM HP-y-CD

Mizellbildner 100 mM SDS

Wellenlange 210 nm

Die Messung eines Standardgemisches aus (+)/(—)-Catechin und (—)-Epicatechin
unter den optimierten CD-MEKC Bedingungen ergibt das in Abbildung 36
dargestellte Elektropherogramm. Es werden alle drei monomeren Flavan-3-ol-
Enantiomere bzw- Epimere getrennt.



82 | Ergebnisse und Diskussion

0,114
0,10
0,09 |

0,08 <—— (-)-Epicatechin

0,07 |

0,06
(+)-Catechin —

005 <—— (-)-Catechin

Absorption (mAU)

0,04

003
0,02

0,014

a gh 9 95 10 105 1 145 12 125 13

Migrationszeit (min)

Abbildung 36 Elektropherogramm eines Standardgemisches aus (+)/(—)-Catechin und
(-)-Epicatechin analysiert mittels optimierter CD-MEKC (gemessen bei 210 nm)

2.2.5 Methodenvalidierung

Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenze von (+)/(=)-Catechin mit der beschriebenen
CD-MEKC Methode wurden nach DIN 32645 [41] (siehe Abschnitt 2.1.7) bestimmt.
Es wurden Standardlésungen mit Konzentrationen von 1,0 mg/mL bis 0,004 mg/mL
hergestellt und mit der optimierten CD-MEKC-Methode vermessen. Aus der Summe
der korrigierten Peakflachen (Acor) bzw. Peakhéhen von (+)-Catechin und (-)-
Catechin konnten die entsprechenden NG und BG berechnet werden. In Tabelle 16
sind die erhaltenen Ergebnisse zusammengefasst.
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Tabelle 16 NG und BG von (+)/(—)-Catechin nach dem
DIN 32645 Verfahren

(+)/(-)-C (Peakflache) (+)/(-)-C (Peakhdhe)
NG (mg/L) 7 6
BG (mg/L) 25 19

Wie aus den Werten flir NG und BG ersichtlich ist, ergibt die Auswertung Uber die
Peakhdhen nahezu die gleichen Ergebnisse wie die Auswertung Uber die korrigierten
Peakflachen. NG und BG, berechnet Uber die Peakhéhen, waren nur unwesentlich
niedriger als die Werte der Peakflachen, was auf  mdgliche
Integrationsungenauigkeiten zurtickzufihren ist.

Reproduzierbarkeit

Fir die hier beschriebene CD-MEKC Methode wurde die Reproduzierbarkeit
innerhalb eines Tages (intra-day) und Uber mehrere Tage hinweg (inter-day)
untersucht.

Tabelle 17 gibt die Ergebnisse der intra-Day Untersuchungen beziglich
Migrationszeiten und korrigierter Peakflachen wieder. Die Werte der inter-day
Analysen sind in Tabelle 18 wiedergegeben.

Tabelle 17 Reproduzierbarkeit der Methode wéhrend eines Tages (intra-day). Berechnet als
relative Standardabweichung der Migrationszeiten (t,;,) und korrigierten Peakfldchen
(ACO”)
Flavan-3-ole relative relative
Standardabweichung Standardabweichung
% (tmin) % (Acorr)
(+)-Catechin 0,94 1,09
(-)-Catechin 0,90 1,03

(-)-Epicatechin 0,98 118
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Tabelle 18 Reproduzierbarkeit der Methode (iber mehrere Tage (inter-day).
Berechnet als relative Standardabweichung der Migrationszeiten (tnn) und
korrigierten Peakfldchen (Acor)

Flavan-3-ole relative Standard- relative Standard-
abweichung abweichung
% (tmin) % (Acorr)
(+)-Catechin 1,74 1,53
(-)-Catechin 1,52 1,58
(-)-Epicatechin 1,98 1,89

Werden die Werte der relativen Standardabweichungen, die bei Messungen
innerhalb eines Tages erreicht wurden, mit den relativen Standardabweichungen aus
Messungen unterschiedlicher Tage verglichen, so ist zu erkennen, dass die
Reproduzierbarkeit schlechter wird, wenn einige Tage zwischen den einzelnen
Messungen liegen. Verursacht werden kann dies durch Verdnderungen des
Puffersystems. Beispielsweise kdnnen sich Konzentration und pH-Wert des Puffers
verdndern. Bereits geringe Abweichungen dieser Parameter fihren zu
Schwankungen im EOF, was folglich zu Verschiebungen der Migrationszeiten fuhrt.
In Abschnitt 2.1.7 wurden bereits einige MaBnahmen angegeben, die mdgliche
Schwankungen in der Reproduzierbarkeit einer Methode minimieren kdnnen.
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2.2.6 Anwendung der CD-MEKC

Die Entwicklung und Optimierung der angefihrten Methode wurde fast ausschlieBlich
mit den Standardsubstanzen (+)/(-)-Catechin und (-)-Epicatechin durchgefihrt. Ziel
war es, diese Methode zur Analyse von Flavan-3-olen in Lebensmittelmatrices,
insbesondere in Kakao und Kakaoprodukten, anzuwenden.

Kakao

Mit der beschriebenen CD-MEKC wurden unterschiedliche Kakaopulver mit
unterschiedlichen Alkalisierungsgraden untersucht. Damit konnte Uberprift werden,
ob diese Methode auch dann noch gute Trennungen der Enantiomeren liefert, wenn
eine komplexe Lebensmittelmatrix vorliegt. Die Abbildung 37 zeigt eine bei pH 7,7
alkalisierte Kakaoprobe, die mittels CD-MEKC analysiert wurde.
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Abbildung 37 Elektropherogramm einer alkalisierten Kakaoprobe (pH=7,7)
(gemessen bei 210 nm)
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Die Enantiomere des Catechins und Epicatechins lassen sich mit dieser Methode
trennen. In den folgenden Versuchen wird sich insbesondere auf das (+)/(-)-Catechin
und das (—)-Epicatechin konzentriert, da das atypische (+)-Epicatechin nur in sehr
geringen Mengen vorkommt und es haufig nicht mdglich ist, neben dem in
vergleichsweise sehr hohen Konzentrationen vorkommenden (-)-Epicatechin, die viel
geringeren Gehalte des atypischen Enantiomers nachzuweisen.

Abbildung 38 zeigt drei Elektropherogramme von unterschiedlich stark alkalisierten
Kakaoproben und einer nicht alkalisierten Kakaoprobe. Es lasst sich erkennen, dass
sich mit zunehmender Starke der Alkalisierung der Epimerisierungsgrad erhéht.

DAD-Signal UV 210nm

LY W Jl

— T T
9 10 " 12 13 3 9 10 " 12

Migrationszeit (min) Migrationszeit (min) Migrationszeit (min)

Abbildung 38 Kakaoproben gemessen mit CD-MEKC. Nicht alkalisierter Kakao (A); alkalisierter
Kakao [pH 7,5] (B); stédrker alkalisierter Kakao [pH 7,7] (C).
(1)=(—)-Catechin; (2)=(+)-Catechin; (3)=(—)-Epicatechin

Die Analyse der nicht alkalisierten, fermentierten und gerésteten Kakaoprobe konnte
bestétigen, dass das in Kakao vorherrschende Flavan-3-ol das (—)-Epicatechin ist
und (+)-Catechin nur in geringen Konzentrationen vorliegt. Bei genauer Betrachtung
des Elektropherogramms (A) aus Abbildung 38 wird deutlich, dass bei dieser
Kakaoprobe neben dem natirlich vorkommenden (—)-Epicatechin und (+)-Catechin
zusatzlich ein kleiner Peak neben dem (+)-Catechin zu sehen ist, welcher als das
atypische (—)-Catechin identifiziert werden konnte. Die Identifizierung des (-)-
Catechins erfolgte sowohl durch Vergleich der Migrationszeiten mit einem
kommerziell erhéltlichen Standard als auch durch dotieren der Kakaoprobe mit einem
(—)-Catechin-Standard. Zur Absicherung wurden zusatzlich die UV-Spekiren des
Catechin-Standards und des Probenpeaks miteinander verglichen. In Abbildung 39
sind die UV-Spektren des (—)-Catechin-Standard und des unbekannten Probenpeaks
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gegentbergestellt. Das Vorkommen dieses atypischen Enantiomers in einer nicht
alkalisierten Kakaoprobe lasst sich damit erklaren, dass eine Epimerisierung nicht
nur im alkalischen Milieu stattfindet, sondern auch bei erhdéhten Temperaturen
eintreten kann. Aus friheren Rdéstversuchen, die im LabormaBstab durchgefiihrt
wurden, ist bekannt, dass in geringem Umfang bereits auch durch Hitzeeinwirkung
Epimerisierung stattfindet [12, 84].

Analysen unterschiedlich stark alkalisierter Kakaoproben ergaben, dass bereits in
schwach alkalischen pH-Bereichen (pH = 7,5-7,7) Epimerisierung eintritt. Wie aus
den Abbildungen 38 (B) und (C) zu erkennen ist, epimerisiert bei diesen pH-Werten
sehr viel (-)-Epicatechin zu (-)-Catechin. Minimale Abweichungen im pH-Wert fiihren
zudem zu deutlichen Veranderungen des Verhaltnisses (—)-Epicatechin zu
(—)-Catechin. In Tabelle 19 sind die (—)-Epicatechin/(—)-Catechin Verhaltnisse nicht
alkalisierter und schwach alkalisierter Kakaoproben gegeniber gestellt. Eine
Alkalisierung bei pH 7,5 ergibt bereits einen hdéheren Anteil an atypischem (-)-
Catechin als an natlrlich vorkommenden (—)-Epicatechin. Eine Erhéhung des pH-
Wertes auf 7,7 fihrt zu einer Verschiebung des Verhéltnisses zu Gunsten des (—)-
Catechins.

Das Verhaltnis von (—)-Epicatechin zu (—)-Catechin veranderte sich bei einer weiteren
pH-Wert Erhéhung auf 8,0 wieder zu Gunsten des (—)-Epicatechin. Da es sich bei der
Epimerisierung um eine Gleichgewichtsreaktion handelt, kann nicht nur das
(—)-Epicatechin zu (-)-Catechin epimerisieren sondern auch umgekehrt das
(-)-Catechin zu (-)-Epicatechin. Daher wird vermutet, dass sich bereits im pH-
Bereich von 7,7 ein Gleichgewicht eingestellt hat, und jede weitere pH-Wert
Erhéhung wahrend des Alkalisierungsprozesses zu einer ricklaufigen Reaktion fuhrt.
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Abbildung 39 UV-Spektren eines (-)-Catechin-Standards (A) und des als (-)-Catechin vermuteten
Probenpeaks (B)
Tabelle 19 Peakfldchenverhdéltnisse (-)-EC zu (—)-C von vier unterschiedlich stark alkalisierten
Kakaoproben und einer handelsliblichen Kakaoprobe
pH-Wert Verhaltnis (-)-EC/(-)-C % (-)-EC e.e. % (-)-Ce.e.
7,0 1,15 53,5 46,5
7,5 0,82 45,2 54,8
7,7 0,61 37,9 62,1
8,0 1,12 52,9 47,1
handelstblicher 0,52 34,0 66,0

Kakao
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Zusatzlich wurde ein handelsiblicher Kakao untersucht. Sein (-)-Epicatechin/(-)-
Catechin Verhaltnis wurde berechnet und den Ergebnissen der Kakaoproben mit
bekanntem Alkalisierungsgrad gegenubergestellt. In Abbildung 40 sind die
prozentualen Verhéltnisse von (—)-Epicatechin zu (—)-Catechin graphisch dargestellit.
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Abbildung 40 Darstellung der prozentualen Verhéltnisse von (—)-EC zu (-)-C aus vier
unterschiedlich alkalisierten Kakaoproben und einem handelsiblichen Kakao

Durch den Vergleich der Peakflachenverhéltnisse des handelstblichen Kakao mit
denen der Kakaoproben mit bekanntem Alkalisierungsgrad, kann der Grad der
Alkalisierung abgeschatzt werden. Bei dem in dieser Arbeit untersuchten
handelstblichen Kakao, handelt es sich offensichtlich um eine stark alkalisierte
Kakaoprobe. Das Verhaltnis 34% (—)-Epicatechin zu 66% (—)-Catechin, lasst den
Schluss zu, dass der Kakao einer Alkalisierung im pH-Bereich von 7,7 unterzogen
wurde. Um genauere Aussagen Uber den Alkalisierungsgrad handelsublicher
Kakaoprodukte machen zu kénnen, ist es jedoch notwendig, weitere pH-
Wertbereiche bezlglich der Alkalisierung von Kakao zu untersuchen und die
entsprechenden Peakflachenverhaltnisse zu ermitteln. (Da der Schwerpunk dieser
Arbeit jedoch auf der Methodenentwicklung lag, wurde dieser Punkt vorerst nicht
weiter verfolgt.)
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Die CD-MEKC wurde als schnelle sowie reproduzierbare Referenzmethode zu der
von Kofink et al. [84, 85] beschriebenen chiralen CZE entwickelt. Als
Referenzmethode sollte die CD-MEKC die Richtigkeit sowie Zuverlassigkeit der CZE-
Methode bestatigen kdénnen.

Es wurden folglich verschiedene Kakaoproben zum einen mittels CZE als auch
mittels CD-MEKC analysiert. Die erhaltenen Ergebnisse wurden anhand der
ermittelten Peakflachenverhaltnisse (—)-Epicatechin zu (-)-Catechin miteinander
verglichen.

In Abbildung 41 werden die Ergebnisse von drei unterschiedlichen Kakaoproben, die
mit beiden Methoden untersucht wurden gegenibergestellt.
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Abbildung 41 Darstellung der prozentualen Verhédltnisse von (-)-EC zu (-)-C aus drei
Kakaoproben, analysiert mittels chiraler CZE [84] und CD-MEKC

Unabhangig von der angewandten Analysenmethode werden fir die jeweiligen
Kakaoproben die gleichen Werte bestimmt.
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2.2.7 Vergleich der chiralen CZE mit der CD-MEKC

Vergleich der Peakaufldsungen Rs

Die Peakauflésung fir die chirale Trennung der Flavan-3-ole ist bei der CD-MEKC
besser als bei der CZE. In einer graphischen Darstellung (Abbildung 42) sind die
Auflésungen der Enantiomeren und Diastereomeren beider Analysenmethoden
gegenubergestellt.

Abgesehen von der Trennung der Diastereomeren (+)-Catechin und (+)-Epicatechin
bei der CD-MEKC werden bei beiden Methoden keine Basislinientrennungen
erreicht.
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M CD-MEKC

Peakauflésung Rs
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Rs {+}/{-)-C Rs {+}/{-)-EC Rs (+)-C/{+}-EC

Abbildung 42 Vergleich der Peakauflésungen (Rs) zwischen den Enantiomeren (+)/(-)-C und
(+)/(-)-EC sowie zwischen den Diastereomeren (+)-C/(+)-EC in der chiralen CZE
und der CD-MEKC
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Vergleich der Analysenzeiten

Die Migrationszeiten und damit die Gesamtanalysendauer unterscheiden sich in der
CZE und CD-MEKC fur (-)-Catechin, (+)-Catechin, (+)-Epicatechin und (-)-
Epicatechin praktisch nicht (Tabelle 20).

Tabelle 20 Gegentiberstellung der Migrationszeiten von (-)-C, (+)-C, (+)-EC, (-)-EC, bei CZE
und CD-MEKC

Migrationszeit (min) Migrationszeit (min)
[CZE] [CD-MEKC]

(-)-Catechin 9,94 9,43

(+)-Catechin 10,07 9,72

(+)-Epicatechin 10,18 10,48

(-)-Epicatechin 10,31 10,87

Durch Verringerung der SDS-Konzentration bei der CD-MEKC (Abschnitt 2.2.2)
kénnen die Migrationszeiten des (+)-Epicatechin und (-)-Epicatechin auf unter 10
min gekirzt werden. Wie effizient dies ist, hdngt von der zu untersuchenden
Lebensmittelmatrix sowie von der Art und Anzahl weiterer phenolischer
Verbindungen ab. Obwohl beide Methoden unterschiedlichen Trennmechanismen
unterliegen und verschiedene Hintergrundelektrolyte besitzen, bleibt die
Migrationsreihenfolge identisch.

Bei beiden Methoden beruht die Migrationsreihenfolge von Catechin und Epicatechin
auf der rdumlichen Anordnung der phenolischen Gruppen am C-2- und der OH-
Gruppe am C-3-Atom.
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Vergleich der Validierungsparameter

In Tabelle 21 werden die Reproduzierbarkeit,
Bestimmungsgrenze beider Methoden gegenlibergestellt.

Nachweisgrenze und

Tabelle 21 Vergleich der Validierungsparameter: Reproduzierbarkeit von (+)-C und (-)-EC,

Nachweisgrenze (NG) und Bestimmungsgrenze (BG)

CZE

CD-MEKC

Reproduzierbarkeit

(RSD tmin) (+)-C

Reproduzierbarkeit

(RSD tmin) (-)-EC

NG
BG

0,8 (intra-Day)
0,97 (inter-Day)

0,77 (intra-Day)
0,99 (inter-Day)

5 pg/mL
10 pg/mL

0,94 (intra-Day)
1,74 (inter-Day)

0,98 (intra-Day)
1,98 (inter-Day)

6 pg/mL
19 pg/mL

Die Reproduzierbarkeit der CD-MEKC ist geringer als die der CZE. Die Ursache
daflr liegt vermutlich in der Labilitit des EOF in der CD-MEKC. Signifikante
Verschlechterungen treten insbesondere bei inter-day-Analysen auf. Dies lasst sich
durch die komplexere Zusammensetzung des Hintergrundelektrolyten erklaren.
Durch die gesteigerte Anzahl an Substanzen, die zur Herstellung des Trennpuffers
notwendig sind, erhéht sich das Fehlerpotential. Ungenaue Einwaagen, pH-Wert
Schwankungen oder Chemikalien aus anderen Chargen kdnnen zu Veranderungen
im EOF und somit zu Verschiebungen in den Migrationszeiten fihren. Der Vergleich
von NG und BG beider Methoden zeigt keine signifikanten Differenzen. Bei beiden
Methoden wurden die Parameter NG und BG nach DIN 32645 ermittelt.

In der nachfolgenden Tabelle 22 sind die Vor-und Nachteile der CZE und der CD-
MEKC nochmals zusammenfassend gegenlibergestellt.
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Tabelle 22 Gegentiberstellung der Vor-und Nachteile der, zur chiralen Trennung von
Flavan-3-olen entwickelten Methoden (CZE / CD-MEKC)

VORTEIL NACHTEIL
CZE * Reproduzierbarkeit der * Peakauflésung Rs
Migrationszeiten gut schlechter

*  Migrationszeiten kurz

*  NG/BG relativ niedrig

CD-MEKC *  Peakauflésung Rs sehr gut * Reproduzierbarkeit
der Migrationszeiten
schlechter

*  Migrationszeiten kurz

*  NG/BG relativ niedrig

2.2.8 Fazit des Methodenvergleichs

Der Vergleich der in dieser Arbeit entwickelten CD-MEKC zur chiralen Trennung von
Flavan-3-olen in Kakao und Kakaoprodukten mit der von Kofink et al. (2007) [85]
beschriebenen chiralen CZE-Methode macht deutlich, dass die CD-MEKC als
Referenzmethode zur CZE geeignet ist.

In den vorangehenden Kapiteln wurde festgestellt, dass die Migrationszeiten der CD-
MEKC nahezu identisch mit den Migrationszeiten der CZE sind. Auch die NG und BG
fir die Analyten Catechin und Epicatechin liegen bei beiden Methoden im gleichen
Konzentrationsbereich. Wie in Abschnitt 2.2.6 gezeigt wurde, werden bei der
Untersuchung von Probenmaterial gleiche Ergebnisse erzielt, was erkennen lasst,
dass sowohl die CZE als auch die CD-MEKC zuverlassig arbeiten.

Nachteilig ist die deutlich schlechtere Reproduzierbarkeit der CD-MEKC (Abschnitt
2.2.7). Besonders ausgepragt ist dies bei Analysen, die an unterschiedlichen Tagen
ausgefiihrt wurden. Dennoch liegen die Reproduzierbarkeiten in einem fir die CE
akzeptablen Bereich.
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2.3 Entwicklung einer chiralen HPLC Methode zur Trennung der Flavan-3-ole
in Humanplasma

In den letzten Jahrzehnten beschéftigte sich die Lebensmittelchemie vorwiegend mit
der qualitativen und quantitativen Bestimmung von Lebensmittelinhaltsstoffen. Im
Laufe der Zeit wurden einigen Verbindungsklassen, so auch den Polyphenolen,
positive physiologische Eigenschaften zugeschrieben (siehe Abschnitt 1.2.5),
wodurch sich teilweise eine Schwerpunktverlagerung zur wirkungsbezogenen
Analytik ergab. Jedoch kdnnen diese Verbindungen nur dann eine Wirkung im
menschlichen Organismus erzielen, wenn sie vom Menschen resorbiert werden. Aus
diesem Grund befasst sich die Lebensmittelchemie immer mehr mit der Analytik
physiologisch wichtiger Lebensmittelinhaltsstoffe in Humanproben wie Blut, Plasma,
Urin etc. Ziel dabei ist es, einen Einblick in den menschlichen Metabolismus zu
bekommen und mehr Erkenntnisse Uber die Bioverflgbarkeit einzelner Verbindungen
zu erlangen. Erst dann besteht die Maoglichkeit, eine Aussage uUber die
Bedeutsamkeit einer Verbindung im Hinblick auf ihre physiologische Wirksamkeit fir
den Menschen zu treffen.

Uber die monomeren Flavan-3-ole gibt es bislang nur wenige Informationen, was ihr
Verhalten im menschlichen Organismus betrifft. In einigen Verdffentlichungen [17,
42, 44] werden Angaben Uber die Bioverfligbarkeit von (+)/(-)-Catechin und (+)/(-)-
Epicatechin in Tieren gemacht, jedoch ist bekannt, dass Tierstudien nicht eins zu
eins auf den Menschen Ubertragbar sind. Weiterhin liegt auch Literatur Gber die
Analytik der Catechine in Humanplasma vor [30, 99, 111, 188]. In diesen
Veréffentlichungen handelt es sich vorwiegend um den Nachweis der Tee-Catechine
(EGCG, EGC, CG, ECG etc.) nach Genuss von grinem Tee. Die Chiralitat der
Verbindungen wird bei diesen Methoden jedoch nicht berticksichtigt.

Wie aus einer friheren Arbeit des Arbeitskreises bekannt ist [84] und in eigenen
Versuchen (Abschnitt 2.2) festgestellt und belegt werden konnte, enthalt
unbehandelter Kakao hohe Gehalte an (-)-Epicatechin und einen kleinen Anteil (+)-
Catechin. Wahrend der Verarbeitung der Kakaobohne zu Kakaopulver oder
Schokolade finden unterschiedliche chemische als auch enzymatische Reaktionen
statt. Die alkalische Behandlung des Kakao katalysiert die Epimerisierungsreaktion
von (—)-Epicatechin zu (—)-Catechin und von (+)-Catechin zu (+)-Epicatechin (siehe
auch Kapitel 1.2.3 und 1.2.4).

Daraus resultiert die Frage, ob diese neu entstandenen, atypischen Enantiomere
gleichermaBen bioverfligbar sind wie die natlrlich vorkommenden Catechine. Um
dies beantworten zu kénnen, bedarf es einer ausreichend sensitiven und selektiven
Methode =zur chiralen Analytik von (+)/(-)-Catechin und (+)/(-)-Epicatechin in
Humanplasma.
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2.3.1 Methodenentwicklung

Die Schwierigkeit bei der Analyse und der chiralen Trennung der Catechine in
biologischen Matrices ist ihre geringe Konzentration (hier: im Plasma). Aber auch ihre
Tendenz an Proteine zu binden sowie die Intensitat und Art ihrer Metabolisierung im
menschlichen Organismus, erschweren die Analytik. Zusétzlich ist zu
bertcksichtigen, dass die Catechine bereits wahrend der Probenentnahme, als auch
wahrend der Lagerung und Probenaufarbeitung, oxidationsempfindlich sind. Um die
Oxidation der Analyten zu minimieren, wird dem entnommenen Plasma eine
antioxidative Lésung zugesetzt. Zusatzlich kann die Oxidation durch eine einfache
und schnelle Probenaufarbeitung minimiert werden.

Die Entwicklung dieser Methode beinhaltet somit zwei wichtige Teilabschnitte, die fir
ein zuverlassiges Ergebnis essentiell sind:

1. Optimale Aufarbeitung der Humanplasmaproben

2. HPLC-Methode zur chiralen Trennung der Flavan-3-ole
(Epimere und Enantiomere)

2.3.1.1 Chirale HPLC-Methode

Fir die chirale HPLC ist der Einsatz spezieller Saulen notwendig. In Abhangigkeit
von dem zu trennenden Analyten, dem Probenmaterial sowie dem eingesetzten
FlieBmittel, kdbnnen unterschiedliche Arten chiraler stationdrer Phasen eingesetzt
werden. Die Tabelle IV im Anhang stellt einige chirale stationare Phasen, ihren
jeweiligen Trennmechanismus sowie ihren Anwendungsbereich vor.

In Anlehnung an eine Verdffentlichung von Cooper et al. (2007) [37], in der mittels
einer B-Cyclodextrin Saule die Enantiomeren (+)(-)-Catechin und (+)/(-)-Epicatechin
in Schokolade getrennt werden konnten, wurden Vorversuche mit (+)/(-)-Catechin /(-
)-Epicatechin-Standardmischungen an einer 3-CD-Saule vorgenommen. Mit den von
Cooper et al. (2007) [37] beschriebenen HPLC-Bedingungen konnte eine chirale
Trennung der Standardsubstanzen nicht nachvollzogen werden. Unter Beibehalt der
mobilen und der stationdren Phase und durch modifizieren einiger Parameter
(Temperatur, FluB, Gradient) gelang es die Standards (+)/(-)-Catechin und (-)-
Epicatechin zu trennen.

Die Analyse einer Humanplasmaprobe, dotiert mit (+)/(-)-Catechin und (-)-
Epicatechin ergab, dass mit dieser Methode (—)-Epicatechin nicht und (+)/(-)-
Catechin nur schlecht nachweisbar sind, was aus der komplexen Zusammensetzung
des Blutplasmas resultiert. In  weiteren Experimenten wurden weitere
unterschiedliche Gradienten eingesetzt. Diese erzielten jedoch auch keine wesentlich
besseren Ergebnisse. Es steht somit fest, dass unter Verwendung einer 3-CD-Séaule
zwar eine chirale Trennung der Flavan-3-ole in Kakao mdglich ist, aber fur die
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Trennung in Humanplasma als nicht geeignet angesehen werden muss (Uberprifte
HPLC-Bedingungen und entsprechende Abbildungen sind im Anhang S.157 bis 158
zu finden).

Bei der Wahl einer geeigneteren stationdren Phase wurde sich auf die Erfahrung in
der chiralen CE-Analytik gestuitzt. In der CE wird zur chiralen Trennung der Flavanole
in Kakao ein modifiziertes y-CD (Hydroxypropyl-y-CD) eingesetzt (siehe Abschnitt
2.2.) [85]. HPLC und CE basieren zwar auf unterschiedlichen Trennmechanismen,
jedoch ist das Prinzip der chiralen Trennung durch den Einsatz von Cyclodextrinen
identisch (Siehe Abschnitt 1.6.3.3). Die Enantiomeren von Catechin und Epicatechin
gehen mit den Cyclodextrinen mit unterschiedlich starker Affinitadt Komplexe ein. Es
ist dabei unerheblich ob das Cyclodextrin kovalent an Silicagel gebunden vorliegt
oder ob es sich in einem Trennpuffer gelést befindet.

Weitere HPLC-Untersuchungen wurden daher auf einer permethylierten-y-
Cyclodextrin Saule durchgefiihrt. Unter isokratischen Bedingungen konnten bereits
Verbesserungen der Trennung von (+)/(-)-Catechin und (-)-Epicatechin in dotiertem
Humanplasma, im Vergleich zu der B-Cyclodextrin Saule, festgestellt werden.
Dennoch wurden sowohl weitere Untersuchungen unter isokratischen Bedingungen,
aber unterschiedlicher Eluentenzusammensetzung durchgefihrt, als auch
verschiedene lineare und zusammengesetzte Gradienten getestet (HPLC-
Bedingungen und entsprechende Abbildungen sind im Anhang S.159 bis 164 zu
finden).

Nach Veranderung der mobilen Phase und dem Einsatz eines in Abbildung 43 und
Tabelle 23 dargestellten zusammengesetzten Gradienten, gelang eine vollstandige
chirale Trennung der monomeren Flavan-3-ole (+)/(—)-Catechin und (-)-Epicatechin
in Humanplasma.
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Abbildung 43 Graphische Darstellung des zusammengesetzt linearen Gradienten zur
vollstdndigen Trennung der Enantiomeren (+)/(—)-Catechin und (+)/(-)-Epicatechin
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Tabelle 23 HPLC-Bedingungen des zusammengesetzt linearen Gradienten flir eine vollstdndige
chirale Trennung von (+)/(—)-Catechin und (+)/(-)-Epicatechin

Zeit (min) % Eluent B

0 5
34 27
46 33
47 100
52 100
55 5
60 5

Das Chromatogramm in  Abbildung 44 zeigt, dass unter diesen
Gradientenbedingungen eine chirale Trennung gelang. Die Enantiomere (+)/(-)-
Catechin sowie (—)-Epicatechin sind fast basisliniengetrennt.
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Abbildung 44 HPLC-CEAD Chromatogramm der optimierten chiralen Trennung eines (+)/(—)-
Catechin/(—)-Epicatechin-Standardgemisches gemessen auf einer PM-y-CD-Sé&ule
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Die in diesem Abschnitt dargestellte Methode wurde ausschlieBlich mit einem (+)/(-)-
Catechin- und (-)-Epicatechin-Standardgemisches entwickelt. Da das (+)-
Epicatechin nicht kommerziell als Standard erhéltlich ist, konnte diese Verbindung
bei der Methodenentwicklung nicht mit bertcksichtigt werden.

Als nachstes wurden Kakaoproben unterschiedlichen Alkalisierungsgrades analysiert
(Abbildung 45 (A) und (B)), so wie eine Guaranaprobe (Abbildung 46). Guarana weist
von Natur aus alle vier Enantiomeren auf [86], weshalb diese Probe zur Uberpriifung
einer erfolgreichen chiralen Trennung von (+)/(=)-Catechin als auch von (+)/(-)-
Epicatechin geeignet ist.
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140 - . . 7.0
(A) (—)-Epicatechin \ (B) /
120 7 6.0
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100 - 5.0-
80 4.0.
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> 2
g 40 2.0 LIQJ- .
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] (—)-Catechin - X
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Retentionszeit (min) Retentionszeit (min)

Abbildung 45 HPLC-CEAD Chromatogramme einer nicht alkalisierten Kakaoprobe (A) und einer
alkalisierten Kakaoprobe (B)

Wie aus den Chromatogrammen der Kakao- und Guaranaanalysen deutlich wird, ist
die entwickelte HPLC-Methode auch unter Einfluss einer Lebensmittelmatrix in der
Lage, die monomeren Flavan-3-ole chiral zu trennen. Zudem konnten sowohl die
Kakaoergebnisse als auch das Ergebnis der Guaranprobe sicherstellen, dass durch
diese Methode nicht nur (+)/(-)-Catechin sondern auch (+)/(-)-Epicatechin chiral
getrennt werden kdnnen.

Eine Identifizierung des (+)-Epicatechins konnte durch Voltamogramm-Vergleich
durchgefiuhrt werden (genaueres zur Identifizierung siehe Abschnitt 2.3.2).
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Abbildung 46 HPLC-CEAD Chromatogramm einer Guaranaprobe

2.3.1.2 Probenvorbereitung

Enzymatische Spaltung

Die Flavan-3-ole Catechin und Epicatechin werden vom menschlichen Organismus
vollstandig metabolisiert. Es bilden sich dabei vorwiegend methylierte, glucuronidierte
und sulfatierte Flavan-3-ol-Derivate [17, 42, 43, 93]. Folglich kénnen diese
Verbindungen nicht als freie Catechine im Plasma gefunden werden. Der erste
Schritt der Probenvorbereitung ist also die enzymatische Hydrolyse der Konjugate.
Dabei ist zu beachten, dass ausschlieBlich die glucuronidierten- und sulfatierten
Catechinderivate hydrolysiert werden. Methylierungen kénnen enzymatisch nicht
gespalten werden. Infolgedessen werden mit dieser Methode nur die glucuronidierten
und sulfatierten Flavan-3-ole erfasst.

Hinsichtlich der Metabolisierung gibt es in der Literatur divergierende Aussagen.
Einige Autoren sind der Meinung, dass die Catechine nur als Glucuronide und
methylierte Derivate im Plasma vorkommen, nicht aber als Sulfate [109, 125, 169].
Andererseits gibt es auch Berichte, dass die Catechine im menschlichen Organismus
auch sulfatiert werden [42, 135, 143]. Um herauszufinden, ob die Catechine
tatsachlich sulfatiert im Plasma vorkommen, wurde eine Reihe an Untersuchungen
durchgefihrt. Zu einer nach Kakaogenuss erhaltenen Plasmaprobe wurde einerseits
nur das Enzym B-Glucuronidase zugesetzt und die Probe anschlieBend analysiert. In
einem weiteren Versuch wurde die identische Plasmaprobe zusatzlich zur [3-
Glucuronidase, mit Sulfatase versetzt. Ein Vergleich der Ergebnisse beider Versuche



Ergebnisse und Diskussion
Chirale Trennung von Flavan-3-olen in Humanplasma

ergab, dass nach Inkubation der Probe mit beiden Enzymen ein deutlicher Anstieg in
der

Catechin-Konzentration zu verzeichnen war. Weiterhin wurde eine Plasmaprobe
zunachst ohne Enzymzugabe analysiert und anschlieBend mit dem Enzym Sulfatase
behandelt. Ohne Enzymierung konnte kein freies Catechin oder Epicatechin
detektiert werden. Im Fall der Inkubation mit dem Enzym Sulfatase war es jedoch
maoglich, freies Catechin zu identifizieren. Es ist somit sichergestellt worden, dass im
vorliegenden Fall die monomeren Flavan-3-ole sowohl glucuronidiert als auch
sulfatiert im Humanplasma vorkommen.

Da es bislang nur wenig Informationen Uber die Konzentration an glucuronidierten
und sulfatierten Catechinen in Humanplasma nach Kakaoverzehr gibt, musste
Uberprift werden, wie viel Enzym notwendig ist, um alle glucuronidierten und
sulfatierten Flavan-3-ole zu hydrolysieren. Dazu wurde die Konzentration an [3-
Glucuronidase und Sulfatase stufenweise erhéht, bis kein signifikanter Anstieg in der
Catechin-Konzentration mehr zu verzeichnen war. Das Ergebnis zeigte, dass fir eine
vollstdndige Hydrolyse der Glucuronid- und Sulfat-Konjugate in 500 uL
Humanplasma, 6250 U B-Glucuronidase und 250 U Sulfatase benétigt wird. Im
Vergleich mit den Enzymkonzentrationen, die Lee et al. (1995) [98] zur Hydrolyse der
Teecatechine in 500 uL Humanplasma bendétigte (1562,5 U B-Glucuronidase + 6,25
U Sulfatase) sind in diesem Fall die 4-fache Menge an B-Glucuronidase und das 40-
fache an  Sulfatase  erforderlich. Die  Inkubationszeiten und  die
Inkubationstemperaturen sind bei der Methode von Lee et al. (1995) [98] und der hier
vorgestellten Methode identisch. Abbildung 47 stellt graphisch dar, wie die Catechin-
/Epicatechin-Konzentration mit ansteigender Enzymmenge wachst.
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Abbildung 47 Effekt der B-Glucuronidase Konzentration auf den Gehalt an freiem (+)- und (-)-

Catechin (A) und (-)-Epicatechin (B). Verwendet wurde fiir dieses Experiment
Humanplasma, das 2 h nach Kakaoverzehr entnommen wurde

Entsprechende Diagramme werden auch fir die Menge an eingesetzter Sulfatase
erhalten (siehe Abbildung X im Anhang).
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Probenvorbereitung durch Proteinfallung

In Anlehnung an einen Artikel von Zimmermann et al. (2009) [188] wurde zunachst
versucht, die Flavan-3-ole direkt aus dem nach Fallung der Plasmaproteine
erhaltenen Uberstand zu analysieren. Hierzu wurden die Plasmaproteine mit Hilfe
eines Gemisches aus Dimethylformamid (DMF) und Trichloressigsaure (TCA)
ausgefallt.

TCA ist ein sehr stark denaturierendes Proteinfallungsreagenz. Bereits niedrige
Konzentrationen an TCA genligen, um eine nahezu vollstdndige Proteinfallung zu
erreichen.

Der Verdinnungsfaktor durch die Fallungsmittel liegt bei dieser Art der
Probenvorbereitung bei nur 1,6. Dies ist in Hinsicht auf die niedrigen
Analytkonzentrationen im Humanplasma mafBgebend.

Das Prinzip der Proteinfallung mittels TCA liegt zum einen darin, dass es das Uber
Wasserstoffbriicken an die Proteine gebundene Wasser eliminiert. Durch die
Anlagerung des TCA an die Peptidbindungen der Proteine wird die Wasserldslichkeit
zerstort und die Proteine fallen aus (Abbildung 48).

Abbildung 48 Bindung des TCA-Molekiils an die Peptidbindungen der Plasmaproteine (ber
Wasserstoffbriickenbindungen

Zusatzlich wird durch das TCA die Tertiarstruktur des Proteins zerstért. Die
Proteinféllung mittels DMF basiert grundsétzlich auf einem ahnlichen Mechanismus
wie die Fallung mittels TCA. Allerdings hat DMF im Vergleich zu TCA einen pH-Wert
von 7,0 bei 20°C und somit keinen sauren Charakter. Da die Catechine sehr gut in
DMF l6slich sind, wird durch den Zusatz von DMF verhindert dass die Catechine von
den gefallten Proteinen adsorbiert werden.

Untersuchungen, bei denen in polyphenolfreies Humanplasma Catechin- und
Epicatechin-Standard dotiert wurde, und welche nach dem oben erwahnten
Verfahren, der Proteinfallung mit TCA und DMF, aufgearbeitet wurden, ergaben,
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dass nur geringe Teile des zudotierten Standards mit der hier beschriebenen chiralen
HPLC-Methode wieder zu finden sind. Zudem weisen die erhaltenen
Chromatogramme einen Matrixpeak auf, der sich Uber fast das gesamte
Chromatogramm hinweg zieht und dadurch die Analyten tberlagert.

Mehrere Versuchsreihen zeigten schlieBlich, dass die schlechte Trennung und der im
Chromatogramm vorhandene Matrixpeak durch das zur Féllung der Proteine
eingesetzt TCA verursacht wird (Abbildung 49).

Dies lasst sich damit erklaren, dass die TCA-Molekile zusammen mit den Cyclo-
dextrinen der stationaren Phase Wechselwirkungen eingehen, was dazu fihrt, dass
die zur chiralen Trennung der Flavan-3-ole bendétigten aktiven Zentren besetzt
werden. Es findet somit nicht in ausreichender Menge Komplexbildung zwischen
Analyt und stationarer Phase statt. Die Analyten werden folglich kontinuierlich Gber
den gesamten Analysenzeitraum von der Sé&ule eluiert, es wird vorwiegend ein
Matrixpeak sichtbar.



Abbildung 49
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ng/mL Catechin +DMF + TCA (d)
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Abbildung 50 zeigt am Beispiel eines nativen Cyclodextrins, welche
Wechselwirkungsmdglichkeiten zwischen TCA und einem Cyclodextrin besteht.

HO— CH; HO— CH;
Ho— CH,

Abbildung 50 Darstellung der Wechselwirkung zwischen einem TCA-Molekil und einem nativen
Cyclodextrin-Molekdil. verdndert nach [13]

Das TCA bildet eine Barriere fur die Ausbildung von Inklusionskomplexen. Zusétzlich
werden die Hydroxylgruppen des Cyclodextrins fir Wechselwirkungen mit dem
Analyten blockiert [13].

Demnach ist TCA flir eine nachfolgende chirale Analytik mittels Cyclodextrinen als
Proteinfallungsreagenz nicht geeignet. DMF hingegen fihrte zu keiner
Verschlechterung der chiralen Catechin-Analytik. Der Nachteil der Prazipitation von
Plasmaproteinen mit Hilfe von reinem DMF ist der gréBere Uberschuss an DMF, der
eingesetzt werden muss, um eine vollstdndige Fallung der Proteine zu erreichen.
Versuche bezlglich der Proteinfallung mit DMF haben gezeigt, dass zu einem Telil
Humanplasma mindestens die gleiche Menge an DMF zugegeben werden muss,
damit der gréBte Teil des Proteins gefallt wird.

Humanplasmaproben, die nach Verzehr eines stark konzentrierten Kakaogetrankes
gewonnen wurden, wurden zundchst mit Sulfatase und B-Glucuronidase inkubiert.
Das Plasmaprotein wurde mit DMF im Verhaltnis 1:1 geféllt. Nach Abtrennen des
Proteinniederschlags durch Zentrifugation wurden die Proben per chiraler HPLC-
analysiert. Die Untersuchungen ergaben keinerlei Wiederfindung der monomeren
Flavan-3-ole.
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FUr das Fehlen der wichtigsten Kakaobestandteile im menschlichen Plasma nach
Konsum eines kakaohaltigen Getrankes gab es mehrere mdgliche Ursachen:

e Keine Resorption der Verbindungen

e Stbérung der chiralen HPLC-Methode durch Plasmabestandteile
e Zu geringer Gehalt der Verbindungen im Humanplasma

¢ Nicht geeignete Probenaufarbeitung

Zunachst konnte anhand einer nicht chiralen HPLC-Analytik [188] belegt werden,
dass die beiden monomeren Flavan-3-ole Catechin und Epicatechin tatsachlich nach
Kakaoverzehr im Humanplasma wieder zu finden sind (Abbildung 51). Die identisch
aufgearbeiteten Plasmaproben, gemessen Uber das chirale HPLC-System, ergaben
aber erneut keine Wiederfindung der Catechine im Plasma. Um auszuschlieBBen,
dass madglicherweise Bestandteile des Humanplasmas die chirale Analytik stéren,
wurden Plasmaproben mit Standard dotiert, mit der DMF Proteinfallungsmethode
aufgearbeitet und chiral analysiert. Dabei war eine erfolgreiche Trennung der
Analyten zu verzeichnen. Die Abwesenheit der Catechine bei der chiralen HPLC-
Analytik wurde somit auf die Probenaufarbeitungsmethode zurtickgeflhrt.

Eine chirale Analytik der Flavan-3-ole unmittelbar aus Humanplasma nach
Proteinféllung ist demzufolge nicht mdglich, da durch die Enzymierung und die
Proteinféllung das Plasma so stark verdinnt wird, dass die zu analysierenden
Verbindungen mit dem eingesetzten System nicht mehr detektierbar sind.

Ein Verfahren zum Entfernen der Plasmaproteine und zur Konzentrierung der
Analyten ist notwendig.
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Abbildung 51 Chromatogramm einer Humanplasmaprobe, analysiert tiber ein nicht chirales HPLC-
CEAD System

Probenvorbereitung mittels SPE

In der Literatur wurden einige Methoden gefunden, die mittels FlUssig-Flissig-
Extraktion mit Ethylacetat Catechine aus Plasma extrahiert haben [44, 98]. Die
Wiederfindung ist jedoch gering. So hat beispielsweise Wiese et al. (2009) [178] bei
einem Methodenvergleich festgestellt, dass bei der Extraktion mit Ethylacetat die
Wiederfindung fur Epicatechin bei knapp 42% liegt. Auch Lee et al. (1995) [98]
bestatigte die geringe Effizienz dieser Extraktionsmethode. Zudem ist die Extraktion
mit Ethylacetat zu unspezifisch, da viele andere Matrixbestandteile mit erfasst
werden [36]. Dadurch treten Stdérpeaks im Chromatogramm auf, die mit den
Catechinen zusammen eluieren und somit zu falschen Ergebnissen flhren kénnen.

Auf Grund dessen wurde sich fir eine Festphasenextraktion (SPE) entschieden.
Durch den Einsatz der SPE kdnnen zum einen die Plasmaproteine entfernt und
gleichzeitig die Analyten aufkonzentriert werden. Entscheidende Einflussfaktoren bei
der Festphasenextraktion sind die Wahl des Adsorbermaterials und die
Zusammensetzung der Auftrage-, Wasch- und Elutionsmittel. Beim Probenaufgabe-
und Waschschritt sollen die interessierenden Analyten vollstandig adsorbiert und
unerwilnschte Probenkomponenten weitestgehend entfernt werden. Bei der Elution
sollen die Analyten hingegen komplett desorbieren und zwar mit moglichst geringem
Volumen an Elutionsmittel. Anhand der Erfahrungen aus der Kakao und
Schokoladenaufarbeitung [84], kam eine Cig-Phase oder eine Polyamid-Phase in
Frage. Die Cqg-Festphase bringt jedoch das gleiche Problem der Unspezifitdt mit
sich, wie die FlUssig-Flussig-Extraktion mit Ethylacetat. Die Wiederfindung der
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Catechine Uber das Cis-System ist aber immer noch wesentlich besser (72-76%),
als bei der Ethylacetatextraktion.

Untersuchungen an einer Polyamid-Phase mit unterschiedlichen Aceton/Wasser-
Gemischen als Elutionsmittel zeigten, dass ein Gemisch aus 70% Aceton und 30%
H.O fir die Elution der Catechine am geeignetsten ist (Abbildung 52).

Epicatechin

Catechin

Abbildung 52 Nicht chirale HPLC-CEAD Chromatogramme einer mit (+)/(—)-Catechin und (-)-
Epicatechin dotierten Plasmaprobe, nach SPE-Aufarbeitung mit unterschiedlichen
Aceton/H,O Mischungen als Elutionsmittel (3 mL). Aceton/H.O (10/90; v+v) (a),
Aceton/H-0 (30/70; v+v) (b), Aceton/H.O (50/50; v+v) (¢), Aceton/H.O (70/30; v+v)
(d), Aceton/H-0O (100/0; v+v) (e)

Zusatzlich wurden weitere Versuche durchgefiihrt, bei denen die Substanzen
fraktioniert von der Polyamid-Phase eluiert wurden. Hierzu wurden 500 pl
Humanplasma mit Catechin- und Epicatechin-Standard dotiert und auf eine
Polyamidphase (3 mL/500 mg) gegeben. Die Verbindungen wurden in 200 pL
Schritten von der Polyamid-Festphase eluiert und die einzelnen Fraktionen Uber ein
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nicht chirales HPLC-System analysiert. Die Ergebnisse werden in Abbildung 53
gezeigt. Sie verdeutlichen, dass 2,5-3,0 mL Eluent bendétigt werden, um nahezu alle
gewulnschten Verbindungen von der Festphase zu desorbieren.

b2 1a o I

300 -
730 4
300 4
2 s00 -
3
T HEpicatachin
T 400 - ¥
o U Catechin
300
200
133
g -
NN GNP GNPV N SN N SN NN

SPE-Fraktionen (mL)

Abbildung 53 Darstellung der fraktionierten SPE-Aufarbeitung (ber eine Polyamid-Phase mittels
Aceton/H,O/Essigséure (70,0/29,8/0,2; v+v+v) als Eluent. Waschschritt mit 1000 uL
Eluent, Elution in 200 uL bzw. 500 uL Schritten

Uber diesen Aufarbeitungsschritt wurden zwar die Plasmaproteine entfernt und die
Flavan-3-ole aus dem Plasma extrahiert, jedoch liegen die erwilnschten
Verbindungen noch nicht in konzentrierter Form vor, sondern in einer sehr stark
verdiinnten Lésung (1:6 verdiinnt). Deshalb wurde das Eluat mittels Stickstoffstrom
bei 40°C auf 100 pL eingeengt. Dies bewirkt eine Aufkonzentrierung der Analyten um
das 5-fache. Unter diesen Bedingungen werden schlieBlich gute Wiederfindungen
(90-97%) und gute Reproduzierbarkeiten (0,9-1,5% R.S.D) erreicht.

Da Catechine bekanntlich im leicht sauren Milieu stabiler sind als in neutralem Milieu,
wurden dem Eluenten 0,2% Essigsaure zugesetzt. Versuche bezlglich der
Elutionskraft des Aceton/H.O-Gemisches mit und ohne Saure-Zusatz, zeigten, dass
die Essigsaure keinen Einfluss auf die Desorption der Catechine hat. In Abbildung 54
sind die Chromatogramme einer mit Standard dotierten Plasmaprobe nach SPE-
Aufarbeitung dargestellt. Die Flavan-3-ole wurden sowohl mit Aceton/H,O im
Verhaltnis 70/30 (v+v) als auch mit einem Gemisch aus Aceton/H,O/Essigsaure
(70/29,8/0,2; v+v+v) von der Polyamidphase eluiert. Die Chromatogramme sind
nahezu kongruent.
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Abbildung 54 HPLC-CEAD Chromatogramme (nicht chirales System) nach SPE-Aufarbeitung mit
einer Aceton/H,O Mischungen (70/30; v+v) als Elutionsmittel (---) und einer
Aceton/H,O/Essigsdure-Mischung (70/29,8/0,2; v+v+v) als Elutionsmittel (—)

[zur besseren Erkennung wurden die Chromatogramme zeitversetzt dargestellt]

Details zur Probenaufarbeitung sind im Material und Methodenteil Abschnitt 5.5.6 zu
finden.

Unter Verwendung eines weiteren Elutionsmittels, einem Gemisch aus DMSO und
Ameisensaure (99/1; v+v) [84], wurden identische Untersuchungen an einer
Polyamid-Phase durchgefiihrt. Die fraktionierte SPE ergab, dass in diesem Fall die
Catechine erst mit dem zweiten und dritten Milliliter Eluat desorbieren und die ersten
1,5 mL verworfen werden kdnnen. Das Gemisch aus DMSO/Ameisensaure eluiert
die Catechine besser von der Polyamid-Phase als das Aceton/Wasser-Gemisch.
Dennoch wird zur kompletten Desorption der Catechine so viel Elutionsmittel
bendtigt, dass auch unter diesen Bedingungen eine Aufkonzentrierung des Eluates
unumganglich ist. DMSO ist jedoch aufgrund seines wesentlich hdheren
Siedepunktes (Sdp. 189°C) im Vergleich zum Aceton (Sdp. 56°C) schwieriger zu
entfernen. Folglich wurde das Aceton/H,O/Essigsaure-Gemisch als Elutionsmittel
beibehalten.
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Ergebnis der Probenvorbereitung

Die optimierte Probenvorbereitung fir Humanplasma, in welchem Catechin-
Enantiomere analysiert werden sollen, beinhaltet folgende drei Schritte:

1. Enzymatische Behandlung von 500 pL Humanplasma mit 6250 U f-
Glucuronidase und 250 U Sulfatase bei 37 °C fir 45 min.

2. Festphasenextraktion auf einer Polyamid-Phase und Elution der Catechine mit
einem Loésungsmittelgemisch aus Aceton/H>O/Essigsaure 70:29,8:0,2 (v+Vv+V).

3. Lésungsmittelverdampfung mittels eines Stickstoffstroms bei einer Temperatur
von 40°C

2.3.2 ldentifizierung der Flavan-3-ole

Bei der Detektion mittels CEAD kann eine Identifizierung der Verbindungen mit Hilfe
der entsprechenden Strom-/Spannungskurve vorgenommen werden. Diese
hydrodynamischen Kurven, auch Voltamogramme genannt, werden durch Auftragen
der Detektorsignale gegen die gewahlten Potentiale erhalten. Diese Kurven sind flr
die jeweilige Substanz charakteristisch. Der Verlauf der Voltamogramme von
Standardsubstanz und Probensubstanz miissen miteinander Gbereinstimmen.
Zusatzlich erfolgt ein Retentionszeitenvergleich von Standardsignal und
Probensignal. In Abbildung 55 sind die Voltamogramme einer (+)/(—)-Catechin
Standardlésung dem (+)/(-)-Catechin einer Humanplasmaprobe gegentbergestellt.
Die Voltamogramme von Standard und Probe stimmen Uberein. Auch die
Retentionszeiten der Probensignale stimmen mit den Retentionszeiten der
Standardsignale Uberein.
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Abbildung 55 Voltamogramme  der  Catechin-Enantiomere:  (+)-Catechin in  einer
Standardlésung (A), (-)-Catechin-Standard (B), (+)-Catechin in einer
Humanplasmaprobe (C) und (-)-Catechin in einer Humanplasmaprobe nach

Verzehr eines Kakaogetrdnks (D)
[die Hbhen der Voltamogramme sind konzentrationsbedingt unterschiedlich hoch]

Unter vergleichbaren Bedingungen wurden auch die Voltamogramme des (-)-
Epicatechin-Standard dargestellt und mit dem Voltamogramm des Probensignals
verglichen (Abbildung 56).

Das Voltamogramm des Standards und die Retentionszeiten sind mit dem
Voltamogramm und den Retentionszeiten des Probensignals nahezu
deckungsgleich.
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Abbildung 56 Voltamogramm des (-)-Epicatechins: (-)-Epicatechin-Standard (B) und (-)-
Epicatechin in einer Humanplasmaprobe (A) nach Verzehr eines
Kakaogetrdnks
[die Héhen der Voltamogramme sind konzentrationsbedingt unterschiedlich hoch]

2.3.3 Quantifizierung

Zur Quantifizierung der Catechin- und Epicatechin-Enantiomeren werden externe
Standards eingesetzt und flr jede Verbindung eine Kalibriergerade mit
entsprechender linearer Regressionsgleichung erstellt. Basierend auf Erfahrungen
aus dem eigenen Arbeitskreis und denen anderer Arbeitsgruppen, hat es sich als
glnstig erwiesen, fir eine quantitative Auswertung die Summe der Peakflachen oder
Peakhdhen aus den 2 bis 3 dominantesten Kanalen zu verwenden. Die wéhrend der
Methodenentwicklung erhaltenen Daten wurden dahingehend Uberprift und die
monomeren Flavan-3-ole bei 200 mV und 300 mV quantitativ ausgewertet.

Bei der elektrochemischen Detektion ist zu beachten, dass diese im Vergleich zur
UV-Detektion gréBeren Schwankungen unterliegt. Folglich sollte fir jede neue
Messreihe eine neue Kalibriergerade erstellt werden.
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2.3.4 Methodenvalidierung

Far die in diesem Abschnitt behandelte Methode, wurden die folgenden
Validierungsparameter untersucht:

i.  Wiederfindung (WF)

ii. Reproduzierbarkeit
iii.  Nachweis- und Bestimmungsgrenze (NG, BG)
iv.  Linearitat (%)

In Tabelle 24 sind die errechneten Wiederfindungswerte, Reproduzierbarkeiten
(angegeben als Standardabweichung S.D.) sowie die Werte der Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen von (+)- und (-)-Catechin und der Summe der Catechin-
Enantiomeren wiedergegeben.

Tabelle 24 Validierungsparameter der chiralen HPLC-CEAD Methode:
Nachweisgrenze (NG), Bestimmungsgrenze (BG), relative Standardabweichung
(R.S.D), Wiederfindung (WF) und relative Standardabweichung der Wiederfindung

(R.S.D. WF)

NG BG o R.S.D.WF R.S.D.

(ngmL)  (ngimL) TR (e (%)
(+)-Catechin 6,8 16,9 89,9 1,5 0,97
(-)-Catechin 5,9 12,8 92,3 1,1 1,54
Z Catechin-
Enantiomere 5.9 12,7 96,8 1,4 0,89
(nicht chirales HPLC-
System)

Die Wiederfindung der (+)- und (—)-Catechin-Gehalte, ermittelt nach der hier
vorgestellten chiralen HPLC-Methode, liegen nur geringfligig niedriger, als die in der
Literatur gefundenen Wiederfindungen, die Uber nicht chirale Systeme ermittelt
wurden [45, 119, 124]. Die Reproduzierbarkeit der chiralen Methode liegt ebenfalls
im Bereich der Reproduzierbarkeiten nicht chiraler Systeme [124].

Far die beschriebene chirale HPLC-Methode liegen die Nachweisgrenzen fr

(+)- und (—)-Catechin zwischen 5,9 und 6,8 ng/mL und die Bestimmungsgrenzen
liegen zwischen 12,8 und 16,9 ng/mL. Es gibt nur wenige nicht-chirale HPLC-
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Methoden, die bessere Nachweisgrenzen und Bestimmungsgrenzen fir die
Flavanole erreichen. Der Linearitatsfaktor der chiralen HPLC liegt in einem Bereich
von 6—600 ng/mL oberhalb 0,9980.
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2.4 Anwendung der chiralen HPLC im Bereich von Humanstudien

2.4.1 Humanplasmagewinnung und Lagerung

Alle zur Methodenentwicklung bendtigten Plasmaproben wurden aus einem
Selbstversuch einer gesunden weiblichen Probandin (33 Jahre alt, 46kg KG,
Nichtraucher) gewonnen.

Ein Tag vor jedem Selbstversuch wurde der Probandin eine polyphenolfreie
Erndhrung und ein 12 stindiges Fasten auferlegt, um sicherzustellen, dass die
detektierten Catechine tatsachlich aus dem Verzehr des Kakaogetranks stammen.
Am Tag des Versuchs wurde der Probandin zunachst morgens nichtern 9-27 mL
Blut entnommen. Diese Proben wurden stets als polyphenolfrei analysiert.
AnschlieBend konsumierte die Probandin ein stark konzentriertes Kakaogetrank aus
46 g Kakaopulver und 20 g Haushaltszucker, gel6st in 250 mL Vollmilch (siehe
Abschnitt 5.5.2). Bis zur nachsten Blutentnahme war es der Probandin nicht
gestattet, Getranke (mit Ausnahme von Wasser) oder Nahrung auf zu nehmen. Zwei
Stunden nach dem Verzehr des Getrankes wurde erneut Blut entnommen. Die
Blutentnahme erfolgte jeweils in 9 mL EDTA-R&hrchen und die Blutproben wurden
unverziglich nach Entnahme auf Eis geklhlt.

Zur Humanplasmagewinnung wurden die Blutproben direkt nach Blutentnahme 15
min bei 4000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Plasma wurde unverziglich in 500 pL-
Portionen aliquotiert, mit einer antioxidativen L&sung (siehe Abschnitt 5.5.4) [188]
stabilisiert und bei —80°C eingefroren. Unter diesen Bedingungen zeigten sich die
Catechine als stabil [36, 99, 104, 188].

2.4.2 Einflussfaktor Milch

Milch enthalt, abhdngig von der verwendeten Milchsorte, 1,5-4% Fett und 3,5%
Protein. Im Hinblick auf die Resorption von Polyphenolen ins menschliche Blut gibt
es divergierende Meinungen dartber, inwieweit Milchfett sowie Milchproteine die
Aufnahme ins Blut hemmen. Serafini et al. (1999) [153] berichtete, dass die Zugabe
von Milch zu schwarzem Tee den Anstieg des antioxidativen Potentials im Blut
verringert. Dabei wurde davon ausgegangen, dass es zu Interaktionen zwischen den
Milchproteinen und den Tee-Catechinen kommt, was eine verminderte Aufnahme ins
Blut zur Folge haben kdénnte. Deshalb wurden mehrere Studien durchgefiihrt, die den
Effekt der Milchproteine auf die Bioverfigbarkeit der Flavonoide untersuchten [79,
100, 145, 174]. So haben beispielsweise Roura et al. (2007) [145] und Keogh et al.
(2007) [79] feststellen kdnnen, dass Milchproteine offenbar keinen Einfluss auf die
Bioverflgbarkeit der Kakaoflavonoide haben.
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Um sicherzustellen, dass die Resorption von Catechin und Epicatechin in den
menschlichen Organismus tatséchlich nicht durch den Einfluss von Milchproteinen
oder Milchfett gehemmt wird, wurden im Rahmen dieser Arbeit entsprechende
Untersuchungen durchgefihrt.

FUr diese Untersuchungen konsumierte die Probandin an zwei unterschiedlichen
Tagen jeweils ein Kakaogetrank. Dabei handelte es sich am ersten Tag der
Untersuchungsreihe um ein milchfreies Kakaogetrank auf Wasserbasis. Eine Woche
spater wurde die identische Menge an Kakao, gel6st in Vollmilch, aufgenommen. An
beiden Versuchstagen wurde der Probandin Blut entnommen. Das erhaltene Plasma
wurde direkt am Tag der Blutentnahme aufgearbeitet und analysiert.

Ein Vergleich der erhaltenen Catechin-/Epicatechin-Konzentrationen, die in den
beiden Humanplasmaproben gefunden wurden, zeigt, dass die Milch keinen
signifikanten Einfluss auf die Resorption der Flavan-3-ole ins Blut hat (Abbildung 57).
Beim Verzehr des Kakaos mit Vollmilch zeigt (—)-Epicatechin sogar einen geringfligig
hdheren Wert als der Wert, der nach dem Verzehr mit Wasser erhalten wurde. Dies
hat jedoch keine Bedeutung, da derartige Abweichungen von der physiologischen
Konstitution der Probandin sowie ihrer Erndhrung in den letzten Tagen abhangen
kénnen. Dementsprechend kann auch die minimale Abweichung im (—)-Catechin-
Wert erklart werden.

In den darauf folgenden Selbstversuchen, wurde das Kakaogetrank ausschlieBlich
mit Vollmilch hergestellt. Hintergrund dieser Entscheidung war es, dass im
alltaglichen Gebrauch Kakaogetranke mit Milch hergestellt werden und die in dieser
Arbeit durchgefiihrten Versuche méglichst der Realitat entsprechen sollten.
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Abbildung 57 Vergleich der einzelnen Peakfldchen von (—)-Epicatechin, (+)-Catechin und (-)-
Catechin nach Konsumieren eines Kakaogetrdnks gelést in Wasser und nach
Konsumieren eines Kakaogetrdnks geldst in Vollmilch
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2.4.3 Lagerstabilitat der Humanplasmaproben

Um Humanstudien sinngerecht und mit dem Ziel, stichhaltige Ergebnisse zu erhalten,
durchfihren zu kénnen, ist es wichtig, zu ermitteln unter welchen Bedingungen und
vor allem auch wie lange die zu analysierenden Verbindungen in gelagerten Proben
(hier: Humanplasma) stabil sind. In der Literatur gibt es Hinweise bezlglich der
Stabilitdt von Tee-Catechinen in Humanplasma. So haben Lotito et al.(2006) [105]
und Lee et al. (1995) [98] feststellen kdénnen, dass durch den Zusatz einer
antioxidativen Lésung (siehe Abschnitt 4.5.4) und Lagerung der Proben bei —80°C,
eine Stabilitat der Catechine von bis zu 6 Monaten erreicht werden kann.

Unter diesen beschriebenen Bedingungen wurde in dieser Arbeit ein
Lagerungsversuch zur Stabilitdt der Kakao-Flavan-3-ole in Humanplasma
durchgefiihrt. Hierzu wurde der Probandin zwei Stunden nach Kakaogenuss Blut
entnommen. Von dem gewonnenen Plasma wurden 500 pL direkt aufgearbeitet
(siehe Abschnitt 2.4.1) und nach der beschriebenen chiralen HPLC-Methode
analysiert. Das restliche Plasma wurde in 500 pL Portionen aliquotiert, mit
antioxidativer Losung versetzt und bei

—80 °C eingefroren und gelagert.

In unterschiedlichen Zeitabstanden wurden die Plasmaproben unter gleichbleibenden
Bedingungen aufgearbeitet und vermessen. Dementsprechend wurden die
erhaltenen Konzentrationen der monomeren Kakao-Catechine nach 4, 7, 15, 19, 20
und 27 Tagen Lagerung gegenubergestellt und verglichen.

Aus der in Abbildung 58 wiedergegebenen Darstellung wird sichtbar, dass der Gehalt
der monomeren Flavan-3-ole mit ansteigender Lagerungszeit abnimmt.

Nach 27 Tagen hat sich die Konzentration des Catechin-Gehaltes (£ (+)- und (-)-
Catechin) um nahezu 50% reduziert, die Konzentration des (—)-Epicatechins im
Plasma sogar um bis zu 65%. Werden die einzelnen Epimere des Catechins
betrachtet, sind nach 27 Tagen vom (+)-Catechin nur noch knapp 44% des
Ausgangsgehaltes wiederzufinden, wohingegen (-)-Catechin noch zu 71% enthalten
ist.
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Abbildung 58 Darstellung der Lagerstabilitdt von (+)-und (-)-Catechin, der Summe aus (+)-
und (—)-Catechin und (—)-Epicatechin gemessen (iber einen Zeitraum von vier
Wochen

Eine plausible Erklarung fiir diese Beobachtung gibt es derzeit noch nicht. Alle, bei
der Lagerung der Plasmaproben beachteten Parameter sprechen gegen einen
Abbau der Verbindungen wahrend der Lagerungszeit. Bei einer Temperatur von
—80°C sind bekanntlich alle enzymatischen Reaktionen ausgeschaltet. Catechine
sind stark oxidationsempfindlich und werden unter Lichteinfluss, bei basischem pH-
Wert oder durch Oxidasen zersetzt. Durch die Zugabe einer Lbsung aus
Ascorbinsdure und EDTA liegt einerseits ein saurer pH-Wert in der Probe vor und
andererseits wirkt die Ascorbinsdure als Scavenger und verhindert somit die
Oxidation. Auch das enthaltene EDTA minimiert das Risiko eines oxidativen Abbaus,
indem es Metallionen komplexiert, die zu einer Oxidation der Catechine fihren
kénnten. Um mehr Informationen und Hinweise bezlglich dieser Beobachtung zu
erhalten und zur Absicherung der in Abbildung 58 dargestellten Ergebnisse, ist es
erforderlich, eine gréBere Anzahl an Lagerungsstudien mit weiteren
Lagerungsparametern durchzuflihren. Die in dieser Arbeit beschriebenen Analysen
wurden deshalb spatestens vier Tage nach Blutenthahme durchgefihrt, um
sicherzustellen, dass noch kein Abbau der zu untersuchenden Verbindungen
stattgefunden hat.
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2.4.4 Ein-Personen-Studie [Kakaogenuss]

Im Verlauf einer Ein-Personen-Studie wurde der Probandin insgesamt siebenmal zu
unterschiedlichen Zeitpunkten Blut entnommen.

Zur Kontrolle auf Polyphenolfreiheit des Plasmas wurde eine Probe vor Genuss des
Kakaogetranks (To) entnommen. Nach Kakaokonsum wurde jeweils nach %2 h, 1 h, 1
2h, 2 h, 3 h und 6 h Blutproben genommen. Die erhaltenen Proben wurden
unverzlglich, wie in Abschnitt 2.3.1.2 beschrieben, aufgearbeitet und analysiert. In
Abbildung 59 ist der Konzentrationsverlauf des (—)-Epicatechins, (+)-Catechins und
(—)-Catechins im Humanplasma Uber den Zeitraum von 6 Stunden graphisch
wiedergegeben. Das Maximum an Flavanolen im Humanplasma ist 2 Stunden nach
Bolusgabe eines Kakaogetranks erreicht.
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Abbildung 59 Darstellung des Konzentrationsverlaufs der monomeren Flavan-3-ole im
Humanplasma (ber einen Zeitraum von 6 Stunden

Bereits Bell et al. (2000) [21], die (+)-Catechin nach Genuss von Rotwein im
Humanplasma nachgewiesen haben, konnten feststellen, dass nach 1-2 h die
maximale Konzentration im Plasma erreicht wird. Auch nach Genuss von griinem
Tee wurde der maximale Gehalt an Tee-Catechinen nach 1-2 h ermittelt [100,105].

Die Flavanole werden demzufolge vom menschlichen Organismus schnell resorbiert,
haben allerdings nur eine kurze Verweildauer. Dies ist aus der in dieser Arbeit
durchgefihrten Ein—Personen-Studie wie auch aus den Literaturstudien ersichtlich.
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Der Plasmaspiegel an Flavanolen ist nach 6—-8 h wieder nahezu am Ausgangswert
angelangt. Die nachfolgenden Untersuchungen wurden daher anhand der 0 h-
Proben (Ty) und 2 h-Proben (T2) durchgeflhrt.

In Abbildung 60 sind Chromatogramme wiedergegeben, die von Plasmaproben der
Zeitpunkte 0 h und 2 h stammen. Sowohl die Ty- als auch die T»-Plasmaprobe
wurden der enzymatischen Behandlung mit Sulfatase und B-Glucuronidase
unterworfen. Fir den Zeitraum T, sind in Abbildung 60 zwei Chromatogramme
abgebildet

[(a), (b)], die aus zwei unterschiedlichen Studientagen stammen.
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Abbildung 60 HPLC-CEAD Chromatogramme von Humanplasmaproben nach enzymatischer
Behandlung mit Sulfatase und [B-Glucuronidase, analysiert mittels chiraler
HPLC
Plasma nach 12 Stunden Fasten T, (unterschiedliche Studientage)(A); Plasma
2 Stunden nach Kakaogenuss T, (B)

Anhand der To-Proben ist zu erkennen, dass die Probandin sich an die eintagige
polyphenolfreie Diat gehalten hat, wodurch im Chromatogramm zum Zeitpunkt Tg
fast keine Signale sichtbar werden. Es zeigt aber auch, dass die To-Proben sich,
abhangig von der koérperlichen Konstitution oder der Erndhrungsweise der
Probandin, verandern.

Folglich kann davon ausgegangen werden, dass die nach dem Kakaoverzehr
detektierten Signale aus dem Kakao stammen.

Das Ergebnis der T»-Probe (Abbildung 60 (B)) weist viele Signale auf. Dabei sind die
monomeren Flavan-3-ole (—)-Epicatechin, (+)-Catechin und (—)-Catechin eindeutig
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wieder zu finden. Auch Procyanidin By, das Proanthocyanidin mit der hdchsten
Konzentration in Kakao konnte in der Humanplasmaprobe detektiert werden.

Bislang wurde nur in einer Verdffentlichung von Holt et al. (2002) [74] von einer
Identifizierung des Procyanidin B, in Humanplasma berichtet. Mit dieser hier
vorliegenden Arbeit konnte somit das Ergebnis von Holt et al. bestatigt werden.
Allerdings erfolgte die Identifizierung dieser Verbindung ausschlieBlich durch
Retentionszeitenvergleich und einen Vergleich der Voltamogramme des Procyanidin
B.o-Standards und des Probensignals.

Wie das Chromatogramm der Abbildung 60 (B) erkennen lasst, kann kein (+)-
Epicatechin detektiert werden, obgleich der konsumierte Kakao (+)-Epicatechin
beinhaltet (Abbildung 61). Ursache dessen ist der sehr geringe Gehalt an (+)-
Epicatechin in Kakao (Kapitel 1.2).
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Abbildung 61 HPLC-CEAD Chromatogramm des zum Verzehr verwendeten Kakaopulvers
[Aufarbeitung nur fiir monomere Catechine (siehe Abschnitt 5.4.2)]

In einigen Publikationen tGber den Metabolismus der Flavanole beim Menschen wird
berichtet, dass Catechin und Epicatechin nicht frei sondern vollstandig als
Glucuronide, Sulfate und methylierte Derivate im menschlichen Organismus
vorliegen [17, 41, 42, 89]. Zur Uberpriifung dessen, wurde eine T>-Probe ohne
vorangehende enzymatische Hydrolyse aufgearbeitet und analysiert.

Abbildung 62 bestétigt, dass die monomeren Flavan-3-ole nicht nennenswert in freier
Form im Humanplasma vorkommen.
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Abbildung 62 HPLC-CEAD Chromatogramm einer Plasmaprobe 2 Stunden nach Kakaogabe,
ohne enzymatische Hydrolyse

Die Konzentration von (+)- und (-)-Catechin in einer 2 Stunden nach Bolusgabe
eines Kakaogetranks erhaltenen Humanplasmaprobe, die einer enzymatischen
Behandlung unterworfen wurde, betragt z.B. 22,1 ng/mL fir (+)-Catechin und 27,5
ng/mL far (-)-Catechin.

Im Humanplasma ergibt sich somit ein (+)-Catechin zu (—)-Catechin Verhaltnis von
0,8. Im Kakaopulver liegt dieses Verhaltnis bei 0,043.

Die Verschiebung des Verhélinisses wird in einem weiteren Experiment, das in
Abschnitt 2.4.2 besprochen wird, bestatigt und genauer diskutiert.

Bei allen in diesem Abschnitt erhaltenen Ergebnissen und neuen Erkenntnissen, ist
es wichtig zu berlcksichtigen, dass mittels dieser Methode bislang ausschlieBlich die
glucuronidierten- und sulfatierten Catechine analysiert werden kénnen. Methylierte
Flavanole werden hierbei nicht registriert, da diese nicht durch enzymatische
Hydrolyse freigesetzt werden kénnen. Es ist anzunehmen, dass ein oder mehrere der
in Abbildung 60 (B) auftretenden, nicht identifizierten Signale methylierte Catechine
sein kénnen. Methylierte Catechine sind nicht als Standards erhaltlich. Auch eine
Identifizierung der methylierten Verbindungen im Humanplasma mittels LC-MS stellt
sich als problematischer dar als erwartet, da die Konzentrationen der Verbindungen
in den Plasmaproben so gering sind, dass eine Fragmentierung der Verbindungen
durch die MS nicht gemessen werden kann.

Demnach ist es notwendig, die methylierten Catechine selbst zu synthetisieren und
zu isolieren. Da Catechin und Epicatechin vier methylierbare Hydroxylgruppen
haben, kénnen bei der Synthese unterschiedliche Derivate an methyliertem Catechin
und Epicatechin entstehen.
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Vom 3’-O-methylierten-Catechin und 4°-O-methylierten-Catechin ist bekannt, dass
sie im Humanplasma nach Verzehr von catechinhaltiger Nahrung vorliegen.

Eine gezielte Synthese der methylierten Catechine konnte im Rahmen dieser Arbeit
nicht realisiert werden.

Fazit der Ein-Personen-Studie [Kakaogenuss]

Anhand dieser Vorstudie konnte bereits gezeigt werden, dass sowohl (+)-Catechin
als auch (-)-Catechin vom menschlichen Organismus resorbiert werden.

Zusatzlich wurde festgestellt, dass das (—)-Catechin tendenziell einem anderen
Metabolismus unterliegt, als das von Natur aus in der Kakaobohne vorkommen (+)-
Catechin. Dartber hinaus war es mit der chiralen HPLC mdglich, Angaben aus der
Literatur, die Uber nicht-chirale Systeme gemacht wurden, zu bestatigen.

Eine exakte Aussage Uber die Bioverfligbarkeit und den exakten Metabolismus der
einzelnen Enantiomere kann jedoch noch nicht getroffen werden.

2.4.5 Ein-Personen-Studie [(+)/(-)-Catechin-Standard Verzehr]

Bei diesem Vorversuch wird entsprechend der Vorstudie aus Abschnitt 2.4.1.4
vorgegangen. Der Unterschied zu der Ein-Personen-Studie aus dem
vorangegangenen Abschnitt ist, dass die Probandin statt eines Kakaogetranks eine
Lésung aus einem (+)/(—)-Catechin-Standard, gelést in Vollmilch, konsumierte.
Hintergrund dieses Versuches war es, anhand der Gabe eines racemischen
Gemisches aus (+)- und (—)-Catechin, leichter eine Aussage uUber die
Bioverflgbarkeit bzw. Uber die Art der Metabolisierung der einzelnen Enantiomere
machen zu kdnnen.

Aber auch die Mdoglichkeit, dadurch eine wesentlich gréBere Menge an (+)/(-)-
Catechin aufnehmen zu kénnen und somit gréBere und eindeutigere Signale im
Humanplasma zu erhalten, begriindeten diese Art von Selbstversuch.

Mit der Bolusgabe von 225 mg (+)-/(—)-Catechin-Standard, hat die Probandin in etwa
dass 10 fache an Catechin aufgenommen, als nach Genuss des Kakaogetranks. Die
Chromatogramme der Abbildung 63 zeigen zum einen die chirale Trennung des zum
Verzehr verwendeten reinen (+)/(-)-Catechin-Standard (A) und zum zweiten die
chirale Trennung der Catechine in Humanplasma 2 Stunden nach Aufnahme der
Standardlésung.

125



126 | Ergebnisse und Diskussion

(A
_ 9 —-Catechin
g 0 {+)-Catechin =)
(e)]
p 150 ™~
e _
2 T
§ = 100
=2 A
S5 &
o O
A b o
100 200 300 400 A0
Retentionszeit (min)
B)
120 (+)-Catechin
e 100
2
n
8 £
RS
@0 = £ AR
E ‘ (-)-Catechin
23
sg /
2 d ‘
% g ) U \_Jw J\ L/‘.J\M
i\ I IV (15 W p

100 200 300 400 ]
Retentionszeit (min)

Abbildung 63 HPLC-CEAD Chromatogramme eines (+)/(—)-Catechin-Standards (A) sowie einer
Plasmaprobe 2 Stunden nach Verzehr einer Standardlbsung nach enzymatischer
Behandlung(B)

Wie zu erkennen ist, hat sich das Verhaltnis von (+)-Catechin zu (-)-Catechin im
Humanplasma im Vergleich zum reinen Standard deutlich veréandert.

Im Humanplasma wurden 225 ng/mL (+)-Catechin und nur 63 ng/mL (-)-Catechin
gefunden. Damit ergibt sich in der Plasmaprobe ein Verhéltnis von (+)- zu (-)-
Catechin von 4,05, wohingegen das Verhaltnis der beiden Enantiomere im
verzehrten Standard bei 0,81 liegt.

Dieses Ergebnis, als auch das Ergebnis der Vorstudie nach Kakaogenuss, zeigen,
dass relativ zur aufgenommenen (+)/(—)-Catechin Menge mehr glucuronidiertes und
sulfatiertes (+)-Catechin im Plasma zu finden ist als (—)-Catechin.

Die glucuronidierten und sulfatierten Catechine werden durch Hydrolyse mittels der
Enzyme B-Glucuronidase und Sulfatase freigesetzt. Aus diesem Grund muss die hier
getroffene Aussage mit Vorsicht betrachtet werden, da es nicht absolut sicher ist, ob
die eingesetzten Enzyme stereospezifisch reagieren.

Unter der Annahme, dass die Enzyme die Dekonjugation nicht stereoselektiv
beeinflussen, weisen die erhaltenen Werte der Versuche darauf hin, dass (-)-
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Catechin womdglich weniger gut resorbiert wird als (+)-Catechin bzw. einem anderen
Metabolismus unterliegt. Beispielsweise kdnnte das (-)-Catechin zu hdheren Anteilen
methyliert im Plasma vorliegen als das (+)-Catechin.
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2.4.6 Cross-over Studie mit 12 Probanden

Zusammen mit der Abteilung Ernadhrungsphysiologie des IEL wurde im Januar 2010
eine Humanstudie mit insgesamt 12 Probanden (6 Frauen, 6 Manner, Nichtraucher)
im Cross-over Design durchgefiihrt [Danone Projekt].

Jeder der Probanden musste an zwei unterschiedlichen Tagen ein Kakaogetrank zu
sich nehmen. Die Kakaogetranke wurden zum einen aus nicht alkalisiertem und
andererseits aus stark alkalisiertem Kakaopulver hergestellt. Wie bereits gezeigt
wurde, sind die Epimerenverhaltnisse in nicht alkalisiertem und alkalisiertem Kakao
unterschiedlich. Jedem Probanden wurde zu sieben unterschiedlichen Zeitpunkten
Blut entnommen. Die erste Blutentnahme erfolgte morgens niichtern vor Genuss des
Kakaogetranks. Die weiteren 6 Blutentnahmen fanden anschlieBend nach %2 h, 1 h, 1
2h, 2 h, 3 h und 6 h nach Verzehr des Kakaogetranks statt. Somit konnte fiir jeden
der Probanden festgestellt werden, wann sein Maximum an Flavan-3-olen im Blut
erreicht wurde. Abbildung 64 zeigt am Beispiel von (—)-Epicatechin und vier
ausgewahlten Probanden, dass der Zeitpunkt des Maximums bei den Probanden
zwischen 0,5 h und 2 h schwankt. Aber auch bei den einzelnen Probanden sind
UnregelmaBigkeiten zu beobachten (Abbildung 65). Die Ursachen flr derartige
Schwankungen, kénnen die koérperliche Konstitution sowie die Lebens- und
Erndhrungsweise der einzelnen Probanden sein. Die Abbildung Xl im Anhang zeigt
die Konzentrationsverlaufe von (+)/(=)-Catechin im Humanplasma von allen 12
Probanden.
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250,00 -
200,00 -

150,00 - —=- - Proband 8

——Prohand 1
= ¢ =Prohand 7

100,00 1 - Proband B

Konzentration (ng/mL)

50,00 -

Abbildung 64 Darstellung des Konzentrationsverlaufs von (—)-Epicatechin im Humanplasma
Uiber einen Zeitraum von 6 Stunden bei 4 ausgewéhlten Probanden (Proband 1,
6, 7 und 8), die nicht alkalisierten Kakao konsumiert haben
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Abbildung 65 Darstellung des Konzentrationsverlaufs von (—)-Epicatechin im Humanplasma
Uber einen Zeitraum von 6 Stunden bei zwei ausgewdhlten Probanden

(Proband 3 und 6), die sowohl nicht alkalisierten Kakao als auch alkalisierten
Kakao konsumiert haben

Derartige Diskrepanzen innerhalb der gesamten Probandengruppe werden auch
bei Betrachtung des Catechin/Epicatechin-Plasmaspiegel deutlich. Die Graphik in
Abbildung 66 zeigt, wie stark der Gehalt an (-)-Epicatechin, (+)-Catechin und (-)-
Catechin im Humanplasma nach Aufnahme eines identischen Kakaogetranks
variiert (logarithmische Darstellung).
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Abbildung 66 Darstellung des (—)-Epicatechin, (+)- und (—)-Catechin Plasmaspiegels bei allen 12
Probanden nach Verzehr eines identischen Kakaogetrédnkes aus alkalisiertem Kakao.
(logarithmische Darstellung)

Eine Erklarung fir die so unterschiedlichen Gehalte an Flavan-3-olen im Plasma gibt
es derzeit noch nicht. Es bestent auch hier die Vermutung, dass das
Resorptionsvermdgen einer Person von ihrer kérperlichen Konstitution sowie von
ihrer Lebensgewohnheit abhangt oder, dass die Absenz bestimmter Enzyme bei
einigen Probanden zu einer verminderten Resorption der Flavan-3-ole fihren kann.
Bei dieser Studie konnte anhand der chiralen Analytik nachgewiesen werden, ob ein
Proband einen stark alkalisierten Kakao oder einen nicht alkalisierten Kakao
konsumiert hat. Da jeder Proband, verblindet und an unterschiedlichen Tagen Kakao
mit divergierenden Verhaltnissen an (+)/(—)-Catechin und (+)/(—)-Epicatechin zu sich
genommen hat, war es méglich die Ergebnisse beider Versuchstage flir jeden
Probanden gegentber zustellen und so zu ermitteln, welcher Kakao an welchem Tag
konsumiert wurde. In Abbildung 67 sind von 2 Probanden reprasentative
Chromatogramme gegenibergestellt, die den Unterschied zwischen dem Verzehr
von alkalisiertem und nicht alkalisiertem Kakao verdeutlichen.

Bei beiden ist deutlich zu erkennen, dass das (—)-Epicatechin Signal nach Verzehr
von alkalisiertem Kakao (Abbildung 67 B) kleiner wird und das (-)-Catechin Signal
daflr etwas zunimmt. Allerdings korreliert die (—)-Epicatechin Abnahme nicht mit der
Zunahme an (—)-Catechin. Diese Ergebnisse der Cross-over Studie zeigen, ebenso
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wie bereits die vorangegangenen Ein-Personen-Studien, dass der menschliche
Organismus durchaus in der Lage ist, beide Enantiomere des Catechins zu
resorbieren.
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Abbildung 67 HPLC-CEAD Chromatogramme der Humanplasmaproben von zwei Probanden
(Proband 3, Proband 12) nach Verzehr unterschiedlicher Kakaogetrdnke. Nicht
alkalisierter gerdsteter Kakao (A) und alkalisierter gerésteter Kakao (B)

Ein weiteres Ziel dieser Studie war, heraus zu finden, ob und in wie fern die
Entstehung der atypischen Catechin-Enantiomere Einfluss auf physiologische
Aspekte nimmt. Die physiologischen Untersuchungen, wie beispielsweise die
antioxidative Kapazitat (TEAC), wurden von der Abteilung Ernahrungsphysiologie
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des IEL (Universitat Bonn) Ubernommen und ausgewertet. Die dabei erhaltenen
Ergebnisse werden in dieser Arbeit nicht vorgestellt, sollen aber in einer
gemeinsamen Verodffentlichung diskutiert werden. Die analytischen Untersuchungen
der Humanplasmaproben auf Vorkommen und Gehalt an (+)/(-)-Catechin und (+)/(-)-
Epicatechin wurden mit der in Abschnitt 2.3 dargestellten HPLC Methode ausgefihrt.
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3. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Methoden zur chiralen Trennung einiger
enantiomerer als auch diastereomerer Polyphenole entwickelt und optimiert.

Die Methodenentwicklung beschrankte sich hierbei nicht nur auf Inhaltsstoffe
bestimmter Lebensmittel, sondern umfasste zusatzlich Humanplasma als komplexe
biologische Matrix. Im Vordergrund der methodischen Entwicklungen stand die
chirale Trennung der monomeren Flavan-3-ole (+)- und (—)-Catechin sowie (+)- und
(—)-Epicatechin.

Die Wahl der eingesetzten analytischen Gerate war von der zu erwartenden
Konzentrationsmenge der Verbindungen in der jeweiligen Matrix abhangig. In Kakao
liegen hohe Konzentrationen an Catechinen vor. Orangen und Orangensafte
enthalten gr6Bere Mengen an Flavanonglykosiden. Folglich war es bei beiden Fallen
erfolgversprechend, die Kapillarelektrophorese mit Diodenarraydetektor (DAD) als
analytisches Verfahren einzusetzen.

Da der menschliche Organismus nur Bruchteile der aufgenommenen Flavanole
resorbiert, sind im Humanplasma Konzentrationen im Nanogramm pro Milliliter-
Bereich zu erwarten. Fir einen derart niedrigen Konzentrationsbereich ist das CE-
DAD System nicht ausreichend empfindlich.

Als Verfahren der Wahl kam somit ein chirales HPLC—System mit coulometrischem
Elektrodenarray-Detektor (CEAD) zum Einsatz, da diese Art von Detektion eine sehr
hohe Empfindlichkeit aufweist.

Methodenentwicklung zur chiralen CE-Trennung von Flavanonglykosiden

Vier in Orangensaft vorkommende Flavanonglykoside (Hesperidin, Didymin, Narirutin
und Narirutinglykosid) wurden unter Einsatz eines speziellen
kapillarelektrophoretischen Verfahrens chiral, teilweise zum ersten Mal in ihre
jeweiligen  Diastereomere getrennt. Der erste Anhaltspunkt flr die
Methodenentwicklung war die Arbeit von Gel-Moreté (2003) [59], in welcher bereits
die Flavanonglykoside Hesperidin und Narirutin mittels CE chiral analysiert wurden.
Zur Aufkonzentrierung der Verbindungen am Anfang der Kapillare und zur
Verbesserung der Trennung wurde das ,Sample Stacking®-Verfahren angewendet.
Als chiraler Selektor wurde eine Kombination aus HP-B-CD und CM-B-CD eingesetzt.
Durch Variation weiterer kapillarelektrophoretischer Parameter (pH-Wert des Puffers,
Pufferzusammensetzung und CD-Konzentration) konnte eine Basislinientrennung
aller vier Diastereomerenpaare erreicht werden.
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Methodenentwicklung zur chiralen Trennung von Flavan-3-olen mittels
CD-MEKC

Durch Einsatz eines kapillarelektrophoretischen Verfahrens, der CD-MEKC, wurde
eine Referenzmethode zu der CZE-Methode von Kofink et al. (2007) [86], entwickelt,
die eine chirale Trennung der in Kakao vorkommenden monomeren Flavan-3-ole
(Catechin und Epicatechin) ermdglicht. Hierzu wurden unterschiedliche
Pufferzusammensetzungen und Pufferkonzentrationen getestet. Als Mizellbildner
wurde SDS verwendet und dessen Konzentration optimiert. Der zur chiralen
Trennung bendtigte und am besten geeignete Selektor ist bei dieser Methode, wie
auch bei der CZE, das HP-y-CD.

Es wurden mit CD-MEKC sowie mit der CZE [85] Kakaoproben analysiert und die
erhaltenen Ergebnisse aus beiden Methoden verglichen, wobei sich eine sehr gute
Ubereinstimmung ergab.

Chirale Trennung der Flavan-3-ole in Humanplasma mittels HPLC-CEAD

Unter Verwendung einer permethylierten Gamma-Cyclodextrinsdule (PM-y-CD)
wurde eine chirale HPLC Methode zur Trennung der Catechin-Enantiomere
entwickelt. Zusammen mit der Erprobung einer geeigneten Aufarbeitungsmethode fir
Humanplasmaproben ist es gelungen, die monomeren Flavan-3-ole der
glucuronidierten und sulfatierten Metabolite chiral in Humanplasma nach
Kakaogenuss zu analysieren.

Nach bisherigem Wissensstand ist dies die erste in der Literatur beschriebene chirale
Trennung der Catechin-Enantiomeren in menschlichem Blutplasma [143].

Die Methode liefert hohe Wiederfindungen und gute Reproduzierbarkeiten, sowie
niedrige Werte fir die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen. In einem Selbstversuch
konnte schlieBlich gezeigt werden, dass tatsachlich beide Flavanol-Enantiomere vom
menschlichen Organismus resorbiert werden. Anhand weiterer Selbstversuche wurde
festgestellt, dass die atypischen Enantiomere offensichtlich einem anderen
Metabolismus unterliegen oder mdglicherweise nicht in dem gleichen Umfang
resorbiert werden, wie die von Natur aus im Kakao vorkommenden Catechine.

Um dies exakt aufklaren zu kénnen, ist es erforderlich, die methylierten Catechine
ebenfalls chiral analysieren zu kénnen. Erst dann kann eine eindeutige Aussage Uber
die Bioverfugbarkeit der Catechin-Enantiomere gemacht werden. Dies konnte im
Laufe dieser Arbeit nicht realisiert werden.
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4. Ausblick

Die in dieser Arbeit entwickelte kapillarelektrophoretische Methode zur Trennung der
Flavanonglykoside in Orangensaft soll dazu dienen, dass anhand der Verhaltnisse
der jeweiligen Diastereomeren Uberprift werden kann, nach welchem Verfahren ein
Orangensaft hergestellt wurde, d.h. ob es sich um einen frisch gepressten
Orangensaft, einen Direkisaft oder um einen aus Orangensaftkonzentrat
hergestellten Saft handelt.

Auch die CD-MEKC, die zur chiralen Trennung der Catechin-Enantiomeren als
Referenzmethode entwickelt wurde, soll im weiteren dazu dienen, herausfinden zu
kénnen, welchen Einfluss die Verfahrensschritte zur Herstellung von Kakao und
kakaohaltigen Produkten auf die Enantiomerenverhaltnisse hat. In einer bereits
laufenden Dissertation wird der Einfluss des Rdstprozesses untersucht.

Der sicherlich interessanteste Aspekt ist die chirale Trennung von (+)/(=)-Catechin
und (—)-Epicatechin der glucuronidierten und sulfatierten Metabolite in Humanplasma
nach Verzehr von Kakao. Mit der beschriebenen chiralen HPLC-Methode kann auch
(+)- und (-)-Epicatechin getrennt werden. In Humanplasma ist die Konzentration an
(+)-Epicatechin allerdings so gering, dass es mit dem verwendeten HPLC-System
nicht mehr detektierbar ist. Durch diese Methode werden zum ersten Mal nahere
Einblicke in den Metabolismus und die Resorption chiraler Polyphenole in den
menschlichen Organismus ermdéglicht. Die hier entwickelte chirale HPLC soll die
Auswertung erndhrungsphysiologischer Studien, die mit Kakao oder kakaohaltigen
Produkten durchgefiihrt werden, unterstitzen. In einer cross-over Studie, die
zusammen mit Abteilung Erndhrungsphysiologie des IEL (Universitdt Bonn)
durchgefihrt wurde, konnte die in dieser Arbeit dargestellte Methode bereits
erfolgreich angewendet werden [gemeinsame Veréffentlichung in Vorbereitung].
Angesichts der Tatsache, dass bislang nur die glucuronidierten und sulfatierten
Catechine im Blut erfasst werden, soll durch weitere Forschungen auch die
Identifikation sowie die chirale Trennung der methylieten Catechine im
Humanplasma erarbeitet werden. Uberdies hinaus, soll es in der Zukunft mdglich
werden, die im Humanplasma vorkommenden chiralen Metabolite der Flavan-3-ole
direkt und ohne vorangehende enzymatische Hydrolyse analytisch bestimmen zu
kénnen.
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5. Material und Methoden

5.1 Chemikalien und Zubehor

5.1.1 Standardsubstanzen

Flavanon-7-O-glykoside

Naringin [Naringenin-7-O-neohesperidosid]

Hesperidin [Hesperetin-7-O-rutinosid]

Narirutin [Naringenin-7-O-rutinosid]

Neohesperidin [Hesperetin-7-O-neohesperidosid]

Eriocitrin [Eriodictyol-7-O-rutinosid]

Didymin [Isosakuranetin-7-O-rutinosid]

Flavan-3-ole

(+)-Catechin

(+)/(-)-Catechin Hydrat

(—)-Epicatechin

Procyanidin B>

Material | 137

Chemikalien & analytische Gerate

Sigma-Aldrich (St.Louis, MO,
USA)

Sigma-Aldrich (St.Louis, MO,
USA)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Sigma-Aldrich (St.Louis, MO,
USA)

Sigma-Aldrich (St.Louis, MO,
USA)

Extrasynthése (Genay,
Frankreich)

Sigma-Aldrich (St.Louis, MO,
USA)

Sigma-Aldrich (St.Louis, MO,
USA)

Sigma-Aldrich (St.Louis, MO,
USA)

Fluka (Buchs, Schweiz
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5.1.2 Chemikalien fiur CE-Trennpuffer

Borséaure, p.a. (HsBOs3)
di-Natriumtetraborat (Na>B4O7)
Natriumhydroxid Platzchen p.a. (NaOH)

Salzsaure rauchend 37%, p.a. (HCI)

Pufferadditive
Natriumdodecylsulfat

Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin (HP-3-CD)

Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin (HP-B-CD)
Carboxymethyl-B-Cyclodextrin (CM-3-CD)

(2-Hydroxypropyl)-y-Cyclodextrin (2HP-y-CD)

5.1.3 Materialien fiir die CE

Kapillare, 75 um 1.D., 375 um O.D., 5 m
Kuhlflussigkeit P/ACE MDQ
PCR Vials

1,5 mL KGW-Vials, 32 x 11,6 mm

Merck (Darmstadt, Deutschland)
KMF (Lohmar, Deutschland)
Merk (Darmstadt, Deutschland)

Fluka (Buchs, Schweiz)

Merk (Darmstadt, Deutschland)

Wacker-Chemie (Burghausen,
Deutschland)

Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
Fluka (Buchs, Schweiz)

Fluka (Buchs, Schweiz)

Beckman Coulter (Fullerton, USA)
Beckman Coulter (Fullerton, USA)
Beckman Coulter (Fullerton, USA)

VWR (Darmstadt, Deutschland)



5.1.4 Chemikalien fir das HPLC-System

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
(NaHgPO4 X HQO)

Reinstwasser

Acetonitril, HPLC-Qualitat

Ortho-Phosphorsaure, 85% p.a.

5.1.5 Materialien fiir die HPLC
Cyclobond 1-2000 RSP (250 x 4.6 mm |.D)
Permethylierte-y- Cyclodextrin Saule

(200 x 4 mm |.D., PartikelgroBe 5 pm)
Aqua-Vorsaule (4 x 2.0 mm)

Glas-Vials conic, N8-1

Vials, braun, N8-1

5.1.6 Sonstige Materialien und Chemikalien

Chromabond SPE-Kartuschen C18 Hydra

Chromabond SPE-Kartuschen C18 Hydra

Chromabond SPE-Kartuschen Polyamid

Material
Chemikalien & analytische Gerate

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Millipore Direct Q ® 3UV
(Molsheim, Deutschland)

Fisher Scientific (Loughborough,
England)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

astec (Whippany, NJ, USA)

Macherey-Nagel (Duren,
Deutschland)

Phenomenex (Aschaffenburg,
Deutschland)

Macherey-Nagel (Duren,
Deutschland)

Macherey-Nagel (Duren,
Deutschland)

3 mL /500 mg, Macherey-Nagel
(Daren, Deutschland)

6 mL / 1000 mg, Macherey-Nagel
(Daren, Deutschland)

3 mL /500 mg, Macherey-Nagel
(Daren, Deutschland)
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Chromabond SPE-Kartuschen Polyamid

Chromafil Einmalfilter, PET 0,45 um

Eppendorfcups, 1,5 mL

EDTA Blutrohrchen, KE/9 mL

Multifly Kanllen, pyrogenfrei

Methanol, HPLC grade

Ethanol, p.a.,reinst

N,N-Dimethylformamid (DMF), p.a.

Dimethylsulfoxid (DMSO), HPLC

EDTA

Ascorbinsaure

6 mL / 1000 mg, Macherey-Nagel
(Daren, Deutschland)

Macherey-Nagel (Duren,
Deutschland)

Eppendorf AG (Hamburg,
Deutschland)

Sarstedt AG & Co (NUmbrecht,
Deutschland)

Sarstedt AG & Co (NUmbrecht,
Deutschland)

Fisher Scientific GmbH (Schwerte,
Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck [Prolabo] (Darmstadt,
Deutschland)

Merck [Prolabo] (Darmstadt,
Deutschland)

Merck [Prolabo] (Darmstadt,
Deutschland)
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CE-Trennung der diastereomeren Flavanonglykoside in Orangensaft

5.2 Analytische Gerate

5.2.1 Kapillarelektrophoresesystem

CE-Gerét: P/ACE MDQ capillary electrophoretic System
(Beckman Coulter, Krefeld, Germany)
Detektor: Photodiodenarraydetektor

(Beckman Coulter, Krefeld, Germany)
Scanbereich: 190-600 nm

Datenverarbeitung: Beckman 32 Karat Software Version 7.0
Computer: IBM Personal Computer
Kapillaren: fused-silica Kapillaren, 375 um O.D., 75 um 1.D.

Einrichten des Detektionsfensters, durch Abbrennen
der auBeren Polyimidschicht
(Beckman Coulter, Krefeld, Germany)

5.2.2 HPLC-Systeme

5.2.2.1 HPLC mit Coulometrischem Elektrodenarray Detektor

Pumpen: Model 580 Solvent Delivery Module
(ESA, Chelmsford, MA, USA)
Degasser: Degasys DG-1310 (Uniflows, Tokyo, Japan)
Mischkammer M800 (Kontron Instruments, Neufahrn)
Pulsationsdampfer Artnr.: 14-0177 (ESA, Chelmsford, MA, USA)
Saulenofen Mistral (ESA, Chelmsford, MA, USA)
Temperatur: 30 °C
Chirale Saulen: Cyclobond 1-2000 RSP 250 x 4.6 mm,

Nucleodex PM-y-Cyclodextrin, 200 x 4 mm 1.D.,
PartikelgroBe 5 um

Nicht chirale Saule: Aqua RP18, 150 x 4.6 mm |.D., PartikelgréBe 3 um
(Phenomenex, Aschaffenburg, Germany)

Vorsaule: Aqua RP18,4 mm, 3 mm |.D

Probenaufgabe: Autosampler MODEL 540 mit 100 uL-Probenschleife

und Kihlfunktion (ESA, Chelmsford, MA, USA)
Temperatur: 4°C
Injektion: 20 pL

Detektor: Coulometric Electrode Array System (CEAS)
CoulArray 5600 mit 4 Elektroden
(ESA, Chelmsford, MA, USA)
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Potential: 0-400 mV, z.T. 500-800 mV

Reinigung der Elektroden nach jeder Analyse:

1000 mV fir 20 s, anschlieBend =350 mV fir 20 s
Datenverarbeitung: CoulArray for Windows, Software Version 1.3

5.2.2.2 HPLC fir HPLC-MS"-Messungen

Pumpe: P-580 A HPG (Dionex, ldstein, Germany)
Degasser: Degasys DG-1310 (Uniflows, Tokyo, Japan)
Saulenofen: STH 585 Column Oven (Dionex)
Temperatur: 35 °C
Saule: Aqua RP18, 150 x 2.0 mm |.D., Partikelgr6Be 3um
(Phenomenex, Aschaffenburg, Germany)
Probenaufgabe: Autosampler ASI-100T (Dionex)
Injektion: 5 pL
Detektor: UVD-340S mit Kapillarzelle
Datenverarbeitung: PC mit Software ,Chromeleon®,
letzte Version 6.8 SP Build (Steuerung,
Datenaufnahme)

5.2.2.3 Massenspektrometer

Massenspektrometer: LCQ Classic lon Trap-Massenspektrometer
(Thermo Fisher Scientific, Dreieich)

lonenquelle: ESI mit Metal Needle Kit (Thermo)

Zudosage: System Gold Programmable Solvent Modul 116

(Beckman, UnterschleiBheim)
Datenverarbeitung: PC mit Software Xcalibur, Version 1.2 SP1 (Thermo)
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CE-Trennung der diastereomeren Flavanonglykoside in Orangensaft
5.3 Trennung von diastereomeren Flavanonglykosiden in Orangensiften

5.3.1 Orangen und Orangensafte

Tabelle 25 eingesetztes Probenmaterial fiir die Methodenentwicklung der Diastereomeren
Trennung von Flavanonglykosiden in Orangensaft

Probenmaterial Herkunft

Orangen frisch (handelsiblich) Meckenheimer Wochenmarkt
laut Etikett: Spanien

Blutorangen frisch (handelsiblich) | Meckenheimer Supermarkt

Orangensaft (handelslblich) .Merziger®, Aldi, Lidl

5.3.2 Probenvorbereitung

SPE-Methode nach [59]

SPE-Kartusche: C1s-Hydrat (siehe Abschnitt 4.1.6)
GréBe: 6 mL/1000 mg (siehe Abschnitt 4.1.6)
Eluent: DMSO + Ameisensaure (99+1, v+v)
Tabelle 26 SPE-Methode zur Aufarbeitung von Orangenséften und anderen Zitrusséften
Konditionieren 2 mL DMSO/Ameisensaure (99+1, v+v)
Waschen 10 mL bidestilliertes H.O
Probenaufgabe 20 mL Orangensaft, homogenisiert und zentrifugiert
Waschen 10 mL bidestilliertes H.O
Eluieren 2 x 0,5 mL DMSO/Ameisenséaure

(99+1, v+v)
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5.3.3 Optimierte Trennparameter der CE mit ,,.Sample Stacking“

Tabelle 27 Trennparameter der chiralen Trennung der Flavanonglykoside mittels
CE mit ,Sample stacking*

Kapillare 60 cm effektiv, 70 cm gesamt Lange, 75 um I.D.,
Kapillartemperatur 15 °C

Trennspannung 18 kV

Trennpuffer 250 mM Boratpuffer

pH-Wert des Puffers pH=9,0

Chirale Selektoren 15 mM HP-B-CD , 15 mM CM-3-CD

Reverse polarity 5kV, 0,7 sec

Puffer Injektion 0,7 psi, 3 sec

hinter der Probenzone
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CE-Trennung der diastereomeren Flavanonglykoside in Orangensaft

5.3.4 Identifizierung mittels LC-MS
Chromatographische Bedingungen

Gerate Parameter siehe Abschnitt 5.2.2.2

Eluenten: A: 1% Essigsaure/Wasser
B: 1% Essigsaure/Acetonitril
Gradient: siehe Tabelle 29
FluB: 0,3 mL/min
Tabelle 28 Gradientenprogramm zur Trennung und Identifizierung der Flavanonglykoside in
Orangensaft
Zeit (min) Anteil mobile Phase B (%) Verlauf
0 10 Start
30 30 Linearer Gradient, Steigung 0,5%
pro min

50 100 Waschschritt

51 10 Re-Equilibrierung (Start)

60 10 Re-Equilibrierung (Ende)

MS-Bedingungen

Gerateparameter siehe Abschnitt 5.2.2.2

Modus:

Source Voltage:
Sheath Gas Flow:
Auxiliary Gas Flow:
Capillary Voltage:
Tube Lens Offset:
First Octapole Offset:

Interoctapole Lens Voltage:

Second Octapole Offset:
Trap DC Offset:
Kapillartemperatur:
StoBgas:

StoBenergie:

Isolation width:

negativer ESI Modus
4,0 kV

90 Arbitrary Units

5 Arbitrary Units
10V

20V

+4 V

+30V

10V

10V

310 °C

Helium (107 Torr)*®
40% (Schwingungsamplitude)
2,8 m/z
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Auf Grund des hohen wéssrigen Anteils in der mobilen Phase, wird zur Verbesserung
der lonisierung Uber eine HPLC-Pumpe Methanol zudosiert. Die Methanol-Zudosage
ist von dem vorhandenen HPLC-Fluss abhangig. Das bedeutet, dass das Verhaltnis
von HPLC-Fluss zu Methanol-Zudosage drei zu eins betragt.



Methoden | 147
Chirale Trennung der Flavan-3-ole mittels CD-MEKC

5.4 Chirale Trennung der monomeren Flavan-3-ole in Kakao und
Kakaoprodukten mittels CD-MEKC

5.4.1 Kakao und Schokolade

Tabelle 29 eingesetztes Probenmaterial fir die Methodenentwicklung der chiralen
Trennung von (+)/(—)-Catechin und (+)/(-)-Epicatechin in Kakao und
kakaohaltigen Produkten

Probenmaterial Herkunft
Kakaopulver handelstiblich aus dem Supermarkt
Kakaobohnen fermentiert und ZDS (Zentralfachschule deutscher
gemahlen (unalkalisiert) Slsswarenindustrie), Solingen

Kakaopulver unterschiedlich stark | Schokinag GmbH und Co.KG,
alkalisiert Mannheim, Deutschland
Schokolade handelstiblich, verschiedene Sorten aus
dem Supermarkt

5.4.2 Probenvorbereitung

Nach einer Methode von Kofink 2009 [84], werden zwischen 0,5 und 1,0 g
Kakao mit 30 mL MeOH/H,0 (80+20, v+v) aufgeschlammt. Diese Mischung
wird mehrere Stunden bei Raumtemperatur und Atmospharendruck auf einem
Magnetrihrer gemischt, bis alles Methanol verdunstet ist. Dem erhaltenen
Rlckstand werden 30 mL bidestilliertes HoO zugesetzt und die Suspension
wird bei 10 000 U/min 15 min zentrifugiert. Das Zentrifugat wird anschlieBend
durch einen Faltenfilter filtriert und das Filtrat wird schlieBlich einer
Festphasenextraktion unterworfen.

SPE-Methode nach [130]
SPE-Kartusche: Polyamid (siehe Abschnitt 4.1.6)

GréBe: 6 mL/1000 mg (siehe Abschnitt 4.1.6)
Eluent: DMSO + Ameisenséaure (99+1, v+v)
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Tabelle 30 SPE-Methode zur Aufarbeitung von Kakao und kakaohaltigen Produkten
Konditionieren 2 mL DMSO/Ameisensaure (99+1, v+v)
Waschen 10 mL bidestilliertes H,O
Probenaufgabe 30 mL Filtrat
Waschen | 20 mL bidestilliertes H>O
Waschen Il 1,5 mL DMSO/Ameisensaure (99+1, v+Vv)
Eluieren 2 x 1 mL DMSO-Ameisensaure

(99+1, v+v)

5.4.3 Optimierte Trennparameter der CD-MEKC

Tabelle 31 Trennparameter der chiralen Trennung der Flavan-3-ole mittels CD-MEKC
Kapillare 50 cm effektiv, 60 cm gesamt Lange, 75 um |.D.
Kapillartemperatur 15 °C
Trennspannung 25 kV
Trennpuffer 200 mM Boratpuffer + 20 mM Phosphatpuffer
pH-Wert des Puffers pH = 6,4
Chirale Selektoren 30 mM HP-y-CD

Mizellbildner SDS, 100 mM




Methoden

Chirale HPLC-Trennung der Flavan-3-ole in Humanplasma

5.5 Chirale HPLC-Trennung der Flavan-3-ole in Humanplasma nach Verzehr
eines Kakaogetranks

5.5.1 Blut/ Humanplasma

Tabelle 32 Probenmaterial fir die Methodenentwicklung der chiralen Trennung von (+)/(-)-
Catechin und (+)/(=)-Epicatechin in Humanplasma nach Genuss eines
Kakaogetrdnks

Probenmaterial Herkunft

Humanplasma nlchtern Ty

Humanplasma 2 h nach Genuss
eines Kakaogetranks T»
(Zusammensetzung des
Kakaogetréanks siehe Abschnitt
4.5.2)

Proband:
weiblich, gesund, 160 cm groB3
46 kg KG, Nichtraucherin

Humanplasma 2 h nach Verzehr
eines (+)/(-)-Catechin Standards
T2

5.5.2 Zusammensetzung des Kakaogetranks bzw. (+)/(-)-Catechin
Standardgetranks

Tabelle 33 Angaben Uber die Zusammensetzung des konsumierten Kakaogetrdnks bzw.
der konsumierten Standardlésung

46 g Kakaopulver + 20 g Haushaltszucker in 250 mL
Vollmilch unter Warmezufuhr geldst.

Kakaogetrank
Bezogen auf das Kérpergewicht entspricht dies 1 g
Kakaopulver pro kg KG geldst in ca. 5,5 mL Vollmilch
Standardgetrank 225 mg (+)/(-)-Catechin Standard + 20 g Haushaltszucker

in 250 mL Vollmilch gelost.
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5.5.3 Blutaufbereitung

Blutentnahme in 9 mL EDTA-R&hrchen

direktes Kuhlen auf Eis

15 min zentrifugieren bei 4000 rpm

Aliquotieren des Blutplasmas in 500 uL Portionen

Stabilisieren der einzelnen Plasma-Portionen mit 10 uL einer
antioxidativen Losung

Lagerung bei —80°C

5.5.4 Zusammensetzung der antioxidativen L6sung

0,4 mol/L NaH,PO4-Puffer
+ 2% (20 g/L) Ascorbinsdure und > mit HsPO4 auf pH 3,6 einstellen
+0,1% (1 g/L) EDTA

5.5.5 Herstellung der Enzymlésungen

B-Glucuronidase-L6ésung 4,8 mg (25 000 units) in 500 pL Phosphatpuffer
(75 mmol/L, pH 6,8) suspendieren = 50 U/uL

Sulfatase-Lésung 34,5 mg (1000 units) in 250 uL Phosphatpuffer
(75 mmol/L, pH 6,8) suspendieren = 4 U/uL
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Chirale HPLC-Trennung der Flavan-3-ole in Humanplasma

5.5.6 Probenvorbereitung

enzymatische Hydrolyse

500 pL Humanplasma mischen und 45 min bei
+ 125 pL B-Glucuronidase-Lésung (siehe 4.5.5) 37 °C inkubieren
+ 62,5 pL Sulfatase-Lésung (siehe 4.5.5)

Festphasenextraktion (SPE)

SPE-Kartusche: Polyamid (Siehe Abschnitt 4.1.6)
GréBe: 3 mL/500 mg (Siehe Abschnitt 4.1.6)
Eluent: Aceton/H,O/Essigsaure (70+29,8+0,2; v+Vv+V)
Tabelle 34 SPE-Methode zur Aufarbeitung von Humanplasmaproben
Konditionieren 2 mL Aceton/H,O/Essigsaure (70+29,8+0,2; v+Vv+V)
20 mL bidestilliertes H>O
Probenaufgabe enzymierte Plasmaprobe (komplett)
Waschen | 10 mL bidestilliertes H,O
Waschen Il 1 mL Aceton/H.O/Essigsaure (70+29,8+0,2; v+V+V)
Eluieren 3 mL Aceton/H,O/Essigséaure (70+29,8+0,2; v+Vv+V)

Probenlésungen mittels Stickstoffstrom auf 200 pL einengen.
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5.5.7 Optimierte Trennparameter der chiralen HPLC

Eluent: A: 20 mM NaH,PO4 Puffer mit pH 3,4
B: Acetonitril/Eluent A, 2+1, v+v

Gradient: siehe Tabelle 36

FluB: 0,6 mL/min

Tabelle 35 Gradientenprogramm der chiralen HPLC zur Trennung von Flavan-3-olen in

Humanplasma
Zeit (min) | Anteil mobile Phase B (%) Verlauf

0 5 Start
34 27 Linearer Gradient, Steigung 0,65 %/min
46 33 Linearer Gradient, Steigung 0,5 %/min
47 100 Waschschritt
52 100 Waschschritt
55 5 Re-Equilibrierung und Reinigung der
60 5 elektrochemischen Zellen
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Abbildung | Anh.  Kakaofrucht am Kakaobaum (A) [www.barbarossa-Apotheke.biz]
Kauliflori = Bliiten sitzen direkt am Stamm(B) [www.schule-bw.de]
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Tabelle | Anh.  Inhaltsstoffe der Orange

Inhaltsstoffe der Orange

Anteil pro 100g

Wasser 85,79
Proteine 1,09
Fett 0,29
Kohlenhydrate 8,25 ¢
Ballaststoffe 1,69
Mineralstoffe 0,48 ¢
Fruchtsauren 1,13 ¢
Vitamin B1 0,079 mg
Vitamin B2 0,042 mg
Nicotinamid 0,3 mg
Vitamin C 49,4 mg




Tabelle Il Anh.
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Ubersicht (iber untersuchte phenolische Verbindungen mittels CEAD

Autoren

Jahr

untersuchte
Verbindungen

Lebensmittel

biologische
Matrix

Bemerkung

[4]

Aaby K.,
Ekeberg D.,
Skrede G.

2007

Glykoside des
Quercetins,
Kaempferol,
Cyanidin,
Pelargonidin,
Flavanole, Derivate
der
p-Coumarséure,
Anthocyane,
Ellagetannine,
Ellaginsaure

Erdbeeren
(Fragaria x
ananassa)

[3]

Aaby K.,
Hvattum E.,
Skrede G.

2004

Kaempferol,
Quercetin, Myricetin,
(+)-Catechin, (-)-
Epicatechin,
Peonidin, cyanidin,
Malvidin, Petunidin,
Delphinidin,
p-Coumarsaure,
Kaffeeséaure,
Chlorogensaure,
Derivate der
Zimtsaure

Bestimmung
der
antioxidativen
Kapazitat der
untersuchten
Verbindungen
. (FRAP),
(ORAC)

(5]

Achilli G.,
Cellerino G.P.,
Gamache P.H.

1993

36 verschiedene
Molekdle:
Flavonoide z.B.
Catechin, Naringin,
Hesperidin etc.
Einfache und
komplexe Phenole

fermentierte
Getranke (z.B.
Bier),
Fruchtsafte
(z.B.
Zitrussafte),
Pflanzenextrakt
e (z.B.
Tabakextrakt)

[24]
Bolarinwa A.,
Linseisen J.

2005

23 Flavonoide z.B.
Catechin,
Epicatechin,
Gallocatechin etc.
und phenolische
Séauren z.B.
Vanillins&ure,
Kaffeesdure etc.

Humanplasma
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Tabelle Il Anh.  Ubersicht iiber untersuchte phenolische Verbindungen mittels CEAD
Autoren Jahr untersuchte Lebensmittel | biologische Bemerkung
Verbindungen Matrix
[25] 2006 Fruchtsafte antioxidative
Brachmann Kapazitat
S.,Rodrigues
R.B., Marx F.,
Stehle P.,
Galensa R.
[188] 2008 Catechin, Humanplasma
Zimmermann Epicaetchin, nach Genuf3
B.F., Epicatechingallat, von grinem
Papagiannopoul Epigallocatechin, Tee

Kubéan V.

os M., Epigallocatechin-
Brachmann S., gallat
Lorenz M.,
Stangl V.,
Galensa R.
[171] 2005 Catechin, Humanplasma
Unno T., Epicaetchin, nach GenuB
Sagesaka Y.M., Epicatechingallat, von grinem
Kakuda T. Epigallocatechin, Tee
Epigallocatechin-
gallat, Gallocatechin,
Catechingallat,
Gallocatechingallat
[99] 2000 Epigallocatechin- Humanplasma
Lee M-J., gallat, , Urin und
Prabhu S., Epigallocatechin, Gewebe nach
Meng X., Li C., Epicatechin, GenuB von
Yang C.S. Epicatechingallat, grinem Tee
Theaflavine
[36] 2004 Catechin, Humanplasma
Chu K.O., Epicatechin, und Urin nach
Wang C.C., Gallocatechin, GenuB von
Rogers M.S., Epigallocatechin, grinem Tee
Choy KW, Catechingallat
Pang C.P. Epicatechingallat,
Gallocatechingallat,
Epigallocatechin-
gallat
[50] 1999 Quercetin Humanplasma
Erlund 1.,
Alfthan G.,
Siren H.,
Ariniemi K., Aro
A
[81] 2004 Isoflavones z.B. Produkte aus Urin
Klejdus B., Genistein, Daidzein Sojabohnen
Vacek J., Adam
V., Zehnélek J.,
Kizek R.,
Trnkova L.,
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Tabelle Il Anh. Ubersicht (iber untersuchte phenolische Verbindungen mittels CEAD
Autoren Jahr untersuchte Lebensmittel | biologische Bemerkung
Verbindungen Matrix
[187] 2006 Flavonoide, Gerste und
Zimmermann Proanthocyanidine Malz
B.F., Galensa
R.
[58] 1993 Flavonoide und Saftgetranke
Gamache P., andere phenolische
Ryan E., Verbindungen
Acworth I.N.
[71] 2005 Epigallocatechin- Griner Tee Humanplasma
Henning S.M., gallat,
Niu Y., Liu Y., Epigallocatechin,
Lee N.H., Hara Epicatechin,
Y., Thames Epicatechingallat,
G.D., Minutti
R.R., Carpenter
C.L., Wang H.,
Heber D.
[156] 1981 Hesperidin Orangensaft
Sontag G., Kral
K.
[114] 1994 Flavanole, Bier
McMurrough ., Procyanidin Bs,
Baert T. Prodelphinidin Bs
[103] 2001 Epigallocatechin- Blutplasma
Long H., Zhu gallat von Raten
Y., Cregor M.,
Tian F., Coury
L., Kissinger
C.B., Kissinger
P.T.
[108] 1997 Epigallocatechin- Humanplasma
Maiani G., gallat, nach Genuf
Serafini M., Epigallocatechin, von grinem
Salucci M., Epicatechin, Tee
Azzini E., Ferro- Epicatechingallat,
Luzzi A. Coffein, Kaffeesaure
[115] 1996 Dimere und Trimere | Gerste
McMurrough ., Proanthocyanidine
Madigan D.
[118] 2006 Flavonoide z.B.(+)- Mandeln
Milbury P.E., Catechin, (-)- (Prunus dulcis)
Chen C-Y., Epicaetchin,
Dolnikowski Quercetin,
G.G., Blumberg Kaempferol,
J.B. Isorhamnetin

phenolische Sauren
z.B. Vanillinsgure
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Tabelle Ill Anh. In Orangen nachgewiesene Flavanonglykoside und mdgliche
Nachweismethoden

Trivialname | Systematischer Summenformel | MW Nachweismetho
Name de (Literatur)

Hesperidin Hesperitin-7-O- CosH34011 610,57 HPLC-UV (Kanes
rutinosid et al.,1993)
5,7,3"-Trihydroxy-4"- HPLC-UV (Mouly
methoxyflavanon-7-O- et al, 1994)
rutinosid HPLC-UV-

Fluoresz. & LC-MS
(Robards et al
1997)

Chirale CE-UV
(Ndria Gel-Moreto
2003)

Narirutin Naringenin-7-O- Co7H35014 580,54 HPLC-UV (Kanes
rutinosid et al.,1993)

5,7,4"- Trihydroxy- HPLC-UV (Mouly

flavanon-7-O-rutinosid et al, 1994)
HPLC-UV-
Fluoresz. & LC-MS
(Robards et al
1997)
CE-UV (Cancalon
1999)

Didymin Isosakuranetin-7-O- CoH34014 594,57 HPLC-UV (Kanes
rutinosid et al.,1993)
5,7-Dihydroxy-4"- HPLC-UV-
methoxyflavanon-7-O- Fluoresz. & LC-MS
rutinosid (Robards et al

1997)

CE-UV (Cancalon

1999)
Narirutin-4"-O- | Naringenin-7-O- C33H4201g 742,69 HPLC-UV (Kanes
glucosid rutinosid-4"-O-glucosid et al.,1993)

HPLC-UV-

Fluoresz. & LC-MS
(Robards et al
1997)
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Tabelle IV Anh.  Uberblick tiber die wichtigsten Gruppen chiraler Selektoren und ihr
Anwendungsbereich (Rizzi, 2001)

Selektor-Gruppe Chirale Selektoren Anwendungsbereich

Cyclodextrine (CD) und ihre a-, B- und y-Cyclodextrin (&) | aromatische oder partiell

Derivate methylierte CD (D) hydrophobe Proben, die
hydroxyalkylierte CD () zur Ausbildung von
carboxymethylierte CD (-) Inklusionskomplexen mit
carboxyethylierte CD (- CD befahigt sind

sulfatierte CD (—)
aminoalkylierte CD (++)

Chirale Mizellenbildner Salze der Gallensaure und basische Analyten
Derivate (-) Dansyl-Aminosduren
Chirale Metallkomplexe a-hydroxy und a-aminoséuren | Dansyl-Aminos&uren

mit Metallen (Cu)*

Chirale Kronenether 18-Krone-6- primare basische Amine
tetracarboxylsaure (-)
Proteine und Glycoproteine (—) | Rinderserumalbumin wenige Applikationen.
und (+) Humanalbumin Selektor hat eigene UV-
Orosomucoid Aktivitat =
Ovomucoid Detektionsprobleme
Oligosaccharide, Dextran, Dextrin, Heparin breiter Anwendungsbereich
Polysaccharide Cellulose, Amylose

z.T. derivatisiert™

Antibiotika Vancomycin, Rifampycin, Saure oder basische
(=) und (+) Teicoplanin, Ristocetin Analyten
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Tabelle V Anh.

Trennmechanismus und ihr Asnwendungsbereich

Matrix/Modifizierung

Trennmechanismus

Beispielsaulen

Uberblick tiber die wichtigsten chiralen stationdren Phasen in der HPLC, ihr

Verbindungen

Modifizierte Amylose- Polare und -1 z.B.
/Cellulosephasen auf Wechselwirkungen NUCLEOCEL
Kieselgelbasis (MN)
z.B. chiracel &
chiralpak (Daicel)
z.B. EUROCEL
(Knauer)
z.B. Kromasil® Ibuprofen,
Amycoat und Atropine,
Cellucoat Benzoin, Beta-
Blocker wie
Metoprolol,
Benzodiazepine
wie Oxazepam
Permethylierte und Bildung von z.B. phenolische
underivatisierte EinschluBkomplexen und NUCLEODEX Verbindungen
Cyclodextrinphasen auf | Wasserstoffbriickenbindungen | (MN)
Kieselgelbasis z.B. CHIRADEX
(Merk)

kovalent gebundene
Aminoséaure — Cu(ll)-

Ligandenaustausch

z.B. NUCLEOSIL
CHIRAL-1 (MN)

Aminosauren,
Dicarbonsduren

Komplexe auf oder Diamine
Kieselgelbasis
“Brush-Typ” Phase auf Charge-Transfer-, Dipol-Dipol | z.B. NUCLEOSIL | Pestizide, z.B.
Kieselgelbasis Wechselwirkungen CHIRAL-2/3 (MN) | Herbizide auf
N-(8,5-Dinitrobenzoyl)- Basis von
D-phenylglycin bzw. der Propionséaure-
optische Antipode derivaten,
Pharmazeutika
Proteinphase (BSA) auf | Enantioselektive Bindung an z.B.
Kieselgel chirale RESOLVOSIL
Proteinoberflachenstrukturen BSA-7 (MN)
Optisch actives Polymer: | Enantioselektive Bindung ChiraSpher z.B. Beta-
Poly-(N-Acryloyl-S- (Merk) Blocker
Phenylalaninethylester
O-9-(tert-Butyl- Anionenaustauch Chiralpak ® QD- | Saure chirale
Carbamoyl)-chinidin AX Verbindungen
immobilisiert auf mit Carboxyl-,
Kieselgel Phosphin-,
Phosphon-,
O-9-(tert-Butyl- Chiralpak ® QN- | Phosphor- oder
Carbamoyl)-chinin AX Sulfonsduregrup

pen
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Entwicklungsschritte der chiralen HPLC-Methode:

1. B-Cyclodextrin Saule

mobile Phase A: 50mM NaH,PQ,; pH = 4,0
mobile Phase B: ACN/30mM NaH,PQOy; pH = 4,0 (80/20, v+v)

isokratische Bedingungen: 90% A und 10% B

Fluss: 1,0 mL/min
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Abbildung Il Anh. HPLC-CEAD Chromatogramme der chiralen Trennung eines (+)/(—)-Catechin
und (—-)-Epicatechin Standardgemisches ( c= 250 ng/mL) geldst in DMF (A) und
eines (+)/(-)-Catechin und (-)-Epicatechin Standardgemisches dotiert in
proteinfreies Humanplasma (B)
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Entwicklungsschritte der chiralen HPLC-Methode:

2. B-Cyclodextrin Saule

mobile Phase A: 50mM NaH,PQ,; pH = 4,0
mobile Phase B: ACN/30mM NaH,PQOy; pH = 4,0 (80/20, v+v)

linearer Gradient: siehe Tabelle VI Anh.

Fluss: 1,0 mL/min

Tabelle VI Anh.  Bedingungen eines linearen Gradienten zur chiralen Trennung von (+)/(-)-Catechin
und (+)/(-)-Epicatechin auf einer 3-CD-S&ule

Zeit (min) % Eluent B

0 5

30 35

31 100

41 100

42 5

52 5

80 _g

2 g
[= (]
= 9
E 60 | La-
S 0 £
g 40 | E g
i O ©
=) 20
P ST
5 E:
5 o
é -20

20 40 6.0 80 100 120 140 16

Retentionszeit (min)
Abbildung IV Anh.  HPLC-CEAD Chromatogramm der chiralen Trennung eines (+)/(—)-Catechin und

(-)-Epicatechin Standardgemisches dotiert in Humanplasma (c = 250 ng/mL),
gemessen dber eine B-CD-S&ule unter Einsatz eines linearen Gradienten
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Entwicklungsschritte der chiralen HPLC-Methode:

3. PM-y-Cyclodextrin Saule

mobile Phase A: 50mM NaH,PQ,; pH = 4,0
mobile Phase B: ACN/30mM NaH,POy; pH = 4,0 (80/20, v+v)

isokratische Bedingungen: 90% A und 10% B

Fluss: 1,0 mL/min
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Abbildung V Anh.  HPLC-CEAD Chromatogramme der chiralen Trennung eines (+)/(—)-Catechin
und (—)-Epicatechin Standardgemisches (¢ = 250 ng/mL) unter isokratischen
HPLC Bedingungen (10% Eluent B) mit unterschiedlichen stationdren Phasen:
permethyliertes-y-Cyclodextrin (PM-y-CD) (A), natives B-Cyclodextrin (8-CD)
(B)
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Abbildung IV Anh. zeigt, dass bei dem Einsatz der PM-y-CD Phase wesentlich langere
Retentionszeiten fiir die monomeren Flavan-3-ole erreicht werden als bei der 3-CD Phase.
Dies lasst vermuten, dass die monomeren Flavan-3-ol-Enantiomere starkere
Wechselwirkungen mit dem PM-y-CD eingehen als mit dem underivatisierten 3-CD. Eine
logische Erklarung fur dieses Verhalten, aufgrund von mdéglichen Zusammenhéngen in der
Form, Gr6Be und Derivatisierung des Selektors und des Selektanden sind nicht zu erkennen.
Dem Anschein nach liegt ein Prozess vor, bei dem Inklusionen,
Wasserstoffbriickenbindungen, Dispersionskréfte, Dipol-Dipol-, elektrostatische und
hydrophobe Wechselwirkungen eine Rolle spielen kénnen [151, 155, 182. Eine Inklusion
des Analyten in die Kavitdt des Cyclodextrins scheint nicht unbedingt von
vorherrschender  Bedeutung fir die  Enantioselektivitdt zu sein, da
Enantiomerentrennungen der Polyphenole auch mittels stationarer Phasen auf Basis
von Cellulose und Amylose méglich sind [90, 183]. Auch mit linearen, derivatisierten
Dextrinen, die aus 7 bis 8 Glucoseeinheiten aufgebaut sind, konnten unterschiedliche
Verbindungen chiral getrennt werden [154].

4. PM-y-Cyclodextrin Saule

mobile Phase A: 20mM NaH,PO,; pH = 3,4
mobile Phase B: ACN/mobile Phase A; (2+1, v+V)

isokratische Bedingungen: mit verschiedenen Anteilen an organischem
Lésungsmittel (5%, 10%, 15% und 20% mobile Phase B)

Fluss: 1,0 mL/min

5% B
- :

A
V\\/M M M

f Il o A

(- /A
AV § [ oA v \ 15% B
[ N

elekirochemisches Signal bei 200mV

50 100 150 200 250 300

Retentionszeit (min)

Abbildung VI Anh. HPLC-CEAD Chromatogramme der chiralen Trennung eines (+)/(-)-Catechin und
(-)-Epicatechin Standardgemisches (c = 250 ng/mL) gemessen auf einer PM-y-
CD-S&dule  unter isokratischen  Bedingungen  mit  unterschiedlichen
Acetonitrilanteilen
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Die Chromatogramme der Abbildung V Anh. illustrieren, inwieweit der Anteil an
organischem Ldsungsmittel Einfluss auf die Trennung der Enantiomeren nimmt. Da
der Trennmechanismus der PM-y-CD Saule nach dem Reversed Phase (RP) Modus
verlauft, nimmt die Elutionskraft mit sinkender Polaritdt des Eluenten zu. Dies
bedeutet in diesem Fall, dass mit ansteigendem Anteil an organischem
Lésungsmittel, die Analyten schneller von der Saule eluiert werden. Es ist ersichtlich,
dass sich durch die kirzeren Retentionszeiten die Auflésung verschlechtert. Ein
ausreichend zufriedenstellendes Ergebnis wurde mit isokratischer HPLC nicht
erreicht.

5. PM-y-Cyclodextrin Saule

mobile Phase A: 20mM NaH,PO,; pH = 3,4
mobile Phase B: ACN/mobile Phase A; (2+1, v+V)

linearer Gradient: 5% mobile Phase B, unterschiedliche Gradienten
Steigungen (0,1%, 0,25%, 0,375% und 0,5 % Steigung)

Fluss: 1,0 mL/min

0,25% Steigung pro min

0,375% Steigung pro min

elektrochemisches Signal bei 200mV

0,5% Steigung pro min

00 100 200 300 400
Retentionszeit (min)

Abbildung VIl Anh. HPLC-CEAD Chromatogramme der chiralen Trennung eines (+)/(-)-Catechin und
(-)-Epicatechin Standardgemisches (c = 250 ng/mL) gemessen auf einer PM-y-
CD-Sé&ule unter Verwendung linearer Gradienten mit unterschiedlicher Steigung
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Mit zunehmender Steigung des Gradienten verkiirzen sich die Retentionszeiten und
die erhaltenen Signale werden héher und schmaler. Im Gegensatz zu den Versuchen
unter isokratischen Bedingungen, finden in diesem Fall trotz abnehmender
Retentionszeiten keine signifikanten Verluste bei den Peakauflésungen statt (Tabelle
VI Anh.).

Tabelle VIl Anh.  Peakauflésung (Rs) und Trennfaktor (a) berechnet fir die chirale Trennung von
(+)/(-)-Catechin und (-)-Epicatechin bei unterschiedlichen linearen Gradienten mit
divergierender Steigung

Steigung der Trennfaktor Peakauflésung Trennfaktor Peakauflésung

linearen a zwischen Rs zwischen a zwischen Rs zwischen
Gradienten  (-)-EC/(+)-C (-)-EC/(+)-C (+)-C/(-)-C  (+)-C/(-)-C
0,1% 1,17 23,55 1,08 18,80

0,25% 1,13 23,39 1,06 19,48
0,375% 1,14 20,35 1,06 18,45

0,5% 1,13 20,20 1,05 15,13

6. PM-y-Cyclodextrin Saule

mobile Phase A: 20mM NaH,PO,; pH = 3,4
mobile Phase B: ACN/mobile Phase A; (2+1, v+V)

zusammengesetzte Gradienten: siehe Tabelle VII Anh. und Tabelle VIII Anh.

Fluss: 1,0 mL/min

Tabelle VIl Anh. Bedingungen eines Gradienten zur Verbesserung der chiralen Trennung von (+)/(—)-
Catechin und (-)-Epicatechin

Zeit (min) % Eluent B
0 5
29 28
40 31
41 100
45 100
46 5

50 5
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HPLC —CEAD Chromatogramm der chiralen Trennung eines (+)/(-)-Catechin und
(-)-Epicatechin Standardgemisches (c = 250 ng/mL) gemessen auf einer PM-y-

CD-Séule unter Verwendung eines zusammengesetzten Gradienten

Bedingungen eines zweiten Gradienten zur Verbesserung der chiralen Trennung

von (+)/(—)-Catechin und (-)-Epicatechin

Zeit (min) % Eluent B

0 5

25 22

35 45

36 100

41 100

42 5

50 5
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Abbildung IX Anh. HPLC-CEAD Chromatogramm der chiralen Trennung eines (+)/(—)-Catechin
und (-)-Epicatechin Standardgemisches (c = 250 ng/mL) gemessen auf einer
PM-y-CD-Séule unter Verwendung eines Gradienten

Durch weitere Modifizierungen des Gradienten und reduzieren des Flusses auf 0,6
mL/min gelang eine vollstandige Trennung von (+)/(—)-Catechin und (-)-Epicatechin
(siehe Ergebnisse und Diskussionen S.96)
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Abbildung X Anh. Effekt der Sulfatase-Konzentration auf den Gehalt an freiem (+)- und (-)-
Catechin (A) sowie auf den Gehalt an freiem (—)-Epicatechin (B)
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