Antioxidative Polyphenole chinesischer
Leguminosen und weiterer chinesischer Gemuse

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung
des naturwissenschaftlichen Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat
der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

vorgelegt von
Nadine Caroline Weber
aus Saarlouis

Dusseldorf 2007



Gedruckt mit der Genehmigung der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultét der

Heinrich-Heine-Universitiat Diisseldorf

Referent: Prof. Dr. Peter Proksch
Koreferentin: Prof. Dr. Regine Kahl

Tag der miindlichen Priifung: 26.06.2007



Die vorliegende Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung von
Herrn Prof. Dr. P. Proksch
am Institut fiir Pharmazeutische Biologie und Biotechnologie der Heinrich-Heine-Universitit

Diisseldorf erstellt.

Bei Herrn Prof. Dr. P. Proksch mochte ich mich ganz herzlich fiir die sehr interessante und
vielseitige Themenstellung bedanken. Besonderen Dank auch fiir die wissenschaftliche
Betreuung, die sehr guten Arbeitsbedingungen und die Ermoglichung des

Forschungsaufenthaltes in China.

Bei Frau Prof. Dr. Regine Kahl mochte ich mich herzlich fiir die Ubernahme des Korreferates
und die sehr gute Kooperation bedanken.

Bei Frau Prof. Dr. Yi-jia Lou bedanke ich mich ganz herzlich fiir den netten Aufenthalt in

China und die sehr gute Kooperation.






Zusammenfassung

Zusammenfassung

Gemiise und Obst enthalten sekunddre Pflanzeninhaltstoffe wie z.B. Polyphenole.
Nahrungsergidnzungsmittel, die aus Extrakten verschiedener Gemiise und Obstsorten
bestehen, weisen diese Inhaltstoffe in konzentrierter Form auf. Da die Art der Verbindung im
Hinblick auf antioxidative oder zytotoxische Eigenschaften ausschlaggebend ist, sind
Kenntnisse {iber Inhaltsstoffmuster und Gehalte dieser Konzentrate von Bedeutung.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Polyphenol- bzw. Flavonoidmuster verschiedener
frischer, getrockneter und essigsaurer vorwiegend aus China stammender Gemiise untersucht
sowie die Hauptinhaltsstoffe isoliert und in verschiedenen in vitro Assays getestet.

Dabei zeigte sich, dass essigsaure Lebensmittel eine Quelle fiir Flavonoidaglyka, deren
Methylderivate und C-Glycosyle darstellen, wihrend die {ibrigen untersuchten Extrakte zum
Teil eine groBere Vielfalt in ihrem Flavonoidmuster aufwiesen.

Extrakte unterschiedlicher Ernten von 8 verschiedenen Leguminosen (Vigna radiata, Vigna
angularis, Glycine max, Phaseolus coccineus, Vicia faba, Pisum sativum, Phaseolus vulg. var.
vulgaris sowie var. nanus) wurden auf Variationen des Flavonoidmusters hin untersucht,
wobei der Gehalt mittels HPLC bestimmt wurde. Das Flavonoidmuster erwies sich innerhalb
der jeweiligen Art als relativ stabil. Lediglich in einzelnen Extrakten konnten Ausnahmen
hierzu festgestellt werden, wie z.B. das Vorliegen von Isoflavonoiden in vereinzelten
Extrakten. Die Quantifizierung mittels HPLC ergab fiir Glycine max, Vigna radiata und
Vigna angularis den hochsten Gehalt, gefolgt von den beiden Phaseolus vulgaris-Arten,
wihrend die restlichen Extrakte nur geringe Mengen der untersuchten Polyphenole enthielten.
Eine Vergleichsbestimmung der Polyphenole nach Folin-Ciocalteu ergab jeweils hohere
Werte, da bei dieser Methode weitere Inhaltstoffe wie z.B. Proteine und Vitamin C miterfasst
werden.

Es wurde auBBerdem das Flavonoidmuster weiterer Gemiise (Al/lium sativum, Cucumis sativus,
Cucurbita pepo, Solanum melongena und Raphanus sativus) untersucht. Von diesen wies die
Aubergine den hochsten Gehalt auf, wihrend in den Kiirbisgewidchsen ein geringer Gehalt
und in Raphanus sativus sowie Allium sativum keine Flavonoide nach der HPLC-Methode zu
finden waren.

Insgesamt konnten 41 verschiedene Naturstoffe isoliert werden, die in nachfolgenden in vitro
Assays auf ihre antioxidativen und zum Teil auf ihre proliferationsstimulierenden und
zytotoxischen Eigenschaften hin untersucht wurden.

Vigna radiata enthielt Flavone (Vitexin, Isovitexin), wohingegen aus Vigna angularis
Flavanole (Catechin), Flavonole (Myricetin-, Quercetin-30-rutinosid, Quercetin) und
Isoflavonoide (Daidzein) erhalten wurden. Myricetin-30O-rutinosid wurde erstmalig aus dieser
Quelle beschrieben. Glycine max lieferte Isoflavonoide (Genistein, Daidzein, sowie die
jeweiligen 70-Glucoside), wihrend Phaseolus coccineus anstelle von Daidzein Glycitin
enthielt. Aus Pisum sativum wurde Kampferol-30-sophorotriosid isoliert. Aus den beiden
Phaseolus vulg.-Arten konnten Catechin und Astragalin erhalten werden. Wéhrend die
Varietét vulgaris zusdtzlich auch Kdmpferol und ein Procyanidin beinhaltete, wurden aus der
Varietdt nanus Gallocatechin, Isoquercitrin, Dihydromyricetin sowie Isomyricitrin,
Gallussédureethylester und Ferulasdure isoliert. Dihydromyricetin wurde zum ersten Mal aus
Phaseolus vulgaris erhalten. Vicia faba lieferte Catechin, Epicatechin, Vitexin, Isovitexin,
Isoschaftosid, Nicotiflorin und Kimpferol-30-glucosid-70-rhamnosid sowie weitere
Apigenin-, Quercetin- und Kédmpferol-Derivate. Obwohl eine groe Vielfalt an Flavonoiden
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fiir diese Pflanze bekannt ist, wurden die Verbindungen hier zum ersten Mal fiir die Samen
von Vicia faba beschrieben.

Aus Allium sativum wurde lediglich Isoconiferin isoliert, wihrend Raphanus sativus die
Glucosinolate Glucobrassicin und 6-Methoxyglucobrassicin lieferte. Die NMR-Daten fiir
letztere Verbindung sind bisher nicht in der Literatur verdffentlicht. Solanum melongena
lieferte E-Chlorogensdure sowie E/Z-Paucin. Cucumis sativus enthielt Isoquercitrin,
Isorhamnetin-30-glucosid, Triandrin und Lycoperodin 1, sowie weitere Apigenin- und
Luteolin-Derivate.

Im DPPH-Assay wiesen Verbindungen, die vicinale OH-Gruppen im B-Ring des Flavonoids
besitzen, eine gute antioxidative Aktivitdt auf. Eine zusitzliche Doppelbindung an Position
2,3 sowie eine OH-Gruppe an Position 3 erhohten die Aktivitdt. Daneben wiesen auch
Verbindungen mit einer Doppelbindung an Position 2,3 sowie einer OH-Gruppe an Position
3, 5 und 4’ eine antioxidative Aktivitdt auf. Phenylacrylsduren wie Chlorogensdure und
Ferulasdure besaf3en ebenfalls die Féhigkeit das stabile DPPH-Radikal abzufangen.

Extrakte, die derartige Verbindungen enthielten, zeigten ebenfalls Aktivitdt im DPPH-Assay.
So erwiesen sich die Extrakte von Vigna angularis, Vicia faba, beide Phaseolus vulgaris
Extrakte, sowie die Extrakte von Solanum melongena erwartungsgemill als aktiv. Jedoch
zeigten auch die Extrakte von Raphanus sativus und Cucurbita pepo (Zierkiirbis-Schale)
antioxidative Aktivitdt, wobei die radikalfangenden Eigenschaften hier auf weitere nicht
untersuchte Inhaltsstoffe zuriickzuflihren sind.

Die Aglyka Kémpferol, Quercetin, Myricetin, Luteolin und Genistein wiesen ab 50 pM
zytotoxische Eigenschaften gegeniiber H4IIE-Hepatom Zellen auf, widhrend Apigenin nur
einen geringen Einfluss auf die Zellviabilitat zeigte. Von den Glucosiden waren Isoquercitrin
und Genistin ab 50 bzw. 100 pM ebenfalls zytotoxisch. Daneben wiesen auch
Dihydromyricetin und Myricetin-30-rutinosid zytotoxische Eigenschaften auf, die auf die
zusétzliche OH-Gruppe im B-Ring zuriickzufiihren sind, da analoge Quercetin-Derivate
diesen Effekt nicht hervorriefen.

Die Untersuchung von Quercetin, Taxifolin und Rutin sowie den jeweiligen Myricetin-
Derivaten ergab, dass lediglich Quercetin einen protektiven Effekt gegeniiber H,O,-
vermittelter Apoptose zeigte, welcher mit der Aufnahme der Verbindungen in die Zelle
korrelierte, denn nur Quercetin war intrazellulir nachweisbar.

Proliferationsstimulierende Effekte auf MCF7-Zellen konnten aufler bei den Isoflavonoiden
bei Apigenin, Kdmpferol ab 1 uM beobachtet werden. Isoflavonoide, im speziellen Daidzein,
konnten in Vigna angularis fiir die proliferationsstimulierenden Effekte des Extraktes
verantwortlich gemacht werden. Diese Inhaltsstoffe sind auch in Glycine max und Phaseolus
coccineus fiir die Proliferationsstimulation verantwortlich.

Auf Grund der unterschiedlichen biologischen Effekte der verschiedenen Flavonoide sollten
diese Verbindungen nicht allein unter dem Aspekt ihrer antioxidativen Eigenschaften
betrachtet werden wie dies allzu oft in der Werbung geschieht. Eine ungewollte
Supplementierung aller Personenkreise durch Anreicherung von Nahrungsmitteln mit
Polyphenolen sollte kritisch betrachtet werden.
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Summary

Summary

Polyphenols are ingredients of fruits and vegetables, which are also used as food supplements
in form of extracts, which may contain polyphenols in high concentrations. Since the structure
of polyphenols determines its antioxidative or cytotoxic activity, knowledge of the
polyphenolic pattern and content of the extracts is of major importance.

In this study the polyphenolic and flavonoid patterns, respectively, of fresh, dried, and pickled
predominant Chinese vegetables were examined. The main constituents were isolated and
tested in different in vitro assays.

Pickled vegetables are a source of flavonoid aglycones, their methyl derivatives and C-
glycosyles, while some of the other extracts contained a wider range of different flavonoids.

Extracts of different crops from eight Leguminosae (Vigna radiata, Vigna angularis, Glycine
max, Phaseolus coccineus, Vicia faba, Pisum sativum, Phaseolus vulg. var. vulgaris as well as
var. nanus) were investigated for their flavonoid patterns, whereby the contents were detected
with HPLC. The flavonoid patterns were relatively stable, only single extracts showed
exceptions (for example the occurrence of isoflavonoids). Glycine max, Vigna radiata and
Vigna angularis showed the highest contents, followed by Phaseolus vulgaris, while the other
extracts had only low flavonoid content. The polyphenolic content determined with Folin-
Ciocalteu reagent was usually higher because of proteins and vitamin C, which are also
detected with this colorimetric method.

Examination of further vegetables (Allium sativum, Cucumis sativus, Cucurbita pepo,
Solanum melongena and Raphanus sativus) revealed that the flavonoid content was highest
for the eggplant, while other extracts contained only small amounts (Cucurbitaceae) or no
flavonoids (Raphanus sativus and Allium sativum).

Altogether this study yielded 41 different natural products, which were subsequently tested in
in vitro assays for their antioxidative and to some extent for their proliferative and cytotoxic
properties.

Vigna radiata contained flavones (vitexin, isovitexin), while Vigna angularis gave flavanoles
(catechine), flavonoles (myricetin-, quercetin-30O-rutinoside, quercetin) und isoflavonoides
(daidzein). Myricetin-30-rutinoside was isolated for the first time from Vigna angularis.
Glycine max provided isoflavonoides (genistein, daidzein, as well as their 70-glucosides),
whereas Phaseolus coccineus yielded glycitin instead of daidzein. Kaempferol-30-
sophorotrioside was isolated from Pisum sativum and catechine and astragalin from both
kinds of Phaseolus vulg. The variety vulgaris also provided kaempferol and a procyanidin
while the variety nanus produced gallocatechine, isoquercitrin, dihydromyricetin as well as
isomyricitrin, gallic acid ethylester and ferulic acid. Dihydromyricetin was isolated from
Phaseolus vulgaris for the first time. Vicia faba contained catechine, epicatechine, vitexin,
isovitexin, isoschaftoside, nicotiflorin und kaempferol-30-glucoside-70-rhamnoside as well
as further apigenin-, quercetin- and kaempferol derivatives. Although many compounds were
previously known from this plant, none of these has been described for the seeds of Vicia faba
until now. Allium sativum yielded only isoconiferin, while glucobrassicin and 6-
methoxyglucobrassicin could be isolated from Raphanus sativus. In this study the NMR-data
for 6-methoxyglucobrassicin are published for the first time. Solanum melongena yielded E-
chlorogenic acid and E/Z-paucine. Cucumis sativus contained isoquercitrin, isorhametin-30-
glucoside, triandrin, and lycoperodine 1, as well as apigenin- and luteolin derivatives.
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In the DPPH-Assay flavonoids with two vicinal OH-groups in the B-Ring possessed a good
antioxidative activity. A double bond at position 2,3 combined with an OH-group at position
3 enhanced the activity. Compounds with a double bond at position 2,3 together with OH-
groups at position 3, 5, and 4’ possessed good antioxidative properties as well. Phenylacrylic
acids like chlorogenic acid and ferulic acid were also good radical scavengers

Extracts, which contained radical scavengers, also possessed activity in the DPPH-Assay. The
extracts of Vigna angularis, Vicia faba, Phaseolus vulgaris, and Solanum melongena were
active but Raphanus sativus and Cucurbita pepo (ornamental pumpkin) showed antioxidative
activity as well. In these two last extracts compounds other than flavonoids are most likely to
be responsible for the observed activity.

Kaempferol, quercetin, myricetin, luteolin, and genistein showed cytotoxic properties against
HA4IIE-hepatoma cells, while apigenin had only weak influence on the cell viability. Apart
from these only isoquercitrin and genistin showed an effect on H4IIE hepatoma cells as
glucosides. But also dihydromyricetin and myricetin-30O-rutinoside had cytotoxic effects,
which could be attributed to the additional OH-group in the B-Ring of the flavonoid. The
analysis of quercetin, taxifolin and rutin as well as of the myricetin analogues showed that due
to its cellular uptake only quercetin could protect the cells against H,O,-mediated cell death.

Beside the isoflavonoids also apigenin and kaempferol showed a proliferative effect on MCF7
cells. Isoflavonoids, especially daidzein, were identified as the active compound in Vigna
angularis extract. Isoflavonoids are also responsible for the proliferative effect of extracts of
Glycine max and Phaseolus coccineus.

Because of different biological effects observed for flavonoids, the properties of these
compounds should not be reduced to their antioxidative potential as it is often done in
consumers advertising. An arbitrary supplementation of persons with polyphenolic enriched
food should be regarded critically.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. China
1.1.1. China im Uberblick

Am 1.0Oktober 1949 wurde die Volksrepublik China gegriindet, 2004 belief sich die Anzahl
der Bevolkerung auf 1.32 Milliarden Einwohner. Das Staatsgebiet erstreckt sich von 18-54°
nordlicher Breite tiber 4200 km und 71-135° 0stlicher Lange tiber 4500 km. Insgesamt
handelt es sich dabei um 9 560 980 km® wovon ca. 1.37 Mio. km” als Ackerland genutzt
werden. Administrativ. wird China in 22 Provinzen, 5 autonome Regionen, 4
regierungsunmittelbare Stddte und die Sonderverwaltungszonen Hongkong und Macao
gegliedert. Wirtschaftlich ist besonders die Kiiste von Liaoning im Norden bis Guangxi im
Stiden von Bedeutung, die zum einen das Perlfluss-Delta um Hongkong zum anderen das
Yangzi-Delta um Shanghai erfasst. Zu letzterem gehdrt neben Shanghai selbst der siidliche
Teil der Provinz Jiangsu mit den Stddten Nanjing, Yangzhou, und Zhenjiang und der
nordliche Teil der Provinz Zhejiang mit den Stddten Hangzhou, Shaoxing und Ningbo. Das
Gebiet stellt nicht nur die am dichtesten besiedelte Region, sondern auch den bedeutendsten
Wirtschaftsraum Chinas dar. So leben 75 Mio. Menschen auf ca. 100 000 km* und bringen
der Region 25% der Industrieproduktion (FAO 2004; Fiilling 2000).

1.1.2. Provinz Zhejiang — Hangzhou

Die Provinz Zhejiang ist eine der kleinsten Provinzen Chinas und besteht hauptséchlich aus
Berglandschaften (70%). 10% entfallen auf Wasserlandschaften (Land der meisten Inseln
Chinas) und lediglich 20% auf Ackerland. Dennoch stellt die Provinz eine wichtige
landwirtschaftlich genutzte Region Chinas dar. Seit 1950 wurden zusétzlich durch
Aufschiittungen 155000 ha Land neu gewonnen, um diesen Sektor auszubauen. Ein hoher
Pro-Kopf-Ertrag gelingt zum einen auf Grund der klimatischen Bedingungen, die 2-3 Ernten
pro Jahr ermoglichen, zum anderen auch durch hochintensive Bodennutzung. Das Gebiet
zwischen Hangzhou, Jiaxing und Huzhou wird daher auch als ,,Kornkammer* bezeichnet.

Seit jeher wird die Region auch ,,das Land von Fisch und Reis* genannt. Sie ist auerdem der
groBBte Produzent von Seide in China, daneben stellen unter anderem Tee, Zitrusfriichte,
Weizen, Mais und Faserpflanzen sowie die Forstwirtschaft einen wichtigen
landwirtschaftlichen = Faktor dar. Als herausragende Industriezweige sind die
elektromechanische  Industrie,  Textilien und  Chemikalien, aber auch die

Nahrungsmittelverarbeitung zu nennen.
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1.1.3. Verbrauch und Produktion in China

Abb.EL1: Wenangebot in einer chinesischen

Markthalle in Hangzhou (N.Weber 2004)

In der vorliegenden Arbeit wurden neben

Leguminosen wie Soja, verschiedenen
Bohnen und Erbsen, auch Auberginen,
Gurken, Rettich und Knoblauch untersucht,
Mairkten
Supermérkten in der Provinz Zhejiang
erstanden wurden (Abb.E1).

Zudem wurden sog. ,pickled vegetables*

die auf lokalen bzw. in

und getrocknete Gemiise analysiert, die in
groBerem Umfang in der chinesischen
Kiiche Verwendung finden.

Der chinesische Markt expandiert in den
letzten Jahren stark und Nahrungsmittel
werden nicht nur allein zum eigenen
Bedarf  produziert  (die
Bevolkerung der Volksrepublik China
wichst trotz der 1979 eingefiihrten 1-Kind
Politik immer noch jihrlich um 0.7%
(Daten 2000-2005)), sondern gelangen
vermehrt auch in den Export. Abb.EL2

verdeutlicht die steigende Produktion und

steigenden

den Verbrauch in China.
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Abb.EL2: Entwicklung der Produktion und des Verbrauchs der aufgefiihrten Gemiise (1990-2005) in 1000
T aus FAO Statistical Yearbook (www.faostat.fao.org/Mérz 2007)
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1.2. Herkunft, Kultivierung und Verwendung der untersuchten Pflanzen

Einige der untersuchten Kulturpflanzen stammen urspriinglich aus dem ,,Reich der Mitte®,
auch wenn sie heute nicht mehr ausschlieSlich dort angebaut werden. Besonders im Falle der
Leguminosen wird dies deutlich. In diesem Kapitel werden die einzelnen Pflanzen mit threm
Ursprungsgebieten und den heutigen Hauptanbaugebieten vorgestellt und ihre Verwendung
beschrieben, wobei die Anwendungen in der Volksmedizin mit dem Vorbehalt zu sehen sind,
dass ihr Nutzen auf diesem Gebiet nicht wissenschaftlich belegbar ist (Brown 2005; Katzer
2005; Pahlow 2001; Schuchert 2007; Schuster et al. 1998; Teuscher et al. 2004).

Allium sativum stammt urspriinglich aus Zentralasien, wobei die Pflanze auch im Fernen
Osten bereits vor Eintreffen der Europder bekannt war. In Europa selbst war sie seit dem
Romischen Reich ein beliebtes Gewlirz und wird heute weltweit angebaut. Hauptanbaugebiete
sind unter anderem China, Indien und Siideuropa. Die Kommission E schreibt Allium sativum
antihypercholesteroldmische und antiarteriosklerotische Eigenschaften zu, auerdem sollen
Knoblauchextrakte antiasthmatische, immunmodulierende und antioxidative Wirkungen

besitzen.

Cucumis sativus kommt vermutlich urspriinglich aus den Himalayatilern (Wildform Cucumis
hardwickii) und wurde bereits vor 3000 Jahren in Indien und Agypten angebaut. Heute wird
sie weltweit sowohl in tropischen als auch in gemiBigten Klimazonen kultiviert, stellt jedoch
hohe Anspriiche an Warme und Feuchtigkeit. Verwendung findet sie besonders als Salat oder
Gemiise, aber auch in der Volksmedizin bei Hitzeausschldgen, Verbrennungen und ihre
Samen gegen Bandwiirmer. Aus der gleichen Familie wie die Gurke stammt auch die
Zucchini, eine Kulturform des Wildkiirbis. Im Unterschied zur Gurke stammt die Zucchini
wahrscheinlich urspriinglich aus Mexiko (Wildform Cucurbita texana), von wo aus sie nach
der Entdeckung Amerikas thren Weg nach Europa und dariiber hinaus fand. Angebaut wird

sie heute besonders im Mittelmeerraum, Amerika und China.

Raphanus sativus (Rettich) ist heute in den geméBigten Klimazonen weltweit vertreten, wurde
aber schon 2000 v. Chr. als Kulturpflanze in Agypten genutzt (Stammpflanze vermutlich
Raphanus maritimus). Verbreitung fand die Pflanze durch Romer und Griechen. Sie findet als
Salat- und Gewiirzpflanze vielseitige Verwendung. Der Saft von Glucosinolate enthaltenden
Pflanzen wie Raphanus sativus wird bei Dyskinesien der Gallenwege oder Katarrhen der

oberen Luftwege eingesetzt.

Die Heimat der Aubergine (Solanum melongena) liegt urspriinglich in Indien, von wo aus sie
durch die Araber bis nach Europa gelangte. Seit 1550 wird sie in Italien angebaut, ebenso
zihlen heute China neben der Tiirkei, Japan und Agypten zu den grdBten Produzenten. In
verschiedenster ~ Art trdgt die Aubergine als Beilage zur Erndhrung bei.
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Leguminosen

Glycine max (Sojabohne) zdhlt zu den &ltesten Kulturpflanzen; sie wurde bereits seit 2800 v.
Chr. in China angebaut. Erst im 17-ten Jhd. kam sie {iber Indonesien, Vorderindien, Ceylon
und Paldstina bis nach Nordafrika. 1829 gelangte sie nach Amerika, wo sie in immer
starkerem Mafle angebaut wurde. Heute stellen Nord- und Siidamerika neben China die
Hauptanbaugebiete dar, wobei sie nicht nur als Nahrungsmittel besonders wegen ihres

Eiweillgehaltes, sondern auch als Futtermittel und Industrierohstoff Verwendung findet.

Die Benennung der Gattungen Phaseolus und Vigna wurde in fritherer Zeit meist
iiberschneidend verwendet, so dass es auch zu Verwechslungen der Arten kam. Heute
unterteilt man meist in die aus Amerika stammenden Phaseolus-Arten und die aus der ,,Alten
Welt“ stammenden Vigna-Arten.

Die Phaseolus-Arten stammen wie bereits beschrieben aus der Neuen Welt. Sie wurden
bereits frith von den siid-, mittel- und nordamerikanischen Ureinwohnern kultiviert. Die
dltesten Funde fiir Phaseolus vulgaris gehen hier bis 6000-2700 v. Chr. in Peru zuriick.
Phaseolus vulgaris (Gartenbohne), die die wirtschaftlich wichtigste Phaseolus-Art darstellt,
wird je nach Art ihres Habitus in Busch- oder Stangenbohne unterteilt, obwohl hier duflere
Einfliisse starke Anderungen bewirken kénnen. Die heute wichtigsten Anbaugebiete dieser
Pflanze sind Brasilien, Mexiko und China. Wihrend in diesen Léndern eine beachtliche
Menge an Trockenbohnen produziert wird, werden in Europa wesentlich mehr ,,Griine
Bohnen* fiir Frischmarkt und Konservenindustrie angebaut. Kiihleres Klima und Wind
hemmen jedoch das Wachstum von Phaseolus vulgaris, so dass es zu geringeren Ertrdgen
kommt.

Eine Art, die wesentlich unempfindlicher ist und auch unter deutlich kiihleren und raueren
Bedingungen gedeiht, ist Phaseolus coccineus, die sog. Feuerbohne oder Prunkbohne. Im
Gegensatz zur einjihrigen Gartenbohne kann die Feuerbohne auch zwei- oder mehrjdhrig
sein, daneben wird sie hiufig auch als Zierpflanze angebaut.

Beide Phaseolus-Arten kommen mit unterschiedlichen Bliitenfarben und Samenmerkmalen
vor. Sie dienen sowohl zur Lebens- als auch Futtermittelherstellung. Jedoch kann der Anteil
an Blausdure besonders bei dunkelsamigen Varietdten ca. 3-4% betragen. Auch das giftige
Lectin Phasin, das in ungekochtem Zustand in den Samen enthalten ist, fithrt zu
Beschrinkungen in der Verwendung. Aus diesen Griinden sollten die weilen Varietiten in
gekochtem Zustand in der Kiiche bevorzugt werden. Bohnenhiilsen werden zusammen mit
Birkenblittern und Schachtelhalm als Diuretikum genutzt, wohingegen die Anwendung bei
Diabetes eher eine Anwendung in der Volksmedizin ist, die wissenschaftlich nicht belegt ist.
Die Mungbohne (Vigna radiata=Phaseolus radiatus=Vigna/Phaseolus aureus), die nicht mit
der nahe verwandten Urdbohne (Vigna/Phaseolus mungo) verwechselt werden sollte, stammt
urspriinglich aus Indien, wurde jedoch friih bis Siid- und Ostasien verbreitet. Viel spéter erst
erfolgte ihre Verbreitung auch auf die anderen Kontinente. Zum Hauptanbaugebiet zahlt auch
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heute noch Indien, wobei Vigna radiata in den letzten Jahren vermehrt auch in China und den
USA zur Erzeugung von Mungsprossen angebaut wird. Neben der Nutzung als Lebensmittel
(als ganze Bohne oder als Mehl) wird auch die Mungbohne als Futtermittel verwendet.
Zusétzlich wird diese Bohne aber auch in der Volksmedizin genutzt wie z.B. bei Bldhungen,
Rheumatismus und Erkédltungen. In den asiatischen Regionen werden Extrakte aus
Mungbohnen  auch in  der  Kosmetikindustrie  eingesetzt,  hierbei  stehen
gesichtshautaufhellende Eigenschaften im Vordergrund (Ahn et al. 2003).

Auch die Art Vigna angularis (Adzukibohne) stammt urspriinglich aus Asien, wird heute aber
ebenso in anderen subtropischen bis gemiBigten Klimazonen wie den USA, Siidamerika,
Afrika und Neuseeland kultiviert. Die Verwendung ist dhnlich der der Mungbohne; in diesem
Fall ist der volksmedizinische Nutzen besonders in der Geburtsheilkunde, bei

Nierenproblemen, Abszessen und bestimmten Tumoren zu sehen.

Pisum sativum, die Erbse, scheint ihr Ursprungsgebiet in Vorder- bis Mittelasien zu haben.
Sie fand aber bereits sehr fiiih in ganz Europa Verbreitung. So wurden in Polen und
Deutschland in Ausgrabungen Bandkeramiken aus dem 5. Jahrtausend v. Chr. zusammen mit
Erbsen gefunden. Auf Grund ihrer guten Anpassungsfihigkeit ist die Erbse heute weltweit
verbreitet. Sie wird sowohl als Lebens- und Futtermittel als auch bei der Erzeugung
abbaubarer Kunststoffe genutzt, auBerdem soll sie in der Volksmedizin bei Entziindungen,

Hiihneraugen und Warzen geholfen haben.

Vicia faba, die Ackerbohne, ist ebenfalls eine der dltesten Kulturpflanzen. Funde werden aus
Israel bereits im 7. Jahrtausend v. Chr. beschrieben, ebenso aus dem siidlichen
Mittelmeerraum wie Agypten (ca. 2300 v. Chr.) und Griechenland (um 4300-2800 v. Chr.).
Erst spiter breitete sie sich auch weiter nordlich aus. Im Mittelalter war sie eine der
wichtigsten Nahrungspflanzen, wurde aber mit Einfiihrung der amerikanischen Gartenbohne
langsam verdringt. Heute wird sie wieder verstidrkt besonders in China kultiviert. Als
Heilmittel wurde sie unter anderem in Umschldgen gegen Sommersprossen und Geschwiire,

innerlich bei Nierensteinen und Husten angewendet.
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1.3.  Polyphenole

Nahrungspflanzen enthalten neben Kohlenhydraten, Proteinen und Fetten, liber die der
menschliche Energiebedarf gedeckt wird, auch weitere wichtige Stoffe, die flir den
menschlichen Stoffwechsel essentiell sind. So zeichnen sich verschiedene Gemiise darunter
Leguminosen auch durch einen hohen Gehalt an Vitaminen aus. Flavonoide sind eine weitere
Gruppe von sekundiren Pflanzeninhaltsstoffen, die weit verbreitet sind und zu den

Polyphenolen gerechnet werden.

Polyphenole sind Verbindungen, die zusétzlich zu ihrem aromatischen Charakter mehrere bis
viele Hydroxyfunktionen besitzen. In diese Klasse von Verbindungen gehdren neben
Stilbenen, Lignanen und Phenolsduren auch Flavonoide (Beispiele sieche Abb.EL4). Die
beiden letztgenannten stellen die zwei wichtigsten Klassen der Polyphenole dar. Sie sind fast
im ganzen Pflanzenreich verbreitet und gehen aus dem Shikimat-Stoffwechsel oder
Zwischenprodukten dieses Stoffwechsels hervor. Die Biogenese ist schematisch in Abb.EL3
dargestellt (Rimpler 1999).

Phenolsduren liegen meist nicht frei, sondern verestert unter anderem mit Zimtalkoholen,
Chinasdure und Zuckern vor. Die Chlorogensdure, ein Chinasdureester der Kaffeesiure, ist
dabei ein hdufig anzutreffendes Derivat. Sie kommt in vielen Friichten, Gemiise und ganz
besonders in Kaffee vor. Ebenso liegt Gallussdure in den meisten Féllen als Ester vor, wobei
die meisten Derivate zu den Gerbstoffen gezahlt werden.

Flavonoide schlielich werden eingeteilt nach dem Substitutions- und Oxidationsgrad des
heterocyclischen Ringes (sieche Abb.EL3). Es existieren viele strukturelle Variationen, unter
anderem O-Glycoside oder C-Glycosyle, methylierte oder prenylierte Derivate und
Kondensationsprodukte, so dass bisher von diesen Verbindungen iiber 6500 Vertreter
identifiziert wurden. Zum einen geben sie Friichten und Gemiise wie Kirschen, Erdbeeren,
Himbeeren oder Auberginen und Rotkohl ihre rote Farbe (Anthocyanidine) oder verleihen
vielen Bliiten ihre Leuchtkraft (lat. flavus gelb), zum anderen dienen sie der Pflanze als
Schutz vor UV-Strahlung (u.a. Quercetin/Kdmpferol (Rozema et al. 2002; Yaginuma et al.
2002)) oder als FraBBschutz bzw. als Schutz vor Mikroorganismen (Isoflavonoide, (Tsukaho et
al. 1985). Da diese Einfliisse hdufig von aulen auf die Pflanze einwirken, befinden sich die

Flavonoide meist vermehrt in den dulleren Schichten.
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1.4. Antioxidantien

1.4.1. Die Rolle von Antioxidantien im menschlichen Organismus

Reaktive Sauerstoffspezies

Im menschlichen Organismus werden reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species,
ROS) wihrend der normalen Zellaktivitidt produziert. So werden sie von Phagozyten bei
immunologischen Vorgéngen (,respiratory burst“) zur Abwehr von Mikroorganismen
freigesetzt oder entstechen in den stark stoffwechselaktiven Mitochondrien oder den
Peroxisomen. Auch die Aktivitit der CYP P450 Enzyme, die an vielen
Stoffwechselvorgéngen beteiligt sind, trigt zur zelleigenen ROS Bildung bei (Gordon 1996).

Zu den entstehenden Verbindungen zdhlen zum einen Radikale wie das Hydroxylradikal
(OH)), das Peroxylradikal (ROQO) oder das Superoxidradikal (O,”), zum anderen auch nicht-
radikalische Verbindungen wie Wasserstoffperoxid (H,0,), Singulettsauerstoff ('O,) oder
hypochlorige Sdure (HOCI), die zur Entstehung von Radikalen fiihren konnen. So bildet sich

. L . : 24/3+ 2+/3+
aus Wasserstoffperoxid unter Einwirkung von redoxaktiven Metallionen (Fe™ "', Cu

2+/3+
Cr

) Hydroxylanion und Hydroxylradikal (Fenton-Reaktion), von denen letzteres das

reaktivste Radikal im menschlichen Organismus darstellt.

Schutzmechanismen des Organismus gegen ROS

Da Radikale auf Grund ihrer ungepaarten Elektronen sehr reaktiv sind, greifen sie nicht nur
gezielt korperfremde Bestandteile an, sondern reagieren ebenso mit kdrpereigenen Molekiilen
wie DNA, Proteinen und den Lipiden der Zellmembranen. Dies kann zu Verédnderungen und
Schiadigungen der jeweiligen Biomolekiile fiihren. Daher stehen der Zelle bzw. dem
Organismus mehrere Moglichkeiten zur Verfligung, um in diesen Mechanismus einzugreifen.
Fehlerhafte Molekiile konnen von der Zelle erkannt und abgebaut werden, womit einer
Fehlfunktion oder Mutation vorgebeugt wird. Des Weiteren ist die Zelle in der Lage bereits
entstandene Schiden zu erkennen und zu beseitigen (DNA-Reparatur-Enzyme).

Die Bildung von ROS kann verhindert oder aber ihre Konzentration verringert werden, indem
antioxidative Enzyme ROS reduzieren oder aber niedermolekulare Substanzen diese abfangen
oder ihre Bildung verhindern. Zu den Enzymen gehoren die Superoxiddismutase (1), die die
Reaktion vom Superoxidradikal zu Wasserstoffperoxid katalysiert, ebenso wie die

Glutathionperoxidasen und die Katalase, die Wasserstoffperoxid zu H,O umsetzen (2-4).
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02._ n 2H+ Superoxiddismutase > H202 (1)
2 H,0, Katalase > 2 H,0 + O, )
ROOH + 2 GSH Glutathionperoxidase > H,O +ROH + GSSG (3)
H202 +2 GSH Glutathionperoxidase > 2 HQO + GSSG (4)

Abb.ELS: Reaktion von antioxidativen Enzymen, GSH=Glutathion

Plasmaproteine wie Transferrin, Ceruloplasmin und Albumin komplexieren Fe** oder Cu®*
und verhindern so die Entstehung von Hydroxylradikalen, welche in der Fenton-Reaktion
gebildet wiirden. Antioxidative Molekiile im Plasma, zu denen Harnstoff, Bilirubin und
Glutathion gehoren, fangen Radikale ab, indem sie diese reduzieren, selbst jedoch oxidiert
werden. Die gleichen Eigenschaften besitzen auch einige Vitamine wie zum Beispiel Vitamin
C (Ascorbinsiure), E (a-Tocopherol) und A (Retinol), sowie deren Vorstufen, die Carotinoide
und das Coenzym Q (Ubichinon). Diese Verbindungen werden genauso wie die Flavonoide
und weitere Polyphenole, die ebenfalls antioxidative Eigenschaften aufweisen, iiber die
Nahrung zugefiihrt.

1.4.2. Flavonoide als Antioxidantien

Flavonoide bestehen aus zwei aromatischen Ringen (A- und B-Ring), die iiber eine C3-
Briicke miteinander verkniipft sind. Die C3-Briicke bildet den eingangs bereits erwédhnten
heterocyclischen Ring (C-Ring), dessen Oxidationsgrad der Einteilung der Flavonoide in die
in Abb.EL3 dargestellten Typen zugrunde liegt. Beispielsweise besitzen Flavanole wie das
Catechin (Abb.EL4) weder eine Doppelbindung noch eine Ketofunktion im C-Ring, sondern
lediglich eine OH-Gruppe an C3. Flavone und Flavonole hingegen zeichnen sich durch die
Anwesenheit von sowohl einer Doppelbindung als auch einer Ketofunktion aus, letztere
tragen zusétzlich eine OH-Funktion an C3. Des Weiteren konnen alle Typen von Flavonoiden
sowohl am A- als auch am B-Ring zahlreiche Substitutionen aufweisen, zu denen unter
anderem Hydroxyl- und Methoxylfunktionen zéhlen.

Die phenolischen OH-Gruppen stellen gleichzeitig auch die wesentliche Voraussetzung fiir
die antioxidativen Eigenschaften der Flavonoide dar. Man geht davon aus, dass Flavonoide
durch Protonentransfer in der Lage sind ROS wie OH', ROO" oder O," zu reduzieren. Hierbei
stellen eine Catechol-Gruppierung (ortho-Dihydroxy-Funktion) im B-Ring, eine 2,3-
Doppelbindung mit einer 4-Oxogruppierung im C-Ring sowie eine zusdtzliche
Hydroxyfunktion an 3 Position wichtige strukturelle Voraussetzungen filir die antioxidative
Aktivitdat dar (Cotelle et al. 1996; Pannala et al. 2001; Rice-Evans et al. 1996). Wéhrend
Quercetin eine hohe antioxidative Aktivitdt aufweist, zeigt Galangin, ein Derivat ohne
Hydroxyfunktionen im B-Ring, eine vergleichsweise geringere Aktivitét.

Flavonoide besitzen auflerdem die strukturellen Voraussetzungen, um Metallionen zu
chelatisieren, so dass die Entstehung von OH-Radikalen im Zuge der Fenton-Reaktion

vermieden wird. Ein weiterer Ansatzpunkt, {iber den Flavonoide die Entstehung freier
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Radikale senken und somit zur Vermeidung von oxidativem Stress flir die Zelle beitragen, ist
die Hemmung von ROS-produzierenden Enzymen wie der Xanthinoxidase (Cotelle et al.
1996; Hayashi et al. 1988; Pietta 2000).

Demgegeniiber sind jedoch auch die prooxidativen Eigenschaften der Flavonoide in hdheren
Konzentrationen zu nennen, die in Anwesenheit von OH-Gruppen im B-Ring zu beobachten
sind (Michels et al. 2005). Ebenso werden bei steigenden Konzentrationen vermehrt
Zytotoxizitdt oder DNA-Strangbriiche beobachtet (Michels et al. 2005; Witjen et al. 2005).
Des Weiteren konnen die entstehenden Oxidationsprodukte mit Thiolgruppen reagieren, so
dass es unter Umstidnden zur Inaktivierung von Enzymen kommen kann (Michels et al. 2004).

1.4.3. Polyphenole und Krankheitspriavention

Obwohl die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in einem gewissen Umfang zum
normalen Stoffwechsel gehdrt, kann die iiberméfBige Bildung generell oder in einem
Kompartiment negative Auswirkungen besitzen, d. h. die endogene ROS-Bildung kann nicht
mehr kompensiert werden und fiithrt zu oxidativem Stress fiir den Organismus. Faktoren, die
dieses Gleichgewicht zusétzlich negativ beeinflussen, sind zum Beispiel UV-Strahlung,
Chemotherapeutika, Ozon, Zigarettenkonsum oder aber auch Leistungsport.

Betroffen sein konnen zum einen Proteine und daraus resultierende Enzymfunktionen. Zum
anderen konnen auch Membranen oder die DNA selbst angegriffen werden. Mit
zunechmendem Alter konnen diese Ereignisse akkumulieren und sich schlieBlich
manifestieren. Dies flihrt in der Zelle zu Schiden, in deren Folge Krankheiten entstehen
konnen. Solche Prozesse werden bei Erkrankungen wie Krebs, Atherosklerose oder
neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer bzw. Morbus Parkinson als
Ursache gesehen.

Die protektiven Eigenschaften der Polyphenole bei Krebserkrankungen sind auf vielfdltige
Mechanismen zuriickzufithren. Dabei sind wie im Falle der phytoestrogenen Wirkung der
Isoflavonoide nicht nur antioxidative Aspekte ausschlaggebend. Isoflavonoide wie Genistein
(Abb.EL4) zeigen eine Affinitdt zum Estrogenrezeptor, jedoch weisen sie eine geringere
intrinsische Aktivitdt auf als der endogene Ligand und konnen somit unter Umstédnden
antiestrogene Wirkung besitzen. Dies ist besonders fiir estrogenabhingige Tumore
ausschlaggebend (Dixon et al. 2002; Kris-Etherton et al. 2002).

Zur Entstehung von Atherosklerose trigt die Oxidation von Low-Densitiy-Lipoproteinen
(LDL) bei, die von Makrophagen aufgenommen werden. Infolge dessen reichert sich
Cholesterol in den Makrophagen an und fiihrt zur Umwandlung dieser Zellen in
Schaumezellen. Diese schlielich verursachen die Entstehung von atherosklerotischen Plaques
(Steinberg et al. 2002). Ob die Erniedrigung von oxidativem Stress zur Vorbeugung von
Atherosklerose dient, ist nicht eindeutig gekldrt. Demzufolge wird auch die Wirkung
antioxidativer Substanzen wie der Polyphenole in diesem Zusammenhang kontrovers
diskutiert (Scalbert et al. 2005).
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Flavonoide wie auch alle anderen Antioxidantien werden wihrend ablaufender
Redoxreaktionen verbraucht, sie stehen dem Korper somit nicht mehr zur Verfligung. Es
besteht entweder die Moglichkeit, dass die Substanz von einem weiteren Antioxidans
reduziert, d.h. regeneriert wird, wie es bei Vitamin E durch Ascorbinsdure der Fall sein kann,
oder sie muss stdndig neu zugeflihrt werden. Liegt eine Erkrankung wie Atherosklerose vor,
die mit vermehrtem oxidativem Stress in Verbindung steht, so ist unter Umstdnden ein
erhohter Bedarf an Antioxidantien notwendig.

Viele Organisationen unter anderem die ,, American Dietetic Association* (ADA) raten daher
zu einer ausgewogenen und abwechslungsreichen Erndhrung, die die Bevolkerung unter
anderem mit Antioxidantien versorgt. Es werden zum Beispiel 5 bis 9 Mahlzeiten mit
Friichten und Gemiise empfohlen. Die Aufnahme von grilnem und schwarzem Tee oder
Rotwein wird von einigen Experten beflirwortet, da in diesen Getrdnken Catechine bzw.
Resveratrol einen gesundheitsfordernden Einfluss ausiiben konnten (ADA 1999). Vielfach
werden Nahrungsmittel, die solche gesundheitsfordernden Verbindungen enthalten oder mit
ihnen angereichert sind, als ,functional foods“ bezeichnet, weil sie iiber die einfache
Erndhrung hinaus positiven Einfluss auf die Gesundheit zeigen.

1.4.4 Nahrungserginzungsmittel, Novel-Food und diéitetische Lebensmittel

Innerhalb dieser Arbeit galt ein besonderes Interesse den pflanzlichen Polyphenolen, die in
den einzelnen Extrakten der oben beschriebenen Pflanzen nachzuweisen waren. Die
Diskussion iiber die Rolle der Polyphenole als Antioxidantien und damit als potentielle Mittel
in der Krankheitspriavention sowie der Therapie von Erkrankungen hat in den letzten Jahren
stark zugenommen. Dabei kommt dem Konsumverhalten der Bevolkerung ebenfalls eine
Bedeutung zu, da vielfach hoch dosierte Einzelsubstanzen (z.B. Vitamin E, Quercetin), aber
auch Extrakte aus Friichten (u.a. Orangen-, Hagebutten-, Johannisbeer-, Himbeer-,
Birnenextrakten), oft mit Zusédtzen an weiteren Vitaminen, Enzymen und Mikroorganismen,

in groBer Menge und in grofer Vielfalt auf dem Markt angeboten werden.

Derartige Produkte unterliegen in Deutschland entweder der Novel-Food-Verordnung oder
Nahrungserginzungsmittelverordnung. Erstere tritt in Kraft, wenn es sich dabei um neuartige
Lebensmittel oder neuartige Lebensmittelzutaten (Novel-Food, NF) handelt. Neuartige
Lebensmittel oder Lebensmittelzutaten liegen vor, wenn die Produkte ,Lebensmittel mit
neuer oder gezielt modifizierter primirer Molekularstruktur darstellen. AuBerdem handelt es
sich um neuartige Lebensmittel gemdf3 dieser Verordnung, wenn sie aus Mikroorganismen,
Pilzen oder Algen bestehen oder aus diesen isoliert wurden. In speziellen Fillen gehdren dazu
auch Produkte, die aus Pflanzen bestehen oder aus ihnen isoliert wurden, oder aus Tieren
isolierte Lebensmittelzutaten darstellen. Ausgenommen davon sind Lebensmittel, die ,,mit
herkdmmlichen Vermehrungs- und Zuchtmethoden gewonnen wurden und die
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erfahrungsgemdl als unbedenkliche Lebensmittel gelten” konnen. Ebenso fallen solche
Produkte unter diese Verordnung, ,bei deren Herstellung ein nicht {ibliches
Herstellungsverfahren angewandt wurde“, so dass eine bedeutende Verdnderung der
Zusammensetzung oder der Struktur des Lebensmittels hervorgerufen wurde (z.B.
Anderungen im Nihrwert, dem Stoffiechsel, der Menge der unerwiinschten Stoffe).
Neuartige Lebensmittel und Lebensmittelzutaten unterliegen einer einheitlichen Regelung
(Verordnung (EG) Nr. 258/97) zum Schutz der offentlichen Gesundheit. Dabei werden sie
einer einheitlichen Sicherheitspriifung unterzogen. Sind Produkte im Wesentlichen
gleichwertig mit einem bestimmten konventionellen Lebensmittel, so kdnnen sie iiber ein
vereinfachtes Notifizierungsverfahren in Verkehr gebracht werden. AuBerdem kann ein
vereinfachtes Verfahren angewandt werden, wenn nach dem Grundsatz des freien
Warenverkehrs das Produkt bereits in einem Mitgliedsstaat der Europdischen Gemeinschaft
im Verkehr ist. Dabei muss ein Antrag auf eine Allgemeinverfiigung nach § 54 LFGB gestellt
werden, die es dem Hersteller erlaubt Waren, die den deutschen Vorschriften nicht
entsprechen, dennoch in Deutschland einzufiihren. Dem geht jedoch eine Priifung des
Bundesamtes fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) voraus, mit der
festgestellt wird, ob gesundheitliche Einwénde bestehen. Wird dem Antrag stattgegeben, so
erhalten damit auch alle gleichartigen Produkte anderer Hersteller {iber dieselbe
Allgemeinverfligung die Verkehrsfahigkeit.

Die Produkte konnen andererseits unter die Nahrungsergéinzungsmittel-Verordnung (NemV)
fallen. Sie unterliegen dann lediglich einer Anzeigepflicht beim BVL, wenn sie die
allgemeine Erndhrung ergéinzen, also ein ,,Konzentrat von Nihrstoffen oder sonstigen Stoffen
mit erndhrungsspezifischer oder physiologischer Wirkung allein oder in Zusammensetzung*
darstellen und zusétzlich in dosierter bzw. abgeteilter Form (Kapseln, Tabletten, Pulverbeutel,
Ampullen, u.s.w.) in den Verkehr gebracht werden. Auch hier besteht die Mdglichkeit einer
Allgemeinverfligung oder zusétzlich einer Ausnahmegenehmigung, wenn das Produkt nicht
der NemV entspricht.

In beiden Fillen besteht jedoch eine Kennzeichnungspflicht, die es dem Verbraucher erlaubt,
festzustellen, um welches Produkt es sich handelt. Bei Nahrungsergdnzungsmitteln ist in
jedem Fall der Hinweis anzubringen, dass das Produkt ,,nicht als Ersatz fiir eine ausgewogene
und abwechslungsreiche Erndhrung verwendet werden® sollte. AuBerdem muss der
Warnhinweis enthalten sein, dass die empfohlene tégliche Verzehrmenge nicht iiberschritten
werden darf.

Daneben gibt es auch diétetische Lebensmittel, ,,die fiir eine besondere Erndhrung bestimmt
sind*, d.h. fiir bestimmte Personenkreise mit besonderen Anforderungen an die Erndhrung.
Hierzu zdhlen unter anderem Schwangere, Stillende, Sduglinge und Kleinkinder oder auch
Diabetiker und Sportler. Die Verordnung (DiétV) sieht fiir diese Lebensmittel eine gesonderte
Zusammensetzungs- und Kennzeichnungspflicht vor, auBerdem muss der Erndhrungszweck,
zu dem sie besonders geeignet sind, angegeben werden. Fiir die meisten dieser didtetischen
Lebensmittel sind keine gesonderten Anzeigepflichten zu beachten, sofern sie fiir die in der
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Verordnung genannten Personenkreise oder fiir die genannten Verwendungszwecke deklariert

werden.

1.4.5. Nutzen und Risiko von Antioxidantienkonsum

In der Ndhrwert-Kennzeichnungsverordnung ist festgelegt, welche Inhaltsstoffe gesondert auf
Produkten angegeben werden miissen. AuBerdem ist dort auch festgelegt, dass von
Verbindungen wie Vitamin C oder E sowohl die enthaltene Menge als auch der enthaltene
Prozentsatz der empfohlenen Tagesdosis angegeben werden muss. Es liegen jedoch bisher fiir
einige Substanzklassen wie z. B. Flavonoide keine Verzehrempfehlungen vor, die den
Verbraucher dariiber informieren konnten, ob er zu viel oder zu wenig dieses Stoffes
einnimmt. Die EFSA (European Food Safety Authority) hat Anfang 2006 zwar einen Bericht
iiber tolerierbare Aufnahmehdchstmengen von Vitaminen und Mineralstoffen verdffentlicht,
jedoch sind Flavonoide auch hier nicht enthalten (Scientific Committee on Food/ Scientific
Panel on Dietetic Products 2006). So ist es unter Umstéinden moglich, dass der Verbraucher
seinen Korper mit iberhhten Konzentrationen an Flavonoiden konfrontiert, die er zum einen
iiber eine normale Erndhrung niemals zu sich nehmen wiirde, deren Auswirkungen zum
anderen nach dem heutigen Stand der Wissenschaft kaum einzuschdtzen sind.

So konnte der schéddliche Einfluss von hohen Dosen B-Carotin fiir Raucher (30 mg/ d) vor
noch nicht allzu langer Zeit in einer Studie (CARET-Studie) beobachtet werden (Goodmann
et al. 2004). In diesem Zusammenhang kommen Metaanalysen auch zu dem Schluss, dass die
zusétzliche Einnahme von Antioxidantien die Sterblichkeit signifikant erhoht oder Hinweise
fiir negative Einfliisse zu finden sind (Bjelakovic et al. 2007; Miller et al. 2005). Bjelakovic et
al. vermuten, dass eine zu hohe Dosis an Antioxidantien korpereigene Abwehrmechanismen
sowie notwendige korpereigene Radikalbildung storen konnte. Kritiker dieser Metaanalyse
wenden zwar ein, dass besonders Studien zu Grunde gelegt wurden, die bereits erkrankte
Probanden enthielten, ebenso, dass Studien ohne Todesfélle nicht beriicksichtigt wurden und
die Dosierungen zum Teil die empfohlenen Hochstdosen um das 20-fache iiberstiegen
(28.Februar 2007 Stellungnahme der Gesellschaft fiir angewandte Vitaminforschung e.V.).
Dennoch zeigen diese Ergebnisse deutlich, dass weitere Forschung im Hinblick auf
Wirkungsmechanismen von Antioxidantien betriecben werden muss, um eventuelle

gesundheitliche Risiken besser erkennen und einschitzen zu konnen.

1.5.  Zielsetzung der Arbeit

Verschiedene Polyphenole bzw. Flavonoide besitzen unterschiedliche Wirkungen zum
Beispiel im Hinblick auf anti- bzw. prooxidative Eigenschaften, Toxizitdt und proliferative
Einfliisse, wie vielfache Untersuchungen auf dem Gebiet der Struktur-Wirkungsbeziehungen
gezeigt haben (Michels et al. 2006; Wang et al. 2006; Wétjen et al. 2007). Daher sind
Kenntnisse sowohl iiber die Qualitdt als auch die Quantitit der enthaltenen Inhaltsstoffe
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wiinschenswert, um Nahrungsmittel oder Nahrungsmittelkonzentrate besser einschitzen zu
konnen. Ziel der Arbeit war es daher einerseits, einen Uberblick iiber das Polyphenolmuster
verschiedener Gemiise im Sinne des ,,Plant metabolomics® zu erhalten, andererseits den
Gehalt der untersuchten Proben zu ermitteln, um eine Einschitzung der aufgenommenen
Polyphenolmenge machen zu kdnnen. AuBlerdem standen Umwelteinfliisse wie Standort
(China-Deutschland) und natiirliche sowie kiinstliche Sonneneinstrahlung (Freiland- und
Gewichshauskulturen) im Fokus, um deren Einwirkung auf das Polyphenolmuster zu
untersuchen. Ebenso wurden Polyphenole wihrend des Kochvorgangs beobachtet.

Weiterhin war es Ziel der Arbeit, die in den untersuchten Pflanzen enthaltenen Polyphenole
zu isolieren, und mit Hilfe von HPLC-DAD, HPLC-MS sowie NMR-Experimenten zu
identifizieren. Nachfolgend sollten die erhaltenen Reinsubstanzen in in-vitro-Assays und
Zellkultursystemen charakterisiert werden.

Dabei wurden die antioxidativen Eigenschaften mit Hilfe des DPPH-Assays ermittelt, wobei
hier auch auf die antioxidativen Eigenschaften der Gesamtextrakte eingegangen wurde, um
die Wirkung der jeweils enthaltenen Flavonoide im Hinblick auf deren Qualitdt und Quantitét
einzuschdtzen.

Ferner wurde die Wirkung der Reinsubstanzen auf die Viabilitdt von H4IIE-Hepatom Zellen
im Neutralrot/MTT-Assay ermittelt. Diese Arbeiten wurden innerhalb einer Kooperation am
Institut fiir Toxikologie der Heinrich-Heine Universitdt Diisseldorf durchgefiihrt.

Zusétzlich wurden auch die proliferationsstimulierenden Eigenschaften an estrogensensitiven
Zellen untersucht. Hierzu wurde der Einfluss der Reinsubstanzen und Extrakte auf
MCF7/BUS Zellen genauer charakterisiert. Diese Arbeiten wurden am ,Department of
Pharmacology and Toxicology* der Zhejiang Universitdt/Hangzhou, China durchgefiihrt.
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2. Material und Methoden

2.1. Probenmaterial
2.1.1. Leguminosen

Insgesamt wurden im Rahmen dieser Arbeit acht verschiedene Leguminosensamen
untersucht. Die taxonomische Bestimmung wurde hierbei anhand der Pflanzen, die im
Gewichshaus und im Freiland des botanischen Gartens der HHU Diisseldorf von Herrn
Rogmann und seinen Mitarbeitern kultiviert wurden, durchgefiihrt. Das Samenmaterial
stammte vom ,,Department of Pharmacology and Toxicology* (Hangzhou/China). Es konnten
zwei unterschiedliche chinesische Ernten (Oktober2003 und Mai2004) erhalten werden. Beide
wurden sowohl zu den taxonomischen als auch zu den quantitativen/qualitativen
Untersuchungen herangezogen.

Das Wachstum der Pflanzen wurde fotografisch dokumentiert bis hin zu Detailaufnahmen der
Bliite und der erhaltenen Friichte. Ebenso wurden makroskopische Untersuchungen der Bliite
und der Samen vorgenommen und Herbarexemplare im Institut fiir Pharmazeutische Biologie

und Biotechnologie angelegt (siche Anhang 7.1).

ris — P2

- Vicia faba — P5

0 u'?*vulg var. vulg. —P7 s vulg. var. nanus —P8
Abb.M1: Samenmaterial der acht Leguminosen - Probencode(P1-8)

Eine Erstbestimmung wurde von Frau Dr. Sabine Etges, der Leiterin des botanischen Gartens,
an den Pflanzen sowohl im Gewidchshaus als auch im Freiland zur Zeit der Bliite

durchgefiihrt. Die endgiiltige Bestimmung erfolgte am Leibniz - Institut fiir Pflanzengenetik
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und Kulturpflanzenforschung (IPK), Abteilung Genbank, Arbeitsgruppe Ressourcengenetik
und Reproduktion in Gatersleben von Frau Dr. Ulrike Lohwasser. Hierzu wurde das
fotografische Material ausgewertet und von zwei der Leguminosen (Vicia faba und Glycine
max) eine Kultur in Gatersleben angelegt, um zu einer abschlieBenden Beurteilung zu

gelangen.

Tab.M1: Taxonomische Bestimmung der Leguminosen

Code | Lat. Name verwendete Literatur
P1 Vigna radiata (L.) R. Wilczek (Maréchal et al. 1978)
P2 Vigna angularis (Willd.) Ohwi & Ohashi (Maréchal et al. 1978)
P3 Glycine max (L.) Merr. convar. max var. atra | (Lehmann 1962)
Lehm.
P4 Phaseolus coccineus L. var. albiflorus (DC.) | (Bailey 1923)
Bailey
P5 Vicia faba L. ssp. faba var. faba subvar. faba | (Kulturpflanze 1972)
P6 Pisum sativum L. ssp. sativum convar. | (Lehmann 1954)
sativum
P7 Phaseolus vulgaris L. var. vulgaris (Hanelt 2001)
P8 Phaseolus vulgaris L. var. nanus (Jusl) | (Hanelt 2001)
Aschers.
Abteilung: Spermatophyta
Unterabteilung: Magnoliophytina (Angiospermae)
Klasse: Rosopsida (Dicotyledonace)
Unterklasse: Rosidae
Ordnung: Fabales (Leguminosae)
Familie: Fabaceae
Tribus: Phaseoleae

Subtribus: Phaseolinae
- Phaseolus vulgaris L. var. vulgaris
- Phaseolus vulgaris L. var. nanus (Jusl.) Aschers.
- Vignaradiata (L.) R. Wilczek
- Vigna angularis (Willd.) Ohwi & Ohashi
Subtribus: Glycininae
- Glycine max (L.) Merr. convar. max var. atra Lehm.
Tribus: Vicieae
- Pisum sativum L. ssp. sativum convar. sativum

- Vicia faba L. ssp. faba var. faba subvar. faba
Abb.M2: Taxonomische Einordnung der bearbeiteten Leguminosen nach Frohne (Frohne et al. 1998)
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2.1.2. Aufzucht der Leguminosen im Gewichshaus und im Freiland

Zur taxonomischen Identifizierung der Pflanzen und zur Gewinnung weiterer
Vergleichsextrakte der Leguminosen wurden diese im Garten und Freiland des Botanischen
Gartens der HHU Diisseldorf durch Herrn Rogmann und seine Mitarbeiter kultiviert.

ey

sy

ﬁ!ﬁv

Abb.M3: Aufzucht der Leguminosen im Gewéchshaus (links) und im Freiland (rechts)

Die Samen wurden bis zur Aussaat am 22.06.04 bei 8°C im Kiihlschrank aufbewahrt, so dass
groftenteils eine sehr hohe Keimungsrate erreicht werden konnte. Nachdem die Pflanzen eine
ausreichende Grofe erreicht hatten, wurden sie umgetopft. Die Pflanzen wurden im
Gewichshaus am 14.07.04 umgestellt bzw. ca. die Hélfte der jeweiligen Pflanzen wurde am
15.07.04 in das Freiland des botanischen Gartens transferiert. Vor dem Umstellen betrug die
Tagestemperatur mehr als 24°C und die Nachttemperatur lag bei 20°C. Es stand 16h eine
Hockdruckquecksilberdampflampe (HDK 400W, 60000 Lux, schattiert) als Lichtquelle zur
Verfiigung und die Luftfeuchte betrug 70%. Nach der Umstellung lagen die Tagestemperatur
bei mehr als 15°C und die Nachtemperatur bei mehr als 10°C. Die Erde bestand aus Floraton
1, welche bei den Gewéchshauspflanzen auch spiter beibehalten wurde. Im Freiland wurden
die Leguminosen in normale Felderde gepflanzt. Bis Ende Oktober lagen die Temperaturen
im Mittel {iber 10°C, am wirmsten war es Ende Juli und Anfang August. In diesem Zeitraum
lagen die Temperaturen im Mittel {iber 20°C. Da die Pflanzen erst spdt im Jahr ausgesit
wurden, kamen einige erst sehr spit zur Bliite und damit auch zur Fruchtbildung und —reife.
Die Ernte der Hiilsen aus dem Freiland wurde daher so lange wie moglich bzw. wie notig
hinausgezdgert (Daten sieche unten). Da vollstindig auf eine chemische Behandlung der

Pflanzen verzichtet wurde, konnte von Vicia faba leider keine Frucht erhalten werden. Sie
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wuchs zwar bis zur Bliitenbildung heran, wurde dann aber durch Schéidlinge (Thysanoptera)
befallen, die auch mit Niitzlingen nicht mehr bekdmpft werden konnten. Bei Pisum sativum
wurde ebenfalls ein Befall mit Schidlingen (Thysanoptera, Tetranychidae) festgestellt, so
dass es auch hier keine Ernte im Gewéchshaus zu verzeichnen gab. Phaseolus coccineus
blithte zwar im Gewichshaus, zeigte jedoch keine Fruchtbildung, was darauf zuriickgefiihrt
werden kann, dass P. coccineus selbststeril ist und es unter den Gewéchshausbedingungen
nicht zu einer Bestdubung durch Insekten kommen konnte. Eine Selbstbefruchtung wird unter
diesen Bedingungen nur vereinzelt beobachtet (Schuster et al. 1998).

Klimadaten HHU Diisseldorf
30

25 A
20 —a— Lufttemperatur (°C)
15 N A —=— Bodentemperatur (°C)

\/ \\/ —e— Globalstrahlung (MJ/m2d)
10 v —x— Niederschlag (L/m2d)
5 WA\/

J1 J2 J3 A1 A2 A3 S1 S2 S3 O1 02 O3 N1 N2 N3
Monat (Dekaden)

Abb.M4: Klimadaten der HHU Diisseldorf, J=Juli, A=August, S=September, O=Oktober, N=November, Zahlen
1-3 bezeichnen Dekaden, eine Dekade jeweils vom 1.-10., 11.-20. und 21.-30./31. des Monats)

Tab.M2: Zeitdaten der Pflanzenkultur

Leguminosae Botanischer Garten Gewichshaus
Aussaat | Auspflanzung | Ernte Umstellen | Ernte

Vigna radiata 22.06.04 |14.07.04 11.11.04 |15.07.04 |20.09.04

Vigna angularis 22.06.04 |14.07.04 11.11.04 |15.07.04 |20.09.04

Glycine max 22.06.04 |14.07.04 11.11.04 |15.07.04 [03.11.04

Phaseolus coccineus |22.06.04 |14.07.04 11.11.04 |15.07.04 |-

Vicia faba 22.06.04 |14.07.04 - 15.07.04 |-

Pisum sativum 22.06.04 |14.07.04 22.09.04 |15.07.04 |-

Phaseolus  vulgaris | 22.06.04 | 14.07.04 20.09.04 |15.07.04 15.09.04

L. var. vulgaris

Phaseolus  vulgaris | 22.06.04 | 14.07.04 11.11.04 |15.07.04 15.09.04

L. var. nanus
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2.1.3. Weitere Gemiisesorten

Es wurden vier weitere chinesische Gemiisesorten untersucht. Das Pflanzenmaterial wurde im
Mai 2004 auf einem Wochenmarkt in Hangzhou, China von den dortigen Mitarbeitern des
,Department of Pharmacology and Toxicology* erstanden. Die taxonomische Einordnung
wurde in China an der Zhejiang Universitit im ,Department of Pharmacology and

Toxicology* (Hangzhou, China) vorgenommen.

Tab.M3: Taxonomische Bestimmung der weiteren Gemiisepflanzen

Code. engl. Name dt. Name Lat. Bezeichnung

G Cucumber Gurke Cucumis sativus L.

K Garlic Knoblauch Allium sativum L.

R Radish Rettich Raphanus sativus L.

A Eggplant Aubergine Solanum melongena L.

Zum Vergleich wurden vier weitere Pflanzen aus Deutschland in die Untersuchungen mit
einbezogen. Diese wurden bei ,,der Lidl-Dienstleistungs GmbH & Co. KG* im September
2005 gekauft bzw. stammen aus heimischem Gartenanbau. Hierbei handelte es sich zum einen
wiederum um Cucumis sativus L. und Solanum melongena L. und zum anderen um zwei
Kiirbisgewichse, ndmlich Zucchini (Cucurbita pepo var.) und Zierkiirbis (Cucurbita pepo

var.).

__Raphanus sativus -R melongena -A

Abb.M5: weitere bearbeitete chinesische Gemiise - Probencode
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Abteilung: Spermatophyta
Unterabteilung: Magnoliophytina (Angiospermae)
Klasse: Rosopsida (Dicotyledonae)
Unterklasse: Rosidae
Ordnung: Cucurbitales
Familie: Cucurbitaceae
-Cucumis sativus L.
-Cucurbita pepo L.
Ordnung: Capparales
Familie: Brassicaceae
-Raphanus sativus L.
Unterklasse: Asteridae
Ordnung: Solanales
Familie: Solanaceae
-Solanum melongena L.
Klasse: Liliopsida (Monocotyledonae)
Unterklasse: Liliidae
Ordnung: Asparagales
Familie: Alliaceae
-Allium sativum L.

Abb.M6: Taxonomische Einordnung der bearbeiteten weiteren Gemiisesorten nach Frohne (Frohne et al. 1998)
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2.1.4. Essigsaures Gemiise

Die essigsauren Gemiise wurden in Hangzhou, China in einem offentlichen Supermarkt

gekauft. Es handelt sich dabei um Lebensmittel, die in diesem eingelegten Zustand entweder

sofort zum Verzehr geeignet sind oder als Beigabe zu verschiedenen Gerichten dienen. Eine

Auflistung und Ubersetzung erfolgte durch Prof. Yi-jia Lou und ihre Mitarbeiter.

Tab.M4: Auflistung der essigsauren Lebensmittel

Code | Chinesische Englische Company Lat. Name
Bezeichnung Bezeichnung
El yan cai xin (zha | Tube mustard Zhejiang tong  xiang | Brassica juncea
cai) yinxing Food Company | var.
Group LTD
E2 zhai cai Tube mustard Zhejiang tong xiang nanri | Brassica juncea
1" Vegetable and Food | var.
Company
E3 zhai cai Tube mustard Hangzhou xiaoshan | Brassica juncea
Hezhuang Food Co. LTD | var.
E4 cu da suan Garlic Hangzhou jing yang guan | Allium sativum
tiao liao jiang pin Co.
E5 la you sun si Bamboo shoot Fu jian da mao Food | Phyllostachys
Industry Co. LTD spec.
E6 xiao shan luo bo | Radish Hangzhou huilin Food | Raphanus
gan Co. LTD sativus
E7 dao du cai (+sun) | Leaf mustard with | China Hangzhou jian de | Brassica juncea
bamboo shoot shi qiu mei Food Co. var.
ES8 Xue cai wang Leaf mustard | Ningbo yu yun vegetables | Brassica juncea
(xue cai) (with fruit juice) Factory var.
E9 Xue cai wang Leaf mustard Shaoxing shi yu cheng qu | Brassica juncea
(xue cai + sun) with bamboo | dou men jiang cai chang | var./
shoot Factory Phyllostachys
spec.
E10 | suan la huang gua | Cucumber Shanghai meifeng Food | Cucumis sativus
pian Co.LTD var.
El11 | ruhuang gua Cucumber (young, | Zhejiang tong xiang nanri | Cucumis sativus

small)
with chili

1" Vegetable and Food
Company

var.

2.1.5. Trockengemiise

Ebenso wie das essigsaure Gemiise wurden die getrockneten Lebensmittel in einem

chinesischen Supermarkt in Hangzhou erstanden. Hierbei handelt es sich weitestgehend um

Lebensmittel, die nach speziellen Zubereitungsmethoden verzehrt werden. Meist werden sie

in kaltem Wasser vorgequollen und dann gekocht oder gedampft. AnschlieBend werden sie zu

verschiedenen Fleisch-, Fisch-, oder Hiihnchengerichten zugegeben oder der Kochvorgang
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findet im gleichen Gefdl zusammen mit den spiter servierten Gerichten statt. Eine
Auflistung erfolgte auch in diesem Fall durch Prof. Yi-jia Lou und ihre Mitarbeiter.
Tab.M5: Auflistung der getrockneten Lebensmittel
Code | Chinesische Englische Company Lat. Name
Bezeichnung Bezeichnung
T1 lian zi Lotus seed Shanghai Fengzhijian | Nelumbo
Trade Co. LTD nucifera
(Semen
nelumbinis)
T2 mei gan cai Dried fermentated | Shao Xing lanting luo | Brassica juncea
leaf mustard gong var.
T3 huang gi Astragalus Hangzhou jingli Food Co. | Astragalus
LTD membranaceus
T4 huang hua cai Day lily Hangzhou jingli Food Co. | Hemerocallis
LTD spec.
T5 bai he Dried lily Hangzhou jingli | Lilium spec.
Enterprise Co. LTD
T6 yin er Silver mushroom | Fujian futian huacheng | Tremella spec.
from wood shiping Enterprise Co.
LTD
T7 sun gan Dried bamboo | Hangzhou Wanglong | Phyllostachys
shoots Food Enterprise Co. LTD | spec.
T8 huai shan yao Yam Hangzhou jingli | Dioscorea
Enterprise Co. LTD opposita
2.2. Bearbeitung des Probenmaterials - Extraktionen

2.2.1. Extraktion der Leguminosen zur Isolierung und Testung an MCF7 Zellen

Die Extrakte zur Isolierung und Testung an MCF7 Zellen wurden an der Zhejiang Universitit

im ,Department of Pharmacology and Toxicology” (Hangzhou, China) erhalten und

bearbeitet. Das Ausgangsmaterial wurde getrocknet, gewogen und zerkleinert. Uber Nacht

wurde das Material in Wasser eingelegt, am nichsten Tag mit der achtfachen Menge 70%

wissrigen Ethanols auf Riickfluss erhitzt und 1.5 h sowie lh extrahiert. Die erhaltenen

Extrakte wurden vereinigt und auf 4L unter Vakuum eingeengt.

Die aufkonzentrierten Extrakte wurden zentrifugiert und der Uberstand {iber eine

Polyamidsiule aufgereinigt. Es wurde zuerst mit der 5-fachen Menge Wasser eluiert, dann mit

50%igem und 95%igem wiéssrigen Ethanol. Die Ethanolfraktionen wurden eingeengt und

durch Gefriertrocknung konnte der Ausgangsextrakt zur Isolierung und Testung an MCF7

Zellen erhalten werden.
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2.2.2. Extraktion der Leguminosen zur Quantifizierung

Zur Quantifizierung der Polyphenolfraktion wurde eine geeignete Menge der Samen in einer
Drogenmiihle 1 Minute zerkleinert. Das gefriergetrocknete Pulver wurde gewogen und vier
Mal mit 50 ml 70%igem wissrigem Methanol (0.2 % V/V HCOOH) 10 Minuten lang mit
einem Ultra Turrax T18 basic (IKA Werke, Stufe4 =18000 U/min) extrahiert. Dazwischen
wurde die Losung jeweils bei 4000 U/min 10 Minuten lang zentrifugiert, der Uberstand
abpipettiert und der Riickstand wieder in Losungsmittel aufgenommen. Die Uberstinde
wurden vereinigt und das Losungsmittel bei 42°C unter Vakuum auf ein Drittel des Volumens
eingeengt. Das restliche Volumen wurde durch Gefriertrocknung entfernt, um eine
Aufkonzentrierung der Sdure und damit eine Hydrolyse der enthaltenen Zucker zu vermeiden.
Die Wahl des Extraktionsmittels wurde der Literatur (Romani et al. 2003) entnommen, die
Anzahl der Extraktionsschritte wurde an Phaseolus vulgaris L. var. nanus ermittelt. Dabei
wurden die einzelnen Extrakte zuerst reduziert, dann auf gleiche Volumina aufgefiillt und
mittels HPLC-DAD untersucht. Mit Hilfe der HPLC-Chromatogramme (280 nm, 320 nm, 340
nm, 520 nm) konnte festgestellt werden, dass nach der vierten Extraktion in allen
beobachteten Wellenldingen eine erschopfende Extraktion der untersuchten Polyphenole
vorlag. In Vorversuchen zeigten 90% methanolische Extrakte einen wesentlich geringeren
Phenolgehalt. Aus diesem Grund war die hdufigere Extraktion mit saurem Ldsungsmittel

notwendig, da offensichtlich Begleitstoffe der Leguminosen hier storend wirken.

Tab.M6: Durchschnittlicher Wassergehalt der Leguminosen

Leguminose Durchschnittlicher Wassergehalt in %
Vigna radiata 8.68

Vigna angularis 9.60

Glycine max 5.75

Phaseolus coccineus 9.56

Vicia faba 10.09

Pisum sativum 9.06

Phaseolus vulgaris var. vulgaris 9.59

Phaseolus vulgaris var. nanus 9.19

2.2.3. Gewinnung der Extrakte beim Kochvorgang

Um herauszufinden, wie viel der Polyphenolfraktion beim Kochvorgang in das iiberstehende
Wasser abgegeben wird, ebenso ob es zu einer Verdnderung des Polyphenolmusters kommt,
wurden von allen Leguminosen der Ernte vom Oktober 2003 (P1-P8) so genannte
Kochextrakte hergestellt. Dabei wurden die Samen mit dem 3-10 fachen an Wasser auf einer
Heizplatte zum Kochen gebracht. Der Kochvorgang bei ca. 90-100°C wurde {iber drei
Stunden durchgefiihrt. Das iiberstehende Wasser wurde iiber eine Fritte (Duran P3) abfiltriert

und diente als Untersuchungsmaterial. Es wurden hierbei vier Anséitze pro Leguminose

24



Material und Methoden

bearbeitet, jedoch wurde auf Grund der Probenmenge und der sehr schlechten
Verarbeitbarkeit der Samen nach dem Kochvorgang nur ein Riickstand bearbeitet (Extraktion

mit 90% Methanol), um die in der Bohne verbleibende Polyphenolfraktion zu untersuchen.

2.2.4. Extraktion des weiteren Gemiises zur Isolierung und Testung im
Zellkultursystem

Die Gemiise wurden auf einem Wochenmarkt in Hangzhou, China gekauft und durch
,Hangzhou jian er health protectional food LTD company* gefriergetrocknet und zerkleinert.
Eine geeignete Menge des Pulvers wurde zwei mal 2h und einmal {iber Nacht mit jeweils 1L
90% wissrigen Methanol auf dem Schiittler extrahiert. Die Filtration erfolgte jeweils iiber
einen groBBen Biichnertrichter mit einem Rundfilter (HHU Diisseldorf).

Das erhaltene Filtrat wurde unter Vakuum eingeengt, dabei wurde die methanolische Phase
vollstdndig entfernt und der eingeengte Extrakt direkt weiter aufgereinigt. Die Probe wurde
filtriert und nachfolgend der geldste Anteil auf eine vorbereitete HP20 Séule aufgetragen. Der
grofite Teil der Aminosduren- und Zuckerfraktion konnte so mit 1.5 L 100% Wasser eluiert
werden. Aminosduren und Zucker mussten zur Isolierung sowie Testung an MCF7 Zellen aus
den Extrakten entfernt werden. Im néchsten Schritt wurde der Riickstand in 50% wéssrigem
Methanol aufgenommen und mit diesem auf die Sdule aufgetragen. Dieser Vorgang
wiederholte sich mit 100% Methanol. Das verwendete Volumen der methanolischen
Losungsmittelfraktionen betrug jeweils 1L.

Die methanolischen Fraktionen wurden vereinigt, unter Vakuum eingeengt und dienten als

Ausgangsextrakt zur weiteren Isolierung und Testung.

Tab.M7: Auflistung der Wassergehalte der verschiedenen Gemiisesorten

Name Bruttogewicht (kg) | Trockengewicht(kg) | Wassergehalt (%)
Solanum melongena | 13.9 0.9 93.5
Allium sativum 6.2 1.8 70.8
Cucumis sativus 19.0 1.1 94.2
Raphanus sativus 8.0 0.6 92.5

2.2.5. Extraktion des weiteren Gemiises zur Quantifizierung

Zur Quantifizierung der Polyphenolgehalte der weiteren Gemiisesorten wurden ameisensaure
Extrakte hergestellt. Die aus China stammenden Gemiise lagen bereits als Pulver vor. Die in
Deutschland gekauften Gemiise wurden zuerst gewogen, dann in Schale und Mark getrennt
und gefriergetrocknet. Die erhaltenen getrockneten Probenteile wurden zerkleinert; das
jeweilige Pulver wurde gewogen und mit einer geeigneten Menge 70% wassrigem Methanol
(0.2 % HCOOH V/V) extrahiert. Die Polyphenole wurden in den &uBBeren Schichten erwartet,

da diese im Falle der Gurke sehr gering ausfiel, wurde von der chinesischen Gurke (bestehend
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aus Schalen- und Markgewebe) 10.0 g extrahiert. Von der Schale der deutschen Gurke
wurden 2.5 g extrahiert, da nicht genug Probenmaterial vorlag. Von dem restlichen Gemiise
wurden 5.0 g eingewogen.

Die Extraktion erfolgte 5 Minuten mit einem Ultra Turrax T18 basic (IKA Werke, Stufe4
=18000 U/min). Die Extraktion wurde drei Mal wiederholt (jeweils 10 min. zentrifugieren
bei 4000 U/min). Die Uberstinde wurden vereinigt, unter Vakuum auf ein Drittel eingeengt
und das restliche Wasser mittels Gefriertrocknung entfernt. Der erhaltene Extrakt diente als

Ausgangsextrakt flir weitere Untersuchungen.

2.2.6. Extraktion der essigsauren und getrockneten Gemiise zur qualitativen

Untersuchung

Die getrockneten und essigsauren Lebensmittel wurden lediglich qualitativ untersucht, daher
wurde auf einen Sdurezusatz verzichtet. Es wurde je nach Volumen der Probe 15 — 30 g der
essigsauren Lebensmittel und 60-90 g der getrockneten Lebensmittel zwei Mal mit 300 mL
90% wiéssrigen Methanol als Losungsmittel extrahiert. Es wurde ein Ultra Turrax T50 basic
(IKA Werke, 6400 U/min) verwendet, danach wurde das Gemisch iiber einen Biichnertrichter
mit Rundfilter (MN615, 10cm) filtriert. Die Extrakte wurden unter Vakuum eingeengt. Eine
geeignete Menge der Extrakte wurde entweder direkt (gelost in 100% MeOH) oder nach
Fliissig/Fliissig-Verteilung mittels HPLC-DAD und LC-MS/MS untersucht. Die Verteilung
erfolgte dabei mit Ethylacetat/Wasser (1:1, je 500 uL im 2 mL Eppendorfgefa3, 3x extrahiert)
Die vereinigten Ethylacetatphasen wurden eingeengt, der Riickstand in 100%MeOH
aufgenommen (Ultraschallbehandlung, Zentrifugieren 3 min, 13000 U/min). Der Uberstand

diente als Untersuchungslosung.
2.3. Isolierung der Naturstoffe
2.3.1. Fliissig/Fliissig-Verteilung

Die Fliissig-Fliissig-Verteilung ist als erster Schritt in der Auftrennung komplexer
Rohextrakte geeignet, da es hier idealerweise zur Anreicherung von Substanzen in den Phasen
kommt. Jeder Trennungsvorgang wurde mindestens dreimal durchgefiihrt, unter Umstédnden
wurde der Vorgang wiederholt, wenn eine weiterhin deutliche Farbung der extrahierenden
Phase zu erkennen war. Die Phasenmischung und —trennung erfolgte per Hand in einem
Scheidetrichter. Die zur Isolierung vorgesehenen Extrakte wurden in Methanol: Wasser (8:2)
gelost und zuerst gegen n-Hexan ausgeschiittelt, um sehr lipophile Substanzen wie zum
Beispiel Fettsduren abzutrennen. Die methanolische Wasserfraktion wurde nachfolgend
eingeengt und der Riickstand in einem Ethylacetat-Wasser Gemisch wie oben beschrieben
einer Fliissig-Fliissig-Verteilung unterzogen. Fiir die Isolierung der Polyphenole aus den

Leguminosen wurde zusitzlich die Wasserphase nochmals eingeengt, um verbliebenes
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Ethylacetat zu entfernen. Dann wurde gegen eine wassergesittigte n-Butanol-Phase
ausgeschiittelt, um sicherzustellen, dass auch hydrophilere Polyphenole nicht in der
Wasserphase verblieben. Die Uberpriifung des Inhaltsstoffmusters der einzelnen Phasen
erfolgte mit DC und HPLC-DAD. Die Extrakte der anderen Gemiise zur Isolierung wurden
direkt auf eine LH20 Sdule aufgetragen, auBler der Extrakt von Cucumis sativus. Dieser
Extrakt wurde vor Aufgabe auf die LH20 S&ule gegen n-Hexan ausgeschiittelt, um das

enthaltene Chlorophyll zu entfernen.
2.3.2. Siulenchromatographie (SC)

Die Sdulenchromatographie wurde zur weiteren Auftrennung der Extrakte durchgefiihrt.
Dabei spielte sowohl die Gelfiltration/Gelpermeationchromatographie tiber LH20 (Sephadex
G25) als auch die Adsorptionschromatographie an Silika RP18 und HP20 eine Rolle. Bei der
Gelpermeationschromatographie iiber LH20 sind neben der GroBe des Molekiils auch
adsorptive Effekte bei der Auftrennung beteiligt. Fiir die Auftrennung an HP20 ist besonders
die Adsorption an die Polystyrenmatrix von Wichtigkeit. Bei Sdulen mit Silika RP18 sind die
Wechselwirkungen der Probe mit der hydrophoben Oberfldche des Materials zu nennen. Die
letztgenannten Sidulen wurden auf Grund der sehr hydrophilen Eigenschaften der Polyphenole
eingesetzt, da diese in geringerem Mal3e an die hydrophobe Oberfliche des Materials binden
und es so zu weniger Substanzverlust kommt. Die genauen Bedingungen und FlieBmittel der
jeweiligen Sédule werden unter 2.3.5. und 2.7.2.2. beschrieben.

Die komplexen Substanzgemische wurden in konzentrierter Losung auf das obere Ende der
Séule aufgetragen und sowohl das FlieBmittel als auch die FlieBgeschwindigkeit wurden dem
jeweiligen Trennproblem angepasst. Die Proben wurden entweder mit Hilfe eines

Fraktionssammlers oder manuell aufgefangen.

Verwendete Materialien fiir die Sdulenchromatographie:
e Sephadex G25 (LH 20), 25 — 100 um KorngréBe Amersham Biosciences
e Lobar Fertigsdule Gr. B (310-25)LiCHroprep RP-18(40-63um) Merck
e Lobar Fertigsdule Gr. A (240-10) LiChroprep RP-18(40-63um) Merck
e HP20 — Diaion Sigma-Aldrich
e Kieselgel 60 RP18 (40-63um) Merck

2.3.3. Hochleistungsfliissigchromatographie

Die Hochleistungsfliissigchromatographie (engl.:high performance liquid chromatography)
stellt eine besondere Form der Sdulenchromatographie dar. Auf Grund der geringen
Korngrofle der stationdren Phase wird die Trennleistung stark erhoht. Aus der dichteren

Packung der Saulenpartikel jedoch resultiert ein hoherer Druck, so dass es notwendig wird die
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mobile Phase mit Hilfe von Pumpen auf das System aufzubringen (Dominik et al. 1996). Die
Injektion der Probe erfolgt automatisch mit Hilfe einer Injektionsschleife, so dass es zu
keinem Druckabfall kommt.

2.3.3.1.Analytische HPLC

Bei der analytischen HPLC handelte es sich um eine HPLC gekoppelt mit einem UV-Vis
Detektor, die zur Auftrennung und Uberpriifung einzelner Extrakte und Fraktionen diente. Es
wurde ein bindres Losungsmittelgemisch verwendet, dessen Gradientensystem in unten
stehender Tabelle aufgefiihrt ist. Es wurde grundsitzlich dieser Standardgradient bzw. ein in
allen Zeitangaben halbierter Gradient (Standardgradient-semi) benutzt. Der letztgenannte
Gradient kam teilweise beim Vergleich von Reinsubstanzen zum Einsatz. Zusétzlich bestand
die Moglichkeit, die bei 235 nm, 254 nm, 280 nm und 340 nm erhaltenen UV-Spektren mit
einer Spektrenbibliothek zu vergleichen und so unter Umstdnden eine Identifizierung der
Substanz vorzunehmen. Die Probe wurde dabei in 100% HPLC-Methanol oder einem
Methanol/NANOpur Wasser Gemisch gelost.

Dieses analytische System wurde ebenfalls zur Quantifizierung herangezogen, auf die
verwendeten Gradienten und weiteren Bedingungen wird jedoch im Detail in Abschnitt 2.5.1.

eingegangen.

Tab.M8: Standardgradient fiir die analytische HPLC-Analyse (Elutionsmittel A:
NANOpur Wasser (pH2, H;PO,), Elutionsmittel B: 100% HPLC-Methanol), Fluss 1

mL/min
Zeit (min) Elutionsmittel A(%) Elutionsmittel B(%)

0 90 10
5 90 10

35 0 100

45 0 100

50 90 10

60 90 10

Analytische HPLC-Anlage:

Pumpe P 580, Dionex

Steuerung Chromeleon V6.3

Probengeber ASI-100, Injektionsvolumen 20 pl, Dionex
Saulenofen STH 585, Dionex

Sdule Eurospher 100-C18, Knauer

Detektor UVD 340 S, Dionex
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2.3.3.2.Semipriparative HPLC

Zur Aufreinigung von Reinsubstanzen oder zur Bearbeitung kleinerer Probenmengen (bis ca.
30 mg) wurde die semipriparative HPLC gewihlt. Als organisches FlieBmittel wurde
Methanol oder Acetonitril verwendet. Die wissrige Phase bestand aus NANOpur Wasser,
dem, wenn erforderlich, 0.1 % Ameisensdure zugesetzt wurde. Die Probe wurde, sofern die
Loslichkeit dies zulieB, in dem gleichen Losungsmittelgemisch gelost, mit dem der Gradient
startete. Die Flussrate betrug 5 mL/min und die Injektionsmenge iiberstieg niemals 3 mg/mL,
um eine Uberladung und damit eine verschlechterte Trennleistung zu vermeiden. Es wurde

ein bindres Losungsmittelgemisch entweder als Stufengradient oder isokratisch genutzt.

Semipriparative HPLC Anlage:

Pumpe: L-7100, Merck/Hitachi

Detektor: UV-Detektor, L-7400, Merck/Hitachi

Schreiber: Flatbed Recorder Kipp&Zonen

Sdule: Eurospher 100-C18, (10 um;300 mm x 8 mm), Knauer
Vorsdule: Eurospher 100-C18 (10 pm; 30 mm x 8 mm), Knauer

2.3.3.3.HPLC-MS

Die  Hochleistungsfliissigchromatographie ~ gekoppelt mit  der  Elektronenspray-
Massenspektrometrie ermoglicht neben der Auftrennung von Substanzgemischen auch die
Bestimmung der relativen Molekiilmasse der Einzelverbindungen. Auf Grund der Tatsache,
dass nicht alle Substanzen eine UV-Absorption aufweisen und somit nicht iiber die
analytische HPLC nachgewiesen werden konnten, ergab sich mit der HPLC-MS eine weitere
Moglichkeit die Reinheit einer Probe zu iiberpriifen. Zusétzlich konnte mit dieser Methode
eine Aussage iiber das Molekulargewicht einer Substanz getroffen werden. Das Verfahren der
MS/MS-Fragmentierung lieferte weitergehende Hinweise zur Struktur der jeweiligen
Verbindung. Das FlieBmittel setzte sich aus NANOpur Wasser, das 0.1 % Ameisensdure
enthielt, und Methanol bzw. Acetonitril zusammen. Die Flussrate betrug 0.4 mL/min. Die
Proben waren in 100% HPLC-Methanol oder in einem Methanol-NANOpur Wasser-
Gemisch gelost. Gemessen wurde standardmifig sowohl im positiven als auch im negativen

Probenmodus. Der Gradient kann der unten stehenden Tabelle entnommen werden.
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Tab.M9: Standardgradient fiir die HPLC-MS-Analyse (Elutionsmittel A: NANOpur
Wasser (0.1 %Ameisensiure), Elutionsmittel B: Methanol bzw. Acetonitril) Fluss 0.4

mL/min.
Zeit (min) Elutionsmittel A(%) Elutionsmittel B(%)

0 90 10
2 90 10

35 0 100

45 0 100

47 90 10

60 90 10

HPLC-MS-Anlage:

HPLC HP 1100, Agilent

MS Finnigan LCQ"*®, Thermoquest
Ionenquelle ESI und APCI, Thermoquest
Pumpe Edwards 30, BOC

Injektor G 1313 A ALS 1100, Agilent
Sdule Knauer Eurospher 100; C-18A
Detektor G 1315 B DAD 1100, Agilent
Steuerung Xecalibur, Version 1.3

2.3.4. Diinnschichtchromatographie (DC)

Die  diinnschichtchromatographische = Untersuchung der  Extrakte erfolgte auf
Kieselgelalufolien (Kieselgel 60, Fis4), ebenso wie die Auswertung der einzelnen
Isolationsschritte. Das FlieBmittelgemisch bestand aus Ethylacetat, Ameisensdure und Wasser
(85:10:5).

Zu Vorversuchen fiir die Sdulenchromatographie (Silika RP18) wurden Alugram RPI18
Platten verwendet. Das FlieBmittelgemisch variierte, in der Regel bestand es aus Methanol
und Wasser, in manchen Fillen wurde auch hier dem Wasser Ameisensdure zugesetzt. Zur
préaparativen DC wurden ebenfalls Alugram RP18 Platten in einem Methanol-Wassergemisch
benutzt.

Alle DC-Platten wurden bei Kammerséttigung liber eine Laufstrecke von ca. 8 cm entwickelt.
Die Auswertung erfolgte zundchst visuell mit Hilfe der UV-Detektion bei 254 nm
(Fluoreszenzloschung) und bei 366 nm (Eigenfluoreszenz). Je nach Fragestellung wurden die
Platten nachtriiglich mit verschiedenen Spriihreagenzien bearbeitet. Zur Uberpriifung der
Trennung wihrend der Isolationsschritte wurden die Platten mit Anisaldehyd-Schwefelsdure
bespriiht, sowie nachfolgend bei 110 °C ca. 3 min erhitzt. Zur Visualisierung der Flavonoide
wurde Naturstoffreagenz A und B verwendet. Fiir den Nachweis von Aminosduren in den

Ausgangsextrakten wurden die Platten mit Ninhydrin-Reagenz bespriiht und nachfolgend bei
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105 °C fiir15-20 min erhitzt. Die antioxidative Aktivitdt der enthaltenen Komponenten wurde

mit DPPH-Reagenz sichtbar gemacht.

Verwendete Materialien fiir die Diinnschichtchromatographie:

e Alugram RP-18/UV;s4 (5x10 cm, 0.15 mm) Macherey-Nagel
e Alugram RP-18/UV;s4 (10x10 cm, 0.2 mm) Macherey-Nagel
e DC-Alufolien, Kieselgel 60, Fas4 (20x20 cm, 0.2 mm) Merck

Zur Herstellung des Anisaldehyd-Spriithreagenz bendtigte Chemikalien:
e 85 mL Methanol (destilliert)

e 10 mL Essigsiure (100%) Merck
e 5 mL Schwefelsdure (conc.) Merck
e 0.5 mL 4-Methoxybenzaldehyd Merck

Zur Herstellung der Naturstoffreagenzien A und B bendtigte Chemikalien:

e Diphenylborsiure-2-aminoethylester (Naturstoffreagenz A) Fluka
(1%ig in Methanol)
e Polyethylenglycol 400 (Naturstoffreagenz B) Janssen Chimica

(1%ig in Ethanol)
Zur Herstellung des Ninhydrin-Reagenz bendtigte Chemikalien:
¢ 0.3 mg Ninhydrin Riedel-de Haén
e 100 ml n-Butanol
e 3 ml 100% Essigsédure

Zur Herstellung des DPPH-Reagenz bendtigte Chemikalien:

e Diphenylpicrylhydracyl Sigma/Alfa Aesar
(1%ig in Methanol)
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2.3.5. Isolationsschemata und verwendete Methoden

Als erster Schritt der Isolierung stand in den meisten Féllen die Fliissig-Fliissig-Verteilung

wie sie in Kapitel 2.3.1. beschrieben wurde. Sdulen mit LH20 als stationire Phase wurden
immer mit 100% Methanol als mobile Phase durchgefiihrt. Unterschiede bestanden

hauptséchlich in den Gradientensystemen wihrend der RP18-Sédulenchromatographie und der

semiprdparativen HPLC. Die Fraktionen wurden entweder manuell oder mit Hilfe eines

Fraktionssammlers aufgefangen und iiber diinnschichtchromatographische Verfahren, wie sie

in Kapitel 2.3.4. beschrieben sind, tiberpriift und gemiR ihrer Inhaltsstoffmuster vereinigt.

Die Isolierung wird nachfolgend in der Reihenfolge beschrieben, in der die Extrakte zur

Isolierung bearbeitet wurden (siche Kapitel 2.2.1. und 2.2.4.)

Isolierung von Naturstoffen aus Vigna radiata

Vigna radiata
P1)
EtOH - Extrakt
Uber Polyamidsaule
aufgereinigt

Gelost in MeOH
Saule: LH20

SN S
Fraktion G |

(P1G) |
Isovitexin .

Abb.M7: Isolationsschema von

Vigna radiata

Zur Auftrennung dieses Extraktes wurde eine grof3e LH20
Sdule mit 100% Methanol durchgefiihrt. Es wurde {iber
einen Fraktionssammler fraktioniert, die Uberpriifung
erfolgte tiber DC und HPLC-DAD. Isovitexin konnte als
Hauptinhaltsstoff identifiziert werden. Es wurde in
Fraktion G neben geringen Mengen an Vitexin erhalten.
Da diese beiden Substanzen in spdteren Fraktionen (s.u.
Isolierung von Naturstoffen aus Vicia faba) in reiner Form

vorlagen, erfolgte keine weitere Aufreinigung.
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Isolierung von Naturstoffen aus Vigna angqularis

Es erfolgte die Aufgabe der erhaltenen Ethylacetat-Phase (Fliissig-Fliissig-Verteilung siche
Kapitel 2.3.1.) auf eine LH20-Sédule (L:41 cm/@3 cm). Von den Fraktionen dieser Sdule
wurden Fraktion G und I erneut iiber eine LH20 — Sdule aufgetrennt. In diesem Fall handelte

es sich jedoch um eine weitaus kleinere Sdule (L:30 cm/ @2 cm), mit der eine bessere und

schérfere Trennung der Substanzen erreicht werden sollte. Im Falle von Fraktion I flihrte dies

zur Isolierung von Quercetin (Fraktion P2Ei6). Fraktion G wies leider auch nach diesem

Vigna angularis
(P2)
EtOH - Extrakt
Uber Polyamidsaule
aufgereinigt

Fllssig-Flussig-
Verteilung

n-Hexan - Fraktion EtOAc -Fraktion n-Butanol - Fraktion H,O - Fraktion
(P2H) (P2E) (P2B) (P2w)
T
T LH20 I LH20
e — I - e s -
! Fraktion G ! ! FEIaDI<2t:§i;1 ! ! | Fraktion G !
| (P2Eg) L b (P2Bg) !
l__._. re N Fe I !
LH20 LH20 |:RP18
........... S P PR FUU
: Fraktion 3 Dl .
Fraktion 2 Fraktion 6 ° (P2BgRP3) (';rzaé‘t'gl‘:g)
(P2Eg2) (P2Ei6) Myricetin-30 o
Quercetin rutinosid Rutin
RP18
............ |
Fraktion 1
(P2Eg2RP2)
Catechin

Abb.M8: Isolationsschema von Vigna angularis

Trennungsschritt
Verunreinigungen auf, die
daraufhin mit Hilfe einer
Fraktionierung {iber eine
Lobar A-RP18-Sdule mit
einem  FlieBmittelgemisch
Methanol: Wasser (4:6) bei
einem Druck von ca. 45 bar
entfernt wurden. In Fraktion
P2Eg2RP2 konnte SO
Catechin isoliert werden.
Die n-Butanol-Phase wurde
ebenfalls auf eine LH20-
Sdule (L:41cm/@3cm)
aufgegeben. In Fraktion G
konnten im HPLC-
Chromatogramm zwel

Hauptverbindungen
detektiert ~ werden.  Die
Trennung erfolgte iiber eine
Lobar A-RP18-Sdule mit

dem FlieBmittelgemisch Methanol: Wasser (4:6). Dabei wurden die 30-Rutinoside von

Quercetin und Myricetin erhalten.
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Isolierung von Naturstoffen aus Glycine max

In der Ethylacetat-Phase, die liber eine LH20-Sédule gegeben wurde, konnte in Fraktion F
Genistein erhalten werden. Beim Ldsen der Fraktion E in 40% Methanol wurde ein weillicher
Niederschlag beobachtet, der die beiden Hauptkomponenten enthielt. Da auf Grund dieser
Loslichkeitsprobleme eine Aufgabe der Fraktion in einem zur Trennung geeigneten
Losungsmittel nicht moglich war, wurde der Niederschlag abzentrifugiert und {iber
préiparative Diinnschichtchromatographie aufgetrennt. Der Riickstand wurde hierzu in 100%
Methanol gelost und auf DC-Alufolien, Kieselgel 60, Fiss (20x20 cm, 0.2 mm) in einer

Konzentration von 6

mg/20 cm aufgetragen. Es

Abb.M9: Isolationsschema von Glycine max

erfolgte eine
Glycine max .
(P3) Autkonzentrierung der
EtOH - Extrakt
Uber Polyamidsaule Startbande durch
aufgereinigt . . .
Zweifachentwicklung  in
Ethylacetat bis zur
Gelost in MeOH Pl
Flissig-Flissig- Startlinie und
Verteil .
o anschlieBende  Trennung
| I | I | durch Zweifach-
, , , , entwicklung der DC-Platte
n-Hexan - Fraktion EtOAc -Fraktion n-Butanol - Fraktion H,O - Fraktion
(P3H) (P3E) (P3B) (P3W) iiber 8 cm in einem
| | Ethylacetat, Methanol,
LH20 HP20 .
P S == Sl Bkl = S - Wasser-Gemisch
! Fraktion E I | Fraktion F I | Fraktion 2 I | Fraktion 3 I . .
i (P3Ee) by JBED Ui (psepsoy i (paBDso) ! (85/10/5). Die Dbeiden
; i P 0 |
- - P b -
[ menoc =T r Hauptkomponenten
LH20 .
.............................................................. I......... konnten mittels
(Eg?zk;iggé) i : Fraktion B _ Fraktion D Fluoreszenzléschung bel
Daidzein : © (P3B(D30)B  : | ¢ (P3B(D8O)D ] )
e e Bestrahlung mit UV-Licht
.................................................. RP18 254 nm im oberen Drittel
. I, Do, )
(EgaEk;'ggf,) ;] Frakton D+E | Fradions . der  Platte detektiert
Genistin : (P3B(D3ODE - (P3B(D8O)DRP50 ]
..................................... e Genistin werden. Das DC-Material
RP18 RTB wurde drei Mal mit 100%
"""""" Methanol extrahiert, wobei
. Fraktion 1 B Fraktion 5 :
. (P3B(D30)BRP35) :: (P3B(D30)DERP55 : : : ‘s
: Do , o _ Daidzein und Genistin

(Genistein-70-Glucosid)

erhalten wurden. Die n-

Butanol Fraktion wurde im Gegensatz zu den anderen Fraktionen zuerst liber eine HP-20
Sdule gegeben, um verbliebene Aminosduren oder Zucker zu entfernen. Dazu wurde das
Sdulenmaterial {iber Nacht in 100% Methanol vorgequollen. Es erfolgte ein Waschschritt mit
100% Wasser. Die Probe wurde in 100% Wasser gelost und auf das Material aufgegeben. Es
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folgten Elutionsschritte mit 30%igem und 80%igem wissrigem Methanol, danach wurde die
Sdule mit 100% Methanol gewaschen. Die 30% und 80% Methanol Fraktionen wurden
jeweils iber LH20-S&ulen aufgetrennt (L:28 c/@2 cm; L:41 cm/@3 cm). In den Fraktionen
P3B(D30)B und DE konnten so Daidzin (Daidzein-70-glucosid) und Genistin erhalten
werden, jedoch mussten beide Fraktionen iiber eine Lobar A-RP18-Séule aufgereinigt werden
(FlieBmittel s.u.) Bei Trennung der Fraktion P3B(D80)D ebenfalls iiber eine LobarA-RP18-

Sdule wurde leider nur wieder Genistin erhalten. Die FlieBmittelzusammensetzung der

jeweiligen Siule ist unten dargestellt. Es wurden jeweils 50 mL fiir den ersten Elutionsschritt
und 35 mL fiir alle weiteren Schritte aufgefangen. Der Druck betrug 45 bar.

Tab.M10: FlieBmittelzusammensetzung der Fraktionen angegeben in %
wissrigem Methanol

Fraktion Fraktion Fraktion
P3B(D30)B P3B(D30)DE P3B(D80)D
30% 40% 30%
35% 50% 40%
40% 55% 50%
45% 60% 60%

50% 65%

Isolierung von Naturstoffen aus Phaseolus coccineus

Es erfolgte eine Fliissig-Fliissig-Verteilung. Die Ethylacetat-Phase lieferte nach Trennung

iiber LH20 (L:28 cm/@2 cm) zwei Fraktionen, aus denen mit Hilfe der semipridparativen

Phaseolus coccineus
(P4)
EtOH - Extrakt
Uber Polyamidséule
aufgereinigt

Geldst in MeOH
Flussig-Flussig-

Verteilung
n-Hexan - Fraktion EtOAc -Fraktion n-Butanol - Fraktion H,O - Fraktion
(P4H) (P4E) (P4B) (P4W)
LH20
o I R s
| Fraktion C ! | Fraktion D
| (P4Ec) I I (P4Ed) !
R P J [ == J
l—semiprép. HPLC—I ,—Semiprép. HPLC—I
: Fraktion 1 Fraktion 2 Fraktion 1 Fraktion 3 5
(P4EcPr1) b (P4EcPr2) Lo (P4EdPr1) sl (P4EdPr3)
Daidzin b Glycitin . Genistin b Genistein

Abb.M10: Isolationsschema von Phaseolus coccineus

HPLC nach
nebenstehendem
Schema Daidzin,

Glycitin (Glycitein-70-
glucosid), Genistin und
Genistein isoliert
werden konnten. Es
wurden jeweils zwei
bindre Gradienten
gefahren, deren
Zeitverlauf wie unten
dargestellt aufgebaut
war. Die Sédule wurde
jeweils fir 10 min im
Ausgangslosungsmittel-
gemisch dquilibriert.
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Tab.M11: Fliefmittelgradienten fiir die semipréparative HPLC der Fraktionen P4Ec und Ed;
FlieBmittel A: NANOpur Wasser; FlieBmittel B: HPLC-Methanol

Zeit (min) Fraktion P4Ec Zeit (min) Fraktion P4Ed
A B A B
0 70 30 0 70 30
5 70 30 2 70 30
25 30 70 10 50 50
30 0 100 25 25 75
30 0 100

Isolierung von Naturstoffen aus Vicia faba

Der Vicia faba-Extrakt wurde im ersten Schritt einer Fliissig-Fliissig-Verteilung, wie sie in
Kapitel 2.3.1. bereits beschriecben wurde, unterzogen. Leider konnte damit keine
Anreicherung einzelner Komponenten in den jeweiligen Phasen erreicht werden. Auf Grund
dieser Tatsache mussten einige Fraktionen, die durch Trennung tiber LH20 und nachfolgender
semiprédparativer HPLC erhalten wurden basierend auf Retentionszeiten-, UV-Spektren-, LC-
MS/MS-Mustervergleich und Vergleich der 'H-NMR-Spektren vereinigt werden, um die
notwendigen  Substanzmengen fiir eine  Strukturautklirung zu erhalten. Die
FlieBmittelsysteme der semipréparativen HPLC sind in Tab.M12 aufgefiihrt. Die Fraktionen
P5Bc und P5Bd wurden isokratisch mit NANOpur Wasser/HPLC-Methanol eluiert (bei 25%
und 23% FlieBmittel B). Im Falle der Fraktionen PSEe und PSEf wurde ebenfalls isokratisch
gearbeitet, jedoch mit einem NANOpur Wasser/Acetonitril — Gemisch (15% und 5%
Acetonitril).
Folgende Fraktionen wurden vereinigt: P5SEdPr2, P5BcPr2, PSBdPr2 = PSMW564A

P5SEdPr2a, P5BcPr3, P5SBdPr3 = PSMW564B

P5BcPrl, P5BdPrl = PSMW594

P5BcPr4, PSEcPr2 = PSMW772

Tab.M12: FlieBmittelgradienten fiir die semipréparative HPLC der Fraktionen PSEc und Ed;
FleiBmittel A: NANOpur Wasser; FlieBmittel B: HPLC-Methanol

Zeit (min) Fraktion PSEc Zeit (min) Fraktion PSEd
A B A B

0 70 30 0 70 30

5 70 30 5 70 30

35 20 80 30 30 70

37 0 100 32 0 100
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Vicia faba
(P5)
EtOH - Extrakt
Uber Polyamidsaule
aufgereinigt

Flussig-Flissig-

Verteilung
I
[ [ | |
n-Hexan - Fraktion EtOAc -Fraktion n-Butanol - Fraktion H,0 - Fraktion
(P5H) (P5E) (P5B) (P5W)
I—LH20— LH204
............. [ [f—r————————
Fraktion 2 - N - ] : ;
. | . | : Fraktion 1
(P5EcPr2) _! Fraktion C - | Fraktion C — N
Isorhamnetin-30- i (P5Ec) o (P5Bc)  Semiprép HPLC=  (PSBePri)
. . . . P5MW594
diglycosid | | | |
rm - '
Fraktion 3 . | . | : .
(P5ECPr3) 'semiprap. HPLC : Fraktion D i : Fraktion 2
P5MW772 : 1 (P5Bd) ! - (P5BcPr2)
: | | : P5MW564A
_______ —————
Fraktion 4 : semiprap. HPLC
(P5EcPra) : NIRRT ERYY
Kampferol -30 : Fraktion 1 : Fraktion 3
glucosyl, -70 L (P5BdPr1) | P5BCPI3
........ rhamnosid, ... ; : : (P5BcPr3)
P5MW594 P5MW564B
........................ . [rmm i
Fraktion 2 | Fraktion D I : Fraktion2 | o
(PSEQPr2) (PSEd) — L (P5BdPr2) : :
P5MW564A : . | : P5MW564A : Fraktion 4
D - = (P5BcPr4)
Fraktion 3 : Fraktion 3 =~ +  reeeeeeeeeeeeneeneeiadd
(P5EdPr2a) i - (P5BdPr3)
P5MW564B : : P5MW564B
"""""""""""" semiprép. HPLC
Fraklion5 ST Fraktion4
(PSEdPr4) : L (P5BdPr4)
Kampferol -30 ] - Apigenin-6C-gluc.-
glucosyl, -70 8C-arabinosid
I'hamnOSId ........................
Fraktion 6 [ - A -
_(PSEdPr5) P Fraktion E ! | Fraktion F !
Kampferol - 30 - | (P5Ee) I P5Ef) I
rutinosid : |

Fraktion 3
(P5EePr3)
Vitexin

Fraktion 4
(P5EePr4)
Isovitexin

Fraktion 1
(P5EfPr1)
Catechin

Abb.M11: Isolationsschema von Vicia faba
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Isolierung von Naturstoffen aus Pisum sativum

Pisum sativum
(P6)
EtOH - Extrakt
Uber Polyamidsaule
aufgereinigt

Flussig-Flissig-
Verteilung

n-Hexan - Fraktion
(P6H)

EtOAc -Fraktion
(PBE)

n-Butanol - Fraktion
(P6B)

H,O - Fraktion

(P6W)

[ (P6BD) !

Fraktion 3
(P6BdRP3)
Kampferol-30-
sophorotriosid

Abb.M12: Isolationsschema von Pisum sativum

In  Pisum  sativum  war
Kéampferol-30-sophorotriosid,
ein Flavonol als einziger
Hauptinhaltsstoff
Das Flavonol konnte in der n-
Butanol-Phase
werden. Es wurde durch eine
LH20

RP18-Sdule aufgereinigt. Das

enthalten.

angereichert

sowie eine Lobar A-

FlieBmittelgemisch der Lobar-

Isolierung von Naturstoffen aus Phaseolus vulgaris var. vulgaris

Phaseolus vulg.
(P7)
EtOH - Extrakt
Uber Polyamidsaule
aufgereinigt

Flussig-fliissig-
Verteilung

Sdule bestand dabei aus
Wasser/Methanol (9/11).
Die = Hauptinhaltsstoffe

von Phaseolus vulg. var
vulg. konnten alle aus der

Ethylacetat-Phase
erhalten werden.

Besonders die letzten vier

| [ [ | Fraktionen der LH20-
n-Hexan - Fraktion EtOAc -Fraktion n-Butanol - Fraktion H,O - Fraktion SéiUIG enthielten
(P7H) (P7E) (P7B) (P7W) .
Interessante
}‘LHZC I | Verbindungen. Es wurden
_____________ m pmemm e e
Fraktion E | | Fraktion F+G | | . | Zur Auﬁ'eini un Oder
(P7Ee) L (PTEFEQ) | | F'(apk;'é’;)H i gung
P oo oo I Trennung der enthaltenen
T C—— )
RP18 RP18 Substanzen Lobar-Siulen
o B [ S R - ) )
\\ (PTERPSS) | Frakionz | FadonR jeweils passender GroBe
. Kampferol - 30-8 -D- * ( c gRP2) H (F ) d . di
: glucosid - : atechin :  Kampferol verwendet. Fur 1e
kleinere Séule (Fraktion
Frakton 1 P7Ee) wurde anfangs 50
(P7TEf+EgRP1)

Procyanidin ?

Abb.M13: Isolationsschema von Phaseolus vulgaris var. vulgaris
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aufgefangen (Fraktionierungsschritte: 25, 40, 50, 55, 60, 65 und 100% wissrige
Methanollosung, Druck 45 bar). Kédmpferol-30-glucosid konnte in Fraktion P7EeRPS55
isoliert werden. Aus den Fraktionen P7Ef und Eg konnten Catechin und ein nicht vollstindig
zu identifizierendes Procyanidin erhalten werden (FlieBmittel siche Tab.M13). Eine
Aufreinigung der als Gemisch vorliegenden Procyanidine mittels sdurehaltigem FlieBmittel
fithrte leider zum Zerfall der Verbindungen. Kédmpferol wurde aus Fraktion P7EhR durch

Ausfillen aus einem 25% Methanol-Wasser Gemisch in reiner Form erhalten.

Tab.M13: Fliefmittelgradienten fiir die LobarB-RP18-Séulen der
Fraktionen P7Ef und Eg; FlieBmittel: wissrige Methanol Gemische

Fraktion P7Ef Fraktion P7Eg
%Methanol mL %Methanol mL
25 350 20 200
30 400 25 150
35 400 30 150
40 400 35 150
50 200 50 150
100 300 100 100

Isolierung von Naturstoffen aus Phaseolus vulgaris var. nanus

Nach der Fliissig-Fliissig-Verteilung konnte in der n-Butanol Phase Myricetin-30-glucosid
durch eine LH20-Séule aufgereinigt werden.

Dagegen konnten aus der Ethylacetat-Phase mehrere Verbindungen erhalten werden. Durch
die GroBenausschlusschromatographie reicherten sich in Fraktion P8Ec Ethylgallat und
Ferulasdure an, die mit Hilfe der semipraparativen HPLC getrennt wurden. In Fraktion P8Ee
konnte Kimpferol-30-glucosid eluiert werden, welches nachfolgend aufgereinigt wurde.
Fraktion P8Ef enthielt neben dem bereits isolierten Kdmpferol-Derivat auch Catechin. Diese
wurden mittels semiprdparativen HPLC in reiner Form erhalten. Die Fraktion PSEg wurde
iiber eine LobarA-RP18-Séule gegeben (45 bar, 30, 45, 55, 60, 70, 100% wissrige Methanol-
Fraktionen, Volumina siehe Phaseolus vulgaris var. vulgaris). So konnten Dihydromyricetin
und das bereits in der n-Butanol-Phase identifizierte Myricetin-Derivat erhalten werden.
Fraktion PSEgRP30 musste nochmals iiber semipriparative HPLC aufgetrennt werden, um
Catechin und Gallocatechin in reiner Form zu erhalten. Die jeweiligen Gradienten-Systeme
sind in Tab.M 14 aufgefiihrt.
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Phaseolus vulg.
(P8)
EtOH - Extrakt
uber Polyamidsaule
aufgereinigt

Flussig-flissig-
Verteilung

n-Hexan - Fraktion

EtOAc -Fraktion

n-Butanol - Fraktion

H,0 - Fraktion

(P8H) (P8E) (P8B) (P8W)
I_ T
LH20— LH20
....... l—.——. 2
........... St pmemi—— e — s Fraktion i |
':F:g‘é“‘;”zz S FrakonC | I (P8Bi)
(P8EcPr2) o (P8Ec) +— | Myricetin-30 g -D- !
Ethylgallat N I i glucosid |
...................... e = TTT T T
"""""" Fo semiprap.HPLC
Fraktion 4
(P8EcPr4)
Farulaséaure
"""" Frakion3  © ' rawone 1| L i
: i | : |
© (PsEePr3) .| FrakionE | | FrakonG
H : (P8Ee) T |
. Kampferol - 3-OB - . | (P8EQ) .
: D- glucosid . | i |
— _Rp1g_T Fraktion 2
semiprap.HPLC (PBEGRP30Pr2)
...................... Gallocatechin
Fraktion 1
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ e (PBEGRP30)
: . | -
T;’aiikl;l;x Lo Fraktion F I TR UOR semiprép.HPLC Fraktion 3
; T (P8F) L R REERES (PBEgRP30Pr3)
Catechin I : . .
O I FE ! . Frakion2 Catechin
— (PBEgRP45)
,,,,,, Fraktlon 8 . “:semiprap.HPLC - Dihydromyricetin
: (P8GPr8) N H R
: Kampferol - 3-OB - : Fraktion 3
D- glucosid L - (P8EgRP55) :
""""""""""""" : Myricetin - 30 B -D- :
: glucosid

Abb.M14: Isolationsschema von Phaseolus vulgaris var. nanus

Tab.M14: Fliefmittelgradienten fiir die semipréparative HPLC der Fraktionen

P8Ec, P8Ee und Ef; FlieBmittel: A: NANOpur Wasser; B: HPLC-Methanol
(Fraktion PSEc: Wasser enthielt 0.1%TFA)

Zeit Fraktion Zeit Fraktion Zeit Fraktion
(min) P8Ec (min) P8Ee (min) PSEf
A | B A B A B
0 85 | 15 0 90 | 10 0 90 | 10
5 8 | 15 2 90 | 10 3 90 | 10
10 70 | 30 10 60 | 40 10 62 | 38
40 40 | 60 20 20 | 80 30 40 | 60
42 0 |100 23 0 | 100 32 100
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Isolierung von Naturstoffen aus Solanum meongena

Solanum melongea
(A)
90% MeOH Extrakt

HP20

(AD1)

100%H,0 - Fraktion

50%+100%MeOH

Fraktion
(AD2)

Fraktion D
(AD2D)

Fraktion G
(AD2G)

Der 90% -ige methanolische Extrakt wurde
wie in Kapitel 2.2.4. beschrieben iiber HP20
Material aufgereinigt. Die Methanolfraktion
wurde iiber eine LH20 Siule vorgetrennt und
die Hauptinhaltstoffe iiber RP18 Material
gereinigt. Hierzu wurden LobarB-RP18—
Sdulen oder die semipriparative HPLC
genutzt. Im Falle der Trennung iiber eine
Lobar-Sdule wurde ein FlieBmittelgemisch

verwendet.

aus Methanol-Wasser (2:8)
Paucin (Caffeoylprutescin) wurde mit Hilfe

der semipréparative HPLC aufgereinigt. Als
FlieBmittel diente  30%iger
Methanol, wéhrend der Wasserphase 0.1%
(V/V) an Ameisensédure zugesetzt wurde, da

Fraktion 3 | wassriger

(AD2GRP3) |
Chlorogensaure

| Fraktion 2
| (AD2DRP2) I

....... r———
semiprap.HPLC

ohne diesen Zusatz keine ausreichende
Fraktion 1
(AD2DRP2/1)

F Trennung zu erreichen war.
Paucin

Abb.M15: Isolationsschema von Solanum

melongena

Isolierung von Naturstoffen aus Cucumis sativus

Der Extrakt wurde iiber HP20 Material aufgereinigt sowie dann durch Fliissig-Fliissig-
Verteilung gegen n-Hexan von Chlorophyll befreit. Die nachfolgende LH20 Siule erbrachte
in Fraktion K Isoquercitrin (Quercetin-30-glucosid), wéihrend das Isorhamnetin-30O-glucosid
nochmals iiber die semipriparative HPLC (FlieBmittel: 10%ACN) aus Fraktion I aufgereinigt
wurde. Fraktion H wurde iiber eine RP18-Saule (L:31 cn/@3 cm) gegeben, wobei der Anteil
des Methanols im FlieBmittel langsam erhoht wurde, um die Elutionskraft zu steigern
(Methanolgehalt: 25, 35 und 50%).

Die erhaltenen LobarA-RP18-Séaule (FlieBmittel:
Wasser/Methanol (75/15)), préparative DC und semipriparative HPLC aufgereinigt. Fiir die
DC wurden Alugram RP-18/UV;s4 (10x10 cm, 0.2 mm) DC-Platten der Firma Macherey-

Nagel verwendet. Die Probe wurde in einer Konzentration von 6 mg/20 cm aufgetragen und

Fraktionen wurden tuber eine

durch zweimaliges Entwickeln mit Ethylacetat an der Startlinie aufkonzentriert. Als
FlieBmittel zur Trennung diente Wasser-Methanol (8/2). Die Verbindung konnte im unteren
Drittel der DC-Platte auf Grund ihrer Fluoreszenz bei 366 nm detektiert werden. Das Material
wurde 3mal mit Methanol extrahiert und unter Vakuum eingeengt. Die Auftrennung der

letzten Fraktionen H und L erfolgte iiber semipraparative HPLC. Die Séule wurde jeweils mit
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Cucumis sativus
(G)
90%MeOH Extrakt

| _Hp20 |
100%H,0 - Fraktion 50%+100%MeOH -
(GD1) Fraktion (GD2)
Flissig - Flussig Verteilung

Hexan -Fraktion Aq.MeOH - Fraktion
| | LH20 ' |
[mr—me— == - == - (=== — == -
| | | i Fraktion K
! ) ! Fraktion | — : (GD2WK)
| Fraktion H | | raxtion .semr|'pfpi-lll3£q ------- - | Quercetin - 30-R-D - |
i | | [ FraktionPr2 | I glucosid |
............. — P | (GD2WIPr1) LS PSR
| Isorhamnetin-30-
| glucosid |
[ ————— - TR RIERTRTR R
RP18 | | Fraktion RP2
i Fraktion F —RP18—=  (GD2WHFRP2)
i : Triandrin
R P
(A - : ;
i , Prép. 50— (('B:IrDElzk\;\ll?-:]G%Cg1 )
| Fraktion G I Lycoperodin 1
i _! ........................
o - P T ek P
: : Fraktion Pr1 R
I . ! : (GD2WHHPr2)
1 Fraktion H | : (.GDZ.WH.HPM). : Chrysoeriol-
| - . Apigenin-trihexosid : : - .
i I D trihexosid . ;
I_—semipréip.HPLC | |
o _; ....... F raktlon iD.r'1 .......
| ) (GD2WHLPr1)
— Fraktion L | Apigenin-6C-
i | : dihexosid
____________ — N PR
|_—semipréip. HPLC

Abb.M16: Isolationsschema von Cucumus sativus

einem Acetonitril/Wasser Gemisch (1/9) gestartet. Nach 14 bzw. 10 Minuten wurde der
Anteil an ACN auf 15% erhoht. Die Verbindungen wurden hierbei wéhrend der ersten 10
Minuten auf der Sdule getrennt. Da jedoch bei dieser Fliessmittelzusammensetzung die
Elution der Verbindungen ein Vielfaches an Losungsmitteln bendtigt hétte, wurde der Anteil
an ACN vorzeitig gesteigert, um die Verbindungen zu eluieren. Die Trennungsschritte
lieferten Triandrin (p-Coumarylalkohol-90-glucosid), Lycoperodin 1, sowie Apigenin- bzw.
Chrysoeriolglycoside (s. Abb.M16)
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Isolierung von Naturstoffen aus Allium sativum

Allium sativum
(K)
90%MeOH Extrakt

HP20

100%H,0 - Fraktion
(KD1)

50%+100%MeOH -
Fraktion (KD2)

LH20

Fraktion E

Der Extrakt wurde mit Hilfe von HP20 Material
von Zuckern und Aminosiuren befreit. Durch eine
LH20 Siule wurde ein Coniferylalkohol-Derivat
erhalten mittels
Das

Standardprogramm der analytischen HPLC zeigte

(Isoconiferin), das

semiprdparativer HPLC gereinigt wurde.

hierbei eine gute Trennung. Im Gegensatz zur
Kiichenzwiebel (Allium cepa), die grole Mengen

an Flavonoiden enthilt, konnten aus Knoblauch

(KD2E)

|

. _Semiprép. HPLC | _
I Fraktion 2 I
| |
| |

(KD2EPr2)
Isoconiferin

Abb.M17: Isolationsschema von Allium sativum

Isolierung von Naturstoffen aus Raphanus sativus

Raphanus sativus
(R)
90% MeOH - Extrekt

I
| HP20 |

100%H,0 - Fraktion
(RD1)

50%+100%MeOH -
Fraktion (RD2)

LH20
1

Fraktion G
(RD2G)

Fraktion 2
(RD2GRP2)
6Methoxy-
Glucobrassicin

Fraktion 1
(RD2GRP1)
Glucobrassicin

Abb.M18: Isolationsschema von Raphanus sativus
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keine Verbindungen dieses Typs erhalten werden.

Aus Raphanus sativus konnten zwei
Indol-Derivate (Glucobrassicin sowie
6-Methoxyglucobrassicin) isoliert
werden, die sich wiederum in der
methanolischen Fraktion der HP20-
Sdule befanden. Eine Trennung
erfolgte iiber eine LobarA-RP18-Siule
(FlieBmittel: 5%, 10%, 15%, 20%,
25%, 30% wiéssriges Methanol, je 100

ml aufgefangen)
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2.4. Identifizierung und Strukturaufklirung der Naturstoffe

Mit Hilfe der hier aufgefiihrten Methoden konnten Aussagen zu Reinheit und Identitét der
isolierten Verbindungen getroffen werden. Uber die analytische HPLC (siehe 2.3.3.1.) war es
moglich UV-aktive Verunreinigungen zu erkennen sowie das erhaltene UV-Spektrum sowohl
mit der internen Spektrenbibliothek als auch mit Literaturstellen zu vergleichen. Die
Massenspektrometrie lieferte eine weitere Moglichkeit die Reinheit der Probe zu iiberpriifen
und gab Hinweise auf die Molmassen sowie evt. weitere Informationen zu den Molekiilen
(z.B. Glykosidierungen). Die Methoden der NMR bestitigten Verkniipfungen oder

stereochemische Aspekte. Letztere wurden ebenso durch die optische Drehung bestimmit.
2.4.1. UV-Vis-Spektroskopie

Die UV-Spektren sind ein charakteristisches Merkmal flir Substanzen bzw. Substanzfamilien
und konnen als weitere Indizien bei der Strukturaufklarung herangezogen werden. Gemessen
wurden die Spektren an der analytischen HPLC mit Hilfe des DAD-Detektors (siehe 2.3.3.1.)
Der Messbereich lag bei 210-595nm und die erhaltenen Spektren wurden anschlieend mit

einer Spektrenbibliothek sowie den Literaturangaben verglichen.
2.4.2. Massenspektrometrie (MS)

Die Massenspektrometrie stellt einen weiteren wichtigen Schritt in der Strukturaufkldrung
dar. Mit ihr kdnnen Aussagen {liber das Molekulargewicht einer Substanz gemacht oder iiber
Fragmentierungen Riickschliisse auf die Struktur gezogen werden. Uber die hochauflésende
Massenspektrometrie konnen die an der Struktur beteiligten Elemente bestimmt werden.

Damit lasst sich die Summenformel einer Verbindung aufstellen.

Elektro-Spray-lonisation — Massenspektrometrie (ESI-MS)

Bei dieser Ionisierungsmethode wird die Probe bei Atmosphérendruck {iiber eine
Potentialdifferenz von mehreren Kilovolt (ca.2-5kV) durch eine Kapillare in das
Massenspektrometer gespriiht. Das Losungsmittel verdampft und die entstehenden Tropfen
werden elektrostatisch aufgeladen. Sie konnen im Analysatorteil gemél ihrer Grofe und
Ladung detektiert werden. Man erhilt so die Massenzahl (m/z) fiir das Gesamtmolekiil oder
eventuelle Fragmente. Im Falle einer vorherigen Auftrennung iiber die HPLC besteht die
Moglichkeit die Massen der Substanzen aus Gemischen zu bestimmen. Im Falle eines
Direkteinlasses kann eine Reinsubstanz auch sofort vermessen werden. Die Komponenten

dieser Anlage wurden bereits in Kapitel 2.3.3.3. beschrieben.
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Eletron-Impact-Massenspektrometrie (EI-MS)

Wihrend die ESI-Methode eine schonende Fragmentierung darstellt, wird das Molekiil bei
der EI-Methode wesentlich stidrker beansprucht und damit auch wesentlich stirker
fragmentiert. Bei dieser Methode wird die Probe in die Gasphase iiberfiihrt, wobei sie
entweder in gelostem oder trockenem Zustand bei 200-360°C verdampft wird. Die Injektion
erfolgt entweder als Direkteinlass oder kann mit einer gaschromatographischen Anlage (GC)
gekoppelt sein. Im Falle der Kopplung mit einer GC-Anlage wird die Probe injiziert und mit
Hilfe eines Tragergases (Helium) iiber eine Kapillarsiule (15 m x 0.25 mm, SGD) geleitet. Es
konnen so ebenfalls Substanzen in Gemischen bestimmt werden, sofern sie sich bei diesem
Verfahren unzersetzt in die Gasphase iiberfithren lassen. Nach dem Verdampfen wird die
Probe in ein Hochvakuum tiiberfiihrt, mit einem Elektronenstrahl (10-100 eV) ionisiert und in
einem elektrischen Feld beschleunigt. Die erreichte Geschwindigkeit ist abhidngig von der
Masse des Molekiils, seiner Ladung und der angelegten Spannung des elektrischen Feldes.
Die Auftrennung erfolgt in einem Magnetfeld, in dem die beschleunigten lonen auf eine
Kreisbahn abgelenkt werden, die von dem Quotienten Masse/Ladung der Teilchen und von
der Feldstirke des Magnetfeldes abhingig ist. Der Radius wird umso groBer, je groBer die
Masse, je groBBer die Geschwindigkeit und je kleiner das Magnetfeld ist.

Die Aufnahmen der GC-EI-MS/EI-MS-Spektren erfolgten am Institut fiir Anorganische

Chemie und Strukturchemie der Heinrich-Heine-Universitidt Diisseldorf.
GC-EI-MS-Analge:
GC:Finnigan Trace GC-Ultra

MS: Finnigan Trace DSQ

High-Resolution-Massenspektrometrie (HR-MS)

Bei der hochauflosenden Massenspektrometrie wird die Auflésung durch doppelte
Fokussierung erhoht. Dabei wird der Ionenstrahl sowohl durch ein Magnetfeld als auch durch
ein elektrisches Feld geleitet. Es ist so mdglich, die Masse eines Molekiils auf mehrere
Nachkommastellen genau zu bestimmen und damit eine Aussage iiber die Summenformel zu
treffen.

Die Messung der HR-MS-Spektren erfolgte im Institut fiir Strukturbiologie der Gesellschaft
fiir Biotechnologische Forschung (GBF) in Braunschweig.

2.4.3. Nuclear Magnetic Resonance (NMR)

Die meisten NMR-Spektren wurden am Institut flir Anorganische Chemie und Strukturchemie
der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf mit einem DRX-500-Spektrometer der Firma

Bruker aufgenommen. In besonderen Fillen wurden die Proben am Institut  fiir
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Strukturbiologie der Gesellschaft fiir Biotechnologische Forschung (GBF) in Braunschweig
von Dr. Victor Wray und seinen Mitarbeitern an einem AM-300, ARX-400 bzw. DMX-600
der Firma Bruker vermessen. Als deuterierte Losungsmittel dienten Dimethylsulfoxid
(DMSO-dg, euriso-top) oder Methanol (CDs;OD, euriso-top). Die Daten wurden mit der 1D-
oder 2D WinNMR Software der Firma Bruker bearbeitet. Die chemische Verschiebung wurde
in ppm relativ zu Tetramethylsilan (TMS) und die Kopplungskonstanten in Hertz (Hz)
angegeben. Zusitzlich zu 'H- und >C-NMR-Spektren als eindimensionale Verfahren wurden
auch zweidimensionale NMR-Experimente ausgewertet (H,H-COSY, H,C-Korrelationen wie
HMBC und HMQC, ferner nOe-, Noesy- und ROESY-Experimente). Durch Vergleich der
chemischen Verschiebungen, der Integration der Signale und der Kopplungskonstanten mit

Literaturdaten konnten die Strukturen der isolierten Verbindungen aufgeklart werden.
2.4.4. Optische Drehung

Chirale Molekiile sind in der Lage die Ebene des linear polarisierten Lichts zu drehen. Dabei
wird der Drehwinkel o, um den die Schwingungsebene des Lichtes beim Durchstrahlen einer
Probe gedreht wird, als optische Drehung bezeichnet. Die spezifische Drehung [a]%, einer
Losung wird bei 20°C mit Licht der D-Linie des Natriums (A=589.3 nm) gemessen. Die
Konzentration der Losung betrigt hierbei 1 g/mL bei einer Schichtdicke der Kiivette von 10
cm. Die optische Drehung ist aulerdem abhéngig vom verwendeten Losungsmittel.

Die Vermessung der Proben erfolgte bei der Natrium-D-Linie mit einem Polarimeter 341 LC
der Firma Perkin Elmer bei einer Temperatur von 20°C (Ultra Thermostat NBS5, Colora) und

einer Schichtdicke von 10 cm.

Losungsmittel:
Methanol (99.9%) fiir die Spektroskopie Aldrich
Uvasol Aceton fiir die Spektroskopie Merck

2.5. Quantifizierung des Polyphenolgehaltes

Die Quantifizierung erfolgte mit den Extrakten, die unter Kapitel 2.2.2. und 2.2.5. beschrieben
wurden. Die Extrakte wurden gefriergetrocknet und anschlieBend den Testverfahren
unterzogen.

Die Quantifizierung mittels HPLC wurde mit der in Kapitel 2.3.3.1. beschriebenen
analytischen HPLC Anlage durchgefiihrt. Die Quantifizierung nach Folin-Ciocalteu erfolgte
an einem Perkin Elmer UV-Vis Spektrophotometer.
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2.5.1. Quantifizierung mittels HPLC-DAD

Zur Quantifizierung mittels HPLC wurde eine modifizierte Methode nach Tsao und Wen
(Tsao et al. 2003; Wen et al. 2005) verwendet.

Die Quantifizierung der einzelnen Flavonoidgruppen erfolgte bei dem jeweiligen
Absorptionsmaximum mit Hilfe eines externen Standards. Die Standards wurden kiuflich
erworben. Die Flavanole bzw. Isoflavonoide wurde als Catechin bzw. Genistein bei 280 nm
quantifiziert, die Phenolsduren bei 320 nm als Chlorogensédure, die Flavone bzw. Flavonole
wurden als Apigenin bzw. Quercetin bei 340 nm bestimmt, sowie die Anthocyanidine als
Cyanidinchlorid bei 520 nm. Die Standards wurden in 100% HPLC-Methanol geldst. Der
Einfluss von Wasser- und Séurezusatz wurde hierbei untersucht, es zeigte sich jedoch keine
Anderung der Peakflichen. Es wurden zur Erstellung der Kalibiergeraden verschiedene
Konzentrationen und Ldsungen vermessen. Die erhaltenen Peakfliche/Masse-Korrelationen
sind unten dargestellt und dienten als Grundlage fiir die Berechnung der Inhaltsstoffmenge
der Extrakte. Die vermessenen Konzentrationen sind in Tab.Al im Anhang nochmals
aufgefiihrt.

Apigenin: y=74.471x (1’=0.99)
Catechin: y=12.178 x (1*=0.99)
Chlorogensdure: y=45.022 x (1’=0.99)
Cyanidinchlorid: y =59.656 (1’=0.99)
Genistein: y =42.987 x (1*=0.99)
Quercetin: y =32.996 x (17=0.99)

Die Auftrennung der Extrakte bzw. die Messung der Peakflichen wurde bei unterschiedlichen
Gradientensystemen durchgefiihrt. Die unterschiedliche Behandlung der Extrakte wurde
notwendig, da der Standardgradient nicht fiir alle Proben eine optimale Trennung der Peaks
erreichte. Unter Umstidnden war es sogar notwendig, die einzelnen Flavonoidgruppen nicht
nur bei einer unterschiedlichen Wellenlinge zu beobachten, sondern auch gesondert in
verschieden Gradientensystemen. Die Robustheit des Systems wurde diesbeziiglich fiir jede
der Standardsubstanzen {iberpriift. Die Identifizierung der zur Quantifizierung
herangezogenen Peakflichen erfolgte mittels eines UV-Spektrenvergleichs mit einer internen
Spektrenbibliothek sowie durch Vergleich mit den Retentionszeiten, UV- und MS-Spektren

der isolierten Verbindungen.

47



Material und Methoden

Tab.M1S5: Gradientensysteme fiir die Quantifizierung mittels HPLC-DAD

Zeit % Zeit % Zeit % Zeit % Zeit % Zeit %
(min) | MeOH | (min) | MeOH | (min) | MeOH | (min) | MeOH | (min) | MeOH | (min) | MeOH
Nr.1 Nr.2 Nr.3 Nr.4 Nr.5 Nr.6
0 10 0 10 0 10 0 10 0 10 0 10
5 10 5 10 10 10 5 10 5 10 5 10
35 70 35 60 15 30 7 20 30 25 10 30
40 100 40 100 35 50 30 30 35 50 35 50
50 100 50 100 40 100 35 50 38 100 40 100
55 10 55 10 50 100 40 100 48 100 50 100
60 10 60 10 55 10 50 100 50 10 55 10
60 10 55 10 60 10 60 10
60 10

Zur Quantifizierung wurde eine geeignete Menge des Extraktes in 70% Methanol/NANOpur
Wasser (pH2, meta-H3;PO4) gelost, im Ultraschallbad fiir 15 Minuten behandelt und
anschlieBend zentrifugiert (13000 U/min, 5 min.). Die so erhaltenen Proben wurden mittels
HPLC-DAD und gegebenenfalls mittels HPLC-MS untersucht. Die Extrakte von Allium

sativum und Raphanus sativus wurden nicht mittels HPLC quantifiziert, da hier auch in

hoheren Konzentrationen keine typischen UV-Spektren erkennbar waren.

Tab.M16: Extrakte und verwendete Gradientensysteme. Fiir Allium sativum und Raphanus sativus erfolgte

keine Bestimmung mittels HPLC

Extrakt

Wellenléinge und verwendetes Programm

Vigna radiata (L.)

Standardprogramm (340 nm)

Vigna angularis

Prog. Nr.2 (280 nm, 340 nm)

Glycine max (L.) Merr. convar. max var. atra

Prog. Nr.1 (280 nm, 520 nm)

Phaseolus coccineus L. var. albiflorus

Prog. Nr.5 (320 nm)

Vicia faba L. ssp. faba var. faba subvar. faba

Prog. Nr.6 (280 nm, 340 nm)

Pisum sativum L. ssp. sativum convar.
sativum

Prog. Nr.2 (340 nm)

Phaseolus vulgaris L. var. vulgaris

Prog. Nr.1 (280 nm, 340 nm), Prog. Nr.5
(320 nm), Prog. Nr.4 (520 nm)

Phaseolus vulgaris L. var. nanus

Prog. Nr.2 (280 nm, 340 nm), Prog. Nr.5
(320 nm), Prog. Nr.4 (520 nm)

Kochextrakte der Leguminosen

Es wurden die gleichen Gradienten zugrunde
gelegt. Ausnahme: Vigna angularis Prog.
Nr.3 (340 nm)

Solanum melongena

Prog. Nr.1 (340 nm)

Cucumis sativus

Prog. Nr.1 (340 nm)

Cucurbita pepo var. (Zucchini)

Prog. Nr.1 (340 nm)

Cucurbita pepo var. (Zierkiirbis)

Prog. Nr.1 (340 nm)
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2.5.2. Quantifizierung nach Folin-Ciocalteu

Bei dieser Bestimmung werden die in dem Reagenz enthaltenen Molybdationen (Na,MoO4
x2H,0) und Wolframationen (Na,WO4; x2H,0) reduziert. Die Reduktion kann durch
Substanzen, die phenolische OH-Gruppen tragen, verursacht werden. Es kommt so zur
Ausbildung eines blaufarbenen Komplexes, dessen Absorption gegen einen Standardsubstanz
quantifiziert werden kann.

Es wurden zwei verschiedene Gehalte an Phenolen bestimmt. Zum einen die bereits frei in der
Losung vorliegenden phenolischen Verbindungen, zum anderen auch die, die nach Hydrolyse
glycosidischer Bindungen freigesetzt wurden. Dazu wurde eine Methode nach Vinson und
Hertog benutzt (Hertog et al. 1992; Vinson et al. 2001). Fiir beide Anséitze wurden ca. 20 mg
des Extraktes eingewogen. Die Proben wurden mit 2.5 ml 50% wissrigem Methanol
iiberschichtet, wohingegen das Losungsmittel zur Bestimmung des
Gesamtpolyphenolgehaltes zusétzlich 1.2 M HCI enthielt. Es erfolgte eine 10 miniitige
Behandlung im Ultraschallbad. Wihrend nun die Probe zur Bestimmung der freien
Polyphenole bei Raumtemperatur aufbewahrt sowie unter gelegentlichem Schiitteln extrahiert
wurde, erfolgte bei den restlichen Proben eine Hydrolyse (bei 90°C, fiir 3h im Wasserbad).
Nach dem Abkiihlen der hydrolysierten Proben wurden alle Proben mit 100% Methanol auf 5
ml aufgefiillt.

Die Quantifizierung der Polyphenole folgte gemiB einer angepassten Methode des
Europdischen Arzneibuchs zur Bestimmung des Gerbstoffgehaltes (EuAB 5.5 Kapitel
2.8.14.). Zur Vermeidung groBerer Mengen an Schwermetallabfillen wurde das Volumen der
Materialien auf ein Zehntel reduziert. Da im vorliegenden Fall Flavonoide bearbeitet wurden,
diente Catechin (Vinson et al. 1998) als externer Standard (vermessene Konzentrationen: 0.1,
0.0875, 0.075, 0.05, 0.025, 0.0125, 0.01, 0.001 mg/ml). Die Probe (200 pL je nach Gehalt
verdiinnt) wurde mit 100 pL Folin-Ciocalteu-Reagenz versetzt, das zuvor mit 1 ml NANOpur
Wasser verdiinnt worden war. Nach 3 Minuten erfolgte die Zugabe von 1.2 ml Na,COs-
Losung (1.96 g/25 ml). Das Gemisch wurde nun 2 Stunden bei 29°C im Wasserbad
aufbewahrt, um eine vollstdndige Farbentwicklung abzuwarten. Danach wurde die Probe
zentrifugiert (13000 U/min, 3 min.) und im Spektrophotometer bei 760 nm vermessen. Die
Zeitabstinde wurden entweder der Literatur (Singleton et al. 1965) entnommen oder

experimentell ermittelt.
Catechinkalibriergerade: y = 9.2526 x (1’=0.98)

2.6. Untersuchung der antioxidativen Eigenschaften der Reinsubstanzen und der
Extrakte zur Quantifizierung mittels DPPH-Kiivetten-Assay

Bei dieser Bestimmung wird das stabile Diphenylpicrylhydrazyl Radikal bei Anwesenheit von
Stoffen, die in der Lage sind dieses Radikal abzufangen, zu einem farblosen Produkt
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umgesetzt. Die Absorption verhilt sich dabei geméfl dem Lambert-Beerschen Gesetz und ist
proportional zur Konzentration des DPPH-Radikals (siche Abb.M15). Es wurde nach einer
modifizierten Methode nach Li (Li et al. 1999) vorgegangen. Die Absorptionsabnahme wurde
iiber zwei Minuten bei 517 nm beobachtet.

AA=A)— Ay

AA: Absorptionsabnahme nach 2 Minuten

Ay: Absorption bei Start der Reaktion

A,: Absorption nach 2 Minuten

2.6.1. Quantifizierung der antioxidativen Eigenschaften der Reinsubstanzen mittels
DPPH — Assay

Zur Quantifizierung der antioxidativen Eigenschaften der Reinsubstanzen wurde zu 10 pL der
Probenlosung 490 uL. der DPPH-Losung (4.5 mg/100 ml) zupipettiert. Es wurden zuerst alle
isolierten Substanzen bei einer einheitlichen Konzentration von 76 pM vermessen. Sofern hier
bereits Aktivitdt vorlag, wurden weitere geeignete Konzentrationen ausgewihlt, um den ECs
Wert zu bestimmen. Dieser gibt die Konzentration der Verbindung an, die eine Abnahme der
Absorption der DPPH-Losung um die Hélfte bewirkt. Zur Berechnung wurde die
Absorptionsabnahme gegen die Konzentration der jeweiligen Verbindung graphisch

aufgetragen und der ECso-Wert aus der erhaltenen Geradengleichung ermittelt.

AA=m* (cV)+a

AA: Absorptionsabnahme nach 2 Minuten
m: Steigung der Geradengleichung

cV: Konzentration der Verbindung in uM
a: Achsenabschnitt der Geradengleichung

DPPH Kalibriergerade

1,20 A
1,00 A
0,80 -

0,60 -

Absorption (A)

y =26,81x +0,0032

0,40 -
R? =0,9999

0,20 -

0,00 T T T T
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

DPPH (mg/ml)

Abb.M19: DPPH Kalibriergerade, Auftragung Konzentration DPPH in mg/ml gegen die Absorption bei 517 nm
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2.6.2. Quantifizierung der antioxidativen Eigenschaften der Extrakte mittels DPPH —
Assay

Die Untersuchung erfolgte analog der unter 2.6. beschriebenen Methode. Die Extrakte wurden
in 100% Methanol geldst, im Ultraschallbad fiir 15 Minuten belassen und dann bei 13000
U/min 5 Minuten zentrifugiert (In Konzentrationen hoher als 1 mg/ml wurde eine zweifache
Extraktion durchgefiihrt). Der Uberstand diente jeweils als Untersuchungslosung. Die
Extrakte wurden zuerst in einer Konzentration von 0.4 mg/mL vermessen. Zeigte sich eine
Absorptionsabnahme um mehr als 0.15 Einheiten wurde der ECso-Wert bestimmt. Hierzu
wurden zusétzlich mindestens drei weitere Konzentrationen vermessen und die ECso-Werte

wie oben berechnet.

2.7. Testung der Reinsubstanzen und Extrakte auf zellulire Aktivitit

Die folgenden Experimente zur Zytotoxizitdt, zu den protektiven Eigenschaften und die
Aufnahmestudien (2.7.1. und Unterkapitel) wurden von Gudrun Michels, Petra Niering,
Andreas Kulawik, Dominique Gollembeck, Sandra Ohler und Dr. Wim Witjen am Institut fiir
Toxikologie (Leitung: Prof. Dr. med. Regine Kahl) der HHU Diisseldorf durchgefiihrt.

Die zellproliferierenden Eigenschaften wurden getestet von Qing-wei Zhao und Zhi - qiang
Wang an der Zhejiang Universitdt im ,Department of Pharmacology and Toxicology*
Hangzhou, China (Leitung: Prof. Dr. Yi-jia Lou).

2.7.1. Zellkultur und Medium (H4I1E Hepatom Zellen)

Zelllinie (H411E Hepatom Zellen)

HA4IIE Zellen wurden 1964 von Pitot (Pitot et al. 1964) isoliert. Sie entstammen einem
Subklon des H35 Reuber-Hepatoms (Rattenhepatom), stellen relativ differenzierte Zellen dar
und dienen als Modellsystem fiir Hepatocyten der Ratte.

Die Zelllinie wurde unter wasserdampfgesittigter Atmosphdre gehalten und zweimal
wochentlich in neues Medium passagiert. Fiir die durchgefiihrten Tests wurden H4IIE Zellen

der 23. bis 40. Passage verwendet.

Medium

Es wurde ,,.Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) high Glucose* genutzt, das 4.5
g/L Glucose und 2mM L-Glutamin enthidlt. Diesem wurden 10% fotales Kélberserum (FCS)
zugesetzt, auBerdem Penicillin (100 units/mL) und Streptomycin (100 pg/mL).
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2.7.1.1.Bestimmung der Zytotoxizitit

Sowohl der Neutralrot- als auch der MTT-Assay dienten der Bestimmung der Zellviabilitét.

Neutralrotassay

Bei diesem Assay wurden die Zellen mit dem kationischen Farbstoff Neutralrot (Amax= 560
nm) versetzt. Dieser wird von lebenden Zellen aufgenommen und in den Lysosomen
angereichert. Intrazelluldr findet wegen des niedrigeren pH-Wertes eine Protonierung des
Farbstoffs statt, wodurch er an der Riickdiffusion gehindert wird.

Die Zellen (10000 Zellen/Well) wurden hierfiir in 96-Well-Platten ausgesdt und nach 24
Stunden Anwachszeit mit den zu untersuchenden Substanzen in verschiedenen
Konzentrationen versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden wurde das Medium
entfernt und pro Well 200puL Neutralrot-Gebrauchslosung hinzugegeben. Nach weiteren 3
Stunden bei 37°C wurde der Farbstoff wieder entfernt und die Zellen mit Fixierlosung
(200uL/Well) fixiert. Die Fixierlosung wurde nach wenigen Sekunden wieder abgenommen
und die Zellen mit Neutralrot-Extraktionslosung (200puL/Well) lysiert. Der intrazelluldr
gespeicherte Farbstoff wurde so freigesetzt und nach Homogenisierung der Losung bei 560nm
in einem ELISA-Reader ausgewertet. Die Homogenisierung erfolgte dabei entweder durch
Schiitteln (200rpm, Edmund Biihler Swip KL-2) oder durch Stehenlassen (iiber Nacht bei
4°C).

MTT-Assay

Hierbei wurde 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-Tetrazoliumbromid (MTT) als kationischer
Farbstoff verwendet. In lebenden Zellen findet eine enzymatische Reduktion statt, durch die
ein blaues unlosliches Formazan gebildet wird. Die Behandlung der Zellen erfolgte analog der
Methode des Neutralrotassays. In diesem Fall wurde jedoch eine Extraktionslosung bestehend
aus Isopropanol/Ameisensédure (95:5) (HHU Diisseldorf) bzw. DMSO (Zhejiang University)

verwendet.

2.7.1.2.Bestimmung der protektiven Effekte

Nachweis der Apoptosechemmung: AKtivitit der Caspase

Im Verlauf der Apoptoseinduktion werden proteolytische Enzyme spezifisch aktiviert. Hierzu
zdhlen die Caspasen, die Substrate innerhalb einer spezifischen Tetrapeptidsequenz
schneiden. Zur Bestimmung der Caspase-3 Aktivitit wurden 1.5 x 10° Zellen auf
Zellkulturschalen (10 cm) ausgesdt. Nach 48 Stunden Anwachszeit wurden die Zellen mit den
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Testsubstanzen vorinkubiert (1 h). Nach Zugabe von H,O, wurden die Zellen 14 Stunden
inkubiert, dann geldst, in Medium aufgenommen und zentrifugiert (2000 U/min, 3 min.). Das
Pellet wurde mit PBS-Puffer gewaschen, wieder zentrifugiert (5000 U/min, 2 min.) und in 70
pL Lyse-Gebrauchslosung aufgenommen. Mit Hilfe eines Metallriihrers (500 U/min, 15 min.)
wurden die Zellen bei 4°C suspendiert und danach unverziiglich bei -80°C {iber Nacht
eingefroren. Nach Auftauen und Zentrifugation (15300 U/min, 10 min., 4°C) wurde ein
Uberstand erhalten, der sowohl zur Bestimmung der Proteinkonzentration als auch fiir den
Assay selbst verwendet wurde. Die Messung erfolgte in einer 96-Well-Platte. Es wurden 10
pL Caspasesubstrat (2 mM) mit 90 pl. Assaygebrauchslosung versetzt, um den Blindwert zu
bestimmen. Im Falle der Proben wurden 10 pL der Gebrauchslosung durch Probenlosung
ersetzt. Durch die Reaktion wird Nitrophenol freigesetzt, das photometrisch bei 405 nm iiber

einen Zeitraum von 3 Stunden im ELISA-Reader vermessen wurde.

Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte photometrisch mit Rinderserumalbumin
als Standard (Modifizierte Bestimmung nach Bradford (Bradford 1976)).

Es wurden dazu 20 pL der Probenlosung mit 1 mL Bradford-Farbreagenz (1:5 mit
entmineralisiertem Wasser verdiinnt, filtriert) in Plastikkiivetten gemischt. Die Extinktion der
Probe wurde bei 595 nm (Inkubation 15 Minuten bei Raumtemperatur) gegen eine Blindprobe
(20 pL Puffer, 1 mL Bradford-Farbreagenz) vermessen. Der Proteingehalt der Probe ergab
sich aus der BSA-Eichkurve im Bereich von 25-300 pg/mL. Der Proteingehalt diente beim

Caspase-Assay als Normierung.
2.7.1.3.Aufnahmestudien

Um festzustellen ob, und in welchem Umfang die untersuchten Substanzen von den Zellen
(HA4IIE) aufgenommen werden, wurde mit dieser Zelllinie Aufnahmestudien durchgefiihrt.
Die Inkubation und Lyse der Zellen erfolgte dabei am Institut fiir Toxikologie (HHU
Diisseldorf), die Extraktion, Analyse und Quantifizierung der aufgenommenen Substanzen
erfolgte am Institut fiir Pharmazeutische Biologie und Biotechnologie (HHU Diisseldorf). Es
wurde dabei analog der Methode nach Steffan vorgegangen (Steffan 2005).

Dazu wurden 1.5 x 10° Zellen ausgesit und nach einer Anwachszeit von 72 Stunden mit den
zu untersuchenden Substanzen versetzt (Konzentrationen: 500 uM). Nach 1 Stunde wurden
die Zellen im Medium suspendiert und zentrifugiert (5000 U/min, 2 min.) und das Pellet
dreimal mit je 1 mL PBS-Puffer gewaschen, um die extrazelluldr anhaftenden Substanzreste
zu entfernen. Die Lyse der Zellen erfolgte durch Zugabe von Methanol und Vortexen, der
Aufschluss der Zellen durch 4 x 10 Sek. Eintauchen einer Ultraschallspitze (100 W) unter
Eiskiihlung. Bis zur Extraktion wurden die Zellen bei -20° aufbewahrt. Zur Extraktion wurde
das Lysat aufgetaut, 1 Minute im Ultraschallbad behandelt und 5 Stunden auf einem Schiittler
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bei 200 U/min extrahiert. Danach wurde zentrifugiert (13000 U/min, 5 min.) und der
Uberstand mittels HPLC — DAD und/oder HPLC-MS untersucht. Die Peaks wurden jeweils
anhand ihres UV-Spektrums identifiziert; die Peakfliche bei 254 nm diente als Grundlage fiir
die Quantifizierung der Aufnahme, ausgedriickt als nmol/10°® Zellen. Hierbei wurde mittels
eines externen Standards quantifiziert. Die jeweiligen Reinsubstanzen wurden kéuflich
erworben und in unterschiedlichen Konzentrationen mittels HPLC-DAD untersucht
(Kalibriergeraden der Standardsubstanzen). Jede Aufnahmestudie wurde mindestens dreimal

wiederholt.
2.7.2. Zellkultur und Medium (MCF7/BUS Zellen)

Die MCF7/BUS Zelllinie ist eine menschliche Brustkrebszelllinie, die Estrogenrezeptoren
exprimiert und damit estrogensensitiv ist. Sie wurde vom ,,Institute of Biochemistry and Cell
Biology (IBCB) Shanghai Institutes for Biological Sciences, Chineses Academy of Sciences*
erhalten. Die Zellen wurden in DMEM-Medium kultiviert, dem 100 IU/mL Penicillin und 100
pg/mL Streptomycin sowie 10% FCS zugesetzt wurden. Die Zellen wurden unter 95% Luft
und 5%CO; in einer luftbefeuchteten Umgebung kultiviert und das Medium alle 2-3 Tage
gewechselt. Da das Serum Reste von Estrogenwirkung aufweisen kann, wurde es iiber
Aktivkohle und Dextran von Streroidhormonen befreit, filtriert und bis zum Gebrauch bei -
20°C gelagert.

2.7.2.1.Bestimmung der zellproliferierenden Eigenschaften der Extrakte und

Reinsubstanzen

Zur Bestimmung der zellproliferierenden Eigenschaften der Extrakte und Reinsubstanzen
wurden konfluente MCF7/BUS Zellen zweimal mit D-Hanks Losung gewaschen und mit
einer 0.25% Trypsin-EDTA-L6sung versetzt. Die gelosten Zellen wurden in DMEM-Medium
suspendiert, ausgezihlt und in einer Dichte von 8 x 10° Zellen/Well in 96-Well-Platten bzw. 1
x 10* Zellen/Well in 24-Well-Platten ausgesit. Nach einer Anwachszeit von 48 Stunden
wurden die Zellen wieder vorsichtig mit D-Hanks-Losung gewaschen und mit estrogenfreiem
Medium (DMEM-Medium, phenolrotfrei, 5% Aktivkohle-dextran gereinigtes menschliches
Serum) versetzt. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Testsubstanzen und 17p-Estradiol
zugegeben. Nach 5-7 Tagen wurde die Zellproliferation im Vergleich zu 17p-Estradiol
ausgewertet, indem das Medium mit 10 pL einer 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazoliumbromid-Losung (MTT-Losung, 5 mg/mL) versetzt wurde. Nach vier Stunden
wurde das Medium entfernt und 500 pL. DMSO wurden zugegeben. Die Absorption wurde
bei 570 nm mit einem ELx800 Universal-Mikroplattenlesegerdt (BioRad) ausgewertet. Die
Zellproliferation wird hierbei iiber die Aufnahme der MTT-Losung in die Zellen definiert
(s.0.). Dabei wird die Zellproliferation bei Behandlung mit einer 0.1 bzw. 1 nM Losung 173-
Estradiol als 100%-Wert definiert und die Aktivitdt der Testsubstanzen dagegen berechnet.
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2.7.2.2.Bestimmung des aktiven Inhaltsstoffs in Vigna angularis

Vigna angularis
Rohextrakt
LH20-Saule
(Methanol)

Fraktionen a-g

Fraktion d
RP18-Lobar A
(25-100%MeCQOH)

Fraktion 65%
'H-NMR, HPLC-
DAD, LC-MS/MS

Abb.M20: Assay geleitete Isolierung
von Vigna angularis

Im Test mit den Extrakten der acht Leguminosen zeigte
Vigna angularis neben Glycine max und Phaseolus coccineus
eine signifikante Steigerung der Zellproliferation. Da jedoch
keine der aus Vigna angularis isolierten Reinsubstanzen eine
derartige signifikante Zellproliferation hervorrief, wurde eine
assaygeleitete Isolierung durchgefiihrt, um die aktive
Komponente zu identifizieren. Der Rohextrakt wurde hierzu
erst liber eine LH20-Sdule aufgetrennt (FlieBmittel 100%
MeOH), wobei die aktivste Fraktion iiber eine LobarA-RP18-
Sdule nachfolgend fraktioniert wurde (FlieBmittel 15, 25, 35,
45, 55, 65, 75 und 100% wiéssriger Methanol). Es wurden erst
50 mL, dann jeweils 35 mL aufgefangen. Die aktiven
Fraktionen der Lobar-Sdule wurden mittels HPLC-DAD und
HPLC-MS untersucht. Als aktivste Fraktion wurde Fraktion

P2d65% ermittelt, die eine Hauptkomponente enthielt. Diese Hauptkomponente wurde

zusétzlich mit NMR-spektroskopischen Methoden charakterisiert.
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2.7.3. Statistische Auswertung

HA4IIE-Zelltests

Zum Vergleich der Mittelwerte der Einzelversuche wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse
durchgefiihrt (ANOV A-analysis of variance). Als post-hoc Test wurde der LSD-Test (least
significance difference, Analyse-it) verwendet. Angegeben sind die Mittelwerte + SD von

mindestens drei Einzelversuchen.

MCF7/BUS-Zelltests
Zum Vergleich der Mittelwerte der Einzelversuche wurde der Student t-Test verwendet.
(Mikrosoft-Exel). Angegeben sind die Mittelwerte + SD von mindestens drei

Einzelversuchen.

2.8. Verwendete Gerite, Chemikalien und Losungen

2.8.1. Gerite

Aufgefiihrt sind die Gerite, die in den vorangegangenen Kapiteln nicht ausfiihrlich vorgestellt

wurden oder keiner speziellen Methode zuzuordnen sind.

Lambda 10UV/Vis-Spektrophotometer Perkin Elmer
Lambda 25UV/Vis-Spektrophotometer Perkin Elmer
Steuerung: UV WinLab
CO, — Inkubator IG150 Jouan
Zellzahlkammer Fuchs-Rosenthal Brand
Autoklav Varioklav H&P
Autoklav Fedegari
Multiwell-Lesegerit Wallac Victor Perkin Elmer
Steuerung: Wallac 1420 software vers.2.00 release 9
Mikroplatten-Lesegerdt (ELx800 universal) BioRad
Mikroskop Zellkultur Zeiss
Kamera Cool SNAP Pro Intas
Zentrifugen: Minifuge 2, Typ:423 Heraeus Christ
Universal 30 F Hettich
MR1812 Jouan
Biofuge pico Heraeus
Rithrer MR2002 Heidolph
Heiz-Magnetriihrer Combi Mag IKA
Digital pH-Meter 420 Aplus Orion
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Gefriertruhe -80°C, 86-Freezer
Rotationsverdampfer Rotavapor R200
Wasserbad (Heating bath B-490)
Vakuumpumpe CVC2
Stickstoffgenerator UHPN 3001
Schiittler (Swip KL-2)

Drogenmiihle

Ultraschallbad Sonorex RK 510H
UV-Lampe

Vakuumzentrifuge SpeedVac SPD 111V
KiihlfalleRVT 400

Digitalwaagen 2354/TE1502S
Analysenwaage MC1

Trockenschrank ET6130

Ultraschallspitze Labsonic 1510
Sterilbank LC2
Sterilbank BSB 4

2.8.2. Chemikalien und Materialien

96-Well-Platten (zur Zellkultur)
Eppendorfpipetten 20/100/200/1000
Injektionsspritze

Kiivetten (Quarz, 10,00 mm)
Plastikkiivetten (10x4x45 mm)
Petrischalen

Sixwells (zur Zellkultur)

Rundfilter 595 @90 mm /200 mm

2,2-Diphenyl-1-picrylhydracyl

17B-Estradiol

Ameisensdure

Apigenin

Apo-ONE homogeneous Caspase-3/7-Assay
Ascorbinséure

Bradford-Reagenz

Borsdure

Calciumchlorid
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Forma Scientific
Biichi

Biichi
Vacuubrand
Nitrox

Edmund Biihler
IKA

Bandelin
Camag

Savant

Savant
Sartorius
Sartorius

Haereus

Braun
Jouan

Bartholomei

Nunc
Eppendorf
Hamilton
Perkin Elmer
Sarstedt
Nunc

Nunc

Schleicher & Schuell

Sigma/Alfa Aesar
Sigma
Riedel-de Haen

BioChemika/Extrasynthese

Promega

Caelo
BioRad
Merck
Merck
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Caspase-3-Substrat (Ac-DEVD-PNA)
Catechin

CHAPS

Chloroform

Chlorogensiure

Cyanidinchlorid

Dihydrokdmpferol

Dimethylsulfoxid

DMEM (Phenolrotfrei)

DTT

Dulbecco's modified Eagles medium (DMEM) High Glucose:
(4500mg/mL Glucose, L-Glutamin, ohne Pyrovat)

DMEM (Phenolrotfrei)
EDTA

Essigsdure

Ethanol

FCS Gold (Fotales Kélberserum)
Ferulasdure
Folin-Ciocalteu-Reagenz
Formaldehyd 37%
Genistein

Glucose

L-Glutamin
L-Glutaminsiure
Glycerol

D,L-Glycin

H,0,

HEPES

Human Serum(Blood Central of Zhejiang Province)
Isopropanol

Kéampferol

Kaffeesdure

KCl

Luteolin
Luteolintetramethylether
D,L-Lysin
Ortho-Phosphorséure
MTT

Myricetin

NaCl
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ICN Biochemicals
Sigma

ICN Biochemicals
Merck

Fluka

Roth GmbH

TranMIT GmbH Marburg

Sigma
PAA
ICN Biochemicals

Gibco

Sigma

ICN Biochemicals
Baker
Riedel-de Haen
PAA/Gibco
Rotichrom
Merck

Merck

Sigma

Sigma

Merck

Fluka

Sigma

Sigma
Sigma/Fluka
Biosolve
Hangzhou, China
Merck

Roth GmbH
Rotichrom
Merck

Sigma

Extasynthese

ICN Biomedicals, USA

Normapur

Sigma

BioChemika/Calbiochem

Merck
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Na,CO; Riedel-de Haen
Neutralrot Sigma
Penicillin-Streptomycin Gibco
Proteinstandard Sigma
Propylgallat Sigma
Quercetin Merck/Sigma
Roti- Phenol (gepuftert) Roth

Rutin Sigma

Taxifolin Sigma
D,L-Tyrosin ICN Biomedicals, USA
Triton-X 100 Merck/Sigma
Trockenmilch (nonfat-dried milk, bovine) Sigma/Roth
Trypsin Gibco
D,L-Tryptophan Roth

D,L-Valin ICN Biomedicals, USA
Vitexin Roth GmbH/Extrasynthese
KH,PO4 Merck
Na,HPO4 Merck

2.8.3. Losungen

Neutralrot-Gebrauslosung: 20 ml Medium, 250 pL Neutralrotstammlosung (0.4% (m/V),
vor Gebrauch frisch hergestellt)

Fixierlosung: 1% Formaldehyd, 1% Calciumchlorid

NR-Extraktionslosung: 50% Ethanol, 1% Eisessig

MTT-Extraktionslosung: 95% Isopropanol, 5% Ameisensdure

Lysispuffer-Caspase: 50 mM Hepes, 100 mM NacCl, 100 uM EDTA, pH 7.4
(autoklaviert, Lagerung bei 4°C)

Assaypuffer-Caspase: 55 mM Hepes, 110 mM NacCl, 110 uM EDTA, pH 7.4

(autoklaviert, Lagerung bei 4°C)
Lyse-Gebrauchslosung-Caspase:5 mg CHAPS, 5 uL DTT Losung (1M) in 4.990 mL
Lysepuffer
Assay-Gebrauchslosung-Caspase:5.334 mL Assaypuffer, 6 mg CHAPS, 60 pL 1M DTT
Losung, 600 puL Glycerol (frisch hergestellt)

TBE-Puffer (10x): 108 g Trisma-Base, 55 g Borsédure, 40 mL 0.5 M EDTA (pH 8)
ad 1 L dH,O, autoklaviert

TE-Pufter: 10 mM Tris-HCI (pH 8), 1 mM EDTA (pH 8), autoklaviert,
Lagerung bei 4°C

5 M NaCl Losung: 5 M NaCl Losung, autoklaviert

EDTA-Lo6sung: 0.5 M EDTA, pH 8, autoklaviert
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Tris-HCI: 0.1 M Trizma-Base, pH 8, autoklaviert

PBS (10x) 1.37 M NacCl, 27 M KCl, 100 mM Na,HPO,, 20 mM KH,POj, in
Wasser, pH 7.4, autoklaviert

D-Hanks-Losung: 0.4 g KCL, 0.06 g KH,POy4, 0.8 g NaCl, 0.35 g NaHCOs,

0.00475 g Na,HPOj, in 1000 ml Wasser
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3. Ergebnisse

In diesem Teil der Arbeit werden zunichst die Ergebnisse der getrockneten und eingelegten
Gemiise aus China beschrieben. Dabei wird lediglich auf das Vorhandensein von Flavonoiden
eingegangen, d.h. die qualitativen Aspekte stehen im Vordergrund.

Im Kapitel 3.2. sowie 3.3. iiber Leguminosen und weitere chinesisch Gemiise ist dagegen
nicht nur die qualitative Zusammensetzung der Extrakte, sondern sind auch die Gehalte an

Flavonoiden von Bedeutung.

3.1. Ergebnisse des Screenings verschiedener getrockneter und eingelegter
chinesischer Lebensmittel

Getrocknete und in Essig eingelegte Gemiise verschiedener Art werden in China hiufig
konsumiert. Daher erfolgte im Rahmen der Kooperation mit der Zhejiang Universitdt —
Hangzhou/China (Department of Pharmacology and Toxicology) eine qualitative
Untersuchung verschiedener Gemiise, die entweder direkt gegessen oder zu verschiedenen
Gerichten hinzugefiigt werden.

3.1.1. Essigsaures Gemiise

Untersucht wurden die elf in Tab.M4 aufgelisteten eingelegten Produkte. Die ersten drei
Extrakte von Brassica juncea var., ebenso wie die Extrakte von Raphanus sativus und
Phyllostachys spec. zeigten weder bei direkter Untersuchung noch nach Aufreinigung mittels
Fliissig/Fliissig-Verteilung in ihren HPLC-Chromatogrammen UV-Spektren von Flavonoiden.
In den restlichen Extrakten konnte jedoch jeweils mindestens ein Flavonoid detektiert werden.
In Abb.E1 ist beispielhaft das HPLC-Chromatogramm des Allium sativum-Extraktes
abgebildet. Es konnten in diesem Extrakt ohne Aufreinigung zwei Flavonoide, nédmlich

Kémpferol und ein Methylderivat des Quercetins, detektiert werden.

Extrakt - E4
20,07
mAU WVL:340 nm
15,0
j Kampferol — 26.16 min
10’0.: \ Methylquercetin — 26.64
507
0,07 ——
-8,0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T min
10,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Abb.E1: HPLC-Chromatogramm des E4-Extraktes (4//ium sativum), Standardgradient, Wellenldnge 340 nm
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In den Extrakten der Bldtter von Brassica juncea var. konnten im Gegensatz zu den Extrakten
der Wurzelknolle Flavonoide gefunden werden. Alle drei Produkte enthielten Quercetin,

Kémpferol und ein Methylderivat des Quercetins.

Im Gegensatz hierzu waren in den Cucumis sativus var.-Proben ein Methylderivat des
Luteolins, ein Apigenin-C-hexosid sowie ein Flavonol zu finden.

Es konnten somit nur Aglyka, deren Methylderivate und C-Glycosyle detektiert werden, d.h.
Derivate, die im essigsauren Milieu erhalten bleiben (Die tibrigen HPLC-Chromatogramme
befinden sich im Anhang.).

Tab.E1l: Liste des eingelegten Gemiise mit Angabe iliber das Vorkommen von Flavonoiden und sofern
moglich weiterer Charakterisierung

Code | Lat. Name Flavonoide Charakterisierung
(Anzahl)

El Brassica juncea var. (Knolle) -

E2 Brassica juncea var. (Knolle) -

E3 Brassica juncea var. (Knolle) -

E4 Allium sativum (Zwiebel) + (2x) Kimpferol, Methylquercetin

E5 Phyllostachys spec. -
E6 Raphanus sativus (Knolle) -
E7 Brassica juncea var. (Blitter) + (3x) Quercetin, Kdmpferol,

Methylquercetin

ES8 Brassica juncea var. (Blitter) + (3x) Quercetin, Kdmpferol,
Methylquercetin

E9 Brassica juncea var. (Blitter)/ + (3x) Quercetin, Kdmpferol,

Phyllostachys spec. Methylquercetin

E10 | Cucumis sativus var.(Friichte) + (2x) Methylluteolin-C-hexosid,
Flavonol

E11 | Cucumis sativus var. (Friichte) + (2x) Apigenin-C-hexosid

Methylluteolin-C-hexosid

3.1.2. Trockengemiise

In der Hélfte der Extrakte der getrockneten Gemiisesorten konnten Flavonoide nachgewiesen
werden. Lilium spec., Tremella spec., Phyllostachys spec. und Dioscorea opposita lieferten
dabei keine detektierbaren Peaks. In den Samen von Nelumbo nucifera (Lotussamen) und den
getrockneten Bliiten von Hemerocallis spec.(Lilienbliiten) konnten jeweils mehrere
Flavonoide nachgewiesen werden. Das HPLC-Chromatogramm des Hemerocallis-Extraktes
ist beispielhaft in Abb.E2 dargestellt. Im speziellen Fall der Blétter von Brassica juncea var.
konnten zusétzlich zu den in den essigsauren Proben nachgewiesenen Verbindungen weitere
Flavonoide beobachtet werden (Die HPLC-Chromatogramme der iibrigen Extrakte sind im

Anhang zu finden)
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Extrakt - T4

180 Thau WVL:340 nm
150
] Quercetinderivat MW610 — 21.10 min
] Flavonol- 22.08 min
100 Kampferolderivat MW 594 — 22 .46 min
1 Flavonol — 20.05 min / Quercetinderivat MW478- 22.75 min
1 Flavonol — 19.07 min
50 v ! \ Quercetin — 24.18 min
] \ Flavonol — 26.04 min
-20 i T T T T T T T T T T T T T T T T T T iR
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Abb.E2: HPLC-Chromatogramm des T4-Extraktes (100% MeOH, Hemerocallis spec.), Standardgradient,
Wellenldnge 340 nm

Tab.E2: Liste der getrockneten Gemiise mit Angabe iiber das Vorkommen von Flavonoiden und sofern
moglich weiterer Charakterisierung

Code | Lat. Name Flavonoide Charakterisierung
(Anzahl)
Tl Nelumbo nucifera (Semen + (5x%) Flavone, Flavonole
nelumbinis)
T2 Brassica  juncea var. + (6x) Flavone,
(Blatter) Flavonole (Kédmpferol,
Methylquercetin)
T3 Astragalus membranaceus + (1x) Flavonol
(Wurzel)
T4 Hemerocallis spec. (Bliiten) + (8x) Flavonole
T5 Lilium spec. (Zwiebel) -
T6 Tremella spec. -
T7 Phyllostachys spec. -
T8 Dioscorea opposita -
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3.2. Qualitative und quantitative Zusammensetzung der Leguminosenextrakte

Untersuchung der Extrakte mittels HPLC-DAD und nach Folin-Ciocalteu

Die Extrakte wurden mittels HPLC-DAD auf den Gehalt von Flavanolen, Flavonen,
Flavonolen, Isoflavonoiden, Anthocyanidinen und Zimtsiure-Derivaten hin untersucht. Die
Extrakte wurden hierzu in die analytische HPLC-Anlage (Material und Methoden 2.3.3.1.)
injiziert und mit Hilfe unterschiedlicher Gradienten aufgetrennt. Der Einsatz der
unterschiedlichen Gradienten wurde notwendig, weil mehrere Substanzgruppen betrachtet
wurden, die unterschiedliche chemische und somit chromatographische Eigenschaften
besallen, es jedoch Ziel war, einen Gesamteindruck iiber die polyphenolischen Inhaltsstoffe zu
bekommen, um so die Ergebnisse in den weiteren Versuchen zu beurteilen. Somit waren
sowohl quantitative als auch qualitative Aspekte von ausschlaggebender Bedeutung. Die
Zuordnung der Peaks zu den einzelnen Substanzklassen wurde mit Hilfe der isolierten
Inhaltsstoffe sowie deren chromatographischer Parameter (Retentionszeit, UV-Spektrum)
vorgenommen und wurden aullerdem iiber UV-Spektren-Vergleich mit einer internen
Datenbank, die Daten von mehr als 90 verschiedenen Polyphenolen enthielt, iiberpriift. Die
Gehaltsangaben erfolgten jeweils als mg Polyphenole/100 g Frischgewicht (FG).

Zur Untersuchung des Kochwassers wurden 3-4 unabhédngige Proben der Ernte vom Oktober
2003 herangezogen, jedoch wurde im Falle des riickstdndigen Samenmaterials nur auf eine
Probe zuriickgegriffen, d.h. die Bilanzierung erfolgte mit n=1.

Fiir die quantitative Bestimmung der Polyphenole nach Folin-Ciocalteu hingegen wurden die
Proben vom Mai 2004 aus China verwendet, da ausreichend Samenmaterial zur Verfligung
stand. Die Angaben des Polyphenolgehaltes erfolgten als mg freie Polyphenole (FP) bzw.
nach Hydrolyse als Gesamtpolyphenole (GP) pro 100 g Frischgewicht (FG), bestimmt jeweils
als Catechin. Die Besprechung der Ergebnisse erfolgt in diesem Fall in der Reihenfolge des

Probencodes.

3.2.1. Extrakte von Vignaradiata (L.) R. Wilczek

Qualitative Zusammensetzung

In den Extrakten von Vigna radiata konnten als Hauptinhaltsstoffe Vitexin und Isovitexin
identifiziert und auch isoliert werden. Diese beiden Substanzen stellten die Hauptinhaltsstoffe
aller vier untersuchten Extrakte dar. (Abb.E4 zeigt beispielhaft das Chromatogramm eines
Extraktes von Vigna radiata). Zusétzlich zu diesen beiden Hauptverbindungen konnten bis zu
vier weitere Substanzen in den Extrakten beobachtet werden, die sich jedoch am unteren
Detektionslimit befanden und Minoritdtskomponenten darstellten. Drei dieser Komponenten

wiesen ein UV-Maximum bei ca. 337 nm auf, das eindeutig auf Flavon-Derivate (Rf= 21.45,
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21.78 und 23.3 min) hindeutete, wiahrend eine dieser Minorititskomponenten ein UV-
Maximum bei ca. 350 nm (Rf=18.57 min) zeigte.

Diese Komponente bei 18.57 min war in allen Extrakten vorhanden und konnte mit Hilfe des
Massenspektrums genauer charakterisiert werden. Das Molekulargewicht belief sich auf 448
amu, gleichzeitig konnte die Abspaltung eines Fragmentes von 120 amu beobachtet werden,
die fiir eine C-C-gebundene Hexose typisch ist. Die Informationen aus UV-Spektrum und
Massenspektrum lieferten somit als mogliche Strukturen der Verbindung Orientin bzw.
Isoorientin.

In den chinesischen Extrakten (,,Extrakt Oktober 2003/, Extrakt Mai 2004‘) konnte ein
weiteres Flavon bei 23.3 min beobachtet werden, das in den deutschen Extrakten (,,Extrakt
Bot. Garten‘/,,Extrakt Gewaichshaus®) nicht nachzuweisen war. In der Probe ,Extrakt
Botanischer Garten* erschien dafiir ein Flavon bei 21.78 min, zusitzlich dazu war in der

Probe , Extrakt Gewachshaus® ein weiteres Flavon bei 21.45 min zu finden.

Vigna radiata -Extrakt Oktober 2003
500
|mAU
i Vitexin — 19.20 min Isovitexin — 20.38 min
200 4 ~a, &
Flavon — 18.57 min
| 1 T ‘ J‘—Iv
-50 — ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ R
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Abb.E3: HPLC-Chromatogramm des Vigna radiata-Extraktes Oktober 2003 (Wellenldnge: 340 nm,
Standardgradient)

60,0 Peak 18.57 min

1 2105

40,0

20,0 4

100 +———— 71—
200 300 400 500 595

Abb.E4: UV-Spektren-Vergleich fiir Minoritdtskomponente (18.57 min) mit Orientin (schwarz-weifle Linie)
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Quantitative Untersuchung mittels HPLC - DAD

Bei der quantitativen Untersuchung der Extrakte konnte festgestellt werden, dass in allen
Fillen der Gehalt des Isovitexins hoher lag als der des Vitexins. Die beiden aus China
stammenden Extrakte zeigten mit einem Gesamtgehalt von 125.5 mg (+ 2.47 mg) /100 g FG
und 135.2 mg (£ 3.76 mg)/100 g FG den hoheren Gehalt. Dieser wurde von dem Extrakt der
im Gewichshaus gewonnenen Pflanze mit 123.0 mg (+ 5.16 mg)/100 g FG fast erreicht,
wohingegen der Extrakt der im Botanischen Garten gezogenen Pflanze mit 100.7 mg (£ 2.05
mg) den geringsten Gehalt aufwies. Die Schwankungen zwischen den einzelnen Proben
erwiesen sich als recht klein; im Durchschnitt besal3 Vigna radiata einen Polyphenolgehalt
von 121.1 mg (= 9.99 mg)/100 g FG. Die Absolutwerte konnen der Tab.E3 entnommen
werden und sind graphisch in Abb.E5 dargestellt.

Tab.E3: Absolutwerte der Polyphenolgehalte von Vigna radiata. Bestimmung der Flavone als Apigenin
bei 340 nm ermittelt aus drei Messungen.
el Oktober Mai 2004 Gewichs- | Bot. Durchschnitt-

Komponente 2003 haus Garten licher Gehalt
(mg (+SD)/100g FG)

Vitexin 544+ 1.63 | 58.7+2.17 | 50.1+2.84 | 42.2+1.04 | 51.3+ 7.06
Isovitexin 69.8+1.82 | 74.4+3.07 | 70.6+:4.28 | 58.2+1.61 | 68.2+ 7.02
weitere 1.3£0.40 |2.1£0.09 |23+0.48 |0.4+0.72 | 1.5+0.86
Flavone/Flavonole

125.5+¢ 135.2+ 123.0+ 100.7+
Gesamtgehalt 247 376 516 205 121.1£9.99
Polyphenolgehalt Vigna radiata
160,0

§ 140,0 -

S 120,0 |

\E 100,01 m weitere Flavone
T 80,04 O Isovitexin
E, 60,0 - | Vitexin
g 40,0
E 20,0

0,0 ; ; ;
Vigna radiata Vigna radiata Vigna radiata Vigna radiata Durchschnittlicher
Okt2003 Mai2004 Gewachshaus Bot.Garten Polyphenolgehalt
(n=4)

Abb.ES: Polyphenolgehalt der vier Extrakte von Vigna radiata (jeweils n=1) und durchschnittlicher
Polyphenolgehalt innerhalb der untersuchten Proben (n=4). Quantifizierung der Flavone als Apigenin bei 340
nm.
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Polyphenole im Kochwasser von Vigna radiata

Auch in diesen Proben, die aus den Samen vom Oktober 2003 stammten, konnten Vitexin und
Isovitexin als Hauptinhaltstoffe identifiziert werden. Das Luteolin-Derivat bei 18.57 min und
das Flavon bei 23.3 min waren ebenfalls enthalten, zusitzlich zeigten sich nach dem

Kochvorgang jedoch auch Flavone bei 17.09 min und 24.82 min.

In der Wasserfraktion waren nach dem Kochvorgang insgesamt 26.2 mg (+ 3.64 mg)/100 g
FG Polyphenole zu finden, wihrend gleichzeitig der Vitexingehalt mit 14.4 mg (+ 2.83
mg)/100 g FG hoher lag als der Isovitexingehalt (11.6 mg (= 1.37 mg)/100 g FG). Bei
Untersuchung des zurilickbleibenden gekochten Samenmaterials stellte jedoch Isovitexin die
Hauptkomponente dar. Bei der Gegeniiberstellung der gefundenen Gehalte in Wasser und
Samenmaterial zeigte sich ein Ubergang der Polyphenole von 49.05 % (= 26.2 mg (+ 3.64
mg)/100 g FG) in das Kochwasser. Jedoch ergab sich ein Gesamtpolyphenolgehalt von
lediglich 53.4 mg/100 g, der niedriger ausfiel als der oben mittels HPLC-DAD ermittelte
Polyphenolgehalt. Vermutlich ist dies auf das unterschiedliche Extraktionsmittel
zurlickzufiihren (90% wissriger Methanol —im Gegensatz zu 70% ameisensaurem Methanol
im Falle der iibrigen Extrakte, siche Material und Methoden Kapitel 2.2.)

Polyphenolgehalt des "Kochwassers"

w
o
[=]

N
o
[=]

N
o
[=]

m weitere Flavone (Wasser)
O Isovitexin (Wasser)
m Vitexin (Wasser)

o
[=]

Polyphenolgehalt (mg/100g FG)
o o
o o

o
[=]

Vigna radiata

Abb.E6: Vigna radiata: Polyphenolgehalt der Wasserfraktion nach dem Kochvorgang (n=4)

Polyphenolgehalte nach Folin-Ciocalteu

Der untersuchte Extrakt vom Mai 2004 enthielt bei der Bestimmung nach Folin-Ciocalteu
einen Polyphenolgehalt von 186.1 mg (+ 4.67 mg) FP/ 100g FG. Nach Hydrolyse waren
298.3 mg (+ 13.26 mg) GP/ 100 g FG festzustellen. Beide Werte lagen somit geringfiigig
oberhalb der Werte, die mit Hilfe der HPLC erhalten wurden.
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3.2.2. Extrakte von Vigna angularis (Willd.) Ohwi & Ohashi

Qualitative Zusammensetzung

In den Extrakten von Vigna angularis wurden sowohl vier Flavanole als auch sechs Flavonole

gefunden, die bei 280 nm und 340 nm ausgewertet wurden.

Catechin konnte aus dem Extrakt von Vigna angularis isoliert werden, lag aber in allen
mittels HPLC-DAD untersuchten Extrakten lediglich als Minoritdtskomponente vor. Es
konnte jedoch ein Derivat identifiziert werden, das ein Molekulargewicht von 452 amu
aufwies und zusétzlich im Massenspektrum die Abspaltung einer Hexose (162 amu) zeigte,
welche dann zu einem Aglykon mit einer Masse von 290 amu fiihrte. Fiir Vigna angularis ist
bereits das Catechin-70-glucosid bekannt (Yoshida et al. 2005); sehr wahrscheinlich handelte
es sich um diese Verbindung (im Folgenden als Catechin-XO-glycosid bezeichnet). In
Abb.E7 ist das Chromatogramm bei 280 nm abgebildet.

Vigna angularis — Extrakt Mai 2004

250 mAU WVL:280 nm

Catechin-XO-glycosid* — 11.19 min

Catechin -~ 1546 min  £y40an01 - 22.26 min

|
Ry

100 —
Flavanol — 4.41 min

DO
3,0 10,0 15,0 20,0

min
T T

40,0

Abb.E7: HPLC-Chromatogramm des Vigna angularis — Extraktes Mai 2004 (Wellenldnge: 280 nm, HPLC-
Programm Nr.2) *siehe Literatur im Text

In der Gruppe der Flavonole konnten sechs verschiedene Substanzen detektiert werden. Diese
waren in allen untersuchten Extrakten enthalten, so dass sich auch keine Unterschiede im
Flavonolmuster zwischen chinesischen oder deutschen Extrakten ergaben. Als
Hauptkomponenten konnten Myricetin-30-rutinosid (26.91 min) und Rutin (29.46 min)
identifiziert und isoliert werden. Die vier Minoritdtskomponenten konnten an Hand ihrer UV-
Spektren als Flavonole identifiziert werden, wobei die ersten drei ein dem Rutin
vergleichbares Spektrum aufwiesen. Das Spektrum der vierten Komponente (31.06 min)
hingegen zeigte ein UV-Spektrum dhnlich dem des Kémpferols. Das HPLC-Chromatogramm
des Extraktes Mai 2004 ist beispielhaft abgebildet (Abb.ES).
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Vigna angularis - Extrakt Mai 2004

400 _mAU WVL:340 nm

] Myricetin-30-rutinosid — 26.91min
250 N Flavonol — 27.64 min

Flavonol — 28.03 min

125 Flavonol- 25.36 min Rutin — 29.46 min

1 Flavonol — 31.06 min

[N Py
e . et s S . S — L
10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0

Abb.E8: HPLC-Chromatogramm des Vigna angularis — Extraktes Mai 2004 (Wellenldnge: 340 nm, HPLC-
Programm Nr.2)

Quantitative Untersuchung mittels HPLC - DAD

Bei der Untersuchung der Extrakte von Vigna angularis konnte festgestellt werden, dass in
allen untersuchten Proben der Flavanol — Gehalt gegeniiber dem Flavonol — Gehalt hoher
ausfiel. Der Gesamtpolyphenolgehalt der Extrakte aus China (Oktober 2003 und Mai 2004)
(82.9 mg (= 7.00 mg)//100 g FG und 85.3 mg (£ 2.70 mg)//100 g FG) war geringer als der
Gehalt der Extrakte Gewichshaus (124.3 mg (+ 11.33 mg)/100 g FG) oder Botanischer
Garten (112.2 mg (£ 7.53 mg)/100 g FG). Der hohere Gehalt der ,,deutschen* Extrakte ist
dabei  hauptsdchlich auf die Flavanol-Fraktion zuriickzufiihren, wihrend die
Einzelkomponenten der Flavonol-Fraktion nur geringere Schwankungen aufwiesen (siche
Abb.E9). Im Durchschnitt enthielt Vigna angularis in den untersuchten Proben 101.2 mg (+
13.33 mg)/ 100 g FG Polyphenole. Die Absolutwerte flir die einzelnen Hauptkomponenten

konnen Tab.E4 entnommen werden.

Polyphenolgehalt Vigna angularis

140
@ 120
j=2)
S 100
=4 B3 weitere Flavanole
% 80 - Catechin/Catechinglycosid
% B weitere Flavonole
g 60 1 O Rutin
% 40 1 B Myricetin-3-O-rutinosid
%
a 20 +

0

V.angularis V.angularis V.angularis V.angularis Bot. Durchschnittlicher
Oktober2003 Mai2004 Gewachshaus Garten Polyphenolgehalt
(n=4)

Abb.E9: Polyphenolgehalt der vier Extrakte von Vigna angularis und durchschnittlicher Polyphenolgehalt
innerhalb der untersuchten Proben. Quantifizierung der Flavonole als Quercetin bei 340 nm, der Flavanole als
Catechin bei 280 nm (n=1)
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Qualitative und quantitative Zusammensetzung

Tab.E4: Absolutwerte der Polyphenolgehalte von Vigna angularis. Bestimmung der Flavonole als
Quercetin bei 340 nm, der Flavanole als Catechin bei 280 nm ermittelt aus drei Messungen.

Extrakt | Qktober Mai 2004 Gewichs- Bot. Garten | Durchschnitt-
2003 haus licher Gehalt

Komponente
(mg (+SD)
/100g FG)

Myricetin-30- | 9.0+ 0.86 9.5+ 0.44 9.1+ 0.99 8.5+ 0.46 9.1+ 0.37
rutinosid

Rutin 43+ 1.09 |4.0£0,23 8.0+ 1.29 4.2+ 0.80 5.1+ 1.64

weitere 5.1£0.50 | 6.2+0.39 6.6+ 0.69 5.3+ 0.27 5.8+ 0.61

Flavonole

Catechin/ 52.4+5.20 | 59.1£2.59 | 83.1+9.46 71.8+6.78 66.6+11.79

Catechin-XO-

glycosid

weitere 12.1£4.45 | 6.5+ 0.42 17.6+ 5.98 22.4+3.12 14. 6+ 5.96

Flavanole

Gesamtgehalt 82.9+7.00 | 85.3£2.70 | 124.3+ 112.2+7.53 | 101.2+ 13.33
11.33

Polyphenole im Kochwasser von Vigna angularis

Bei den Flavanolen, die im Kochwasser von Vigna angularis detektiert wurden, handelte es
sich um Catechin-XO-glycosid (Yoshida et al. 2005), Catechin und ein weiteres Flavanol mit
einer Retentionszeit von 17.86 min. Es war festzustellen, dass es wahrend des Kochvorgangs
zu einer Hydrolyse des Catechinglycosids kam, wéhrend gleichzeitig die Peakflache fiir das
Catechin selbst zunahm.

Innerhalb der Gruppe der Flavonole konnten die bereits oben beschriebenen Komponenten
beobachtet werden. Zusitzlich erschienen noch Komponenten im spéteren Verlauf des
Chromatogramms, die das UV-Spektrum eines Flavons bzw. eines Flavonols aufwiesen
(Chromatogramm nicht abgebildet). Dabei konnte es sich um Spaltprodukte der zuvor
detektierten Flavonole oder um Verbindungen, die vorher unterhalb des Detektionslimits
lagen, handeln.

Insgesamt konnte ein Ubergang der untersuchten Polyphenole von 64.0 % (= 36.9 mg + 9.10
mg/100g) in das Kochwasser bei einem Gesamtpolyphenolgehalt (n=1) von 57.7 mg / 100 g
FG festgestellt werden. Die Flavanole bildeten einen deutlich gréeren Anteil (31.0 mg (£
8.61 mg)/ 100 g FG) am Polyphenolgehalt des Kochwassers verglichen mit den Flavonolen
(5.9 mg (+ 1.27 mg)/ 100 g FG).
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Polyphenolgehalt des "Kochwassers"

40,00

30,00

O Flavonole (Wasser)

20,00 m Flavanole (Wasser)

10,00

Polyphenolgehalt (mg/100g FG)

0,00 +

Vigna angularis

Abb.E10: Vigna angularis: Polyphenolgehalt der Wasserfraktion nach dem Kochvorgang (n=4)

Polyphenolgehalte nach Folin-Ciocalteu

Der Extrakt vom Mai 2004 von Vigna angularis wurde ebenfalls nach Folin-Ciocalteu
untersucht. Dabei lag ein Gehalt an freien Polyphenolen von 498.7 mg (£ 8.47 mg) FP/100 g
FG vor, wobei der Gehalt nach Hydrolyse auf 637.7 mg (£ 11.91 mg) GP/100 g anstieg. Diese
Werte lagen mehr als 6-mal so hoch wie die Werte, die mittels HPLC — DAD bestimmt
wurden.
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3.2.3. Extrakte von Glycine max (L.) Merr. convar. max var. atra Lehm.

Qualitative Zusammensetzung

In den Extrakten der Sojabohne wurden hauptsidchlich Isoflavonoide detektiert, aber es
konnten auch Flavanole, Flavone/Flavonole und Anthocyanidine beobachtet werden. Die
Detektion der Isoflavonoide und Flavanole wurde bei 280 nm durchgefiihrt, wihrend die

Flavonole bei 340 nm und die Anthocyanidine bei 520 nm beobachtet wurden.

In der Gruppe der Flavanole war Epicatechin (Rf = 18.47 min) zu beobachten, wohingegen
innerhalb der Isoflavonoide Daidzin, Glycitin, Genistin, Daidzein und Genistein identifiziert
werden konnten. AuBlerdem waren noch vier weitere Isoflavonoid—Derivate enthalten, von
denen zwei Substanzen Hauptkomponenten innerhalb des Extraktes darstellten. Diese beiden
wiesen ein Molekulargewicht von 502 amu (25.75 min) und 518 amu (27.95 min) auf und
zeigten eine Abspaltung von 248 amu und somit Daidzein bzw. Genistein als Grundkdrper.
Eine Datenbankanalyse ergab, dass es sich um 6’’-O-Malonyl-Derivate des Daidzins und
Genistins handeln konnte, die zusédtzlich auch in verschiedenen Literaturstellen beschrieben
wurden (DNP 2006; Lin et al. 2006; Romani et al. 2003).

Glycine max - Extrakt Mai 2004
600 UV_VIS_1
_mAU WVL:280 nm

Daidzin —  Genistin — 23.93 min
21.25 min

Daidzein-Derivat MW 502 — 25.75 min
Genistein-Derivat MW 518 — 27.95 min

400 —
| Isoflavonoid —

23.37 min
1 Glycitin —

200 — Epicatechin — 22y_16 min
1 18.47 min

Isoflavonoid — 29.04 min
Daidzein — 29.62 min

Genistein — 31.69 min

|
— | L T T
20t L I I !
10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0

Abb.E11: HPLC-Chromatogramm des Glycine max — Extraktes Mai 2004 (Wellenldnge: 280 nm, HPLC-
Programm Nr.1)

Flavone/Flavonole waren in den Extrakten von Glycine max mit zwei Minoritdtskomponenten
nur in sehr geringem Malle vertreten. Die erste Verbindung (25.33 min) wies das UV-
Spektrum eines Flavons auf mit einem UV - Maximum bei 334 nm. Die zweite Verbindung
(30.79 min) hingegen hatte ihr UV-Maximum bei 360 nm, was fiir ein Flavonol typisch ist.
(Chromatogramme nicht abgebildet)

In der Reihe der Anthocyanidine konnte ein Hauptpeak (20.81 min) beobachtet werden,
dessen Molekulargewicht mit 449 amu bestimmt wurde. Die Abspaltung einer Hexose (162

amu) lieferte Cyanidin (MW 287) als Aglykon. Cyanidin ist ein weit verbreitetes
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Anthocyanidin, welches in vielfiltiger Weise in der Natur vorkommt. Sein 30-Glucosid
wurde bereits aus Glycine max isoliert (Katsuzaki et al. 2003). Die Verbindung wird im

Folgenden als Cyanidin-XO-glycosid bezeichnet.

600 Glycine max — Extrakt Mai 2004 UV VIS 4

mAU WVL:520 nm
] 60;

518.0

40,0 — 404
7 Cyanidin-X-O-glycosid* — 20.81 min 217 281.3
20,0
n
T ‘A\ T i
min
L L S e e L A e e e e L B e e I e e S
10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0

Abb.E12: HPLC-Chromatogramm des Glycine max — Extraktes Mai 2004 (Wellenldnge: 520 nm, HPLC-
Programm Nr.1) *siehe Literatur im Text

Quantitative Untersuchung mittels HPLC - DAD

Die oben erwédhnten Komponenten wurden mittels HPLC-DAD bei ihren jeweiligen UV-
Maxima ausgewertet. Sowohl Flavanole, Flavone/Flavonole als auch die Isoflavonoide waren
in allen Extrakten enthalten, wohingegen die Anthocyanidine in den Extrakten aus den im
Freiland des Botanischen Gartes gezogenen Pflanzen kaum oder gar nicht detektierbar waren.
Im Speziellen konnte auch Glycitin in diesem Extrakt nicht nachgewiesen werden. Allgemein
konnte beobachtet werden, dass die Extrakte aus den in China gesammelten Samen (,,Extrakt
Oktober 2003/, Extrakt Mai 2004*) einen geringeren Polyphenolgehalt (100.7 mg (£ 6.90
mg)/ 100 g FG bzw. 118.5 mg (+ 4.27 mg)/ 100 g FG)) aufwiesen als die beiden Extrakte aus
den in Deutschland gezogenen Pflanzen (,,Extrakt Gewichshaus‘/, Extrakt Bot. Garten®), die
einen Polyphenolgehalt von 280.1 mg (£ 17.18 mg)/ 100 g FG bzw. 244.9 mg (£ 7.27 mg/
100 g FG) besallen. Wiahrend der Anteil des Genistins, Daidzins und der Flavonole in etwa
gleich war, wurde bei den Flavanolen und den weiteren Isoflavonoiden ein deutlich hoherer
Gehalt gemessen. Dies war hauptsichlich auf die groeren Peakflichen des Epicatechins und

der beiden Malonyl-Derivate des Daidzeins und Genisteins zuriickzufiihren.
Im Durchschnitt enthielt somit Glycine max 186.0 mg (+ 65.84 mg)/ 100 g FG, gleichzeitig

stellten Isoflavonoide die Hauptinhaltsstoffe dar. Die Absolutwerte der Komponenten kénnen

Tab.E5 enthommen werden.
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Polyphenolgehalt Glycine max

300
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200 - m Flavonole
m Cyanidinglycosid
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150 - B weitere Isoflavonoide
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i O Glycitin
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Abb.E13: Polyphenolgehalt der vier Extrakte von Glycine max (jeweils n=1) und durchschnittlicher
Polyphenolgehalt (n=4) innerhalb der untersuchten Proben. Quantifizierung der Flavonole als Quercetin bei 340
nm, der Flavanole als Catechin bei 280 nm, der Isoflavonoide als Genistein bei 280 nm und der Anthocyanidine
als Cyanidinchlorid bei 520 nm

Tab.ES: Absolutwerte der Polyphenolgehalte von Glycine max. Bestimmung der Isoflavonoide als
Genistein bei 280 nm, der Flavanole als Catechin bei 280 nm, der Anthocyanidine als Cyanidinchlorid bei
520 nm, der Flavone/Flavonole als Quercetin bei 340 nm ermittelt aus drei Messungen.

Extrakt

. Durchschnitt

Oktober Mai 2004 Gewdchs- Bot. Garten | -licher
Komponente 2003 haus Gehal
(mg(£SD)/100g FG) chalt
Daidzin 226548 | 31.7:t061 | 312t 1066 | 184+816 | 26.0% 568
Glycitin 31£0.11 38006 |8.6%0.34 0.00 3.9+ 3.09
Genistin 170t 067 | 226038 | 19.3t0.99 | 198£867 | 19.9% 1.71
wettere 41.9+1.00 | 43.6+£2.64 | 131.4+578 | 146.7+ 63.63 | 90.9+ 48.44
Isoflavonoide
Flavanole 4.3%0.18 74+214 | 69.9+6.87 | 551+23.09 | 34.2+ 28.83
Cyanidin-XO- | g 5, 39 6.9+0.25 |14.8£031 |0.1£0.14 7.6£5.23
glycosid
Flavone/ 2.4+ 0.10 23+ 011 | 4.8+1.14 4.8+ 2.24 3.6+ 1.23
Flavonole
Gesamtgehalt | 100.7£6.90 | } %% 280.1+ 17.18 | 244.9:7.27 | 186.0+ 65.84
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Polyphenole im Kochwasser von Glycine max

Das Kochexperiment wurde mit den Samen der Ernte vom Oktober 2003 durchgefiihrt. Im
Chromatogramm des Samenmaterials lieBen sich alle Komponenten detektieren, die auch im
Extrakt selbst nachzuweisen waren. In der Wasserfraktion konnten die Malonyl-Derivate nur
noch in Spuren gefunden werden. Zusitzlich konnte in der Gruppe der Flavanole ein
zusitzlicher Peak (14.64 min) beobachtet werden, der dem des Catechins entsprach.

Polyphenolgehalt des" Kochwassers"
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Abb.E14: Glycine max: Polyphenolgehalt der Wasserfraktion nach dem Kochvorgang (n=3)

Insgesamt konnte ein Ubergang der Polyphenole von 48.8% in das Kochwasser festgestellt
werden. Dies entsprach 51.4 mg (£ 10.66 mg)/100 g FG. Die Isoflavonoide waren hierin mit
39.4 mg (+ 8.13 mg)/100 g stirker vertreten als die Flavanole mit 12.0 mg (+ 6.90 mg)/100 g
FG. Insgesamt wurde in Wasserfraktion und Samenmaterial ein Gesamtpolyphenolgehalt von
105.3 mg/100 g FG detektiert (n=1). Dieser Wert entsprach dem bereits oben beschriebenen
Gehalt.

Polyphenolgehalte nach Folin-Ciocalteu

Bei der Bestimmung des Polyphenolgehaltes nach Folin-Ciocalteu konnten vor Hydrolyse
250.8 mg (£ 3.12 mg) FP/100 g FG bestimmt werden, wohingegen nach Hydrolyse 521.8 mg
(= 13.61 mg) GP/100 g FG nachzuweisen waren. Mit der HPLC-Methode war davon nur die
Hilfte bzw. ein Flinftel gefunden worden.
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Qualitative und quantitative Zusammensetzung

3.2.4. Extrakte von Phaseolus coccineus L. var. albiflorus (DC.) Bailey

Qualitative Zusammensetzung

Da die Pflanze im Gewichshaus keine Friichte bildete, konnten von ihr im Gegensatz zu den

bereits beschriebenen Leguminosen nur drei Extrakte erhalten werden.

Aus dem Extrakt zur Isolierung konnten verschieden Isoflavonoide (Daidzin, Glycitin,
Genistin und Genistein) erhalten werden. Jedoch wurde weder eine dieser Substanzen noch

sonst ein Isoflavonoid in den Extrakten zur Quantifizierung nachgewiesen, obwohl bis zu

einer Konzentration von etwa 240 — 270 mg Extrakt/ml aufkonzentriert wurde.

Allerdings konnten in den HPLC-Chromatogrammen Zimtsdure-Derivate nachgewiesen
werden, welche anhand ihrer UV-Spektren eindeutig als solche identifiziert werden konnten.
Insgesamt wurden in allen Extrakten drei verschiedene Derivate beobachtet (17.59 min, 25.45

min und 35.76 min).

9.0 Phaseolus coccineus — Extrakt Oktober 2003 UV VIS 2
"~ JmAU WVL:320 nm
] Zimtsaurederivat — 17.51 min Zlmtsaurederivat — 35.73 min
] Zimtsaurederivat — 25.37 min
50,0 —
25,0 |
ZM"
0,0 ——— : —— — —— —min
10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40

,0

Abb.E15: HPLC-Chromatogramm des Phaseolus coccineus — Extraktes Oktober 2003 (Wellenlénge: 320 nm,

HPLC-Programm Nr.5)
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Abb.E16: UV-Spektrum von Peak 17.51 min
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Quantitative Untersuchung mittels HPLC - DAD

Die Peakflichen der oben ermittelten Zimtsdure-Derivate wurden ausgewertet, wobei sich
insgesamt ein sehr geringer Gehalt an Polyphenolen ergab. Der Extrakt Oktober 2003 hatte
einen Gehalt von 6.4 mg (£ 0.93 mg)/ 100 g FG, wohingegen die Extrakte Mai 2004 und
Botanischen Garten mit 4.2 mg (+ 1.69 mg)/ 100 g FG und 4.8 mg (+ 2.25 mg)/ 100 g FG
einen niedrigeren Gehalt aufwiesen. Im Durchschnitt ergab sich flir Phaseolus coccineus

somit ein Polyphenolgehalt von 5.2 mg (+ 1.13 mg)/ 100 g FG.

Polyphenolgehalt Phaseolus coccineus
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1,0 1

0,0

P coccineus P coccineus P coccineus Bot Durchschnittlicher
Oktober 2003 Mai2004 Garten Polyphenolgehalt
(n=3)

Abb.E17: Polyphenolgehalt der drei Extrakte von Phaseolus coccineus (jeweils n=1) und durchschnittlicher
Polyphenolgehalt (n=3) innerhalb der untersuchten Proben. Quantifizierung der Zimtsidure-Derivate als
Chlorogenséure bei 320 nm

Polyphenole im Kochwasser von Phaseolus coccineus

Zur Herstellung der Kochextrakte wurden Samen der Ernte vom Oktober 2003 verwendet. Es
konnten die bereits oben beschriebenen Zimtsdure-Derivate beobachtet werden, zusitzlich
hierzu wurde noch ein weiterer Peak (19.8 min) detektiert, der ebenfalls ein deutliches
zimtsiureartiges UV-Spektrum zeigte. Es konnte ein Ubergang der Zimtsiure-Derivate in das
Kochwasser von 66.5 % beobachtet werden, entsprechend 5.9 mg (+ 0.17 mg)/ 100 g FG. Der
Gesamtpolyphenolgehalt wurde mit 8.9 mg/ 100 g FG ermittelt (n=1).
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Polyphenolgehalt des "Kochwasser"
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Abb.E18: Phaseolus coccineus: Polyphenolgehalt der Wasserfraktion nach dem Kochvorgang (n=4)

Polyphenolgehalte nach Folin-Ciocalteu

Nach Folin-Ciocalteu waren in dem Extrakt Mai 2004 71.8 mg (+ 2.12 mg) FP/100 g FG
enthalten, dieser Wert stieg nach Hydrolyse auf 193.3 mg (+ 4.31 mg) GP/100 g FG an, und
war damit wesentlich hoher als der vorher mit HPLC-DAD bestimmte Polyphenolgehalt.

3.2.5.Extrakte von Vicia faba L. ssp. faba var. faba subvar. faba

Qualitative Zusammensetzung

Es gelang nicht von dieser Leguminose Friichte aus dem Botanischen Garten oder dem
Gewichshaus zu erhalten, so dass nur die Extrakte Oktober 2003 und Mai 2004 zur
Untersuchung vorlagen.

Innerhalb dieser beiden Extrakte konnten fiinf verschiedene Flavone/Flavonole und ein
Flavanol detektiert werden. Wéhrend das Flavanol als Epicatechin (Chromatogramm nicht
abgebildet) identifiziert werden konnte, stellten unter den Flavonen/Flavonolen die beiden
Peaks bei 27.32 min bzw. 32.11 min Kdmpferol-3O-glucosyl-70-rhamnosid bzw. Kédmpferol-
30-rutinosid dar. Dagegen konnte bei den drei fritheren Peaks nur der erste eindeutig der
Substanz zugeordnet werden, die auch aus Fraktion PSMW594 (partielle Strukturaufklarung/
Strukturvorschlag: Vicenin 2) isoliert wurde. Die beiden verbleibenden Komponenten
konnten nicht eindeutig mit den isolierten Komponenten in Einklang gebracht werden, da

sowohl Retentionszeiten als auch UV-Spektren nicht iibereinstimmten.
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Vicia faba — Extrakt Mai 2004

| Flavon(P5MW594) — 16.98 min

5

100 UV_VIS_3
mAU WVL:340 nm
] Flavon/Flavonol — 19.38 min Kémpferol-3-O-glucosyl-7-O-rhamnosid
50 —27.32 min

Flavon — 20.65 min

Kampferol-3-O-rutinosid
—32.11 min
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15,0

20,0

25,0 30,0 35,0 40,0

Abb.E19: HPLC-Chromatogramm des Vicia faba — Extraktes Mai 2004 (Wellenlédnge: 340 nm, HPLC-

Programm Nr.6)

Quantitative Untersuchung mittels HPLC - DAD

Bei der quantitativen Untersuchung der beiden Extrakte von Vicia faba wurde ein niedriger
Gehalt von 5.9 mg (= 0.65 mg)/ 100 g FG bzw. 5.9 mg (£ 0.53 mg)/ 100 g FG ermittelt, so
dass im Durchschnitt 5.9 mg/ 100 g FG enthalten waren. Hauptsidchlich konnten in den

Extrakten Flavanole detektiert werden neben einem geringeren Gehalt an Flavonen und

Flavonolen.

Polyphenolgehalt Vicia faba

Polyphenolgehalt (mg/100g FG)

B Flavanole
M Flavonole

Vicia faba
Oktober2003

Vicia faba

Mai2004  Durchschnittlicher
Polyphenolgehalt

(n=2)

Abb.E20: Polyphenolgehalt der zwei Extrakte von Vicia faba (jeweils n=1) und durchschnittlicher
der untersuchten Proben. Quantifizierung der Flavonole als Quercetin bei 340

Polyphenolgehalt (n=2) innerhalb

nm, der Flavone als Apigenin bei 340 nm, der Flavanole als Catechin bei 280 nm
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Qualitative und quantitative Zusammensetzung

Tab.E6: Absolutwerte der Polyphenolgehalte von Vicia faba. Bestimmung der
Flavone als Apigenin bei 340 nm, der Flavonole als Quercetin bei 340 nm und der
Flavanole als Catechin bei 280 nm ermittelt aus drei Messungen.
Extrakt

Oktober ) Durchschnittlicher
Komponentc 2003 Mai2004 | Gehalt
(mg(+SD)
/100g FG)
Flavone/Flavonole | 2.3+ 0.11 1.9+ 0.34 2.07
Flavanole 3.6+ 0.64 4.0+ 0.40 3.82
Gesamtgehalt 5.9+ 0.65 5.9+ 0.53 5.88

Polyphenole im Kochwasser von Vicia faba

Nach dem Kochvorgang konnten in dem zuriickbleibenden gekochten Samenmaterial und
auch im Kochwasser die beiden oben erwdhnten Flavone (16.98 min, 20.65 min) detektiert
werden. Im Samenmaterial waren auflerdem die beiden Kédmpferol - Derivate bei 27.32 min
bzw. 32.11 min zu finden. Zwei weitere Minoritdtskomponenten (Flavone/Flavonole) sowie
zwei Flavanole, die als Catechin und Epicatechin identifiziert wurden, waren zu beobachten.
Insgesamt konnten im Kochwasser 78.2 % der Polyphenole gefunden werden. Dies entspricht
6.3 mg (£ 2.49 mg)/ 100 g FG. Die Flavanole (5.0 mg (+ 2.46 mg)/ 100g FG) waren dabei in
groBerem Umfang im Wasser nachweisbar als die detektierten Flavone (1.4 mg (+ 0.37 mg)/
100 g FQG).

Der bestimmte Gesamtpolyphenolgehalt (n=1) liegt mit 8.1 mg / 100 g FG etwas iiber dem
Wert, der fir den Extrakt Oktober 2003 bestimmt wurde, welcher zum Kochvorgang

herangezogen wurde.

Polyphenolgehalt des "Kochwassers"

7,0

6,0 q

5,0
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Abb.E21: Vicia faba: Polyphenolgehalt der Wasserfraktion nach dem Kochvorgang (n=3)
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Polyphenolgehalte nach Folin-Ciocalteu

Im Extrakt Mai 2004 konnten in Vicia faba 167.8 mg (£ 1.53 mg) FP/100 g FG festgestellt
werden. Der Wert stieg nach Hydrolyse auf214.3 mg (+ 8.38 mg)/100 g FG an. Auch hier lag
der Polyphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu iiber dem mittels HPLC-DAD bestimmten Wert.

3.2.6.Extrakte von Pisum sativum L. ssp. sativum convar. sativum

Qualitative Zusammensetzung

Von Pisum sativum standen nur drei Extrakte zur Verfiigung, zum einen die beiden Extrakte
Oktober 2003 und Mai 2004 und zum anderen der Extrakt aus den Pflanzen, die im
Botanischen Garten kultiviert wurden. In allen drei Extrakten konnte sowohl ein Zimtsaure-

Derivat als auch ein Flavonol identifiziert werden.

400 Pisum sativum -Extrakt Oktober 2003 UV VIS 3
—mAU WVL:340 nm
250 Zimtsaure-Derivat MW 309 — 19.82 min
} Kampferol-3-O-sophorotriosid — 27.22 min
125 —
10 H=m iy T, —— S S— — T
10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0

Abb.E22: HPLC-Chromatogramm des Pisum sativum Extraktes Oktober 2003 (Wellenlidnge: 340 nm, HPLC-
Programm Nr.2) (Chromatogramm bei 320 nm fiir die Zimtséure-Derivate analog dem hier abgebildeten)

Das Flavonol wurde aus dem Extrakt der Erbse isoliert und als Kdmpferol-30-sophorotriosid
identifiziert. Fiir das Zimtséure-Derivat wurde ein Molekulargewicht von 309 amu ermittelt,
wobei durch eine Datenbankanalyse als mogliches Derivat eine N-Feroyl-Asparaginsdure
gefunden werden konnte. Dies wird bestétigt durch die Pseudomolekiilionen von 177 amu

und 133 amu bei negativer lonisierung, die durch Spaltung der Amidbindung entstehen.

Quantitative Untersuchung mittels HPLC — DAD

Waihrend der Flavonolgehalt in allen untersuchten Proben annidhernd gleich war, kam es auf
Grund  der  unterschiedlichen  Zimtsduregehalte @ zu  einer  Rangfolge  des
Gesamtpolyphenolgehaltes mit der Reihung ,,Oktober 2003 > | Mai 2004 > | Botanischer
Garten®. So enthélt der Extrakt Oktober 2003 4.3 mg (+ 0.17 mg)/ 100 g FG Polyphenole, der
Extrakt Mai 2004 3.3 mg (£ 0.38 mg)/ 100 g FG sowie der Extrakt Botanischen Garten noch
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Qualitative und quantitative Zusammensetzung

2.3 mg (£ 0.07 mg)/ 100 g FG. Es ergibt sich ein durchschnittlicher Gehalt an Polyphenolen
von 3.3 mg (0.95 mg)/ 100 g FG.

Tab.E7: Absolutwerte der Polyphenolgehalte von Pisum sativum. Bestimmung der Zimtsdure-
Derivate als Chlorogenséure bei 320 nm, der Flavonole als Quercetin bei 340 nm ermittelt aus drei
Messungen.
Extrakt
Oktober . Durchschnittlicher
Mai 2004 Bot. Garten

Komponente 2003 Gehalt
(mg(:SD)/100g FG)
Zimtsdure- 3.3£0.16 2.3:0.33 | 1.4£0.02 |2.3:0.77
Derivate
Kampferol-3-0- | 4 4, o5 1.0£0.18 | 0.9+0.07 1.0+ 0.04
sophorotriosid
Gesamtgehalt 4.3+ 0.17 3.3£0.38 2.3+ 0,07 3.3 0.95

Trotz des abnehmenden Gehalts des Zimtsdure-Derivates blieb der Gehalt an Flavonolen in
allen drei Extrakten im Vergleich geringer.

Polyphenolgehalt Pisum sativum

Bl Flavonole

B Zimtsaurederivate

Polyphenolgehalt (mg/100g FG)

0
Pisum sativum Pisum satiwum Pisum sativum Durchschnittlicher
Oktober 2003 Mai2004 Bot.Garten Polyphenolgehalt
(n=3)

Abb.E23: Polyphenolgehalt der drei Extrakte von Pisum sativum (jeweils n=1) und durchschnittlicher
Polyphenolgehalt (n=3) innerhalb der untersuchten Proben. Quantifizierung der Flavonole als Quercetin bei 340
nm und der Zimtsdure-Derivate als Chlorogenséure bei 320 nm
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Polyphenole im Kochwasser von Pisum sativum

Nach dem Kochprozess konnten neben dem bereits oben erwédhnten Flavonol drei weitere
Flavonole bei 25.3 min, 27.6 min und 29.3 min beobachtet werden.

Insgesamt war ein Ubergang der Polyphenole von 34.8% in das Kochwasser zu beobachten.
Dies entsprach 1.0 mg (£ 0.17 mg)/ 100 g FG, wobei die Zimtsdure-Derivate auch im Wasser
mit 0.6 mg (+ 0.32 mg)/ 100 g FG einen hoheren Gehalt aufwiesen als die Flavonole mit 0.3
mg (£ 0.27 mg)/ 100 g FG.

Polyphenolgehalt des "Kochwassers"

& Flawonole (Wasser)

0,6 .
W Zimtsaurederivate

(Wasser)
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0,2
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Pisum sativum

Abb.E24: Pisum sativum: Polyphenolgehalt der Wasserfraktion nach dem Kochvorgang (n=3)

Polyphenolgehalte nach Folin-Ciocalteu

Nach Folin-Ciocalteu konnten im Extrakt Mai 2004 von Pisum sativum 94.3 mg (= 3.00 mg)
FP/100 g FG bestimmt werden. Nach Hydrolyse stieg dieser Wert um das dreifache auf 286.2
mg (+ 12.37 mg) GP/100 g FG an. Auch hier lagen die Werte nach Folin-Ciocalteu hoher als
bei der HPLC-Quantifizierung.
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3.2.7. Extrakte von Phaseolusvulgaris L. var. vulgaris

Qualitative Zusammensetzung

In den HPLC-Chromatogrammen der Extrakte dieser Leguminose konnten sowohl Flavanole,
Flavonole, Zimtséure-Derivate als auch Anthocyanidine nachgewiesen werden. Es wurden
drei verschiedene Flavanole detektiert, darunter auch Catechin, welches im benutzten
Gradienten bei einer Retentionszeit von14.8 min zu beobachten war. Aullerdem zwei weitere
Flavanole bei 10.91 min und 13.34 min.

Phaseolus vulg. var. vulgaris — Extrakt Oktober 2003 UV VIS 1
mAU WVL:280 nm
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Abb.E25: HPLC-Chromatogramm des Phaseolus vulg. var. vulgaris Extraktes Oktober 2003 (Wellenldnge: 280
nm, HPLC-Programm Nr.1)

In der Gruppe der Flavonole konnte Astragalin als Hauptkomponente dieser Leguminose
beobachtet werden, aulerdem war Kédmpferol als Aglykon in allen Extrakten enthalten. Neben
diesen beiden Flavonolen konnten noch vier weitere Flavonole bei 26.47 min, 26.94 min,
29.06 min und 30.82 min detektiert werden.

Phaseolus vulg. var. vulgaris - -Extrakt Oktober 2003 UV VIS

400 1A WVL:340 nm

:U

1 Astragalin — 28.22 min
250 — ) .

1 Flavonol — 26.94 min Flavonol — 29.06 min

| Flavonol — 26.47 min Flavonol — 30.82 min
125

j M\V/\%\A/\VMQ Kampferol — 33.55 min
e e 1 AL L R St St e
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Abb.E26: HPLC-Chromatogramm des Phaseolus vulg. var. vulgaris Extraktes Oktober 2003 (Wellenldnge: 340
nm, HPLC-Programm Nr.1)

Im untersuchten Extrakt waren auch Zimtsdure-Derivate vorhanden, die bei 17.60 min und

24.57 min eluierten.
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450 Phaeolus vulg. var. vulgaris — Extrakt Oktober 2003 UV_VIS_2
mAU WVL:320 nm

Zimtsurederivat — 17.60 min Zimtsaurederivat — 24.57 min
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Abb.E27: HPLC-Chromatogramm des Phaseolus vulg. var. vulgaris Extraktes Oktober 2003 (Wellenldnge: 320
nm, HPLC-Programm Nr.5)

Die Anthocyanidine wurden bei 520 nm beobachtet. In allen Extrakten wurden zwei Derivate

gefunden, die jedoch nicht weiter charakterisiert werden konnten.

200 Phaseolus vulg. var. vulgaris — Extrakt Gewéchshaus UV_VIS_4
' mAU WVL:520 nm
Anthocyanidin — 31.03 min
10,0 —
Anthocyanidin — 28.18 min
204+
10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0

Abb.E28: HPLC-Chromatogramm des Phaseolus vulg. var. vulgaris Extraktes Gewdchshaus (Wellenldnge: 520
nm, HPLC-Programm Nr.4)

Quantitative Untersuchung mittels HPLC - DAD

Die Extrakte ,,Oktober 2003“ und ,Botanischen Garten“ sowie ,,Gewidchshaus® wiesen
Polyphenolgehalte von (49.8 mg (+ 9.10 mg)/ 100 g FG, 44.0 mg (£ 2.65 mg)/ 100 g FG),
sowie 55.2 mg (+ 3.38 mg)/ 100 g FG auf. Der Extrakt ,,Mai 2004 zeigte innerhalb der von
dieser Leguminose untersuchten Extrakte den hochsten Gehalt mit 65.7 mg (+ 7.58 mg)/ 100
g FG. In allen Extrakten konnten Ké&mpferol, Astragalin und Catechin als Einzelsubstanzen
nachgewiesen und quantifiziert werden. Es wurde festgestellt, dass der Extrakt ,Mai 2004
von den genannten Substanzen jeweils den hochsten Gehalt aufwies. Im Durchschnitt konnte
so fiir Phaseolus vulg. var. vulgaris ein Polyphenolgehalt von 53.7 mg (+ 7.97 mg)/ 100 g FG

ermittelt werden.
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Qualitative und quantitative Zusammensetzung

Tab.E8: Absolutwerte der Polyphenolgehalte von Phaseolus vulg. var. vulgaris. Bestimmung der
Flavanole als Catechin bei 280 nm, der Flavonole als Quercetin bei 340 nm, der Zimtsdure-Derivate als
Chlorogenséure bei 320 nm und der Anthocyanidine als Cyanidinchlorid bei 520 nm ermittelt aus drei
Messungen.
Extrakt

Oktober . Gewichs- Durchschnitt-
Komponent 2003 Mai2004 | pous Bot. Garten | ;o her Gehalt
(mg(SD)/100g FG)
Kimpferol 0.3+ 0.04 3.2+ 0.28 0.1+ 0.07 0.2+ 0.02 0.9+ 1.29
Astragalin 3.3+ 0.45 7.2+ 0.73 3.8+ 0.35 1.6+ 0.07 4.0+ 2.03
weitere Flavonole | 2.9+ 0.42 4.0+ 0.41 1.8£0.24 2.1+ 0.14 2.7+ 0.83
Catechin 174+ 438 | 20.8£1.55 | 19.2+£2.43 | 14.5+ 1.46 18.0+ 2.33
weitere Flavanole | 16.9+7.71 | 21.0+7.25 | 16.5£1.88 | 17.0+ 2.01 17.8+ 1.83
Zimtsdure- 85£195 |85:127 |121:123 |7.8£0.90 |9.3+1.68
Derivate
Anthocyanidine 0.5+ 0.33 1.1+ 0.40 1.7+ 0.56 0.9+ 0.02 1.1+ 0.44
Gesamtgehalt 49.8+£9.10 | 65.7+7.58 | 55.2£3.38 | 44.0+ 2.65 53.7£4.94

Abbildung Abb.E29 veranschaulicht nochmals graphisch den Beitrag der einzelnen
untersuchten Polyphenolgruppen zum Gesamtpolyphenolgehalt.

Polyphenolgehalt Phaseolus vulgaris var. vulgaris
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P wlgaris var wilg P wilg var wlg P wilg var wlg P wilg var wilg Durchschnittlicher
Oktober2003 Mai2004 Gewachshaus Bot. Garten Polyphenolgehalt
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Abb.E29: Polyphenolgehalt der vier Extrakte von Phaseolus vulg. var. vulgaris (jeweils n=1) und
durchschnittlicher Polyphenolgehalt (n=4) innerhalb der untersuchten Proben. Quantifizierung der Flavonole als
Quercetin bei 340 nm, der Flavanole als Catechin bei 280 nm, der Zimtséure-Derivate als Chlorogensiure bei
320 nm und der Anthocyanidine als Cyanidinchlorid bei 520 nm
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Polyphenole im Kochwasser von Phaseolus vulgaris L. var. vulgaris

Die detektierten Flavonole stimmten filir das zuriickbleibende gekochte Samenmaterial mit
den bereits oben beschriebenen Komponenten iiberein. Fiir das Kochwasser hingegen konnten
in allen untersuchten Proben nur zwei Flavonole (26.47 min und Astragalin) gefunden
werden. Das Flavonol bei 29.06 min und Kédmpferol konnten nur in einem von drei Féllen
bzw. zwei von drei Fillen detektiert werden.

In der Gruppe der Flavanole wurden neben Catechin vier weitere Flavanole im Samenmaterial
sowie drei weitere Flavanole im Kochwasser beobachtet. Ebenso waren jeweils drei
Zimtsédure-Derivate zu finden.

Die enthaltenen Anthocyanidine hingegen gingen beim Kochvorgang vollstidndig verloren, da

sie nicht hitzebestdndig sind, wie dies allgemein fiir diese Substanzklasse bekannt ist.

Insgesamt konnte ein Ubergang der Polyphenole von 32.2 % in das Kochwasser beobachtet
werden. Dies entsprach 35.0 mg (£ 13.71 mg)/ 100 g FG bei einem ermittelten
Gesamtpolyphenolgehalt von 108.9 mg/ 100 g FG. Der ermittelte Gesamtgehalt liegt in
diesem Fall hoher als der flir den Extrakt Oktober 2003 ermittelte Gehalt von 49.8 mg (+9.10
mg) /100 g FG. Dies ist hauptsdchlich auf einen doppelt so hohen Flavanolgehalt
zurlickzufiithren, aber auch auf eine Zunahme des Zimtsduregehaltes. Der hohere Gehalt
konnte auf Verdnderungen wihrend des Kochvorgangs unter Abbau von polymeren
Strukturen oder Matrixeffekten zuriickgefiihrt werden.
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Abb.E30: Phaseolus vulg. var. vulgaris: Polyphenolgehalt der Wasserfraktion nach dem Kochvorgang (n=3)
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Qualitative und quantitative Zusammensetzung

Polyphenolgehalte nach Folin-Ciocalteu

Im Extrakt Mai 2004 von Phaseolus vulgaris var. vulgaris konnten vor Hydrolyse 346.1 mg
(£ 8.63 mg) FP/10 g FG nachgewiesen werden. Nach Hydrolyse stieg dieser Wert auf 426.8
mg (£ 18.03 mg) GP/100 g FG. Die Methode nach Folin-Ciocalteu lieferte den 5-7-fachen
Wert fiir den Gehalt an Polyphenolen gegeniiber der HPLC-Methode.

3.2.8. Extrakte von Phaseolusvulgaris L. var. nanus (Jusl.) Aschers.

Qualitative Zusammensetzung

In den Extrakten von Phaseolus vulgaris var. nanus waren neben Flavonolen auch Zimtsiure-
Derivate sowie Anthocyanidine nachzuweisen, zusdtzlich hierzu konnten im Extrakt Mai
2004 auch Isoflavonoide detektiert werden.

In der Gruppe der Flavonole lagen Isomyricitrin (26.72 min), Isoquercitrin (29.29 min) und
Astragalin (31.47 min) als Hauptkomponenten vor, neben zwei weiteren Flavonolen (29.99
min und 32.51min), die in geringerer Konzentration in allen Extrakten vorhanden waren.
Zusitzlich konnten noch zwei weitere Flavonole detektiert werden, die jedoch nicht in allen
Extrakten nachzuweisen waren. So wurde im Extrakt Gewéchshaus noch ein Peak bei 27.29
min detektiert und in allen Extrakten auB8er dem Extrakt Mai 2004 eluierte ein Flavonol bei
31.04 min.

250 Phaseolus vulg. var nanus — Extrakt Mai 2004 UV VIS 3

|mAU WVL:340 nm

Isomyricitrin — 26.72 min Isoquercitrin — 29.29 min
Flavonol — 29.99 min
Astragalin — 31.47 min

»//Flavonol —32.51 min

20 47— N
10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0

100 —

Abb.E31: HPLC-Chromatogramm des Phaseolus vulg. var. nanus Extraktes Mai 2004 (Wellenldnge: 340 nm,
HPLC-Programm Nr.2)

Anhand ihrer UV-Spektren konnten drei Zimtsdure-Derivate beobachtet werden, die in allen

Extrakten nachweisbar waren.
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300 Phaseolus vulg. var nanus — Extrakt Oktober 2003 UV VIS 2
mAU WVL:320 nm
200 —
i Zimtsaurederivat — 19.36 min
100 | Zimtsaurederivat — 17.65 min \ Zimtsaurederivat — 19.80 min
BO T
10,0 12,0 14,0 16,0 18,0 20,0 22,0 24,0 26,0 28,0 30,0

Abb.E32: HPLC-Chromatogramm des Phaseolus vulg. var. nanus Extraktes Oktober 2003 (Wellenldnge: 320

nm, HPLC-Programm Nr.5)

Im Falle der Anthocyanidine konnten drei Vertreter identifiziert werden (25.5 min, 32.10 min
und 35.02 min). Alle wiesen UV—Maxima bei 270 — 275 nm und 520 — 530 nm auf, aulerdem

konnten im Massenspektrum Massen von 465, 479 und 493 amu beobachtet werden, die

jeweils ein Fragment von 162 amu abspalteten. Damit konnte es sich um Glycoside von

Delphinidin, Petunidin und Malvidin handeln, die bereits fiir Phaseolus vulgaris (,,JJamapa

bean®) beschrieben sind (Aparicio-Fernandez et al. 2005).

100 Phaseolus vulg. var nanus — Extrakt Oktober 2003 UV_VIS 4
mAU WVL:520 nm
| Petunidinhexosid — 32.10 min
50 | Delphinidinhexosid — 25.50 min Malvidinhexosid — 35.02 min
] min
5 . T ] T I ‘
10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0

Abb.E33: HPLC-Chromatogramm des Phaseolus vulg. var. nanus Extraktes Oktober 2003 (Wellenldnge: 520

nm, HPLC-Programm Nr.4)

Im Falle des Extraktes Mai 2004 konnten zusitzlich auch Isoflavonoide nachgewiesen

werden. Sie eluierten bei 26.31 min und 31. 25 min (HPLC-Chromatogramm nicht

abgebildet).
Abbildung Abb.E34 zeigt die UV-Spektren der beiden Isoflavonoide.
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Qualitative und quantitative Zusammensetzung

60,&Pofak 26.31 min 60,0 Feak 31.25 min
1% 1%
260.1 260.4
40,07 40,0+
20,07 20,0+
328.1 ] 3308
110,0 —— ——————3m 10,0+ ————m
200 300 400 500 595 200 300 400 500 595

Abb.E34: UV-Spektren der Isoflavonoide des Phaseolus vulg. var. nanus Extraktes Mai 2004

Quantitative Untersuchung mittels HPLC - DAD

Die vier untersuchten Extrakte zeigten einen unterschiedlichen Gesamtpolyphenolgehalt. Der

Extrakt Oktober 2003 wies zusammen mit dem Extrakt Botanischen Garten die geringere
Polyphenolkonzentrationen auf (31.4 mg +2.13/100 g FG, 37.1 mg + 2.34/100 g FG),
wohingegen die Extrakte Mai 2004 und Gewéchshaus mit 50.7 mg (+ 5.97 mg)/ 100g FG
bzw. 67.0 mg (£ 5.48 mg)/ 100 g FG fast doppelt so hohe Gehalte zeigten. Hauptséchlich war
dies auf die hoheren Flavonol- und Anthocyanidingehalte zuriickzufiihren.

B Anthocyane
Zimtsaurederivate
d Isoflavonoide

M weitere Flavonole
& Astragalin

O Isoquercitrin

B Isomyricitrin

Polyphenolgehalt Phaseolus vulgaris var. nanus
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A
=)
E 40 1
T
T
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o
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>
o)
[a

10 A

0
P wilgaris var P wilgaris var P wilgaris var P wilgaris var ~ Durchschnittlicher
nanus nanus Mai2004 nanus nanus Bot. Garten Polyphenolgehalt
Oktober2003 Gewachshaus (n=4)

Abb.E35: Polyphenolgehalt der vier Extrakte von Phaseolus vulg. var.
durchschnittlicher Polyphenolgehalt (n=4) innerhalb der untersuchten Proben. Quantifizierung der Flavonole als
Quercetin bei 340 nm, der Isoflavonoide als Genistein bei 280 nm, der Zimtsiure-Derivate als Chlorogensiure

bei 320 nm und der Anthocyanidine als Cyanidinchlorid bei 520 nm
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Ergebnisse

Tab.E9: Absolutwerte der Polyphenolgehalte von Phaseolus vulg. var. nanus. Bestimmung der Flavonole
als Quercetin bei 340 nm, der Isoflavonoide als Genistein bei 280 nm, der Zimtsdure-Derivate als
Chlorogenséure bei 320 nm und der Anthocyanidine als Cyanidinchlorid bei 520 nm ermittelt aus drei
Messungen.
Extrakt
Oktober . Gewichs- Durchschnitt-
Mai 2004 Bot. Gart .

Komponente 2003 i 200 haus ot. Garten licher Gehalt
(mg(:SD)/100g FG)
Isomyricitrin 7.0+ 0.32 13.8£0.54 | 14.7£0.67 | 7.2+ 0.34 10.6% 3.60
Isoquercitrin 3.1+ 1.14 4.8+ 0.07 6.3+ 0.17 2.7+ 0.1 4.2+ 1.45
Astragalin 1.9+ 0.68 3.6+ 0.12 3.5+ 0.09 1.2+ 0.13 2.5+ 1.01
weitere Flavonole | 0.9+ 0.28 1.0+ 0.08 2.4+ 0.39 1.4+ 0.16 1.4+ 0.60
Isoflavonoide - 3.4+ 0.10 - - 0.8+ 1.45
Zimtsaure- 81£0.93 |82£202 |127+095 |11.3£1.02 | 10.1+2.00
Derivate
Anthocyanidine 10.5£0.60 | 15.9+4.40 |27.4+4.30 | 13.3£1.56 16.8£ 6.43
Gesamtgehalt 314+ 218 | 50.7£597 | 67.0£548 | 37.1+£2.34 46.5+ 9.23

Polyphenole im Kochwasser von Phaseolus vulgaris var. nanus

Nach dem Kochvorgang waren sowohl Isomyricitrin und Isoquercitrin als auch Astragalin im
Samenmaterial nachweisbar. Daneben waren auch alle bereits beschriebenen
Minoritdtskomponenten zu finden, auBerdem kamen noch zwei Flavonolpeaks bei spiteren
Retentionszeiten hinzu. In der Wasserfraktion hingegen waren nur die ersten drei der
beschriebenen Flavonole vorhanden.

In der Gruppe der Zimtsdure-Derivate konnte der Peak bei 17.65 min ebenfalls wieder
detektiert werden, jedoch konnten die beiden vorher bei 19 min eluierenden Peaks nicht
beobachtet werden. Es war allerdings ein Peak bei 35 min hinzugekommen, der auch in den
Wasserfraktionen zu finden war.

Die Anthocyanidine waren nach dem Kochvorgang wie bereits vorher bei Glycine max und
Phaseolus vulgaris var. vulgaris nicht mehr zu detektieren.

Damit waren 62.8 % der Flavonole im Kochwasser nachweisbar, wobei dies 10.5 mg (+ 0.55
mg)/100 g FG entsprach. Insgesamt waren 16.6 mg Polyphenole (n=1) in Samenmaterial und

Kochwasser zu finden.
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Polyphenolgehalt des "Kochwassers"
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Abb.E36: Phaseolus vulg. var. nanus: Polyphenolgehalt der Wasserfraktion nach dem Kochvorgang (n=3)

Polyphenolgehalte nach Folin-Ciocalteu

Fiir den Extrakt von Phaseolus vulgaris var. nanus konnte nach Folin-Ciocalteu ein Gehalt an
freien Polyphenolen von 303.8 mg (+ 9.85 mg) FP/100 g FG erhalten werden, der nach
Hydrolyse auf 474.7 mg (+ 11.34 mg) GP/100 g FG anstieg. Diese Werte lagen ebenfalls 5—
7—fach hoher als die Werte nach der HPLC — Methode.
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3.3. Qualitative und quantitative Zusammensetzung weiterer Gemiiseextrakte

Um einen Vergleich der Inhaltsstoffmuster und Gehalte der Polyphenole auch mit Nicht-
Leguminosen zu erhalten, wurden vier weitere chinesische und vier aus in Deutschland
erworbene Gemiisesorten untersucht. Alle Gemiisesorten haben sowohl in China als auch in
Deutschland einen festen Platz im téglichen Speiseplan und kdnnen somit hier wie dort als
natiirliche Quelle von Polyphenolen dienen. Die in Deutschland erworbenen Gemiise wurden
in duBere (Schalengewebe) und innere (Markgewebe) Gewebe getrennt, um die Lokalisation
der Polyphenole genauer zu bestimmen. Die Besprechung der Proben erfolg in alphabetischer
Reihenfolge.

3.3.1. Extrakte von Allium sativum L.

Qualitative und quantitative Untersuchung mittels HPLC — DAD

Von Allium sativumm wurden aus China stammende frische, nicht getrocknete Zwiebeln
untersucht. Es konnten keine Komponenten der untersuchten Polyphenolgruppen mit Hilfe
ihrer charakteristischen UV-Spektren in den HPLC-Chromatogrammen gefunden werden.

Diese Komponenten waren somit nicht enthalten bzw. lagen unterhalb der Detektionsgrenze.

Polyphenolgehalte nach Folin-Ciocalteu

Mit der Methode nach Folin-Ciocalteu konnten Polyphenole in dem Extrakt von Allium
sativum nachgewiesen werden.

Ohne den Einsatz von Sdure zur Hydrolyse der gebundenen OH-Gruppen konnte ein
Polyphenolgehalt von 24.1 mg (+ 2.35 mg)/100 g FG bestimmt werden. Nach Hydrolyse stieg
dieser Wert sogar um mehr als 30-fache auf 776.4 mg (+ 14.75 mg)/100 g FG an.

3.3.2. Extrakte von Cucumissativus L.
Von der Gurke lagen insgesamt drei Proben vor. Zum einen eine Probe aus China, die sowohl
aus Mark- als auch aus Schalengewebe bestand, zum anderen die in Deutschland erworbene

Gurke, die in Schale und Mark getrennt und einzeln untersucht wurde.

Qualitative Zusammensetzung

In dem Extrakt von Cucumis sativus der chinesischen Frucht konnten sowohl Flavone als
auch Flavonole detektiert werden, wahrend in dem Extrakt der Schale nur Flavonole sowie im

Extrakt des Marks nur Flavone nachzuweisen waren.
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Qualitative und quantitative Zusammensetzung

Alle isolierten Komponenten konnten im Extrakt der chinesischen Frucht identifiziert werden,
d.h. sowohl zwei Apigenin- sowie Luteolin-Derivate als auch zwei Quercetin-Derivate
wurden detektiert (Abb.E37). Die Frucht aus Deutschland, die in Schalen — und Markgewebe
differenziert wurde, wies im inneren Gewebe drei Flavone auf, wohingegen im
Schalengewebe lediglich zwei Flavonole beobachtet werden konnten. Die beiden Flavone mit
einer Retentionszeit von 19.20 min und 24.21 min zeigten die gleichen Charakteristika in
Bezug auf UV-Spektrum, Retentionszeit und Massenspektrum wie die aus dem chinesischen
Extrakt bereits bekannten Substanzen. Das dritte Flavon bei 21.85 min jedoch wies andere
Eigenschaften auf. Das Molekulargewicht betrug 902 amu; es konnte die Abspaltung dreier
Hexosen und einer Desoxyhexose beobachtet werden, wobei eine Hexose als C-Glycosyl
vorlag.

Die beiden Flavonole, welche in der Schale zu beobachten waren, wiesen zwar die gleichen
Retentionszeiten wie die auch aus dem Extrakt der chinesischen Frucht bekannten Flavonole
Isoquercitrin und Isorhamnetin-30-glucosid auf, jedoch konnte ihr Vorhandensein nicht

mittels Massenspektrum bestétigt werden.

Cucumis sativus China Uv VIS 3

400 mAU WVL:340 nm

Apigenin-6C-dihexosid — 24.20 min

250 Flavon (MW624) — 24.67 min

Flavon — 21.10 min
j Chrysoeriol-4’0,6C-X- trlhex03|d
] —20.14 min
125 -| Apigenin-4'0-6C-X-trihexosid 'Soq“em't”” ~26.67 min
-19.21 min \ Isorhamnetm 3-O-glucosid — 29.28 min

u\i/\ _Lghg}h#r___—h_’d
-50 _ - : : n
10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0

Abb.E37: HPLC-Chromatogramm des Cucumis sativus — Extraktes der chinesischen Frucht (Wellenldnge 340
nm, HPLC-Programm Nr.1)

400 Cucumis sativus - Markgewebe UV VIS 3
—mAU WVL:340 nm
250 ] Flavon (MW902) — 21.85 min
1 Apigenin-6C-dihexosid — 24.21 min
125 ] Apigenin-4’0O-6C-X-trihexosid
] —19.20 min
-50 — — — — — min
10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0

Abb.E38: HPLC-Chromatogramm des Cucumis sativus-Extraktes der deutschen Frucht (Markgewebe)
(Wellenlénge 340 nm, HPLC-Programm Nr.1)
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Quantitative Untersuchung mittels HPLC-DAD

Der Flavon/Flavonolgehalt der verschiedenen Cucumis sativus-Arten wurde mittels HPLC-
DAD bestimmt, dabei ergab sich fiir die ,,chinesische Gurke* ein Gesamtpolyphenolgehalt
von 0.6 mg (+ 0.09 mg)/100 g FG, wohingegen die ,,deutsche Gurke* nur 0.3 mg (£ 0.05
mg)/100 g FG enthielt.

Polyphenolgehalt in chinesischem und deutschem Gemise
Cucumis sativus

1,00

e

\‘

a
|

| Flavone/
Flavonole

Polyphenolgehalt (mg/100g FG)
o (=}
N [4)]
(4] o

o

=}

S
|

Cucumis sativus (ch.) Cucumis sativus (dt)

Abb.E39: Gesamtpolyphenolgehalte der Cucumis sativus — Extrakte der chinesischen (ch.) und deutschen (dt.)
Frucht, mg/100 g Frischgewicht (Flavone bestimmt als Apigenin bei 340 nm, Flavonole bestimmt als Quercetin
bei 340 nm)

Polyphenolgehalte nach Folin-Ciocalteu

Die Extrakte aus den beiden Gurken wurden ebenfalls mit Hilfe der Methode nach Folin-
Ciocalteu untersucht. Es wurden sowohl die freien Polyphenole bestimmt als auch die nach
Hydrolyse vorliegenden Gesamtpolyphenole. Es konnten so 11.6 mg (+ 0.37 mg)/100 g FG
freie Polyphenole und 57.8 mg (+ 3.02 mg)/100 g FG Gesamtpolyphenole fiir die chinesische
Gurke bestimmt werden. Wéahrend die deutsche Gurke mit dieser Methode etwa die gleiche
Menge freie Polyphenole aufwies, ndmlich 12.3 mg (£ 0.50 mg)/100 g FG, blieb sie im
Gesamtpolyphenolgehalt mit 40.7 mg (= 1.97 mg)/100 g FG hinter der chinesischen Gurke
zurlick. Insgesamt lagen auch diese Werte hoher als die der jeweiligen Werte, die mittels
HPLC-DAD bestimmt wurden.
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Polyphenolgehalte nach Folin - Ciocalteu
Cucumis sativus
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Abb.E40: Freie Polyphenole und Gesamtpolyphenole der Cucumis sativus - Extrakte der chinesischen (ch.) und
deutschen (dt.) Frucht berechnet als Catechin

3.3.3. Extrakte von Cucurbita pepo-Arten zum Vergleich
Von den Kiirbisgewédchsen (Cucurbitaceen) wurden zusétzlich noch eine Zucchini — und eine
Zierkiirbis-Art zum Vergleich der Polyphenolmuster untersucht. Diese wurden jeweils in

Schale und Mark getrennt. In beiden Fillen konnten die Polyphenole hauptsichlich oder
ausschlieBlich in den dulleren Geweben detektiert werden.

Qualitative und quantitative Untersuchung mittels HPLC-DAD

Als Polyphenole der Zucchini wurden Flavonole beobachtet, sowie im Markgewebe ein
Flavon. Insgesamt waren neun Flavonole im Schalengewebe vorhanden, sechs davon konnten
weiter charakterisiert werden (siche Abb.E45). Die Flavonole mit dem Molekulargewicht von
756, 610 und 464 amu zeigten Quercetin als Aglykon, wohingegen die Verbindungen mit
einem Molekulargewicht von 770 und 624 amu ein methyliertes Quercetin als Aglykon
aufwiesen. Die Komponente bei 28.11 min erwies sich sowohl auf Grund des UV-Spektrums
als auch wegen des ermittelten Massenspektrums als Kémpferol-Derivat. Alle sechs
Verbindungen zeigten Abspaltungen von ein, zwei oder drei Zuckereinheiten. Wahrend die
beiden im Chromatogramm zuerst eluierenden Komponenten zweimal die Abspaltung einer
Desoxyhexose und schlielich das Fragment einer Hexose aufwiesen, zeigten die beiden
Hauptverbindungen bei 26.16 und 28.56 min und die Minoritdtskomponente bei 28.11 min
lediglich die Abspaltung einer Desoxyhexose und einer Hexose. Die Minoritdtskomponente
bei 26.91 min spaltete als einziges Fragment eine Hexose ab.

Im Markgewebe hingegen waren drei Flavonole und ein Flavon zu detektieren. Es konnte
sowohl das Quercetin-Derivat mit einem Molekulargewicht von 610 amu als auch das

Kémpferol-Derivat mit einem Molekulargewicht von 594 amu beobachtet werden. Bei 24.8
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min eluierte im Gegensatz zum Schalengewebe jedoch kein Methylquercetin-Derivat mit
einem Molekulargewicht von 770 amu, sondern ein Kémpferol-Derivat mit einem
Molekulargewicht von 740 amu. Das Flavon, das im Markgewebe detektiert wurde, eluierte

bei 23.6 min, konnte aber nicht genauer charakterisiert werden.

Es konnten fiir die Zucchini 1.1 mg (+ 0.00 mg) Polyphenole pro 100 g FG mittels HPLC-
DAD ermittelt werden.

400 Cucurbita pepo (Zucchini) - Extrakt UV VIS 3
—mAU WVL:340 nm
] MW464 —26.91 min MW 594 — 28.11 min
] MW®610 — 26.16 min MW 624 — 28.56 min
250 i K
] Flavonol — 31.15 min
125 MW?770 — 24.84 min Flavonol — 32.33 min
] MW756 — 23.36 min ‘/ Flavonol — 33.18 min
i I \/
T )
-50 — i i ‘ ‘ ‘ min
10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0

Abb.E41: HPLC - Chromatogramm des Cucurbita pepo var. Extraktes (Zucchini) (Wellenldnge 340 nm, HPLC-
Programm Nr.1)

Die Polyphenole des Zierkiirbis konnten nur im Schalengewebe nachgewiesen werden, wobei
es sich um Flavonoide des Flavonoltyps handelte. Bei 24.84 min eluierte eine
Hauptkomponente, die ein identisches Massenspektrogramm besall wie das bereits oben
erwdhnte methylierte Quercetin-Derivat mit einem Molekulargewicht von 770 amu. Auch die
beiden Komponenten mit einem Molekulargewicht von 610 und 624 waren nachweisbar,
neben einer Minoritdtskomponente bei 32.34 min. Im Zierkiirbis konnte zusitzlich auch ein
Zimtsdure-Derivat nachgewiesen werden. Das HPLC-Chromatogramm des Markgewebes

wies keine Peaks mit charakteristischen UV-Spektren auf.

Insgesamt waren im Zierkiirbis 0.9 mg (£ 0.01 mg)/ 100 g FG Polyphenole enthalten, wovon
0.9 mg (+ 0.01 mg)/ 100 g FG auf die Gruppe der Flavonole entfielen.

Cucurbita pepo — (Zierkirbis) - Extrakt UV VIS 3

300 mAU WVL:340 nm

] MW770 — 24.84 min
200 —

, MW610 — 26.17 min

1 Zimtsaurederivat — 14.61 min MW624 — 28.57 min
100 n Flavonol — 32.34 min

] min
-50 —— — ‘ — — — n

10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0

Abb.E42: HPLC - Chromatogramm des Cucurbita pepo var. Extraktes (Zierkiirbis) (Wellenlinge 340 nm,
HPLC-Programm Nr.1)
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Polyphenolgehalte nach Folin-Ciocalteu

Die beiden Kiirbisgewéchse wiesen nach Folin-Ciocalteu dhnliche Gehalte auf. Die Zucchini
enthielt 20.1 mg (£ 0.87 mg)/100 g FG freie Polyphenole, wéihrend der Zierkiirbis 20.2 mg (+
0.40 mg)/100 g FG enthielt. Die Hydrolyse ergab fiir die Zucchini einen 2.6 — fachen Anstieg
der Polyphenole auf 52.2 mg (£ 3.03 mg)/100 g FG und fiir den Zierkiirbis einen fast
dreifachen Anstieg auf 60.4 mg (+ 3.19 mg)/100 g FG Gesamtpolyphenole.

Quantifizierung nach Folin - Ciocalteu

70,0
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Curcubita pepo (Zierkirbis -  Curcubita pepo (Zucchini -
dt) dt)

B Freie Polyphenole

Polyphenolgehalt (mg/100 g FG)

Abb.E43: Freie Polyphenole und Gesamtpolyphenolgehalte der Cucurbita pepo — Extrakte der deutschen (dt.)
Kiirbisarten berechnet als Catechin
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3.3.4. Extrakte von Raphanus sativus L.

Qualitative und quantitative Untersuchung mittels HPLC — DAD

Im Falle von Raphanus sativus wurde eine Sorte gewdhlt, die in der Umgebung von
Hangzhou angebaut wurde, jedoch keine Zuchtsorte darstellte, da sie nur kleine etwa
handgrofle Knollen aufwies. In den HPLC-Chromatogrammen konnten auch in diesem

Extrakt keine Polyphenole der untersuchten Gruppen detektiert werden.

Polyphenolgehalte nach Folin-Ciocalteu

Fir Raphanus sativus konnte nach Folin-Ciocalteu ein Polyphenolgehalt ermittelt werden. So
lagen 284 mg (+ 2.11 mg)/100 g FG als freie Polyphenole vor, wihrend der
Gesamtpolyphenolgehalt in diesem Fall mit 72.3 mg (£ 2.47 mg)/100 g FG lediglich 2-3 Mal

so hoch ausfiel.

3.3.5. Extrakte von Solanum melongena L.

Von Solanum melongena lagen insgesamt wieder drei verschieden Proben vor. Zum einen der
Extrakt aus chinesischen Pflanzen, zum anderen zwei Proben von in Deutschland erworbenen

Friichten, die wiederum in Schale und Mark getrennt wurden.

Qualitative Zusammensetzung

In den untersuchten Proben konnten Dihydroxyzimtsidure-Derivate als Hauptinhaltsstoffe der
Aubergine beobachtet werden, daneben lagen auch Anthocyanidine und Flavonole vor.
Wihrend die Flavonole und Anthocyanidine nur in der Schale detektiert werden konnten,
waren die Dihydrohyzimtsdure-Derivate sowohl in Schale als auch im Markgewebe

nachzuweisen.

Insgesamt konnten sechs verschiedene Zimtsdure-Derivate an Hand ihrer charakteristischen
UV-Spektren beobachtet werden. Solche Derivate wurden zusammen mit Zimtsdureamiden
bereits als charakteristische Inhaltsstoffe der Friichte von Solanum melongena beschrieben
(Whitaker et al. 2003). Paucin und Chlorogensiure, die beide aus der chinesischen Pflanze
1soliert wurden, konnten bei 11.21 min bzw. 16.63 min detektiert werden. Zusétzlich neben
Chlorogensdure war auch eine weitere Komponente mit einem Molekulargewicht von 354
amu zu beobachten, die bei 16.27 min eluierte. Dabei handelte es sich um ein

Chlorogensdureisomer, welches nicht weiter charakterisiert wurde.
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Qualitative und quantitative Zusammensetzung

1.000 Solanum melongena — Extrakt China UV VIS 2
’ mAU WVL:320 nm
Chlorogensaure —16.63 min
Chlorogensaure

1 isomer — Zimtsaurederivat — 20.23 min
500 16.27mip

7 Zimtsaureamid (MW469) — 20.63 min

| Paucin -

) 11 21 min Chlorogenséaurederivat (MW 515) — 24.45 min

1 T “H = min
-50 T ‘ — — — ‘
10,0 5,0 20 0 25,0 30,0 35,0 40,0

Abb.E44: HPLC-Chromatogramm des Solanum melongena — Extraktes der chinesischen Frucht (Wellenldnge
320 nm, HPLC-Programm Nr.1)

Zusétzlich konnten drei weitere Komponenten beobachtet werden, wobei die Verbindung bei
20.23 min ein nicht weiter identifiziertes Dihydroxyzimtséure-Derivat darstellte. Die
Komponenten bei 20.63 min bzw. 24.45 min konnten auf Grund ihrer UV- und
Massenspektren als N,N-Dicaffeoylspermidin und eine Dicaffeoylchinasdure identifiziert
werden. Letztere wurde nur in der chinesischen Probe und im Schalengewebe der deutschen
Frucht detektiert.

Im Schalengewebe konnte auferdem ein Anthocyanidin nachgewiesen werden, das UV-
Maxima bei 275.6 nm und 529.6 nm aufwies, dessen Molekulargewicht jedoch nicht
bestimmbar war. Auch das Anthocyanidin der chinesischen Probe konnte nicht ndher
charakterisiert werden, weil hier Schalen- und Markgewebe zusammen untersucht wurden,
jedoch der Markanteil wesentlich hoher als der Schalenanteil war und somit die
Konzentration des Anthocyanidins zu gering ausfiel. Die UV-Maxima lagen auch hier bei 282
nm und 537.8 nm. Auf Grund der unterschiedlichen Retentionszeiten (20.01 min vs. 22.23

min) handelte es sich aber eindeutig um verschiedene Anthocyanidine.

Solanum melongena - Schalengewebe Uv_VIS 4
80,0
_ImAU c0.8eak 2001 min WVL:520 nm
i 1%
07.5
4 4048
500 5296

2756
20
Anthocyanidin — 20.01 min o

d
<

250

nn
A T T
200 300 400 500 595

r A
min

-10,0 T — — T — ] — T
10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0

Abb.E45: HPLC-Chromatogramm des Solanum melongena Extraktes der deutschen Frucht (Wellenldnge 520
nm, HPLC-Programm Nr.1)
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Das Flavonol wurde in der Schale der deutschen Aubergine bei 24.06 min detektiert. Das UV-
Spektrum war dem eines Quercetin- bzw. Myricetin-30-Derivates sehr dhnlich, jedoch konnte

auch hier das Molekulargewicht nicht ndher bestimmt werden.

Qualitative und quantitative Untersuchung mittels HPLC-DAD

In der chinesischen Aubergine konnten 50.3 mg (+ 2.17 mg)/100 g FG Zimtsdure-Derivate
neben 0.7 mg (+ 0.31 mg)/100 g FG Anthocyanidinen gefunden werden. Im Gegensatz dazu
konnten in der deutschen Aubergine 128.1 mg (£7.34 mg) Zimtsdure-Derivate/100 g FG
neben 7.1 mg (£ 2.38 mg)/100 g FG Anthocyanidinen bzw. 0.9 mg (+ 0.18 mg)/100 g FG
Flavonolen beobachtet werden.

Somit ergab sich fiir die chinesische Aubergine ein Gesamtgehalt von 51.0 mg (+ 2.68
mg)/100 g FG. Die deutsche Aubergine wies demgegeniiber einen Gehalt von 136.1 mg (£
9.45 mg)/ 100 g FG auf, der damit mehr als zweimal so hoch ausfiel.

Polyphenolgehalt in chinesischem und
deutschem Gemuse
Solanum melongena

140

120

100 1

80 1 B Flavonole
O Anthocyane

60 1 B Zimts&urederivate

40 A

20 A

Polyphenolgehalt (mg/100g FG)

Solanum melongena  Solanum melongena
(ch.) (dt.)

Abb.E46: Polyphenolgehalt der Solanum melongena Extrakte der chinesischen (ch.) und deutschen (dt.) Frucht,
mg/100 g Frischgewicht, Flavonole bestimmt als Quercetin bei 340 nm, Anthocyanidine als Cyanidinchlorid bei
520 nm und Zimtsédure-Derivate als Chlorogensiure bei 320 nm

Polyphenolgehalte nach Folin-Ciocalteu

Der Gehalt an freien Polyphenolen in dem Extrakt der chinesischen Frucht bestimmt nach
Folin-Ciocalteu betrug 76.0 mg (+ 1.77 mg)/100 g FG und der Gesamtpolyphenolgehalt belief
sich auf 98.7 mg (+ 2.77 mg)/100 g FG. Die deutsche Aubergine wies einen hoheren Gehalt
an freien Polyphenolen auf. Jedoch war der Gesamtpolyphenolgehalt mit 77.5 mg (£2.18
mg)/100 g FG geringer als der Gehalt an freien Polyphenolen mit 120.6 mg (+4.56 mg)/100 g
FG. Der abnehmende Gehalt konnte auf den Zerfall der Anthocyanidine zuriickzufiihren sein.
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Qualitative und quantitative Zusammensetzung

Quantifizierung nach Folin - Ciocalteu

140,0
120,0
100,0

m Freie Polyphenole
80,0

60,0
40,0

B Gesamtpolyphenole

20,0
0,0 -

POlyphenolgehalt (mg/100 g FG)

Solanum melongena (ch) Solanum melongena (dt)

Abb.E47: Freie Polyphenole und Gesamtpolyphenolgehalte der Solanum melongena — Extrakte der chinesischen
(ch.) und deutschen(dt.) Frucht berechnet als Catechin
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3.4. Gegeniiberstellung der erhaltenen Quantifizierungsergebnisse

Die Extrakte wurden sowohl mit HPLC-DAD als auch nach Folin-Ciocalteu quantitativ
untersucht. In diesem Kapitel werden die Ergebnisse nochmals gegeniibergestellt und
miteinander verglichen.

Die Abbildungen Abb.E48 und E49 zeigen deutlich, dass die Ergebnisse, die mittels HPLC
gewonnen wurden, jeweils niedriger ausfallen als die, die nach Folin-Ciocalteu bestimmt
wurden. Innerhalb der letztgenannten ergaben die Gesamtpolyphenole nach Hydrolyse
ebenfalls jeweils hohere Ergebnisse. Ausnahme bildet lediglich der Extrakt der deutschen
Aubergine. Hier liegt der Gesamtpolyphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu unterhalb dem der
Freien Polyphenole. Dies ist zum Teil auf den Abbau der Anthocyanidine wéhrend des
Erhitzens zuriickzuflihren. Ebenso ergab sich ein hoherer Gehalt nach der HPLC-Methode,
der durch den Zerfall der Anthocyanidine in alkalischer Losung sowie durch die

unterschiedliche Reaktion der Inhaltsstoffe mit dem Folin-Ciocalteu-Reagenz zustande

kommt.
Gegenuberstellung: Quantifizierung des Polyphenolgehaltes
(HPLC-Methode - Methode nach Folin Ciocalteu)
700
600 |
W HPLC-
© 5007 Methode
= 400 -
g 300 @ Freie
> Polyphenole
£ 200 nach FC
100 - 0 Gesamt-
Polyphenole
0 - ‘ nach FC
Vignaradiata Vigna angularis  Glycine max Phaseolus Vicia faba Pisum sativum Phaseolus Phaseolus
coccineus vulg.var.vulg.  vulg.var.nanus
Extrakt

Abb.E48: Polyphenolgehalt der Mai 2004-Extrakte (jeweils n=1). HPLC-Methode: Quantifizierung der
Flavanole als Catechin bei 280 nm, der Flavone als Apigenin bei 340 nm, der Flavonole als Quercetin bei 340
nm, der Isoflavonoide als Genistein bei 280 nm, der Zimtséure-Derivate als Chlorogenséiure bei 320 nm und der
Anthocyanidine als Cyanidinchlorid bei 520 nm. Nach Folin-Ciocalteu: Freie- und Gesamtpolyphenolgehalte
berechnet als Catechin, vor und nach Hydrolyse mit 1.2 M HCI. FC=Folin-Ciocalteu
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Qualitative und quantitative Zusammensetzung

Gegenuberstellung: Quantifizierung des Polyphenolgehaltes
(HPLC-Methode - Methode nach Folin Ciocalteu)
800 =
700 -
600 - B HPLC-
O] Methode
L 500 -
8
S 400 1 # Freie
S 300 - Polyphenole
S 200 nach FC
B 0O Gesamt-
100 I]Il Polyphenole
0 - T nach FC
Solanum Solanum Cucumis Cucumis Curcubita Curcubita Allium Raphanus
melongena melongena sativus (ch.) sativus (dt) pepo pepo sativum sativus
(ch.) (dt.) (Zierkiirbis)  (Zucchini)
Extrakt

Abb.E49: Polyphenolgehalt der weiteren Gemiise-Extrakte (jeweils n=1). HPLC-Methode: Quantifizierung der
Flavanole als Catechin bei 280 nm, der Flavone als Apigenin bei 340 nm, der Flavonole als Quercetin bei 340
nm, der Isoflavonoide als Genistein bei 280 nm, der Zimtséure-Derivate als Chlorogenséiure bei 320 nm und der
Anthocyanidine als Cyanidinchlorid bei 520 nm. Nach Folin-Ciocalteu: Freie- und Gesamtpolyphenolgehalte
berechnet als Catechin, vor und nach Hydrolyse mit 1.2 M HCI. ch=chinesische Pflanze, dt=deutsche Pflanze,
FC=Folin-Ciocalteu

Da die Bestimmung mit Folin-Ciocalteu-Reagenz nicht nur fiir Polyphenole, sondern auch zur
Quantifizierung von Proteingehalten herangezogen wird, wurden die Extrakte Mai 2004,
ebenso die Gemiise-Extrakte, per Diinnschichtchromatographie untersucht. Unter anderem
wurde Ninhydrin als Sprithreagenz fiir Aminoséuren eingesetzt, um diese in den jeweiligen
Extrakten nachzuweisen. Die Rohproteingehalte der Leguminosensamen liegen recht hoch
und werden mit 39.0% (Glycine max), 25.7% (Pisum sativum), 24.1% (Phaseolus vulgaris),
23.1% (Phaseolus coccineus), 26.7% (Vigna radiata), 26.7% (Vicia faba) und 21.0% (Vigna
angularis) angegeben (Schuster et al. 1998).

Der Proteinanteil der weiteren Gemiisesorten wird fiir Solanum melongena mit 1-2%, fiir
Cucumis sativus mit 0.5-1%, fiir Cucurbita pepo-Arten mit 1% angegeben. Auch fiir die
Familie der Brassicaceen sind Werte von ca. 1% Protein (Radieschen-Raphanus sativus L.
var. sativus), sowie fir die Kiichenzwiebel (Allium cepa) von ca. 2% Protein zu finden
(Schuchert 2007). Diese Proteingehalte liegen damit wesentlich niedriger als diejenigen der
Leguminosen. In allen Extrakten konnten Aminosduren mittels Ninhydrin nachgewiesen

werden.
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Vigna Vigna Glycine Phaseolus Vicia Pisum Phaseolus ~ Phaseolus Amino-
radiata angularis max coccineus faba sativum  vulg.var.vulg. vulg.var.nanus séuren
Mai2004 Mai2004 Mai2004 Mai2004 Mai2004 Mai2004 Mai2004 Mai2004

Abb.E50: Extrakte vom Mai 2004, DC:0.8 mg Extrakt, FlieBmittel: Ethylacetat/Ameisensdure/Wasser (85:10:5),
Laufstrecke: 8 cm, Spriihreagenz: Ninhydrin, Aminosdurestandard: D,L-Valin (V), D,L-Tyrosin (T), L-
Glutaminséure (GS), D,L-Glycin (G), L-Glutamin (GM), D,L- Lysin (L)

(ch.) (dt.S) (dtM) (ch.) (dt.S) (M) AS (S) M) (S) (M) Raphanus Allium AS
Solanum melongena ~ Cucumis sativus Cucurbita peo Cucurbita pepo sativus sativum
(Zucchini) (Zierkiirbis)

Abb.E51: Extrakte der weiteren Gemiise, DC:0.8 mg Extrakt, FlieBmittel: Ethylacetat/Ameisensidure/Wasser
(85:10:5), Laufstrecke: 8 cm, Sprithreagenz: Ninhydrin, Aminosiurestandard: D,L-Valin (V), D,L-Tyrosin (T),
L-Glutaminséure (GS), D,L-Glycin (G), L-Glutamin (GM), D,L- Lysin (L), ch=chinesisch, dt=deutsch,
S=Schalengewebe, M=Markgewebe

Wenn man die Durchschnittsgehalte der Polyphenole in den untersuchten Extrakte betrachtet,
ist zu erkennen, dass die vier Ernten von Vigna radiata, Vigna angularis und Glycine max
einen hoheren Gehalt aufwiesen als die der iibrigen Leguminosen. Ein mittlerer Gehalt war
hingegen bei den beiden Phaseolus vulgaris-Arten zu finden. Sehr geringe Konzentrationen
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Qualitative und quantitative Zusammensetzung

der untersuchten Polyphenole konnten bei Phaseolus coccineus, Vicia faba und Pisum
sativum gefunden werden. Dies ist in Abb.E52 wiedergegeben.

Gegentiberstellung: Bestimmung mittels HPLC-DAD (Durchschnittsgehalte)

300
250 -
200 -

mHPLC-

150 4 Durchschnitts-
gehalt

100 +

mg/100g FG

50 A

Vignaradiata  Vigna angulris  Glycine max Phaseolus Vicia faba Fsumsativum Phaseolus Phaseolus
coccineus vulg.var.vulg. vulg.var.nanus

Extakt

Abb.ES2: Polyphenolgehalt der Leguminosen, Quantifizierung der Flavanole als Catechin bei 280 nm, der
Flavone als Apigenin bei 340 nm, der Flavonole als Quercetin bei 340 nm, der Isoflavonoide als Genistein bei
280 nm, der Zimtsdure-Derivate als Chlorogenséure bei 320 nm und der Anthocyanidine als Cyanidinchlorid bei
520 nm, n=4 auBler P.coccineus n=3, Vicia faba n=2, Pisum sativum n=3

106



Ergebnisse

3.5. Identifizierung der isolierten Inhaltsstoffe

Von den Leguminosen und dem weiteren chinesischen Gemiise wurden Extrakte in grof3erem
Umfang hergestellt, um die im vorangegangenen Kapitel beobachteten Flavonoide zu
isolieren sowie deren Strukturen aufzukléren.

Mit Hilfe der erhaltenen HPLC-Chromatogramme konnten die in den Extrakten enthaltenen
Polyphenole detektiert werde. Durch die in Abschnitt Material und Methoden genannten
chromatographischen Verfahren wurden die Extrakte aufgetrennt. Dabei war es Ziel jeweils
moglichst die Hauptkomponenten zu erhalten, um einen Uberblick und Vergleich der
Aktivitdit zwischen Einzelsubstanz und Extrakt zu erhalten. Im Hinblick auf starke
Aktivitatsdnderungen je nach Art der Aglyka und Derivatisierung der enthaltenen Flavonoide
wurde auch dann eine Identifizierung vorgenommen, wenn dies nur zur partiellen Aufklérung
der Struktur fiihrte.

3.5.1. Flavonoide und Isoflavonoide

Flavonoide und Isoflavonoide sind eine Substanzklasse, deren Grundkorper aus drei
Ringsystemen besteht (Phenylchromangeriist). Die Benennung der Ringe und die
Nummerierung des Grundkorpers sind in Abb.E53 dargestellt. Nach der Art des C-Ringes
konnen die Flavonoide in mehrere Unterklassen aufgegliedert werden. (Einteilung nach
Teuscher (Teuscher et al. 2004)).

- Flavane (2-Phenyl-chroman)
- Flavanole (3-Hydroxy-flavane, Catechine)
- Flavandiole (3,4-Dihydroxy-flavane, Leucoanthocyanidine)
- Flavanone (4-Oxo-flavane)
- Flavanonole (3-Hydroxy-4-oxo-flavane)
- Flavone (4-Oxo-flav-2-ene)
- Flavonole (3-Hydroxy-4-oxo-flav-2-ene)
- Flavyliumsalze (Anthocyanidine)
- Isoflavane (3-Phenyl-chroman)
- Neoflavane (4-Phenyl-chroman)

Zusitzlich bieten Substituenten wie unter anderem Hydroxy- /Methoxy-gruppen oder die
Derivatisierung durch Verkniipfungen mit Zuckern sowohl durch C-C-Bindungen als auch
durch C-O-Bindungen weitere Variationsmoglichkeiten, so dass eine Vielzahl an
Verbindungen existiert. Nach oben aufgefiihrter Einteilung werden in den nédchsten Kapiteln
die isolierten Verbindungen besprochen. Isoliert werden konnten Flavanole, Flavone,

Flavonole, Flavanonole und Isoflavanone.
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Strukturaufkldrung-Flavanole

Abb.ES53: Flavan- und Isoflavan-Grundkdrper (Nummerierung, Kennzeichnung)

3.5.1.1.Flavanole

Catechin, Gallocatechin und Epicatechin

Diese drei Substanzen sind strukturell sehr &hnlich aufgebaut. Catechin und Epicatechin
unterscheiden sich lediglich in ihrer Stereochemie an Position 3. Im Catechinmolekiil sind die
beiden Substituenten trans-stindig, wihrend im Epicatechin die Hydroxy- und die
Phenylgruppe auf einer Seite der Ebene, die durch den A-Ring gebildet wird, stehen.
Gallocatechin tragt im B-Ring zusétzlich eine weitere OH-Gruppe.

Im Massenspektrum konnte fiir Catechin und Epicatechin ein Molekulargewicht von 290 amu
gefunden werden, wihrend Gallocatechin ein Molekulargewicht von 306 amu aufwies. Im
Massenspektrum sind zusitzlich bei diesen Verbindungen hdufig die Pseudomolekiilionen
ihrer Di- [2M+H]" oder Trimere [3M+H]" zu erkennen, auBerdem eine Abspaltung von 18
amu, die einem Ammoniumion entspricht, das aber nicht aus der Verbindung, sondern aus
dem Fliessmittel stammte.

Allen gemeinsam war das UV-Spektrum, das bei 270 bzw. 279 nm ein Maximum aufwies,
und im 'H-NMR-Spektrum die Signale fiir die meta-koppelnden Protonen des A-Rings. Dabei
handelte es sich um Dubletts bei 5.69 ppm — 5.94 ppm, die eine Kopplungskonstante von 2.2
Hz — 2.5 Hz aufwiesen.

Bei der Betrachtung der NMR-Daten von Flavonoiden im Allgemeinen und Catechin im
Besonderen ergeben sich oft Diskrepanzen fiir die Zuordnung von H-6 und H-8. Diese liell
sich im vorliegenden Fall durch Analyse des HMBC-Spektrums eindeutig ableiten. Das
Proton bei 6 5.67 (H-8) zeigte eine Korrelation zu einem Signal bei 8 155.2 (C-8a), das auf
Grund seiner Tieffeldverschiebung einem phenolischen C-Atom zuzuordnen war. Da dieses
Korrelationen zu H-2 und H-4,/4g aufwies, konnte es sich nur um C-8a handeln und bei dem
Proton im aromatischen Bereich nur um H-8, wodurch sich im Umkehrschluss die Zuordnung

von H-8 ergab.
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Abb.E54: HMBC-Spektrum von Catechin (in DMSO-ds)

Die Signale fiir einen 3’,4’-disubstituierten Phenylring lagen ebenso vor und konnten im
COSY-Spektrum als Spin-System beobachtet werden. Wiahrend H-2’ auf Grund der meta-
Stellung zu H-6’ eine kleine Kopplungskonstante (1.9 Hz) aufwies, zeigte das Signal fiir H-5’
eine grofle Kopplungskonstante von 8.2 Hz wegen der ortho-Stellung zu H-6’. H-6" selbst
ergab demnach ein Dublett vom Dublett mit den jeweiligen Kopplungskonstanten zu H-2’
und H-5’. Dieses ABC-System des B-Rings ist fiir Catechin und Epicatechin sehr
charakteristisch. Das Spektrum verénderte sich, wenn wie im Gallocatechin eine zusétzliche
OH-Gruppe in Position 5’ hinzukam. Die beiden Protonen H-2’ und H-6" erschienen dann als
ein Singulett bei 6.39 ppm, da sie chemisch dquivalent sind.

Die Signale im C-Ring boten die Mdglichkeit der Unterscheidung der Stereochemie an
Position 3. Im 'H-NMR-Spektrum erschien H-3 selbst als Multiplett, jedoch konnten zu H-2
bzw. H-4 unterschiedliche Kopplungskonstanten gefunden werden. Im Falle von Catechin
zeigte H-2 bei 4.48 ppm eine groBe Kopplungskonstante von 7.9 Hz, ebenso H-4g, das
daneben auch die geminale Kopplung von 16.6 Hz besal3. Dies ist zuriickzufiihren auf die
axial-axiale-Stellung dieser beiden Protonen zu H-3. Steht H-3 im Falle des Epicatechins nun
in dquatorial-axialer Stellung zu H-2 und H-45 so werden beide Kopplungskonstanten kleiner,
so dass im vorliegenden Fall H-2 im Epicatechin nur noch als breites Singulett zu erkennen
war.

Die Drehwerte von 0 zeigten, dass es sich um ein quasi-racemisches Gemisch der

Enantiomere der jeweiligen Verbindungen handelte. Zusétzlich waren ihre NMR-Daten in
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Strukturaufkldrung-Flavanole

Ubereinstimmung mit der Literatur (Davis et al. 1996). Catechin wurde sowohl aus Vigna
angularis und Vicia faba als auch aus den beiden Phaseolus vulgaris Arten (var. nanus und
var. vulgaris) isoliert und durch Vergleich mit einem authentischen Standard eindeutig

identifiziert.
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Abb.E55:COSY -Spektrum von Catechin (in CD;0D)
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(£) — Catechin (3,3',4',5,7-Pentahydroxyflavan)

Systematischer Name: (2RS,3SR)-2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran-3,5,7-
triol

Molekulargewicht: 290 g/mol Summenformel: C;5H 404

Probenbezeichnung (Substanzmenge): P2Eg2RP1 (15.8 mg), PSEgRP30Pr3 (2.5 mg), PSE{Pr4
(3.4 mg), P7TEfRP2 (33.6 mg), P7TEgRP2 (9.5 mg), PSEfPrl (1mg)

Spezifische Drehung [a]p": ~ 0

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 13.44 min
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Strukturaufkldrung-Flavanole

(£) — Gallocatechin (3,3',4',5,5',7-Hexahydroxyflavan)

Systematischer Name: (2RS,3SR)-3,4-Dihydro-2-(3,4,5-trihydroxyphenyl)-2H-1-benzopyran-
3,5,7-triol

Molekulargewicht: 306 g/mol Summenformel: C;5H407

Probenbezeichnung (Substanzmenge): PSEgRP30Pr2 (1.1 mg)

Spezifische Drehung [a]p™": ~ 0

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 9.20 min

UV-Spektrum OH
70,
| OH
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270.2
10797777
, [ I I
200 300 400 500 595(nm)
F: +c ESIsid=25,00 Full ms [ 100,00-1000,00]
139.0 F: - ¢ ESIsid=25,00 Full ms [ 100,00-1000,00]
100 307,0 100 3055
% + 95
% <— [M+H -
o [ ] 90 - [M-H]
o 85
s 80
70 75
70
L, o + + 65
g & [2M-+H] BM+NH," | . ]
5
%5 § % [2M-H]
3 2 55
g s0 3 s
g 975,9
£ 45 613,7 9318 97 2 4 307,4
g 40 3
35 g 612,3
I 35
2 30
25
20 2 6113
15
15 614,2
10 103 1253
5 165.4 3084
5 ‘ 219,5 2432 6105 | 615.2 918,0
o 24041 527.6 668,3 826.0 973.6
PSRN 3 00 TR WL I s
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
mz
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() — Epicatechin (3,3',4',5,7-Pentahydroxyflavan)

Systematischer Name: (2RS,3RS)-2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran-
3,5,7-triol

Molekulargewicht: 290 g/mol Summenformel: C;5H 404

Probenbezeichnung (Substanzmenge): PSEfPr2 (0.9 mg)

Spezifische Drehung [a]p™": ~ 0

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 15.85 min

- ktrum
UV — Spektru oH
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. 79.0
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95 + 95 _
% <—[M+H] % <— [M-H]
85: 85:
80: 80:
7 7 [2M-H]
70: 70: \
8 o 2M-+NH,]" IM+NH,]"  |fw -
g o [ al [ al g w [3M-H]
2 s5 2 s5
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S S
g % [2M+H]\ [3M+H] g 869.2
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15: 2921 15: 335,6
924.9 10
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Ll DT | e oot 7 pies s | Lo irrzmes [[] s | omnfN s wwsl sz swo
1(‘)0 2(‘)0 3(‘)0 4(‘)0 5(‘)0 6(‘)0 7(‘)0 8(‘)0 9(‘)0 10‘00 1(‘)0 200 3(‘)0 4(‘)0 5(‘)0 6(‘)0 7(‘)0 8(‘)0 900 1600
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Procyanidin B3/B6

Bei dieser Verbindung handelt es sich um eine dimere Verbindung des Catechins. Gemal3 der
Konvention zur Benennung von Catechin-Polymeren werden die Atome der ,,oberen Einheit*
(upper unit) mit ,,u“ gekennzeichnet, wihrend die ,,untere Einheit” (terminal unit) mit ,t*
gekennzeichnet wird. Die Nummerierung der Atome erfolgt analog der des Monomers mit
dem jeweiligen Zusatz. Die dimere Struktur wurde in Erwédgung gezogen, da im
Massenspektrum ein Molekulargewicht von 578 amu ermittelt wurde, das formal dem
Zweifachen der Monomere unter Verlust von zwei Protonen entsprach. Es sind mehrere
oligomere Strukturen bekannt, die aus zwei Catechin- oder Epicatechineinheiten oder aus je
einer Catechin und Epicatechineinheit bestehen, die iiber eine C-C-Bindung miteinander
verkniipft sind. Die Position der Verkniipfung kann ebenfalls variieren.

Das '"H-NMR-Spetrum der Verbindung erwies sich als sehr komplex, damit konnte es sich
nicht um eine symmetrische Verbindung dieses Typs handeln.

Im aromatischen Bereich waren die Signale fiir das ABC-System des B-Ringes zweifach zu
beobachten, so dass eine Verkniipfung an dieser Position ausgeschlossen werden konnte.
Unterschiede konnten hingegen bei den Signalen des A-Ringes festgestellt werden. Wihrend
fiir die eine Einheit das Spin-System der beiden meta-koppelnden Protonen des A-Ringes im

Tab.E11 : NMR-Daten-Vergleich der Probe mit Procyanidin B3 COSY-Spektrum zu sehen war,

6u" (P7TE{Pr1) Ou (Literatur®) konnte fiir die zweite Einheit nur
a gfgé)‘ 19.45) gfgz()) 102 ein einzelnes Singulett gefunden
21t 4:53 d (7:2) 4.59d(7.2) werden. Die Signale fiir die
3u 4.34 m 4.42 m Protonen H-2 und H-3 erschienen
3t 3.78 m 3.82m ebenfalls zweifach, wohingegen bei
4u 4.40d(7.9) 4.47 d (7.6) . .
H-4,/4 tersch
4t up |2.75dd (164,5.7)  [2.79 dd (164, 5.6) Afdp - ein o Unterschied
2.47dd (16.4, 8.2) 2.54 dd (16.4, 8.0) festzustellen war. Eine Einheit
6u 5.87d(2.2) 5.93d(2.4) zeigte das gleiche Aufspaltungs-
ot 6.06 s 6.16 s muster, wie es fir Catechin bereits
2:‘ 2.77d(2.5) >.83d (2.4) oben beschrieben wurde. Fiir die
2’u 6.73 d (1.9) 6.78 d (2.0) zweite Einheit bestand das Signal
2’t 6.57 d (1.9) 6.64 d (2.0) lediglich aus einem einzelnen
S’u 6.66 d (8.2) 6.689 d (8.0) Dublett mit einer Kopplungs-
St 6.66d (8.2) 6.683 d (8.0) konstanten von 7.9 Hz. Dabei
6’u 6.45dd (8.2, 1.9) 6.84 dd (8.2, 2.0) , ,
6t |6.24dd (8.2, 1.9) 6.28 dd (8.2, 2.0) handelte es sich um die Kopplung

“aufgenommen in CD;0D *(De Bruyne et al. 1996)

des axial-axial-stindigen Protons

mit H-3. Somit lag eine Verkniipfung der beiden Einheiten tiber C-4 und ein C-Atom des A-
Ringes (C-6 oder C-8) vor. Es konnte sich somit um Procyanidin B6 oder B3 handeln.

In der Literatur (De Bruyne et al. 1996) werden fiir Procyanidin B3 zwei Rotamere
beschrieben, die auf Grund der Drehung um die Interflavan-Bindung zustande kommen. Diese
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Signale konnten in unterschiedlichem Verhéltnis im NMR-Spektrum neben weiteren Signalen

einer Nebenkomponente beobachtet werden, so dass die Spektren sehr komplex waren. Bei

dem Versuch die Verbindung aufzureinigen, zeigte sich jedoch ein Zerfall, der durch eine

Vermehrung der jeweiligen Signalgruppen und weiteren Uberlappungen gekennzeichnet war.

Ein Vergleich mit Literaturdaten fiir Procyanidin B3 (De Bruyne et al. 1996) zeigte eine gute

Ubereinstimmung der chemischen Verschiebung, allerdings konnte keine abschlieBende
Bestitigung der Verkniipfung (4a—8 fiir Procyanidin B3; 40—6 fiir Procyanidin B6) mehr

vorgenommen werden, da die Substanz nicht mehr zur Verfligung stand.

Procyanidin B3 (oder B6) (Catechin (40— 8) catechin (oder Catechin (40— 6) catechin))

Systematischer Name: 2R,2°R,3S,3°S,4S-3,3°,4°,5,7-Pentahydroxyflavan-(4a—8 oder 6)-3,3°,4°,5,7-

pentahydroxyflavan

Molekulargewicht: 578 g/mol

Summenformel: C30H26012

Probenbezeichnung (Substanzmenge): P7EfRP1 (4.1 mg), P7TEgRP1 (8.0 mg)

Spezifische Drehung [a]p"": nicht mehr ermittelbar wegen des Zerfalls der Substanz

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 12.06 min

UV — Spektrum OH
60,0
1202.7
7 OH
40,0
20,0 : OH
79.2 HO E
. HO 2 O o
-10,0 | L U " * OH
200 300 400 500 595(nm)
Procyanidin B3 OH
OH
ESI-MS+ ESI-MS-
F: + ¢ ESIFull ms [ 100,00-1000,00] - o ES1 Full ms [ 100,00-1000.00]
100 5791 ’ 6753
100
95 M+H + 95
Zi 1 | o IM+H,PO,I" —>
85
80 -
75 - IM+H;PO,+H,PO;]
70 70 *
o % 65 7730
‘:{; 60 g 60
T 55 g -
i o [M+2H,PO,+H,PO,|
g s 24 *
2 40 S w0 [M-H]- 870.8
35: & 35 \
30 580,1 30 5778
255 139,8 25 676,3
20 20
I 15 5785 7741
10 189,3 489,7 871,8 968.7
180,8 391,3 581.1 X ) ’
5 M ‘ 1?6'312‘79,31 | 4471 5077 605,7 6716'17 7743 82;072:10,6 992.3 5 l14\3,3 “194,6 ng'e 39r,1 488.1 J‘ 4908 | 579.4 7242 775"1 | s20
T L LI B e B R e e B e o e e RN S 0 it L Tt Tt L e e e e e ‘\ \‘ L L gl
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 100 200 abo 400 500 600 700 800 900 1000

m/z

m/z
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3.5.1.2.Flavone

Die folgenden Verbindungen sind hauptsidchlich Derivate des Apigenins, seltener solche des
Luteolins. Fiir einige Verbindungen konnte auf Grund der geringen Ausbeute in den
Fraktionen nur ein Strukturvorschlag gemacht werden, da die Aufnahme von
zweidimensionalen Spektren eingeschrinkt war und eine Auswertung allein der
Protonenspektren keinen exakten Nachweis der Struktur zulie. Eine Zuordnung zu einem

Strukturtyp und damit eine Qualifizierung sind jedoch eindeutig moglich.

Monoglycoside

Vitexin und Isovitexin

Die Flavonoid-Strukturen der Fraktionen, die Vitexin und Isovitexin enthielten, konnten
eindeutig mit Hilfe ihrer NMR-Spektren aufgeklart werden. Beide Verbindungen wiesen UV-
Maxima bei 269 nm und 337 nm und ein Molekulargewicht von 432 amu auf. Jedoch war
sowohl bei den Retentionszeiten als auch bei der MS-MS-Fragmentierung bei positiver
Ionisierung ein Unterschied festzustellen, so dass es sich um zwei unterschiedliche
Verbindungen handeln musste.

Im 'H-NMR-Spektrum konnte in beiden Verbindungen das AA’BB’-System des 1,4-
disubstituierten B-Rings beobachtet werden. Dabei erschienen jeweils H-2’/H-6" und H-3°/H-
5’ als ein komplexes Dublett mit Feinstruktur mit einer Kopplungskonstante von 8.8 Hz, da
sie chemisch, jedoch nicht magnetisch dquivalent waren. Diese Kopplungskonstante spiegelte
eine ortho-Kopplung von H-2’ zu H-3’ bzw. H-5" zu H-6’wieder. Ersteres Signal war bei
Vitexin schlecht aufgeldst und erschien als breites Singulett.

H-3 konnte ebenso wie H-6 bzw. H-8 jeweils als Singulett detektiert werden, wovon letzteres
Signal jeweils eine deutliche Hochfeldverschiebung aufwies. Das anomere Proton bei 4.57
ppm zeigte eine grofe Kopplungskonstante von 9.8 Hz und wies somit eine axial-axiale
Stellung zu H-2’ auf. Die Tatsache, dass sowohl H-2"’(4.03 ppm), H-3"’(3.18 ppm) und H-
4> (3.11 ppm) als Tripletts mit groBen Kopplungskonstanten (8.8 Hz, 8.5 Hz bzw. 9.1 Hz)
erschienen, bewies, dass diese Protonen jeweils axial-axial zueinander standen. H-5"" erschien
als Multiplett, wihrend die Protonen H-645"" eine grole geminale Kopplung und eine
kleinere Kopplung zu H-5"" zeigten. Das so beschriebene Aufspaltungsmuster beweist das
Vorliegen einer f-D-Glucose.

Eine eindeutige Unterscheidung von Vitexin und Isovitexin war mit Hilfe des HMBC-
Spektrums von Isovitexin moglich. Entscheidend fiir die Zuordnung des Isovitexins zu den
beiden vorliegenden Spektrensétzen erwies sich die Korrelation von H-8 (6.49 ppm) zu C-8a
(156.2 ppm), wobei selbstverstindlich die genaue Zuordnung der C-Atome mit phenolischen
Substituenten unabdingbar war. C-5 war eindeutig festgelegt durch Korrelation zur
chelatisierten OH-Funktion 5-OH, die im 'H-NMR-Spektrum als das am weitesten
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tieffeldverschobene Signal (6 13.54 ppm) erschien. Das anomere Proton der Glucose (6 4.57
ppm) zeigte Kreuzsignale zu C-5, C-6 (6 108.9 ppm) sowie C-7 (& 163.5 ppm), wodurch fiir
das verbleibende phenolische C-Atom 8a nur die bereits erwéhnte Zuordnung {ibrig blieb. Die
erhaltenen Daten waren zudem in Ubereinstimmung mit der Literatur (Davoust et al. 1980;
Hostettmann et al. 1976; Siciliano et al. 2004).Vitexin und Isovitexin wurden im Rahmen
dieser Arbeit aus Vigna radiata und Vicia faba isoliert und erstere zusitzlich durch Vergleich
mit einem authentischen Standard identifiziert.

Fiir die Analyse unbekannter Flavonoide war wichtig, dass im Falle von Vitexin bzw.
Isovitexin mit Hilfe von ESI-MS/MS das Vorliegen von C-Glycosylen -eindeutig
nachgewiesen werden konnte. Als diagnostisch erwiesen sich hierbei Massenverluste von 90
und 120 amu, die aus einer Fragmentierung von C-C- und C-O-Bindungen innerhalb der
glycosylisch gebundenen Hexose resultieren. Konventionell werden solche Fragmente als sog.
X-Fragmente bezeichnet, speziell im vorliegenden Fall ®'X; (Verlust von 120 amu) sowie
92X, (Verlust von 90 amu) (Cavaliere et al. 2005). Die entsprechenden
Fragmentierungsmuster sind in Abb.E56 dargestellt.

F: - ¢ d Full ms2 431,24@35,00 [ 105,00-445,00]
100

o [M+H]
o 0,1 Xi

75 \
0 311,2

4312

0,2
25 Xi

5 3412
1477 203,3 269.2 2833 |3532 3706 4319
LN e e s e e e e e e s Bt B B e B s e s |
100 150 200 250 300 350 400 450 500
m/z

Abb.ES56: MS-Fragmentierung der C-Glycosyle

Im weiteren Verlauf der Arbeit erwies sich auBerdem die genaue Zuordnung der Position
eines C-glycosylisch gebundenen Zuckers an Position 6 bzw. 8 als essentiell. Da fiir Vitexin
und Isovitexin ein entsprechendes Isomerenpaar vorlag, konnten anhand dieses Beispiels zwei
wichtige GesetzméiBigkeiten abgeleitet werden. Einerseits zeigte H-8 (6.49 ppm im Falle von
Isovitexin) im Vergleich zu H-6 (6.25 ppm im Falle von Vitexin) jeweils eine deutliche
Tieffeldverschiebung, wenn sich an der jeweils anderen Position ein C-glycosylisch
gebundener Zuckerrest befindet. Zum anderen zeigte auch das anomere Proton eines an C-8
gebundenen Zuckers jeweils eine merkliche Tieffeldverschiebung (H-1"" Vitexin 5.03 ppm)
im Vergleich zum entsprechenden 6 substituierten Isomer (H-1"’Isovitexin 4.57 ppm). Eine

entsprechende Tendenz konnte auch fiir Schaftosid /Isoschaftosid beobachtet werden.
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Vitexin (Apigenin-8C-glucosid)

Systematischer Name: 8-B-D-Glucopyranosyl-5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4H-1-

benzopyran-4-on

Molekulargewicht: 432 g/mol

Summenformel: C21H20010

Probenbezeichnung (Substanzmenge): P5EePr3 (1.1 mg), (P1G, Nebenverbindung)

Spezifische Drehung [a]p™": 7.7 (c=0.15 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 19.15

min

UV-Spektrum OH
| H
e
60,0 H
1 2148 H,
4 /////
40,0 —
R 337.1
269.0 OH
20,0
HO.
-10,0 T T T
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OH o
F: + ¢ ESI sid=25,00 Full ms [ 100,00-1000,00] +
4332 F: - c ESIsid=25,00 Full ms [100,00-1000,00] -
100 [M+H] 100 4314 [M-H]
95
% 95
o5 90
s 85
5 80
7 75
70
65
9
g2 60 8 65
g g 60
£ g
{ 50 § 55
2 45 %0
k4 2 45 -
- : [2M-H]
Y
35
I . 35
- 863,2
] [M-120+H] «1s2 rann . o3 [M-120-H]
. & : [2M-+H] 2
s 3133 3973 20 3116
15 :
10 '864,4
5 2834 367{'2 535.0 5799 \8655 919,1 1
196,3 g 5911 640,1  772,4 850,7 ” . 533,5 5775
LECLC: Ry e RTINS W “H‘L ‘“l“ oy g e g K 203,8 283@312,7 4942 | [6003 6482 7517 8263 8651 95,1
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 L e e R e B A e T
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mz
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Isovitexin (Apigenin-6C-glucosid)

Systematischer Name: 6-B-D-Glucopyranosyl-5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4H-1-
benzopyran-4-on

Molekulargewicht:432 g/mol Summenformel: C,;H20010

Probenbezeichnung (Substanzmenge): PSEePr4 (1.6 mg), P1G (148 mg)

Spezifische Drehung [a]p™": 13 ( c= 0.61 EtOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 20.35 min

60,0
14.3
40,07 269.0 337.3
20,0
-10,0 T T T
200 300 400 500 595(nm)
F: + ¢ ESIsid=25,00 Full ms [100,00-1000,00] + F: - c ESlsid=25,00 Full ms [100,00-1000,00]
433,0 -
[M-+H] w14 [M-H]
95 95
90 %0
85 85
80 80
75 75
70 + 70
= [M+H-120] o
3 @
g 60 2 60
§
€ s 3133 2 55
5
2 50 3 50
4 o
s 45
5. 397,1 £ 45
& 337,2 § 40 J
35 35: [M-H-90]
30 30
25 - -
p = MH-1200 | (o [2M-H]
20
283,3
15 15
o 3117 863,0
864,1 10
5 t 919, 5 341,7 8641
o 1958 271.4| |1 || 454,8 591.0 7094 7530 8284 | | = 9944 3110 {342'6 4634 5895 G‘Zfﬁ 692.9 7935 |, 9173
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Tab.E12: NMR-Daten Vitexin und Isovitexin

Isovitexin Vitexin
8Ha (JHz) 8Ca’c 8C HMBC (H—>O) 8Hb (JHz)
2 163.5
3 6.77 s 102.8 2,4,4a, I’ 6.5s
4 182.0
4a 103.4
5-OH |13.54 s 160.7 4a,5,6
6 108.9 6.25s
7-OH 163.5
8 6.49 s 93.7 4a, 6,7, 8a
8a 156.2
1° 121.1
2°/6> [7.92d(8.8) 128.5 2. 4,6 7.92brs
3’/5> [6.92d(8.8) 116.0 1’,3,4, 8 6.90 d (8.8)
4’ 161.2
1” 4.57 d (9.8) 73.1 5,6,7,2,3” |5.03d(9.5)
2’ 4.03t(8.8) 70.2 n.d.
3” 3.18t(8.5) 81.6 3.621(9.8)
4’ 3.11t(9.1) 70.6 3 3.50t(9.1)
5” 3.15m 78.0 4 347 m
6,8 [3.67brd(11.1) 61.5 391 brd(11.1)
3.40dd (11.1,6.0) 3.77dd (11.1,5.7)

aaufgenommen in DMSO-d; K aufgenommen in CD;0D
fett(Direktkorrelation) 1, 4 nicht detektiert

‘erhalten aus HMBC-Spektrum

5-OH H-2/6° H-3‘/5‘U—1-3 H-8 ML
[
(ppm)
B 40
@ H-l”/(@Z” |
VHvc [
H-5/C4a g | L
B 8 ﬂ | H-1/C6 |
H-5/C6
‘. é@ [ 120
I
[] |-
H-8/C8a L
- A i H-1"°/C5 -
| n-s/cs @ I?H-S/(ﬁ wrver |
@ [
I T A B I ]
(Ppm) 12.0 10.0 8.0 6.0 4.0

Abb.E57: HMBC-Spektrum von Isovitexin (in DMSO-dy)
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Diglycoside

Die nachfolgenden Verbindungen konnten aus Vicia faba und Cucumis sativus isoliert
werden. Das Aglykon Apigenin ist in diesen Verbindungen mit Hexosen und Pentosen iiber
C-C-Bindungen derivatisiert. Die Stellung und die Art der Zucker konnte nicht immer

vollstdndig aufgeklirt werden.

Apigenindiglycoside aus Vicia faba

Aus dem ethanolischen Extrakt konnten {iber semipridparative HPLC vier Peaks mit
unterschiedlichen Retentionszeiten isoliert werden. Die Untersuchung per LC-MS ergab in
drei Fillen 564 und einmal 594 amu als Molekulargewicht. Anhand des Vergleichs der UV-
Spektren (Amax =270-274 nm und 334-337 nm) konnte geschlossen werden, dass es sich bei

allen Verbindungen um Apigenin-Derivate handelte.

Apigenin-6C-glucosyl-8C-arabinosid

Fiir die Verbindung P5SBdPr4 konnte per LC-MS ein Molekulargewicht von 564 amu ermittelt
werden. Im "H-NMR-Spektrum war das AA’BB’-System des B-Ringes sowie ein Singulett

, . bei 6.61 ppm (H-3) zu beobachten, woraus sich
Tab.E13: NMR-Daten Vergleich der Probe mit

Neoschaftosid das Aglykon als Apigenin-Derivat ableiten lief3.
ou" (P5BdPr4) On Bei negativer Ionisierung konnte eine
3 %
VH2) (Literatur*) Abspaltung von 90 bzw. 120 amu beobachtet
JHz
3 6.61 s (6H7; S werden, woraus sich gemdl den filir Vitexin und
2°/6° 7.94 d (8.8) 7.97 d (8.8) |Isovitexin erlduterten massenspektrometrischen
35 6.91d (8.8) 6.90 d (8.8) | Fragmentierungsmustern schlussfolgern lief,
;” ggz Ei Z G g;; trg > dass dié vorliegende Verbindung eine C-
3 4.06dd (4.4,32) |3.88m glycosylisch gebundene Hexose enthalten
4> 4.17 m 4.01 m musste.
57as  |3.88dd(12.0,5.7) [3.74m Der Vergleich mit dem Molekulargewicht
3.70dd (12.0, 5.0) |3.64 m ergibe flir den zweiten Zucker formal die
1’ 4.85d(9.5) 4.61d(9.8) o ,
27 4391 (9.5) 212 m Notwendigkeit emer Desoxypentose. Da
32 3.47t(8.8) 320 m Verbindungen mit einem solchen Zucker bisher
4 3.38m 3.11m in der Natur so gut wie gar nicht beschrieben
57 3.44m 3.15m wurden, wire eine C-glycosylisch gebundene
6>’A8 |4.08 m 3.68 m Pent tlich hrscheinlich Al
3.83 dd (12.0, 2.5) |3.40 m entose wesentlich wahrscheinlicher. s
“aufgenommen in CD;0D  * (Xie et al. 2003) mogliche  Verkniipfungspunkte fiir beide

erschienen C-6 bzw. C-8 als die mit Abstand
wahrscheinlichste Alternative. Mit diesen Informationen -Molekulargewicht, Apigenin als
Aglykon sowie zwei C-glycosylische Zucker- wurde eine Datenbanksuche, die als mogliche
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Ergebnisse

Treffer Schaftosid, Neoschaftosid und Isoschaftosid sowie weitere Isomere lieferte,
durchgefiihrt.

Die Interpretation des COSY-Spektrums ermoglichte, ausgehend von den beiden anomeren
Protonen, eine komplette Zuordnung aller Signale fiir beide Zucker. Die Analyse der
Kopplungskonstanten (H-1""" als Dublett, H-2’"” und H-3""" jeweils als Triplett, J jeweils 8-9
Hz) ergab, dass es sich bei dem an C-6 gebundenen Zucker um Glucose handeln musste, da
die entsprechenden Protonen jeweils eine axial-axiale Stellung zueinander aufweisen. Fiir den
zweiten C-glycosylisch gebundenen Zucker ergab ein Vergleich mit den zu erwartenden
Kopplungsmustern fiir Ribose, Xylose, Lyxose und Arabinose, dass es sich um letztere, in der
Furanoseform, handelte. In der Literatur wurde eine analoge Verbindung als Neoschaftosid
beschrieben (Xie et al. 2003), wihrend in diesem Fall die Arabinose in der Pyranoseform
vorlag. Die erarbeiteten Daten erlauben jedoch keine abschlieBende Strukturaufklarung der
Verbindung. Anhand der ausfiihrlich diskutierten Gesichtspunkte ist allerdings sehr
wahrscheinlich, dass es sich bei der Verbindung P5BdPr4 um Apigenin-6C-B-D-
glucopyranosyl-8 C-f-L-arabinofuranosid handelt.

Apigenin-6C-glucosyl-8C-arabinosid

Systematischer Name: 8-B-L-Arabinofuranosyl-6-p-D-glucopyranosyl-5,7-dihydroxy-2-(4-
hydroxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-on

Molekulargewicht: 564 g/mol Summenformel: C6H23014

Probenbezeichnung (Substanzmenge): PSBdPr4 (0.5 mg)

Spezifische Drehung [a]p”": -20.5 (¢=0.04 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 19.9 min
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Strukturaufklarung-Flavone

Isoschaftosid

Fiir die zweite Verbindung PSMW564A konnte ebenfalls ein Molekulargewicht von 564 amu
ermittelt werden. In diesem Fall waren auch Ionen zu beobachten, die jeweils ein Vielfaches
von 98 grofer als das eigentliche Molekulargewicht ausfielen. Diese Fragmente bei negativer
Ionisierung stellten Addukte des Molekiilions mit Phosphorsidure dar, wobei letztere als
Verunreinigung im Losungsmittelgemisch zu finden war.

Die Verbindung selbst zeigte im Massenspektrum ebenfalls eine Abspaltung von 120 bzw. 90
amu. Auf Grund der groBen Ahnlichkeit in den spektralen Daten wurde geschlossen, dass

Tab.E14: NMR-Daten-Vergleich der Probe mit auch diese Verbindung zwei glycosylisch
Isoschaftosid

S (PSMW564A) | o (Literatur) gebundene Zucker enthielt, bei denen es
Hp Hp sich wieder um ein Pentose und eine
PPSMW564A Isoschaftosid | Hexose handelte.
3 6.59 s 6.66 br s Zusammen mit dem COSY-Spektrum und
2361-’1 -7 99.d (7.3) ;?’9'24(18(8' y der Analyse der Kopplungskonstanten
3°/5° 6.92 d (8.8) 6.89 d (9.4) konnte einer der Zucker wie oben
Glucl” [5.05d(10.1) 4.81d (9.9) beschrieben als B-D-Glucose identifiziert
2” 4.08 brt (9.5) 3.89m werden. Auf Grund der im Falle von
i: ggg ‘;11(8'5) ggg 2 Vitexin  und  Isovitexin  ermittelten
57 347 m 327 m GesetzmiBigkeit fiir anomere Protonen an
6’ AB 3.94 br d (12.5) 3.74 m den Positionen 6 bzw. 8§ ergab sich, dass die
3.77dd (12.5,54) |3.52m Glucose an Position 8 mit dem Flavonoid
ZA’I;?blm 3(8)2 gr(tg'(89)5) jgé i(9'4) verknilipft war. Die Identifizierung des
3 3.63 d (7.6) 342 m zweiten Zuckers erwies sich zunichst als
4 3.93m 3.77m schwierig, da sich das entsprechende
5°am  |4.02brd (12.8) 3.79m anomere Proton unter dem Wassersignal
3.73brd (12.8) 3.57m verbarg. Eine Aufnahme des 'H-NMR-

“aufgenommen in CD;0D o
Spektrums bei einer Temperatur von 60° C

ermoglichte es, beide Signale zu trennen. Die nun zu erkennende groe Kopplungskonstante
von ~10 Hz sowie die Analyse der Kopplungsmuster fiir die iibrigen Protonen sprach fiir das
Vorliegen einer o-L-Arabinopyranose, so dass es sich bei der Verbindung um Isoschaftosid
handelte. Die angegebenen chemischen Verschiebungen waren auflerdem in

Ubereinstimmung mit der Literatur (Xie et al. 2003).
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Isoschaftosid (Apigenin-6C-arabinosyl-8C-glucosid)

Systematischer Name:6-a-L-Arabinopyranosyl-8-p-D-glucopyranosyl-5,7-dihydroxy-2-(4-
hydroxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-on

Molekulargewicht: 564 g/mol

Summenformel: Cy6H»5014

Probenbezeichnung (Substanzmenge): PSMW564A (4.4 mg)

Spezifische Drehung [a]p"": 18.05 (c=0,36 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 18.1 min
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Strukturaufklarung-Flavone

PSMWS564B (Apigenin-6C-xylosyl-8C-galactosid)

Das dritte Molekiil PSMW564B mit einer Molekiilmasse von 564 amu zeigte wiederum bei

negativer lonisierung Fragmentabspaltungen von 90 und 120 amu. Daher musste auch diese

Verbindung eine C-glycosylisch gebundene Hexose enthalten, so dass auch in diesem Fall in

analoger Weise zu den bereits vorher diskutierten Verbindungen nur eine C-glycosylisch

gebunden Pentose als zweiter Zucker in Frage kam.

Im 'H-NMR-Spektrum konnte erneut das AA’BB’-System und ein einzelnes Singulett bei

6.52 ppm (H-3) beobachtet werden, das auf ein Apigenin-Derivat als Aglykon hindeutete.

Tab.E15: NMR-Daten fir

PSMW564B
Ou” unz
3 6.55s
2°/6° 8.02 d (br s)
3’/5° 6.90d (8.5)
1” 4.97 d (9.8)
2 440 brs
3” 3.66 dd (9.2, 3.0)
4> 4.00 br s
5 3.74m
6”A/B 3.84 m
3. 76 m
1’ 4.90d (7.6)
2> 422brs
3 3.53t(9.3)
4 3.38 m
5’y |3.76m
4.05brd (12.3)

“aufgenommen in CD;0D

Die Signale fiir die Hexose zeigten allerdings ein von den
bisherigen Verbindungen abweichendes Aufspaltungsmuster.
Anstelle H-3” bzw. fir H-4"mit
Kopplungskonstanten von jeweils 8 - 9 Hz erschien ein
Dublett vom Dublett (9.2, 3.0 Hz) bzw. ein breites Singulett.
Dies wies darauf hin, dass H-3’ axial und H-4"’ dquatorial

von Tripletts fiir

standen und es sich somit um eine Galactose handeln musste.
Fiir den zweiten Zucker war wegen Signaliiberlappungen eine
eindeutige Zuordnung nicht mdglich, wobei die Analyse der
Kopplungsmuster der detektierbaren Signale Xylose als die
wahrscheinlichste Alternative erscheinen lie3. Allerdings ergab
auch ein Vergleich mit Literaturdaten fiir Flavonoidxyloside
keinen weiteren Aufschluss, da es sich durchweg um
Publikationen handelte, bei denen die Signale flir Protonen H-2
— H-5 wenn iiberhaupt lediglich als Multipletts berichtet
wurden. Das anomere Proton der Galactose war im Vergleich
zu dem der Pentose tieffeldverschoben, so dass erstere sich an

Position 8 befinden musste. Die Verbindung P5SMW564B

wurde mit groBer Wahrscheinlichkeit als Apigenin-6C-xylosyl-8C-galactosid identifiziert.
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PSMW564B (Apigenin-6C-xylosyl-8C-galactosid)

Molekulargewicht: 564 g/mol

Summenformel; Cy6H»5014

Probenbezeichnung (Substanzmenge): PSMW564B (2.3 mg)

Spezifische Drehung [a]p"": 15.0 (¢c=0,26 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 18.6 min
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Strukturaufklarung-Flavone

P5SMW594 (Apigenin-6.8 C -dihexosid)

Das letzte Diglycosid PSMW594, das aus Vicia faba isoliert werden konnte, zeigte im
Massenspektrum eine sukzessive Abspaltung von zwei Fragmenten der Masse 120 amu, so
dass in diesem Fall zwei Hexosen C-glycosylisch gebunden sein mussten. Im 'H-NMR-
Spektrum konnten lediglich die Signale des Aglykons (H-3, 5-OH, H-2°/6’ und H-3°/5")
zugeordnet werden, wohingegen beide anomeren Protonen nicht beobachtet werden konnten.
Dies konnte darin begriindet liegen, dass beide vom Wassersignal verdeckt wurden. Das ESI-
Fragmentmuster des Molekiils entsprach jedoch dem eines Apigenin-6,8-di-C-hexosids,
beispielsweise dem in der Literatur beschriebenen Vicenin-2 (=6,8-Di-C-S-D-glucopyranosyl-
apigenin) (Caristi et al. 2003).

Tab.E16: NMR-Daten-Vergleich der Probe mit

Vicenin-2
ou” du (Literatur)
(PSMW594) (JHZ)
(JHz)
P5SMW594 Vicenin-2
3 6.50 s 6,41 s
5-OH [13.69 s 13,68 s

2°/6° |7.85d(8.2) 7,90 d (8.7)
3°/5° |6.85d(8.5) 6,85 d (8.7)
1’ |nd. 4,82 d (9.6)

1 n.d. 4,62 d (9.8)
‘aufgenommen in DMSO-ds , n.d.nicht detektierbar
Literatur: Caristi et al. 2003
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PSMW594 (Apigenin-6,8C-dihexosid)

Molekulargewicht: 594 g/mol

Summenformel: C27H30015

Probenbezeichnung (Substanzmenge): PSMW594 (2.3 mg)

Spezifische Drehung [a]p™": 1.7 (¢c=0.25 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 17.1 min
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Strukturaufklarung-Flavone

Apigenindiglycoside aus Cucumis sativus

GD2WHLPr1 (Apigenin-6C-dihexosid)

Aus Cucumis sativus konnte ein Diglycosid des Apigenins isoliert werden. Das
Massenspektrum lieferte ein Molekulargewicht von 594 amu, von dem ausgehend die
Abspaltung von 162 amu und 120 amu zu beobachten war. Dies wies auf das Vorhandensein
von zwei Hexosen hin, von denen die eine O-glycosidisch und die andere C-glycosylisch
gebunden war. Diese Interpretation wurde dadurch bestétigt, dass im aromatischen Bereich
des 'H-NMR-Spektrums insgesamt zwei Singuletts fiir die drei moglichen Positionen H-3, H-
6 und H-8 beobachtet wurden, deren genaue Zuordnung jedoch nicht moglich war.

Im '"H-NMR-Spektrum konnten die Signale fiir das AA’BB’-System des B-Ringes
beobachtet werden, deren chemische Verschiebung im Vergleich mit Isovitexin/Vitexin und
nachfolgenden 4’-glycosylierten Verbindungen den ersteren entsprach, so dass beide Zucker
am A-Ring verkniipft waren.

Eine Substitution der O-glycosidischen Hexose an Position 5-OH bzw. 7-OH konnte jedoch
ebenfalls ausgeschlossen werden, da in diesem Fall eine chemische Verschiebung fiir das
zugehorige anomere Proton im Bereich von 5.0 ppm zu erwarten wére. Somit blieb als letzte
Moglichkeit eine direkte Verkniipfung des O-glycosidischen mit dem C-glycosylischen
Zucker. Diese Uberlegung wiederum erlaubte die Zuordnung des Signals bei 4.41 ppm zu H-
3, da nur im Falle einer 7-O-Glycosidierung H-6 bzw. H-8 tieffeld von H-3 erscheinen
wiirden. Leider lieB die zur Verfligung stehende Substanzmenge keine weitergehenden, d.h.
2D-NMR Untersuchungen zu. Jedoch erlauben die bereits vorliegenden Daten den Schluss,
dass es sich bei Verbindung GD2WHLPr1 um ein Apigenin-6 oder -8C-glycosid handelt, das
an der C-glycosylisch gebundenen Hexose eine weitere O-glycosidische trdgt. Auch ein
Vergleich mit den Literaturdaten von Flavosativasid, einem Vitexin-2’’-O-B-D-

Glucopyranosid, lie keine eindeutige Zuordnung fiir H-6 bzw. H-8 zu (Tomczyk et al. 2002).

Tab.E17: NMR-Daten fir

GD2WHLPr1
ou”
(JHz)
3 6.41s
8 6.20 br s

2°/6> [7.78 d (8.8)

3’/5° 16.87d(8.8)

17 4.89

1’ 14.39d(7.6)

“aufgenommen in CD;0D
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GD2WHLPr1 (Apigenin-6C-dihexosid)

Molekulargewicht: 594 g/mol

Summenformel: C27H30015

Probenbezeichnung (Substanzmenge): GD2WHLPr1 (1 mg)

Spezifische Drehung [a]p"": -10.6 (c= 0.04 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient-semi): 12,08min
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Strukturaufklarung-Flavone

Triglycoside

Apigenintriglycoside aus Cucumis sativus

GD2WHHPr1 und —Pr2 (Apigenin- und Chrysoeriol-4’O-6C-X-trihexosid)

Aus Cucumis sativus konnten neben dem eben beschriebenen Diglycosid auch Triglycoside
isoliert werden. Die beiden letzteren unterschieden sich von GD2WHLPrl durch einen
Unterschied von 162 und 192 (162+30) im Molekulargewicht. Die beiden Verbindungen
konnten in geringer Menge als Reinsubstanzen erhalten werden, zur Analyse mittels NMR
stand jedoch nur ein Substanzgemisch zur Verfiigung.

Da in den NMR-Spektren fiir die insgesamt sechs anomeren Protonen der beiden Triglycoside
lediglich drei getrennte Signale zu beobachten waren, muss angenommen werden, dass es auf
Grund der starken strukturellen Ubereinstimmung zu Uberlagerungen der Signale kam. Die
genaue Analyse beider erhaltenen NMR-Spektren ergab, dass sich beide Verbindungen
offensichtlich lediglich im Substitutionsmuster des B-Ringes unterschieden. In einem Fall lag
eine 4’-Hydroxy-, im anderen Fall eine 4’-Hydroxy-3’-Methoxy-Substitution vor. Letztere
konnte durch ein nOe zwischen der Methoxyfunktion und H-2 festgelegt werden.

Die UV-Spektren beider Verbindungen wiesen jeweils hypsochrome Verschiebungen der 1.
Bande gegeniiber der des Apigenins bzw. des Luteolins auf. Dies kann dadurch zustande
kommen, dass Position 4’ derivatisiert vorliegt (Mabry et al. 1970). Fiir beide Verbindungen
konnte im ROESY-Spektrum jeweils eine Korrelation zwischen dem anomeren Proton einer
O-glycosidisch gebundenen Hexose und H-3’/5” bzw. H-5" gefunden werden.

Eine zweite C-glycosylisch gebundene Hexose konnte fiir beide Verbindungen an Position 6
lokalisiert werden. Dies ergibt sich einerseits aus den charakteristischen chemischen
Verschiebungen fiir H-1"" und H-2’"" wie sie bereits mehrfach diskutiert wurden. Zudem
waren HMBC-Korrelationen zu zwei phenolische Sauerstofffunktionen tragenden C-Atomen
im Bereich von 160 ppm zu beobachten. Die Positionierung des C-Glycosyls an C-6 bzw. C-8
konnte jedoch nur mit Hilfe eines Vergleichs mit Literaturdaten bewerkstelligt werden. Fiir
Vitexin- bzw. Orientin-Derivate wurden chemische Verschiebungen von 98-99 ppm fiir C-6
und 103-104 ppm fiir C-8 berichtet, wihrend die entsprechenden Werte flir Isovitexin- bzw.
Isoorientin-Derivate bei 107-109 ppm und 93-94 ppm lagen (Kim, Jin Hwa et al. 2005;
Kumarasamy et al. 2004; Ohkawa et al. 1998; Zou et al. 2005). Fiir die vorliegenden
Verbindungen wurde ein Wert von 106 bzw. 109.0 ppm beobachtet, so dass es sich um C-6-
Glycosyle handeln sollte. Die Positionierung des dritten Zucker lieB sich nicht eindeutig
ermitteln, da die entsprechenden anomeren Protonen keine HMBC-Korrelationen zeigten.
Jedoch spricht die Analyse der Massenspektren (Verlust von 162, gefolgt von 120 amu, sowie
Verlust von 162 gefolgt von 162 und 120 amu) dafiir, dass sich die dritte O-glycosidisch
gebundene Hexose an dem C-Glycosyl befinden muss. Eine eindeutige Festlegung der
Strukturen war anhand der vorliegenden NMR-Daten jedoch nicht moglich, da zum einen auf
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Grund der geringen Substanzmengen wichtige Korrelationen nicht beobachtet wurden und da
zum anderen auf Grund der vielfiltigen Signaliiberlappung die genaue Zuordnung der

Kreuzsignale zu einer der beiden Verbindungen im Gemisch zum Teil nicht moglich war.

GD2WHHPr1 (Apigenin-4’0,6C-X-trihexosid)

Molekulargewicht: 756 g/mol Summenformel: C33H40020

Probenbezeichnung (Substanzmenge): GD2WHHPr1 (1.2 mg)

Spezifische Drehung [a]p": -17.86 (c=0.1 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient-semi): 10.25 min
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Strukturaufklarung-Flavone

GD2WHHPr2 (Chrysoeriol-4’0,6C-X-trihexosid)

mwz

Molekulargewicht: 786 g/mol Summenformel: C34H4,05;
Probenbezeichnung (Substanzmenge): GD2WHHPr2 (3.5 mg)
. 20
Spezifische Drehung [a]p™". -39.29 (¢=0.03 MeOH)
Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient-semi): 10.53 min
UV — Spektrum OCH,
60,0 OHex""
] 2174
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40,0 HO 0.
20,0
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70 ZZ
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<
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Tab.E18: NMR-Daten der Triglycoside

Apigenin-trihexosid Chrysoeriol-trihexosid

ou’ &’ dc on” &c” dc

(JHz) HMBC (H-C) (JHz) HMBC (H-C)
2 164.9
3 6.66 s 2,4,4a,6,1’ |6.69s 2,4a, 1,
4 184.1
4a 104.6 104.6
5-OH
6 106.4 109.1
7-OH 164.0
8 6.47 s 4a, 6, 8a 6.47 s 4a, 6, 8a
8a 158.7 158.7
3’0OCH; 3.95 s (3H) 3
1 125.9 126.8
2’ 7.94d(8.8)[129.1 |2,2°,4°,6> |7.52d(1.6) 111.8 |2,2°, 4,6’
3 7.23d(8.8)|117.8 |1°,3°, 4,5 151.4
4 161.8 151.8
5 7.23d(8.8)[117.8 7.30d (8.8) 1,4
6’ 7.94 d (8.8)[129.1 7.59brd(8.5) |121.4 (2,2’ 4
1” 5.03d(7.3) 6 4.94d(9.1) 6
1> 4.39d(7.3) 4.39d(7.3)
1 4.94d(9.1) 4’ 5.03d(7.3) 4’

“aufgenommen in CD;0D ‘erhalten aus HMBC-Spektrum fett (C'rektkorrelationem
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Strukturaufkldrung-Flavonole

3.5.1.3.Flavonole und Derivate

Als Verbindungen vom Flavonoltyp konnten Derivate des Kidmpferols, Quercetins und
Myricetins isoliert werden. Im Folgenden werden die Strukturen nach der Anzahl ihrer OH-
Gruppen im B-Ring besprochen.

Kampferol-Derivate

Kémpferol

Kéampferol konnte als gelblicher Niederschlag in 30% wéssrigem Methanol erhalten werden.
Das UV-Spektrum wies zwei Maxima bei 265 nm und 366 nm auf, welche fiir Flavonole
charakteristisch sind. Zudem konnte ein Molekulargewicht von 286 amu bestimmt werden.

Im '"H-NMR-Spektrum der Verbindung war das AA’BB’-System des B-Rings, wie es bereits
fiir die Apigenin-Derivate beschrieben wurde, zu beobachten. H-6 bzw. H-8 konnten jeweils
als Dubletts bei 6.17 ppm bzw. 6.39 ppm detektiert werden, wobei beide eine
Kopplungskonstante von 1.9 Hz aufwiesen, welche ihre meta-Stellung bestdtigte. Zudem
waren die erhaltenen Daten in Ubereinstimmung mit der Literatur (Budzianowski 1990).

Kiampferol (3,4',5,7-Tetrahydroxyflavon)

Systematischer Name: 3,5,7-Trihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-on

Molekulargewicht: 286 g/mol Summenformel: C;5H0Os

Probenbezeichnung (Substanzmenge): P7EhR (3.5 mg)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 26.94 min
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g $ s
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10 10 . 668.7
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Astragalin

Die folgende Verbindung zeigte im UV-Spektrum Maxima bei 265.6 nm und 348.2 nm und
somit gegeniiber dem UV-Spektrum des Kdmpferols (265.6 nm, 365.8 nm) eine hypsochrome
Verschiebung der ersten Bande um 17.6 nm. Eine derartige Verschiebung wurde in der
Literatur fiir Flavonol-3-O-glycoside beschrieben (Mabry et al. 1970).

Die Verbindung wies ein Molekulargewicht von 448 amu auf. Auflerdem konnte im
Massenspektrum sowohl bei positiver als auch bei negativer Ionisierung die Abspaltung einer
O-glycosidisch gebundenen Hexose beobachtet werden.

Das 'H-NMR-Spektrum zeigte die gleichen Signalgruppen wie das bereits beschriebene
Kéampferol, jedoch war zusétzlich ein anomeres Proton bei 5.25 ppm mit einer
Kopplungskonstanten von 7.6 Hz, die eine axial-axiale Stellung zu H-2’’ bestétigte, zu
detektieren. Auf Grund der Tatsache, dass H-2’’ und H-3"" als Tripletts mit jeweils einer
grofBen Kopplungskonstanten (9.5 bzw. 8.8 Hz) zu beobachten waren, standen auch H-2"" und
H-3 bzw. H-3"’ und H-4" axial-axial zueinander. H-4> selbst befand sich unter dem
Losungsmittelsignal, daher konnte fiir dieses Proton kein Aufspaltungsmuster detektiert
werden. H-5"" und H-6,8"" erschienen als Multiplett bzw. als Dublett vom Dublett mit einer
groflen geminalen Kopplung und einer kleineren Kopplung zu H-5’, so dass es sich bei der
Hexose um ein B-D-Glucose handelte. Somit konnte die Verbindung als Astragalin
identifiziert werden.

Astragalin konnte im Rahmen dieser Arbeit aus Phaseolus vulgaris var. vulgaris und var.

nanus isoliert werden.
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Strukturaufkldrung-Flavonole

Astragalin (Kédmpferol-30-glucosid)

Systematischer Name: 3-O-B-D-Glucopyranosyl- 3,5,7-trihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4H-1-
benzopyran-4-on

Molekulargewicht: 448 g/mol Summenformel: C,;H»0013

Probenbezeichnung (Substanzmenge): P7EeRP55 (1.4 mg), P8EePr3 (1.7 mg), PSEfPr8 (0.3
mg)

Spezifische Drehung [a]p™": -9.9 (¢ = 0.16 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 23.09 min
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Nicotiflorin

Diese Verbindung aus dem Vicia faba -Extrakt wies ein dem Astragalin dhnliches UV-
Spektrum auf. Im Massenspektrum konnte ein Molekulargewicht von 594 amu ermittelt
werden, wobei das Fragmentmuster eine schrittweise Abspaltung von 146 und 162 amu
aufwies, d.h. an der Struktur sowohl eine Desoxyhexose als auch eine Hexose beteiligt waren.
Das 'H-NMR-Spektrum zeigte die charakteristischen Signale fiir das AA’BB’-System des B-
Ringes wie auch fiir die beiden meta-koppelnden Protonen H-6 und H-8. Daneben waren zwei
weitere Dubletts bei 5.12 ppm und 4.51 ppm zu beobachten, die beide jeweils Signale
anomerer Protonen darstellten. Wéhrend das erste Signal eine gro3e Kopplungskonstante von
6.9 Hz aufwies und bei Auswertung des COSY- und '"H-NMR-Spektrums zudem das bereits

mehrfach beschriebene Aufspaltungsmuster einer 3-D-Glucose nachgewiesen werden konnte,
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besall das zweite anomere Proton eine kleine Kopplungskonstante von 1.3 Hz, die eine axial-
dquatoriale Stellung zu H-2’"" anzeigte. H-2""" (6 3.62) und H-3""" (5 3.52) erschienen jeweils
als Dublett vom Dublett mit zwei kleinen Kopplungskonstanten (3.2 und 1.9 Hz) bzw. mit
einer groflen und einer kleinen Kopplungskonstanten (9.5 und 3.2 Hz), die zeigten, dass auch
H-2"" und H-3""" nicht axial-axial zueinander standen. Eine axial-axiale Stellung von H-4"’
sowohl zu H-3""" als auch zu H-5""" wurde dagegen durch das Triplett bei 3.27 ppm mit einer
Kopplungskonstanten von 6.3 Hz bestitigt. Wahrend H-5""" als Multiplett bei 3.44 ppm zu
beobachten war, konnte die Methylgruppe als Dublett bei 1.12 ppm detektiert werden. Das so
beschriebene Aufspaltungsmuster ist charakteristisch fiir eine o-L-Rhamnose. Durch
Vergleich mit einem autenthischen Standard konnte die Verbindung eindeutig als Kémpferol-
3-O-rutinosid (Nicotiflorin) identifiziert werden, zudem waren die FErgebnisse in

Ubereinstimmung mit der Literatur (Kazuma et al. 2003).

Nicotiflorin (Kdmpferol-3O-rutinosid)

Systematischer Name: 3-O-[a-L-Rhamnopyranosyl-(1—6)--D-glucopyranosyl]-3,5,7-
trihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-on

Molekulargewicht: 594 g/mol Summenformel: C27H30015

Probenbezeichnung (Substanzmenge): PSEdPr5 (0.6 mg)

Spezifische Drehung [a]p”": 15.75 (¢ = 0.1 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 22.41 min
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Strukturaufkldrung-Flavonole

Kimpferol-30-sophorotriosid

Ein weiteres Kémpferol-Derivat konnte aus dem Extrakt von Pisum sativum isoliert werden.
Die Verbindung wies ein UV-Spektrum auf, das groBe Ahnlichkeit zu denen von Astragalin
und Nicotiflorin  zeigte. Das Molekulargewicht von 772 amu sowie das
Fragmentierungsmuster bei positiver lonisierung zeigten an, dass die Verbindung insgesamt
drei Hexosen enthalten musste.

Im "H-NMR waren das AA’BB’-System des B-Ringes und die meta-koppelnden Protonen des
A-Ringes zu beobachten. Zusitzlich konnten drei Dubletts bei 5.55 ppm, 4.78 ppm bzw. 4.67
ppm fiir anomere Protonen mit einer Kopplungskonstanten von jeweils 7-8 Hz gefunden
werden. Im Bereich zwischen 3.0 und 4.0 ppm kamen {iiberlappende Signalgruppen hinzu.
Eine Literaturrecherche ergab, dass fiir Pisum sativum unter anderem ein Kémpferol-30-
sophorotriosid, ein Kidmpferol-30-B-D-Glucopyranosyl-(1—2)-B-D-glucopyranosyl-(1—2)-
B-D-glucopyranosid, bereits beschrieben wurde (Ferreres et al. 1995). Auf Grund der starken
Signaliiberlappung erwies sich die genaue Zuordnung aller Protonen der drei Zucker als
duBerst schwierig, jedoch konnte mit Hilfe des COSY-Spektrums fiir jeden Zucker zumindest
die Lage des jeweiligen H-2 ermittelt werden (H-2"", 6 3.13; H-2"’, § 3.06; H-2"""", § 2.84).

H1' H12H1® i

\| I_L i ) __;'Lll'i'_ﬁl,livi‘hm;!__

-

Abb.ES8: 1H-1H-COSY- und ROESY-Spektrum (mit Korrelationen) von Kémpferol-30-
sophorotriosid

Das HMBC — Spektrum ermdglichte es die Verkniipfung der Zucker untereinander abzuleiten.
H-1"" (8 5.55) zeigte ein Kreuzsignal zu C-3 (8 134.9), wihrend iiber Direktkorrelationen die
chemische Verschiebung der beiden iibrigen anomeren Protonen C 1°”° (104.2 ppm) und C-
1>’ (106.2 ppm) ermittelt werden konnten. Von H-2"’ bzw. H-2’’" konnten jeweils

Kreuzsignale zu C-1">" bzw. C-1"""" beobachtet werden, die belegten, dass die restlichen
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beiden Hexosen jeweils O-glycosidisch gebunden sein mussten. Die Identitit der einzelnen
Zucker lieB sich anhand der C-NMR-Daten bestitigen, ohne dass eine genaue Zuordnung
der einzelnen Signale notwendig war. Literaturangaben fiir f-D-Glucopyranoside umfassen
Signale bei 77.3 (2x C-3, C-5), 74.6 (C-2), 71.2 (C-4) sowie 62.4 ppm (C-6) (Kalinoswski et
al. 1984). Die vorliegende Verbindung zeigte die Signalcluster (herrithrend von 3 identischen
Zuckern), so dass das Vorliegen anderer Zucker mit an Sicherheit grenzender
Wabhrscheinlichkeit ausgeschlossen werden konnte.

|
H1 H1® . H1Hzl H2*
JU l_n PR = ____:‘-.‘JAL_,_M_v.'-i’.’.':_i\'tti.l._,.lﬁL____u.i-%-“'-‘?u ILA...
i ' L
4
g Bo '
i d
i
£
=
s t 3
!
?
c8 ﬂ!
C6
c1'
1o | g
C12 ! { &
c1d 1 Q 0
i

Abb.ES9: HMBC-Spektrum von Kédmpferol-3O-sophorotriosid
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Kimpferol-30-sophorotriosid

Systematischer Name: 30-[B-D-Glucopyranosyl-(1—2)- B -D-glucopyranosyl-(1—2)-  -D-
glucopyranosyl]-3,5,7-trihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4H-1-
benzopyran-4-on

Molekulargewicht: 772 g/mol Summenformel: C33H4002;

Probenbezeichnung (Substanzmenge): P6BdPr3 (6.4 mg)

Spezifische Drehung [a]p": -20.7 (¢ = 0.37 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 19.63 min
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Kimpferol-30-glucosyl-70-rhamnosid

Die nachfolgende Verbindung wurde ebenfalls aus Vicia faba isoliert. Genau wie Kédmpferol-
3O-rutinosid wies sie ein Molekulargewicht von 594 amu und ein UV-Maximum bei ca. 345 -
350 nm auf. Jedoch unterschieden sich beide Verbindungen in ihrer Retentionszeit sowie der
Intensitét der Fragmente bei positiver lonisierung in der Massenspektrometrie.

Durch Interpretation der 'H-NMR- und COSY-Spektren konnte zum einen eine o-L-
Rhamnose und eine B-D-Glucose nachgewiesen werden. Die Position der beiden Zucker
konnte mit Hilfe des ROESY-Experimentes festgestellt werden. Entscheidend hierflir waren
die Kreuzsignale zwischen dem anomeren Proton der Rhamnose bei 5.56 ppm und H-8 sowie

zwischen dem anomeren Proton der Glucose und H-2’/6°. Damit handelte es sich um ein
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Kéampferol-30-glucosyl-70-rhamnosid. Die experimentell ermittelten Daten waren zudem in

Ubereinstimmung mit der Literatur (Inigo et al. 1988).

1R

Abb.E60: Roesy-Spektrum von Kampferol-30-glucosyl-70-rhamnosid

Kimpferol-30-glucosyl-70-rhamnosid

Systematischer Name: 30-B-D-Glucopyranosyl, 70-a-L-rhamnopyranosyl-3,5,7-trihydroxy-2-
(4-hydroxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-on

Molekulargewicht: 594 g/mol

Summenformel: C27H30015

Probenbezeichnung (Substanzmenge): PSEcPr4 (0.2 mg), PSEdPr4 (1.5 mg)

Spezifische Drehung [a]p": -11.8 (¢ = 0.19 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 20.8 min
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Strukturaufkldrung-Flavonole

PSMW?772 (Kiampferol-/Quercetin-3.4° O-triglycosid)

In dieser Fraktion konnten aus dem Vicia faba — Extrakt zwei weitere Flavonole erhalten
werden, wobei beide unter Standardbedingungen koeluierten und mit den zur Verfligung
stechenden chromatographischen Methoden nicht aufgetrennt werden konnten. Das
Massenspektrum lieferte ein Molekulargewicht von jeweils 772 amu, zudem zeigten die
Fragmentierungsmuster einerseits die schrittweise Abspaltung dreier O-glycosidisch
gebundener Hexosen und somit Kédmpferol als Aglykon, sowie fiir die zweite Verbindung die
Abspaltung zweier O-glycosidisch gebundener Hexosen und einer O-glycosidisch
gebundenen Desoxyhexose und somit Quercetin als Aglykon. Das UV-Spektrum zeigte ein
UV-Maximum bei 345 nm, so dass zumindest eine der beiden Verbindungen eine
Glycosidierung an 3 — Position aufweisen musste.

Im '"H-NMR - Spektrum wurde bestitigt, dass es sich um ein Gemisch zweier Verbindungen
handelte. Es konnte sowohl das AA’BB’-System eines Kdmpferols als auch das ABC-System
eines Quercetins identifiziert werden. Die meta-koppelnden Protonen H-8 und H-6 wurden
sowohl fiir das Kdmpferol-Derivat als auch fiir das Quercetin-Derivat bei jeweils 6.27 ppm

und 6.11 ppm beobachtet.

Tab.E20:NMR-Daten fiir Probe PSMW772

on” on”
(JHz) (JHz)
Kémpferol-Deriv. |Quercetin-Deriv.
6 6.11d(2.2) 6.11d(2.2)
8 6.27d(1.9) 6.27d(1.9)
2’ 8.11d(9.2) 7.78 d (1.9)
3 7.19d(9.1)
5 7.19d (9.1) 7.26 d (8.8)

6’ 8.11d(9.2) 7.63 dd (8.5, 2.2)

*  [5.17d(1.6)* 5.10d (7.3)*

' |5.08d(7.9)* 5.06 d (7.6)*

1 5.00 d (7.3)* 455d(1.6)

6’ 1.11 d (6.3, 3H)

“aufgenommen in CD;0D * austauschbar

Im Falle des Kdmpferol-Derivates zeigte ein Vergleich der chemischen Verschiebungen mit
denen des Aglykons, dass lediglich das Signal fiir H-3°/5" (6 7.19) im tieferen Feld detektiert
wurde. Auf Grund dieser Informationen - UV-Spektrum und chemische Verschiebung der
Signale - musste es sich um ein Kdmpferol handeln, das an 3- und 4’- Position O-glycosidisch

derivatisiert vorlag. Die Position des Diglycosids blieb jedoch offen.
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Ein analoger Vergleich des Quercetin-Derivates mit Quercetin-4’-O-glucosid (Fossen et al.
1998) zeigte, dass auch in diesem Fall eine Glycosidierung an 4’- Position vorliegen musste.
Auf Grund der chemischen Verschiebung eines anomeren Protons von 4.55 ppm mit einer
kleinen Kopplungskonstanten (1.5 Hz) und einem Methyldublett bei 1.11 ppm handelte es
sich bei der Desoxyhexose sehr wahrscheinlich um eine a-L-Rhamnose, die liber eine Hexose
mit dem Flavonoid verbunden war. Auch in diesem Fall konnte die Position des Diglycosids
nicht ndher bestimmt werden.

Somit handelte es sich bei den beiden vorliegenden Verbindungen um ein Kédmpferol- bzw.
Quercetin-3,4’-O-dihexosid, das zusitzlich eine weitere Hexose bzw. Desoxyhexose O-

glycosidisch an einem der beiden Zucker trug.

PSMW772

Molekulargewicht: 772 g/mol Summenformel: C33H4002;

Probenbezeichnung (Substanzmenge): PSMW772 (1.1 mg)

Spezifische Drehung [a]p™": -15.0 (c=0.11 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 19.3 min
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Strukturaufkldrung-Flavonole

Quercetin-Derivate

Insgesamt konnten 5 Verbindungen vom Quercetintyp aus verschiedenen Quellen isoliert

werden.

Quercetin

Quercetin als Aglykon wurde aus Vigna angularis isoliert. Das UV- Spektrum wies ein
Maximum bei 370 nm auf, welches eindeutig einem Flavonol entsprach. Das
Molekulargewicht wurde mit 302 amu bestimmt und die '"H-NMR — Daten zeigten sowohl die
meta-koppelnden Protonen des A-Ringes als auch das ABC-System des B-Ringes. Die
erhaltenen NMR-Daten zeigten eine gute Ubereinstimmung mit einem authentischen Standard

sowie mit Literaturdaten (Shen et al. 1993).

Quercetin (3,3',4',5,7-Pentahydroxyflavon)

Systematischer Name: 2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-4H-1-benzopyran-4-on

Molekulargewicht: 302 g/mol Summenformel: C;5H;007

Probenbezeichnung (Substanzmenge): P2Ei6 (3.6 mg)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 24.78 min
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OH O

- LI e o ML e o L e L e e e e e e LA B e e
10, T T T T

200 300 400 500 595(nm)
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o5 o5 -

+ <— [M-H]
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Isoquercitrin

Die Verbindung besal} ein UV-Spektrum mit einem UV-Maximum bei 356.7 nm, was eine
hypsochrome Verschiebung der 1.Bande gegeniiber dem Aglykon Quercetin bedeutete. Diese
Verschiebung wird, wie bereits fiir die Kdmpferol-Derivate diskutiert, fiir 3-OH substituierte
Verbindungen beschrieben (Mabry et al. 1970). Im Massenspektrum waren die Abspaltung
einer Hexose sowie das Aglykon mit 303 amu bei positiver lonisierung zu verzeichnen. Im
aromatischen Bereich des 'H-NMR-Spektrums wurde das ABC-System des B-Ringes
beobachtet, daneben waren die meta-koppelnden Protonen des A-Ringes zu sehen. Das
anomere Proton des Zuckers (5.25 ppm) wies eine Kopplungskonstante von 7.6 Hz auf. Die
Interpretation der COSY-Spektren zeigte das typische Aufspaltungsmuster einer B-D-
Glucose, wie es bereits mehrfach beschrieben wurde. Die Verkniipfung des Zuckers an
Position 3 wurde durch das HMBC-Spektrum bestdtigt. Das anomere Proton wies eine
Korrelation mit einem Signal bei 135.7 ppm auf, welches C-3 zuzuordnen war. Es handelte
sich daher bei dieser Verbindung um Quercetin-30-glucosid (Isoquercitrin).

Isoquercitrin (Quercetin-30-glucosid)

Systematischer Name: 2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-30-B-D-glucopyranosyl-3,5,7-trihydroxy-4H-
1-benzopyran-4-on

Molekulargewicht: 464 g/mol Summenformel: C,;H»0012

Probenbezeichnung (Substanzmenge): PSEfPr7 (1.2 mg), GD2Wk (2.2 mg)

Spezifische Drehung [a]p": -20 (¢ = 0.05 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 21.59 min

UV — Spektrum
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206.5
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i — [M+HI" .
E:’: 3] [2M-HI
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: l - IM-Hex-HI
| o - L s ot wm el \MT b g el ‘




Strukturaufkldrung-Flavonole

Isorhamnetin-30O-glucosid

Die Verbindung wies ein dem Isoquercitrin dhnliches UV-Spektrum mit einem Maximum bei
355 nm auf. Sie besa3 jedoch ein Molekulargewicht von 478 amu, wobei im Massenspektrum
zum einen die Abspaltung einer Hexose, zum anderen der Verlust von 30 amu beobachtet
wurde, welcher fiir eine Methoxygruppe charakteristisch ist.

Im '"H-NMR-Spektrum traten das ABC-System des B-Ringes und die meta-koppelnden
Protonen des A-Ringes sowie ein anomeres Proton bei 5.30 ppm auf. Letzteres konnte mit
Hilfe des COSY-Spektrums einer B-D-Glucose zugeordnet werden. Das Vorliegen einer
Methoxyfunktion wurde durch ein Singulett bei 3.93 ppm bestétigt, wahrend ihre Position an
C-3’ sowohl durch die Tieffeldverschiebung von H-2’ als auch durch ein nOe-Experiment
bestimmt wurde. Zudem lieferte ein Vergleich mit Literaturdaten (Lu et al. 2000) gute
Ubereinstimmungen. Es handelte sich somit um Isorhamnetin-30-glucosid.

Isorhamnetin—30O-glucosid (30-glucosyl-3,4',5,7-tetrahydroxy-3'-methoxyflavon)

Systematischer Name: 3-O-B-D-Glucopyranosyl-3,5,7-trihydroxy-2-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-on

Molekulargewicht: 478 g/mol Summenformel: C;,H2,012

Probenbezeichnung (Substanzmenge): GD2WIPr2 (1 mg)

Spezifische Drehung [a]p"": -14.5 (¢ = 0.03 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 22.5 min
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Rutin

Das UV-Spektrum der Verbindung wies die bereits aus den beiden vorherigen Substanzen
bekannten Maxima eines Flavonol-Derivates auf. Im Massenspektrum war bei positiver
Ionisierung die Abspaltung einer Desoxyhexose, gefolgt von einer Hexose zu beobachten.

Das 'H-NMR-Spektrum zeigte neben dem ABC-System des B-Ringes und den meta-
koppelnden Protonen des A-Ringes zwei anomere Protonen bei 5.10 ppm und 4.51 ppm,
wobei erstere als Dublett mit einer Kopplungskonstanten von 7.6 Hz erschien, wéahrend das
zweite Signal ein breites Singulett darstellte. Die Identitit der Zucker konnte durch
Interpretation der COSY-Spektren bestimmt werden und lieferte ein wie bereits im Falle des
Kimpferol-3-O-rutinosids bzw. Kimpferol-30-glucosyl-70-rhamnosids  beschriebenes
Aufspaltungsmuster. Die Verkniipfung der beiden Zucker wurde mit Hilfe des HMBC-
Spektrums bestimmt, wobei Kreuzsignale zwischen H-1"" (5.10 ppm) und C-3 (135.6 ppm)
sowie zwischen H-6""5p5 (3.80 bzw. 3.38 ppm) und C-1""" (102.0 ppm) und umgekehrt
zwischen H-1"""(4.51 ppm) und H-6"" (68.6 ppm) beobachtet wurden, so dass es sich bei der
Verbindung um Quercetin-30-a-L-Rhamnopyranosyl-(1—6)-B-D-glucopyranosid (Rutin)
handelte.

Die Identitit konnten auBerdem durch Vergleich mit einem Standard sowie durch

Ubereinstimmung der Daten mit der Literatur (Kazuma et al. 2003) nachgewiesen werden.
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Rutin (Quercetin-30-rutinoside)

Systematischer Name: 3-O-[a-L-Rhamnopyranosyl-(1—6)--D-glucopyranosyl]-3,3',4',5,7-
pentahydroxyflavon

Molekulargewicht: 610 g/mol Summenformel: C,7H30016

Probenbezeichnung (Substanzmenge): P2BgRP5 (6.5 mg)

Spezifische Drehung [a]p™": 12 (c = 0.10 EtOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient):21.55 min
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25 3033 25
20, 20,
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z 194,1 231,6 \‘304'1 448"? 5‘19'1 ) N 719“"6“73[2'9 7855 9419 9655 z 1859 243.2 271.2 o 447,9 498,2 608.5 ‘7‘06"? 729,0 8932 9736
T N U VALV S o P WO T T o
mz mz

PSEcPr3 (Isorhamnetin-30-diglycosid)

Die Verbindung P5EcPr3 unterschied sich von der vorangegangenen Fraktion nur durch 30
amu in der Molekiilmasse. Im Massenspektrum waren die charakteristischen Fragmente fiir
eine Desoxyhexose und Hexose zu beobachten, wobei jeweils daneben Fragmente der
Abspaltungen einer Methoxygruppe zu finden waren (595, 449 und 287 amu). Beim
Vergleich der 'H-NMR-Spektren dieser Verbindung mit Rutin (H-2’, 7.66 ppm) und
Isorhamnetin (H-2’, 7.90 ppm) konnte festgestellt werden, dass H-2" (7.96 ppm) eine dhnliche
Tieffeldverschiebung aufwies wie letzteres. Die Signale fiir H-6 und H-8 zeigten im Vergleich
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mit Rutin keine weiteren Abweichungen, so dass sich die Methoxygruppe, die bei 3.96 ppm

als Singulett erschien, an 3’-Position befinden musste und der Zucker an 3-OH O-

glycosidisch gebunden vorlag. Die Verkniipfung oder Art des Zuckers war wegen starker

Signaliiberlappungen nicht eindeutig bestimmbar. Die Verbindung konnte somit als

Isorhamnetin-30-diglycosid identifiziert werden.

P5EcPr3 (Isorhamnetin-diglycosid)

Systematischer Name :Diglycosyl-3,5,7-trihydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-4H-1-

benzopyran-4-on

Molekulargewicht: 624 g/mol

Summenformel: C23H32016

Probenbezeichnung (Substanzmenge): PSEcPr3 (2.1 mg)

Spezifische Drehung [a]p™": -23.5 (¢ = 0.06 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 20.3 min
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Myricetin-Derivate

Aus den verschiedenen Extrakten wurden drei Myricetin-Derivate isoliert. Die glycosidierten
Verbindungen sind dabei analog den Quercetin-Verbindungen aufgebaut und unterscheiden
sich von diesen nur durch die Addition einer OH-Gruppe im B-Ring an Position 5°.

Das Dihydromyricetin wurde ebenfalls in dieses Kapitel aufgenommen, obwohl es sich dabei
um ein Flavanonol handelt, da groBe strukturelle Ubereinstimmung zu den beiden Myricetin-

Derivaten besteht.

Dihydromyricetin

Aus Fraktion PSEgRP45 wurde eine Verbindung isoliert, die ein den Flavanolen dhnliches
UV-Spektrum aufwies. Das Massenspektrum der Verbindung zeigte ein Molekulargewicht
von 320 amu, jedoch waren im 'H-NMR lediglich fiinf Signale zu beobachten. Zum einen
waren die beiden meta-koppelnde Protonen H-6 bzw. H-8 (5.90 ppm bzw. 5.87 ppm) zu
sehen, zum anderen ein im tiefen Feld erscheinendes Singulett fiir H-2°/6" (6.51 ppm).
Zusétzlich zu diesen Signalen erschienen zwei weitere Dubletts fiir H-2 und H-3 (4.82 ppm
und 4.45 ppm), die beide eine Kopplungskonstante von 11.4 Hz aufwiesen, welche die trans-
Stellung von H-2 und H-3 belegte. Der gemessene Drehwert stimmte zudem mit dem der
Literatur (Onda et al. 1989) fiir das (+)-2R,3R-Epimer iiberein. Ein Literaturvergleich der
spektralen Daten (Shen et al. 1993) lieferte eine gute Ubereinstimmung, somit handelte es
sich bei der Verbindung um (+)-2R,3R-Dihydromyricetin.
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Dihydromyricetin (3,3',4',5,5',7-Hexahydroxyflavanon)

Systematischer Name: (2R,3R)-2,3-Dihydro-3,5,7-trihydroxy-2-(3,4,5-trihydroxyphenyl)-4H-1-
benzopyran-4-on

Molekulargewicht: 320 g/mol Summenformel: C;5H;,05

Probenbezeichnung (Substanzmenge): PSEgRP45 (4 mg)

Spezifische Drehung [a]p”": +17.8 (¢ = 0.08 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 15.18 min
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Isomyricitrin

Das UV-Spektrum dieser Verbindung zeigte die charakteristischen Maxima fiir ein Flavonol-
Derivat. Das Massenspektrum lieferte ein Molekulargewicht von 480 amu, ebenso zeigte es
die Abspaltung einer Hexose und damit ein Aglykon mit der Masse von 318 amu. Ein
entsprechendes Flavonol, welches den oben aufgefiihrten Daten entspricht, ist Isomyricitrin.
Im 'H-NMR-Spektrum der Verbindung waren H-2’ und H-6", die chemisch dquivalent sind,
als Singulett (7.34 ppm) zu beobachten, daneben lagen die charakteristischen Signale der
meta-koppelnden Protonen H-6 und H-8 (6.20 und 6.38 ppm) vor. Die Position der Hexose
konnte durch ein Kreuzsignal des anomeren Protons (5.25 ppm) zu einem Signal bei 135.6
ppm, welches durch Literaturvergleich C-3 zuzuordnen war, belegt werden. Die
Identifizierung des Zuckers als p-D-Glucose wurde durch Interpretation der

Aufspaltungsmuster und Korrelationen im 'H-NMR- und COSY-Spektrum bestitigt. Somit
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wurde die Verbindung als Isomyricitrin identifiziert, was im Einklang mit Literaturdaten war
(Kazuma et al. 2003).

Isomyricitrin (30-Glucosyl-3,3',4',5,5',7-hexahydroxyflavon)

Systematischer Name: 3-O-B-D-Glucopyranosyl-3,5,7-Trihydroxy-2-(3,4,5-trihydroxyphenyl)-
4H-1-benzopyran-4-on

Molekulargewicht: 480 g/mol Summenformel: C,;H»0013

Probenbezeichnung (Substanzmenge): PSEgRP55 (1.2 mg), P8Bi (4.8 mg)

Spezifische Drehung [a]p": -23.2 (¢ = 0.022 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 19.78 min
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Myricetin-3O-rutinosid

Diese Verbindung wies ein dem Isomyricitrin &hnliches UV-Spektrum auf. Das
Massenspektrum zeigte jedoch zusitzlich zur Abspaltung einer Hexose auch das Fragment
einer Desoxyhexose, also eine Molekiilmasse von 626 amu. Das 'H-NMR-Spektrum wies die
beiden Dubletts der Protonen H-6 und H-8 (6.23 und 6.41 ppm), ein Singulett bei 7.30 ppm
fiir H-2°/6° und auBlerdem die Protonen der Zucker auf. Die Kopplungsmuster der Signale
ermoglichten die Identifizierung der Desoxyhexose als a-L-Rhamnopyranose, wohingegen
die Hexose mit Hilfe der '*C-Daten eindeutig als B-D-Glucose (Kalinoswski et al. 1984)
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zugeordnet werden konnte. Ein Vergleich mit der Literatur (Kazuma et al. 2003) zeigte gute
Ubereinstimmung und somit handelte es sich bei dieser Verbindung um Myricetin-30-

rutinosid.

Myricetin—3O-rutinosid

Systematischer Name: 3-O-[a-L-Rhamnopyranosyl-(1—6)-B-D-glucopyranosyl]- 3,5,7-
trihydroxy-2-(3,4,5-trihydroxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-on

Molekulargewicht: 626 g/mol Summenformel: C,7H300,7

Probenbezeichnung (Substanzmenge): P2BgRP3 (4.7 mg)

Spezifische Drehung [a]p™: 2.5 (¢ = 0.48 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 20.09 min
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3.5.1.4.Isoflavonoide und ihre Derivate

Substanzen aus der Klasse der Isoflavonoide konnten aus Glycine max und Phaseolus
coccineus isoliert werden. Sie unterscheiden sich von den vorher beschriebenen Flavonoiden
durch die Stellung des B-Ringes, der an 3-Position des C-Ringes sitzt. Sie wiesen alle ein

einzelnes UV-Maximum zwischen 240-270 nm auf.
Genistein

Die erste Verbindung wurde aus beiden der oben genannten Pflanzen isoliert und wies ein
UV-Maximum bei 260 nm und eine Molekiilmasse von 270 amu auf. Im 'H-NMR-Spektrum
konnte sowohl das AA’BB’-System des B-Ringes als auch die beiden meta-koppelnden
Protonen des A-Ringes gefunden werden. Ein einzelnes Singulett bei 8.05 ppm erschien fiir
H-2. Die Verbindung wurde durch Vergleich mit einem authentischen Standard iiberpriift und

eindeutig als Genistein identifiziert.

Genistein (4',5,7-Trihydroxyisoflavon)

Systematischer Name: 5,7-Dihydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-on

Molekulargewicht: 270 g/mol Summenformel: Ci5H;Os

Probenbezeichnung (Substanzmenge): P3Ef (3.7 mg), P4EdPr3 (0.9 mg)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 24.82 min

70,0
,
] HO. 0)
, OH o)
OH
10,0 T T T T
)
200 300 400 500 595 nm
F: + ¢ ESI Full ms [ 100,00-1000,00] F: - c ESI Full ms [ 100,00-1000,00]
100 2712 100 2693
95 95 _
- . < [M-H]
85 85
o <~—[M+H]* o
75 75
70 70
65 65
g 60 g 60
g 55 g 55
& 50 & 50 -
. . [2M-H]
Ko} Ko}
g 40 3 40
35 35
+
" [2M+Na] .
538,7
25 25
20 20
15 15 2703
10 562.7 595.1 10
s 2930 3g7 s 3049 539,8
1614‘9‘2‘1\5‘1 4024 5292} |597.1 7138 7896 B86.7 ‘9115‘0 956,7 133,3 1593 I ‘337‘0 4232 5361 \ 540,9 6910 7768 8809 9299 9813
Ot lftsbpdpbop ettt o oo o qtpl gttt fptlpt g byttt abpiitgtng L e e L L et s s ey e e s o o o e |
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
mz mz

162




Ergebnisse

Genistin

Eine Verbindung, die ebenfalls ein UV-Maximum bei 260 nm besal}, jedoch viel polarer war
und damit unter Standardbedingungen frither von der HPLC-Séule eluierte, wies eine
Molekiilmasse von 432 amu auf. Im Massenspektrum konnte bei positiver lonisierung die
Abspaltung einer Hexose sowie ein Aglykon von 271 amu beobachtet werden. Es lag in
diesem Fall wieder eine Verunreinigung der Losungsmittel mit Phosphat vor, so dass
entsprechende Fragmente bei negativer Ionisierung zu sehen waren. Im "H-NMR konnte ein
Singulett und ein AA’BB’-System beobachtet werden, deren chemische Verschiebungen
denen des Genisteins entsprachen. Die Signale flir zwei meta-koppelnde Protonen waren
ebenfalls zu sehen, jedoch lag eine Verschiebung der Signale ins tiefere Feld vor. Diese wies
auf eine Glycosidierung an 7-OH hin, welche im HMBC-Spektrum bestétigt wurde. Hier war
ein Kreuzsignal von dem anomeren Proton bei 5.03 und einem Signal bei 165.1 ppm (C-7) zu
sehen. Auf Grund der Tieffeldverschiebung musste es sich bei diesem Signal um ein
sauerstofftragendes C-Atom handeln. Da ebenfalls Kreuzsignale von H-6 und H-8 zu diesem
Signal existierten, blieb lediglich die genannte Position als Verkniipfungspunkt {ibrig. Der
Zucker wurde durch Auswertung der 'H-NMR- und COSY-Spektren als B-D-Glucose
bestimmt. Somit wurde die Verbindung als Genistin identifiziert, was durch Vergleich mit

einem authentischen Standard und Literaturdaten bestitigt wurde (Lewis et al. 1998).
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Genistin (Genistein-70-glucosid)

Systematischer Name: 70-B-D-Glucopyranosyl-5,7-dihydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-4H-1-
benzopyran-4-on

Molekulargewicht: 432 g/mol Summenformel: C,;H20010

Probenbezeichnung (Substanzmenge): P3BD30D+ERP55 (1.2 mg), P4EdPrl (1.5 mg),

P3EeDCU (10.2 mg), P3BD80DRP50 (6.5 mg)

Spezifische Drehung [a]p": -31.6 (c = 0.48 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 19.48 min
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Daidzein

Eine weitere Fraktion enthielt eine Verbindung, deren Retentionszeit wieder der des
Genisteins dhnlich war, jedoch ein unterschiedliches UV-Spektrum und eine Masse von 255
amu bei positiver Ionisierung aufwies. Im '"H-NMR-Spektrum der Verbindung konnte neben
einem AA’BB’-System bei 7.33 und 6.82 ppm (H2°/6’ und H-3°/5") und einem Singulett bei
7.96 ppm (H-2) auch ein ABC-System beobachtet werden. Die Signale des ABC-Systems
waren den Protonen des A-Ringes zuzuordnen. Das Proton des ortho-koppelnden Signals
(7.86 ppm) konnte im HMBC als H-5 bestimmt werden, da es ein Kreuzsignal mit C-4 und C-
8a zeigte, welche ebenso von H-2 zu beobachten waren. Entsprechend wurden die Signale bei

6.70 ppm bzw. 6.50 ppm H-6 bzw. H-8 zugeordnet, was es ermoglichte die Verbindung als
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Daidzein zu identifizieren. AuBerdem waren die spektralen Daten in Ubereinstimmung mit
der Literatur (Balasubramanian et al. 2000; Murthy et al. 1986).

Daidzein (4',7-Dihydroxyisoflavon)

Systematischer Name: 7-Hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-on

Molekulargewicht: 254 g/mol Summenformel: C;sH004

Probenbezeichnung (Substanzmenge): P3EeDCO (5.1 mg)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 23.18 min
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Daidzin

Das UV-Spektrum dieser Verbindung dhnelte dem des Daidzeins. Gleichzeitig verkiirzte sich
die Retentionszeit, d.h. die Substanz war damit also wieder wesentlich polarer als Daidzein.
Im Massenspektrum wurde ein Molekiilion von 417 amu bei positiver lonisierung beobachtet,
zudem die Abspaltung einer Hexose, die das Aglykon mit einer Masse von 254 amu lieferte.
Im '"H-NMR wurde ein AA’BB’-System fiir die Signale des B-Rings und ein Singulett bei 8.2
ppm flir H-2 detektiert. Das bereits bei Daidzein beschriebene ABC-System des A-Ringes war
in diesem Fall ins tiefe Feld verschoben, so dass eine Substitution an 7-OH vorliegen musste.
Das Aufspaltungsmuster und die Kopplungskonstanten des Zuckers waren in
Ubereinstimmung mit dem einer P-D-Glucose. Ein Vergleich der NMR-Daten mit der

Literatur (Lewis et al. 1998) identifizierte die Verbindung eindeutig als Daidzin.
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Daidzin (Daidzein-70-glucosid)

Systematischer Name: 70-B-D-Glucopyranosyl-7-Hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)-4H-1-
benzopyran-4-on

Molekulargewicht: 416 g/mol Summenformel: C,1H2009

Probenbezeichnung (Substanzmenge): P3D30BRP35 (4.9 mg), P4EcPrl (1.1 mg)

Spezifische Drehung [a]p™": -32.5 (c = 0.034 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 18.13 min
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Glycitin

Die letzte der Verbindungen vom Isoflavonoidtyp zeigte ein dem Daidzein vergleichbares
UV-Spektrum. Das Massenspektrum lieferte eine Molekiilmasse von 446 amu, wobei die
Abspaltung einer Hexose zu beobachten war, welche nachfolgend ein Aglykon lieferte, das
um 30 amu schwerer als Daidzein war. Somit lag eine Methoxylierung dieses Aglykons vor.
Im Unterschied zu Daidzin war im 'H-NMR neben dem AA’BB’-System und dem Singulett
fiir H-2 kein ABC-System zu erkennen, sondern lediglich zwei weitere Singuletts bei 7.63
ppm (H-5) und 7.34 ppm (H-8). Zusitzlich war ein Signal fiir eine Methoxygruppe bei 3.95
ppm vorhanden. Auf Grund der beiden Singuletts mussten sich die beiden Protonen des A-
Ringes in para-Stellung zueinander befinden. Dies war nur in 5 und 8 Stellung moglich und
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somit lag eine Substitution im A-Ring an Position 6 und 7 vor. In einem ROESY-Experiment
konnten Kreuzsignale von dem anomeren Proton (5.10 ppm) des Zuckers zu dem Singulett

bei 7.34 ppm und von der Methoxygruppe zu dem Signal bei 7.63 ppm beobachtet werden.

! | _
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R | '
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OCH3/H5
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H1“/H8
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Abb.E61: ROESY-Spektrum von Glycitin

Die Zuordnung der Signale erfolgte mit Hilfe der durch Daidzein und Daidzin erhaltenen
Daten und durch Vergleich mit Literaturwerten (Park et al. 1999). Somit handelt es sich bei
der vorliegenden Verbindung um Glycitin.
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Glycitin (70-glucosyl-6-Methoxy-4',7-dihydroxyisoflavon)

Systematischer Name: 6-Methoxy, 7-O-B-D-glucopyranosyl,-3-(4-hydroxyphenyl)-4H-1-
benzopyran-4-on

Molekulargewicht: 446 g/mol Summenformel: C,,H2,019

Probenbezeichnung (Substanzmenge): PAEcPr2 (1.6 mg)

Spezifische Drehung [a]p™": 11.75 (¢ = 0.05 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 18.27 min
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3.5.2. Einfache Phenylpropan-Derivate und ihnliche Verbindungen

Die Phenylpropan-Derivate sind eine Gruppe von Naturstoffen, deren Grundkoper (1-Phenyl-
propan) ebenfalls aus dem Shikimisdurestoffwechsel entsteht. Dabei werden die
unterschiedlichen Strukturen nach der Art ihrer Seitenkette eingeteilt (Einteilung nach
(Teuscher et al. 2004):

- Phenylaminopropionsiuren

- Phenylacrylséuren (Zimtséuren)

- Cumarine

- Phenylacrylaldehyde

- Phenylallylalkohole (Zimtalkohole)

- Phenyl-prop-1-ene/Phenyl-prop-2-ene
- Lignane

- Lignine

Ausgehend von den Phenylaminopropionsduren werden die Phenylacrylsduren durch das
Enzym Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) gebildet. Weitere Modifizierungen in der
Seitenkette liefern dann die oben genannten Derivate. Die im Rahmen dieser Arbeit isolierten
Verbindungen werden der oben stehenden Einteilung nach besprochen. Es handelt sich dabei

um Phenylacrylsduren und deren Derivat, aber auch um Phenylallylalkohole.

Phenylacrylsiduren (Zimtsiduren)

(E)-Ferulasiure

Diese Verbindung aus Phaseolus vulgaris var. nanus wies ein UV-Maximum bei 322 nm auf
sowie Schultern bei ca. 300 nm und 350 nm. Das Molekulargewicht wurde per EI-MS zu 194
amu bestimmt.

Das 'H-NMR-Spektrum dieser Verbindung zeigte insgesamt sechs Signale. Es wurde unter
anderem das ABC-System eines 3,4 disubstituierten Phenyls beobachtet, wie es auch bei den
Flavanolen und anderen Verbindungen bereits beschrieben wurde. Zusétzlich waren zwei
Dubletts mit einer groen Kopplungskonstante von 16.1 Hz zu beobachten, die den beiden
Protonen der Doppelbindung zuzuordnen waren und die trans-Stellung der Substituenten
belegten. Daneben war das Singulett einer Methoxygruppe bei 3.90 ppm zu sehen. Somit
handelte es sich bei dieser Verbindung um Ferulasdure, was durch Vergleich mit

Literaturdaten (Nomura et al. 2003) und einem authentischen Standard bestdtigt wurde.
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(E)-Ferulasiure (Kaffeesiure-3-methylether)

Systematischer Name: 3-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-2-(E)-propenséure

Molekulargewicht:194 g/mol Summenformel: C;oH; 004

Probenbezeichnung (Substanzmenge): P8EcPr4 (2 mg)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 18.62 min
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Tab.E24: NMR-Daten Vergleich der Probe mit
Ferulasédure (Literatur)

ou” Ou (Literatur*)
(JHz) (JHz)
2 7.17d(2.2) 7.11d(1.6)
5 6.80d (8.2) 6.77 d (8.0)
6 7.05dd (8.2, 1.9)|6.97 dd (8.0, 1.6)
7 7.58 d (16.1) 7.30d (15.6)
8 6.29d (16.1) 6.41 d (15.6)
OCH; |3.90s (3H) 3.79 s

* aufgenommen in CD;OD *(Nomura et al. 2003)
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(E)-Chlorogensiure

Die Verbindung AD2gRP3 zeigte ein UV-Spektrum, welches durch die im Arbeitskreis
vorhandene Spektrenbibliothek als Chlorogensédure identifiziert wurde. Bei Betrachtung des
Massenspektrums war bei positiver Ionisierung ein Molekiilionenpeak von 355 amu zu sehen,
aulerdem ein Fragment von 162 amu, welches durch Abspaltung der Chinasdure zustande
kommt. Bei negativer lonisierung hingegen war ein Fragment von 192 amu zu beobachten,
das nach Abspaltung des Caffeoylrestes erhalten wird.

Die Signale dieser beiden Teilstrukturen waren ebenso im 'H-NMR zu erkennen. Neben dem
ABC-System der Kaffeesdure waren zwei Dubletts mit einer Kopplungskonstanten von 16.0
Hz zu beobachten, die die trans-Stellung der Doppelbindung belegten. Fiir die Chinasiure
wurden insgesamt sieben Signale beobachtet, deren Zugehorigkeit zu einem gemeinsamen
Spinsystem im COSY -Spektrum belegt wurde.

Als nicht trivial erwies sich die Zuordnung der Verbindung zu den beiden Stereoisomeren
Chlorogensdure und Neochlorogensdure. Chlorogensdure und Neochlorogenséure sind
Diastereomere, die sich in der absoluten Konfiguration an C1 und C4 unterscheiden. Die in
der pharmazeutischen Literatur gebrduchliche Inversion der Stereochemie an C3 und C5 der
Chlorogensadure liefert jedoch das Enantiomer der Neochlorogensdure (Pauli et al. 1999). Bei
der Chlorogenséure ist die estersubstituierte OH-Gruppe an Position 5 dquatorial angeordnet,
wihrend sich bei der Neochlorogensdure derselbe Substituent an der axial-stindigen OH-
Funktion an Position 3 befindet (siche Abb.E62). Definitionsgemidll wird die zur
Carboxylfunktion an C1 cis-stdndige Hydroxyfunktion als C5 bezeichnet.

Beide Verbindungen weisen einen dhnlichen Satz an Kopplungskonstanten auf, der allerdings
in Verbindung mit den chemischen Verschiebungen eine sichere Unterscheidungsmoglichkeit
bietet (Pauli et al. 1999). Im Falle der Chlorogensédure weist das auf Grund der Esterbindung
am meisten tieffeldverschobene Proton zwei grofle axial-axiale Kopplungen (8-12 Hz) auf,
wiahrend bei der Neochlorogensdure das entsprechende Proton an dem estersubstituierten
Kohlenstoffatom dquatorial steht und deshalb erheblich kleinere Kopplungen aufweist.

Im 'H-NMR-Spektrum der Verbindung konnte bei 5.37 ppm ein Signal gefunden werden, das
als Dublett vom Triplett mit einer groen Kopplungskonstanten von 11.4 Hz erschien. Diese
ist auf die beiden axial-axialen Wechselwirkungen zu H-6,x und H-4 zuriickzufiihren.
Entscheidend ist die Tatsache, dass dieses Signal auf Grund der Esterbindung eine deutliche
Tieffeldverschiebung aufweist. Es handelt sich bei der vorliegenden Verbindung somit um

Chlorogensaure.
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Chlorogenséure
(R=trans-Kaffeesaure)

Neochlorogenséure
(R=trans-Kaffeesaure)

Abb.E62: Stereochemie der Caffeoylchinaséure

(E) - Chlorogensiure (50-Caffeoyl-chinaséiure)

Systematischer Name: 5-((E)-3,4-Dihydroxycinnamoyl)-chinasdure

Molekulargewicht: 354 g/mol

Summenformel: C16H1 309

Probenbezeichnung (Substanzmenge): AD2gRP3 (4.8 mg)

Spezifische Drehung [a]p*’. -7.7 (¢=0.48 MeOH), -14.4 (¢c=0.23 H,0)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 14.92 Min.

HO, COOH
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Tab.E:25: NMR-Daten fiir Chlorogensdure und Literaturdaten

on” Ou (Literatur®) Sc™P d¢c (Literatur®) |d8c
(JHz) (JHz) (JHz) (JHz) HMBC (H—=C)

1 n.d. 76.2

2B 214 dd (14.8,2.5) |2.18 dd (14.2, 3.4) nd  |38.1

20|1.93nr. 2.05 ddd (14.2, 5.4,2.2)

6p|1.98nr. 2.08 dd (13.5, 9.3) n.d. 38.9 5

6al|2.11 nr. 2.23ddd (13.5,4.4,2.2)

3p [4.11brs 4.17ddd (5.4,3.4,3.3) [n.d. 71.4

4B |3.67dd (10.1,3.2) |3.73 dd (8.6, 3.3) nd. |73.6

54 [537dt(11.4,5.0) |533ddd (9.3, 8.6,44) |72.4 |71.9 5

7 n.d. 177.0

1’ 127.7 127.8

2’ [7.04d(1.9) 7.05d (1.9) 1148|1153 2.3, 4.6,
7

3 148.0 146.6

4° 149.3 149.4

5 16.76d(8.2) 6.78 d (8.0) 1162 |116.5 . 4,5,6,
7

6’ 6.93dd (82, 1.3) |6.95dd (8.0, 1.9) 1227 1229 2, 4,6,
7

70 [7.55d (16.0) 7.56d (16.1) 146.6 |147.0 . 2, 6,
7.8,9

8 [6.28d(16.0) 6.26 d (16.1) 115.8 115.3 1, 8,9

9’ 168.9 168.7

“aufgenommen in CD;0D "erhalten aus HMBC Spektrum, fett®"e<®retom 4 nicht detektierbar, n.r. not
resolved Signale iiberlappend , “Signale austauschbar, Lit.: *(Pauli et al. 1999)

E/Z-Paucin

Aus der chinesischen Aubergine wurde Verbindung AD2dRP2/1 isoliert, die ein UV-
Spektrum zeigte, das Ahnlichkeit mit dem eines Kaffeesdure-Derivates aufwies. Im 'H-NMR-
der
Doppelbindung zu finden. Zusitzlich gab es vier weitere Signale, die auf Grund ihrer

Spektrum waren ein ABC-System und die charakteristischen Signale trans-
chemischen Verschiebung den Signalen der Methylenkette des Putrescins (1.5-3.5 ppm)
zugeordnet wurden, was durch Interpretation des COSY- bzw. des HMBC-Spektrums
bestdtigt wurde. Bei Betrachtung des Massenspektrums bei positiver lonisierung war die
Abspaltung des Putrescins sowie der Kaffeesdure zu beobachten. Die NMR-Daten zeigten
eine gute Ubereinstimmung mit E-Caffeoylputrescin, das bereits aus Solanaceen beschrieben
wurde (Keller et al. 1996). Neben den Hauptsignalen der trans-Verbindung konnten im 'H-
NMR-Spektrum auch Signale fiir eine zweite Verbindung identifiziert werden, die sich nur
dadurch unterschieden, dass die Kopplungskonstante der Signale fiir die Doppelbindung
kleiner war (12.6 Hz). Somit lag als Nebenverbindung das Z-Isomer des Caffeoylputrescins

vor.
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Tab.E26: 1H-NMR-Daten fiur die E/Z-Enantiomere des Paucins und
Literaturdaten

ou” ou” Ou (Literatur®)
(JHz) (JHz) (JHz)
E-Enantiomer Z-Enantiomer E-Enantiomer
1 3.30 (n.d.) 3.25t(6.6) 3.38t(6.7)
2 1.56-1.76 (m, 2H) |1.56-1.76 m 1.65-1.78 m
3 1.56-1.76 (m, 2H) |1.56-1.76 m 1.65-1.78 m
4 295t(7.2,2H) |2.93t(7.6) 3.01t(7.2)
2 6.99 d (1.9) 7.04d(2.2) 7.05 d (2.0)
5 6.75d (8.1) 6.71 d (8.2) KA.
6’ 6.88dd (8.1,1.9) |6.84dd (8.2,2.2) |6.94dd (8.2, 2.0)
7 738 d (15.8) 6.58 d (12.6) 744 d(15.7)
8’ 6.34 d (15.8) 579 d (12.6) 6.40 d (15.7)

‘aufgenommen in CD;OD k.A. keine Angaben n.d. nicht detektiert, da unter
Wassersignal *(Keller et al. 1996)

Tab.E27: *C-NMR-Daten fiir die E/Z-Enantiomere des Paucins und Literaturdaten

8Cb 8Cb Oc (Literatur®) |6c
(JHz) (JHz) (JHz) HMBC (H-C)
E-Enantiomer Z-Enantiomer E-Enantiomer E-Enantiomer
1 39.4 39.3 40.4%* 1,2,3
2 25.9 25.9 25.9 3
3 274 27.1 27.6 1,2,
4 40.3 n.d. 39.6%* 2,3,4
1 128.1 128.5 128.2
2’ 114.9 117.3 115.0 2,3,4,6°,7,
3y 146.7 145.9 148.9
4 148.8 147.5 146.8
s 117.3 n.d. 118.2 1’,3,4
6’ 122.1 123.2 122.1 2,4,5,7
7 142.4 138.2 142.4 1’,2,6°,7,8,9
8 117.9 n.d. 116.5 1’,8,9
9 169.2 169.5 169.5

‘aufgenommen in CD;OD n.d. nicht detektierbar Perhalten aus HMBC Spektrum
fettPirektkorrelation) xiastauschbar *(Keller et al. 1996)
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(E,Z)-Paucin ((E/Z)-Caffeoylputrescin)

Systematischer Name: N-(4-Aminobutyl)-3-(3,4-dihydroxyphenyl)-2-propanamid

Molekulargewicht: 250 g/mol Summenformel: C;3H 3N>O3

Probenbezeichnung (Substanzmenge): AD2dRP2/1 (8.3 mg)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 10.9 min
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80
75 32
70 70
65 -
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g 55 . g s
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L o e G N BN N AW - ‘2‘0‘0‘ rho ‘:;‘olol“‘”‘ “4‘00‘ T ‘s‘olo‘“‘ e “7‘0[‘; T ‘sgo‘ T T oo
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Phenylallylalkohole (Zimtalkohole)

(E)-Isoconiferin

Verbindung KD2ePr2 wies ein UV-Spektrum mit einem einzelnen Maximum bei 264.8 nm
auf. Das Massenspektrum lieferte ein Molekulargewicht von 342 amu, wobei die Abspaltung
von Fragmenten mit 180 amu und 162 amu zu beobachten war, letztere entsprach dabei einer
Hexose.

Im 'H-NMR konnte ein ABC-System fiir einen 3,4-disubstituierten Phenylrest beobachtet
werden, ebenso das Signal zweier Protonen an einer trans-stindigen Doppelbindung.
Allerdings erschien das zweite Signal bei 6.17 ppm nicht mehr als Dublett, sondern als
Dublett vom Triplett, so dass hier eine weitere Kopplung vorlag. Dies konnte auch im COSY-
Spektrum bestétigt werden, das weitere Kreuzsignale zu zwei Dubletts vom Dublett (4.38 und

4.15 ppm) zeigte. Diese Signale fiir eine diastereotope Methylengruppe zeigten eine grof3e
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geminale Kopplung von 13.4 Hz und eine kleinere Kopplung zu dem Signal bei 6.17 ppm.

Des weiteren waren die bereits mehrfach diskutierten Signale einer B-D-Glucose zu erkennen,

was die Aufspaltung der Protonen der Methylengruppe in zwei Signale erklirte, da auf Grund

der Chiralitit der Verbindung die beiden Protonen weder chemisch noch magnetisch

dquivalent waren und somit als getrennte Signale erschienen. AbschlieBend war auch das

Signal einer Methoxygruppe bei 3.77 ppm zu erkennen, welches mit dem Phenylrest

verkniipft war.

Beim Vergleich der chemischen Verschiebung mit denen des Isoconiferins der Literatur

(Della Greca et al. 1998) konnte eine gute Ubereinstimmung gefunden werden.

(E)-Isoconiferin (Coniferylalkohol-90-glucosid)

Systematischer Name: (E)-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-2-propen-10-B-D-glucopyranosid

Molekulargewicht: 342 g/mol

Summenformel: C16H2208

Probenbezeichnungen (Substanzmenge): KD2ePr2 (1 mg)

Spezifische Drehung [a]p": -22 (¢ = 0.02 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient-semi): 9.72 min
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Triandrin

Die Verbindung GD2HfRP2/1 wies ein dhnliches UV-Spektrum auf wie Isoconiferin. Im
Massenspektrum waren analog die Fragmente einer Hexose und in diesem Fall ein Verlust
von 150 amu zu beobachten.

Im 'H-NMR-Spektrum lag ein AA’BB’-System vor, das bereits mehrfach bei den Flavonen
und Flavonolen beschrieben wurde. Es handelte sich somit um einen monosubstituierten
Phenylrest. Die weiteren Signale entsprachen denen des Isoconiferins. Somit wurde die
Verbindung als Triandrin identifiziert, was durch Vergleich mit Literaturangaben bestatigt
wurde (Naidoo et al. 1992).

(E)-Triandrin (p-Coumarylalkohol-90-glucosid)

Systematischer Name: (E)-3-(4-Hydroxyphenyl)-2-propen-10-B-D-Glucopyranosid

Molekulargewicht: 312 g/mol Summenformel: C,7H30015

Probenbezeichnung (Substanzmenge): GD2HfRP2/1 (10.7 mg)

Spezifische Drehung [a]p"": -35.9 (¢ = 0.53 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient-semi): 9.53 min
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Phyllemblin

Diese Verbindung wurde aus Phaseolus vulg. var nanus isoliert und zeigte ein UV-Spektrum
mit einem Maximum bei 273.5 nm. Im ESI-Massenspektrum konnte bei negativer lonisierung
ein Pseudomolekiilion von 197 amu detektiert werden. Das Molekulargewicht wurde mit
Hilfe eines TOF-MS bestitigt, welches ebenfalls die Abspaltung der Ethylgruppe aufwies.

Das 'H-NMR-Spektrum der Verbindung wies insgesamt nur drei Signale auf. Das Singulett
der chemisch dquivalenten aromatischen Protonen bei 7.03 ppm (H-2’/6") war ein Indiz fiir
die Symmetrie des aromatischen Teils der Verbindung, der durch Vergleich mit dem
Molekulargewicht als Gallussdure identifiziert wurde. Anhand der charakteristischen
chemischen Verschiebungen, Kopplungsmuster sowie Integrale konnte im 'H-NMR-
Spektrum ein Ethoxysubstituent nachgewiesen werden, so dass es sich bei der Verbindung um
Gallussédureethylester handelte. Die spektralen Daten wurden verglichen mit einem 4’-
Methylderivat des Gallussiureethylesters (Ali et al. 1998) und zeigten gute Ubereinstimmung.

Tab.E29: NMR-Daten fiir Ethylgallat mit

Literaturdaten
ou” Ou (Literatur®)
(JHz) (JHz)

2/6 7.03 s 7.09 s

CH, |4.26q(7.3;2H) |4.24 q(7.1; 2H)

CH; |1.32t(7.3;3H) [1.30t(7.1; 3H)

OCH; 3.86 s (3H)

"aufgenommen in CD;0D * (Ali et al. 1998)
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Strukturaufkldrung-einfache Phenylpropan-Derivate

Phyllemblin (Gallussiureethylester)

Systematischer Name: Ethyl-3,4,5-trihydroxybenzoat

Molekulargewicht: 198 g/mol Summenformel: CoH;(Os

Probenbezeichnung (Substanzmenge): PSEcPr2 (1.9 mg)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient): 15.94 min
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3.5.3. Indol-Derivate

Indol-Derivate leiten sich biogenetisch von der Aminosdure L-Tryptophan ab. Aus diesem
Grund tragen sie auch an Position 3 des Indolringsystems einen 2-Amino-ethylrest, der
entweder zusétzlich derivatisiert oder auch in ein weiteres an den Indolrest anneliertes

Ringsystem mit eingebunden sein kann.

Glucosinolate

Die Verbindungen der Glucosinolate sind hauptsidchlich anzutreffen in der Familie der
Brassicaceae, die in diesem Fall auch untersucht wurde (Raphanus sativus). Die Glucosinolate

besitzen die in Abb.E63 dargestellte allgemeine Struktur.

S—=Gluc

R —N
\0—803-

Abb.E63: Allgemeine Struktur der Glucosinolate

Glucobrassicin

Diese Verbindung aus Raphanus sativus erwies sich als sehr polar und besall zudem ein fiir
tryptophanhaltige Naturstoffe charakteristisches UV-Spektrum (Spektrenvergleich mit
Spektrenbibliothek). Das Molekulargewicht konnte mit 448 amu angegeben werden. Durch
die NMR-Daten wurde eine Summenformel von Ci;sH0N>O9S, bestimmt, die durch
Aufnahme eines HR-Massenspektrums bestitigt wurde.

Im '"H-NMR-Spektrum konnte das ABCD-System des Indols im aromatischen Bereich
beobachtet werden, ebenso wie H-2 bei 7.24 ppm als Singulett. In DMSO-ds war auBBerdem
ein weiteres Singulett bei 10.98 ppm fiir das Proton der N-H-Funktion zu detektieren. Des
Weiteren waren zwei Dubletts zu beobachten, die beide eine groBe Kopplungskonstante von
16.1 Hz aufwiesen, welche fiir die geminale Kopplung der Protonen einer diastereotropen
Methylengruppe charakteristisch ist. Zusitzlich waren Signale eines Zuckers bei 3.00 ppm —
3.81 ppm zu beobachten, wobei das anomere Proton bei 4.65 ppm als Dublett mit einer
Kopplungskonstanten von 9.8 Hz erschien. Auch in diesem Fall war das Aufspaltungsmuster
einer B-D-Glucose zu finden. Die nachgewiesenen Fragmente wiesen auf das Vorhandensein
des Glucosinolats Glucobrassicin hin. Diese Vermutung wurde durch Vergleich mit
Literaturangaben bestédtigt (Belkhiri et al. 1990).
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Strukturaufkldrung-Indol-Derivate

Abb.E30: NMR-Daten Glucobrassicin und Llteraturdaten

Ou” (IHz) Ou” omy) On (Literatur®)
DMSO-dg CD;0D (JHz)

1 10.98 s 11.1s

2 7.19s 7.24 s 7.30s

3

4 7.67 d (7.6) 7.71d(7.9) 7.8 d (8.0)

5 6.951t 7.03t(8.2) 7.1t(7.5)

6 7.07t 7.10t(6.9) 7.2t (7.5)

7 7.34d(7.9) 7.34 d (9.8) 7.5d (8.0)

8

9

10 4.25 4.38 d (16.1) 4.40 d (16.0)
3.85 4.04 d (16.1) 3.90d (16.0)

11

I 4.52 d (9.8) 4.65 d (9.8) 4.6d(9.0)

2’ 2.891(8.9) 3.11t(8.8) 3.1-38

3 2.961(8.2) 3.00t (8.8) 3.1-38

4 3.02t(8.8) 321t(9.1) 3.1-38

5° 3.13m 3.07m 3.1-38

6’8 |3.74d(12.0,n.a.) [3.81dd(12.3,2.2) |[3.1-3.8

n.d.

3.59 dd (12.3, 6.3)

‘aufgenommen in DMSO-ds und CD;OD n.d. nicht detektiert unter Wassersignal
n.a. nicht aufgelost *(Belkhiri et al. 1990)
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Glucobrassicin

Systematischer Name: 3-Indolylmethylglucosinolat

Molekulargewicht:448 g/mol

HR-MS '=449,06884, HR-MS=447,05319

Summenformel: C16H20N20982

Probenbezeichnung (Substanzmenge): RD2gRP1 (22.8 mg)

Spezifische Drehung [a]p™": 1.7 (¢ = 1.14 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient-semi): 6.77 min
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Strukturaufkldrung-Indol-Derivate

6-Methoxy-Glucobrassicin

Die Verbindung =zeigte ein dhnliches UV-Spektrum wie das bereits beschriebene
Glucobrassicin. Das Molekulargewicht konnte mit 478 amu bestimmt werden, wobei auch
hier die Abspaltung von 80 und 162 amu zu beobachten war. Die Informationen des
Massenspektrums legten eine Derivatisierung des Indolrestes nahe, welche im 'H-NMR-
Spektrum bestétigt wurde. Es konnte von den bereits im Glucobrassicin beobachteten
Signalen kein ABCD-System mehr gefunden werden, stattdessen lag ein ABC-System vor,
das dem eines disubstituierten Phenylrings entsprach. Wegen des Aufspaltungsmusters der
aromatischen Signale musste eine Substitution an Position 5 oder 6 vorliegen. Im HMBC-
Spektrum konnten von der N-H- und der Methylengruppe aus drei gemeinsame Kreuzsignale
zu Kohlenstoffen bei 121.3 ppm, 116.1 ppm und 109.3 ppm gefunden werden. Das Signal bei
121.3 ppm konnte auf Grund einer Direktkorrelation als C-2 eindeutig identifiziert werden, so
dass fiir die beiden verbleibenden Signale bei 109.9 ppm bzw. 116.1 ppm nur die Positionen
C-3 bzw. C-9 moglich waren. Da auch das ortho-meta-koppelnde Proton des ABC-Systems
ein Kreuzsignal bei 116.1 ppm aufwies, wurde die oben getroffene Zuordnung bestétigt und
die Substitution des Indolringes eindeutig auf C-6 festgelegt. Die Moglichkeit einer
Substitution an Position 5 konnte somit ausgeschlossen werden, da das beschriebene
Kreuzsignal nur durch eine Korrelation iiber vier Bindungen zustande gekommen wire und

daher als die unwahrscheinlichere Variante anzusehen war.
Tab.E31:NMR-Daten 6- Methoxy-Glucobrassicin und Literaturdaten fiir 5S-Methoxyglucobrassicin

ou” ou” 3" |8 Oc
(JHz) DMSO-d6 (JHz) CD30D Lit.5-OCH; | ympc (H—>C)
1N-H [1093s 2,3,8,9
2 7.07 s 7.06 121.3 1254 2,3,8
3 1099 [ 112.9
4 6.45d (7.3) 6.93 d (0.6) nd. |101.7
5 6.95dd (7.3,4.1) (6.98dd (7.9,2.2) |98.8 |155.2 57,3
60CH; |3.82 s (3H) 3.91 s (3H) 153.9(112.9 6
7 6.30 d (4.4) 6.45 d (7.6) 105.0|116.1 6,7,8
8 137.7 | 128.5
9 116.1 [133.5
10 4.41d(16.7) 4.71 d (9.8) nd. |na. 2,3,9,11
3.90d(16.1) 4.17 d (16.4)
11 155.8 | n.a.
1 4.47d(6.9) 4.71 d (9.8) nd. |na.
2’ 2.96t (8.8) 3.12t(8.8) nd. |na.
3 2.84t(8.8) 3.00t(8.8) nd. |na.
4 3.12t(9.5) 3.30 n.d. nd. |n.a.
5° 3.14m 2.94 m nd. [n.a.
6’A 342dd(11.7,5.3)|3.67dd (10.4,2.2) |nd. |n.a.
3.65dd (12.0, 1.6)|3.61 dd (12.3, 4.4)

aaufgenommqn in DMSO-dg und CD;0D Perhalten aus HMBC Spektrum n.d. nicht detektiert,
fettPirektkorrelation 1y o nicht angegeben; Lit. (Belkhiri et al. 1990; Hanley et al. 1985)
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6-Methoxyglucobrassicin

Systematischer Name: 3-[6-Methoxy-indolyl]-methyl-glucosinolat

Molekulargewicht: 478 g/mol

HR-MS'=479,07941, HR-MS=477,06376

Summenformel: C17H22N201()Sz

Probenbezeichnung (Substanzmenge): RD2gRP2 (7 mg)

Spezifische Drehung [a]p": -102.7 (¢ = 0.035 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient-semi): 8.32 min
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Strukturaufkldrung-Indol-Derivate

Lycoperodin 1

Auch in dieser Fraktion lag wieder ein typisches UV-Spektrum vor, wie es fiir
Tryptophanderivate charakteristisch ist. Anhand des Massenspektrums konnte das
Molekulargewicht mit 216 amu bestimmt werden. Im 'H-NMR-Spektrum konnte das ABCD-
System des Indols sowie das Singulett fiir die N-H-Funktion beobachtet werden. Die
Methylengruppe in direkter Nachbarschaft zu den beiden N-Atomen erschien als zwei
Dubletts mit jeweils einer grolen geminalen Kopplungskonstante von 15.1 Hz. In diesem Fall
waren die beiden Protonen magnetisch nicht dquivalent, da es sich um ein chirales Molekiil
handelte. Das Proton H-3, das am chiralen Zentrum sitzt, erschien ebenfalls im tiefen Feld bei
3.59 ppm. Im COSY-Spektrum konnten Korrelationen zu den beiden Signalen bei 3.12 ppm
und 2.80 ppm (H-4» und H-4p) gefunden werden. Hier war jeweils eine grof3e
Kopplungskonstante mit mehr als 15 Hz zu finden, die fiir die geminale Kopplung der beiden
Protonen an H-4 steht. Die gemessenen chemischen Verschiebungen waren zudem in
Ubereinstimmung mit der Literatur (Tilstra et al. 1990). Diese Verbindung wird beschrieben
als Kondensationsprodukt von Formaldehyd mit L-Tryptophan. Dies kann sowohl in der

Natur als auch wéhrend der Verarbeitung von Nahrungsmitteln gebildet werden.

Tab.E32: NMR-Daten Lycoperodin 1 und

Llteraturdaten
ou” Ou (Literatur*)
(JH2) (JH2)

1,8 |4.21d(15.6) 4.0 dd (16.1)
4.14 d (15.6)

3 3.59dd (10.3,5.1) |3.47dd

4, |3.12dd (16.1,5.1) |3.06 dd
2.80dd (16.1, 10.3) |2.72 dd

5 7.31d(8.2) 7.6 —7.1d;d;m
6 7.06(6.9) 7.6 —7.1d;d;m
7 6.98t(7.3) 7.6—-7.1d;d;m
8 7.43 d (7.9) 7.6 —7.1d;d;m

‘aufgenommen in DMSO-ds *(Tilstra et al. 1990)
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Lycoperodin 1

Systematischer Name: 2,3,4,9-Tetrahydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-3-carbonséure

Molekulargewicht: 216 g/mol

Summenformel: C;2H2N,O,

Probenbezeichnung (Substanzmenge): GD2WHgDC1 (1.8 mg)

Spezifische Drehung [a]p™": -8.3 (¢c=0.08 MeOH)

Retentionszeit (HPLC-Standard-Gradient-semi): 8.3 min
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3.5.4. Zuordnung der isolierten Inhaltsstoffe zu ihren Extrakten

Es wurden zwdlf verschiedene Extrakte zur Isolierung bearbeitet, wobei es Ziel der Arbeit
war, die Hauptverbindungen der jeweiligen Extrakte zu isolieren und somit eine Ubersicht
iiber das Polyphenolmuster innerhalb der Pflanze zu erhalten. Insgesamt wurden 53
Fraktionen mit Reinsubstanzen, entsprechend 41 verschiedenen Verbindungen, isoliert und
die Strukturen der Verbindungen zum grofBiten Teil vollstindig aufgekldrt. Die meisten
Substanzen stammten dabei aus den Extrakten von Vicia faba (24 %), Phaseolus vulg. var.
nanus (14 %) und Cucumis sativus (13 %) gefolgt von Vigna angularis (9 %). Aus den
restlichen Extrakten konnte jeweils mindestens eine Verbindung isoliert werden. Es handelte
sich dabei nicht ausschlieBlich um polyphenolische Strukturen, sondern auch um Indol-
Derivate.

Abbildungen Abb.E64/65 und Tabelle Tab.E32 geben die Zugehorigkeit der Substanzen zu
den jeweiligen Pflanzen wieder, ebenso wie die Zuordnung der Substanzen zu den

Verbindungsklassen.

Anzahl der isolierten Substanzen pro Pflanze in %
Gesamtzahl:53

@ Vignaradiata O Allium
4% satvum @ cucumis

2% sativus
13%

B Vigna

angularis B Glycine max

9% 8%
® Vicia faba
O Phaseolus
0,
24% \ | _—— coccineus
B Solanum 8%
melongena B Phaseolus
40
0 . O Pisum B Phaseolus var\\//lLJJIIg.aris
Raphanus sativum vulg. var. ' 8‘Vg
sativus 20, nanus 0

4% 14%

Abb.E64: Verteilung der isolierten Verbindungen auf den jeweiligen Extrakt in % (Gesamtzahl=Anzahl der
erhaltenen Fraktionen)
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Tab.E33: Zuordnung der isolierten Verbindungen zu den Extrakten

Pflanze

Isolierte Inhaltsstoffe

identifizierte Strukturen

Partielle Identifizierung
(Strukturvorschlége)

Allium sativum

Isoconiferin (PD)

Cucumis sativus

Isoquercitrin (Flavonol),
Isorhamnetin—30-glucosid (Flavonol),
Triandrin (PD), Lycoperodin 1 (ID)

Apigenin-6C-dihexosid
Apigenin-trihexosid
Chrysoeriol-trihexosid

Glycine max

Genistein (Isoflavon), Genistin
(Isoflavon), Daidzein (Isoflavon),
Daidzin (Isoflavon)

Phaseolus
coccineus

Genistein (Isoflavon),Genistin
(Isoflavon),Daidzin (Isoflavon),
Glycitin (Isoflavon)

Phaseolus vulg.
var.vulgaris

Catechin (Flavanol), Kdmpferol
(Flavonol), Astragalin (Flavonol)

Procyanidin B3/B6 (Flavanol)

Phaseolus vulg.
var. nanus

Catechin (Flavanol), Gallocatechin
(Flavanol), Astragalin (Flavonol),
Isoquercitrin (Flavonol),
Dihydromyricetin (Flavanonol),
Isomyricitrin (Flavonol), Ferulasdure
(PD), Gallussdureethylester (PD)

Pisum sativum

Kéampferol-30-sophorotriosid
(Flavonol)

Raphanus sativus

Glucobrassicin (ID), 6-
Methoxyglucobrassicin (ID)

Solanum Chlorogensdure (PD), Paucin (PD)
melongena
Vicia faba Catechin (Flavanol), Epicatechin Isorhamnetin-30-glycosid

(Flavanol), Vitexin (Flavon),
Isovitexin (Flavon), Nicotiflorin
(Flavonol), Kdmpferol-30-glucosyl-
70-rhamnosid (Flavonol),

Apigenin-6,8-C-dihexosid
(Vicenin-2)
Kéampferol-triglycosid
Quercetin-triglycosid

Isoschaftosid (Flavon) Apigenin-6C-glucosyl-8C-
arabinosid
Apigenin-6C-xylosyl-8C-
galactosid
Vigna angularis Catechin (Flavanol),
Quercetin (Flavonol),
Rutin (Flavonol),

Mpyricetin-3O-rutinosid (Flavonol),
Daidzein (Isoflavon)

Vigna radiata

Vitexin (Flavon),
Isovitexin (Flavon)

PD: einfache Phenylpropan-Derivate
ID: Indol-Derivate
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Verteilung der isolierten Inhaltsstoffe auf die Substanzklassen
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Abb.E65: Verteilung der isolierten Verbindungen auf die Extrakte der Pflanzen

Die Art der Strukturen ist im Hinblick auf Aktivitdten und Struktur-Wirkungs-Beziehungen in
verschiedenen Assays von Bedeutung. Aus diesem Grund wurde auch auf die Strukturen
eingegangen, die nicht vollstdndig aufgeklart werden konnten, deren Zugehorigkeit zu einer
Substanzklasse aber eindeutig moglich war.

Aus dem Extrakt von Allium sativum konnte Isoconiferin isoliert werden. Als 90-Glucosid
des Coniferylalkohols kommt diese Verbindung in den Zellwdnden sowohl der monocotylen
als auch dicotylen Pflanzen vor. Fiir Asparagus officinalis, welcher zur gleichen Familie der
Liliaceae gehort, wurde bereits Coniferin (Coniferylalkohol-40-Glucosid) identifiziert
(Rademaker et al. 2000).

Der Extrakt von Cucumis sativus enthielt Isoquercitrin, Isorhamnetin-30-glucosid, Triandrin
und Lycoperodin 1, auBerdem war die teilweise Identifizierung eines Apigenin-6C-
dihexosids, Apigenin-trihexosids und Chrysoeriol-trihexosids moglich. Fiir die Blétter und
Bliiten von Cucumis sativus wurden bereits die 30-Glucoside des Quercetins und des
Isorhamnetins beschrieben, ebenso wie ein Isovitexin-2’’O-glucosid und Isovitexin-4’-XO-
diglucoside (Krauze-Baranowska et al. 2001). Die Flavone waren bei diesen Untersuchungen
vermehrt in den Bléttern zu finden, wohingegen die Flavonole fiir die Bliiten beschrieben
wurden. Derivate des Isoscoparins wurden ebenfalls bereits in Cucumis sativus nachgewiesen
(Abou-Zaid et al. 2001), zusétzlich handelte es sich in der vorliegenden Literatur um
Coumaryl- und Feruloylglucosidderivate. Das Triandrin ist ein Glucosid des p-

Hydroxyzimtalkohols. Dieser ist als Zellwandbaustein anzutreffen, wird jedoch vermehrt in
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Gymnospermen und monocotylen Pflanzen gefunden. Triandrin selbst wird fiir Salix-Arten
beschrieben (DNP 2006; Frohne et al. 1998). Lycoperodin 1 wird als Kondensationsprodukt
von L-Tryptophan und Formaldehyd sowohl in der Natur als auch bei der Zubereitung von
Gemiise beschrieben (DNP 2006).

Aus dem Glycine max-Extrakt konnten Genistein, Genistin, Daidzein und Daidzin isoliert
werden. Diese werden fiir Sojabohnen vielfach in der Literatur aufgefiihrt (Nakamura et al.
2001).

Auch der Phaseolus coccineus-Extrakt enthielt Genistein, Genistin, Daidzin und Glycitin,
gleichzeitig wurden Isoflavonoide fiir diese Pflanze bereits erwihnt (Lindig-Crisneros et al.
1997). Jedoch konnte Nakamura (Nakamura et al. 2001) in dem von ihm untersuchten Extrakt

weder Genistein oder Daidzein noch deren Derivate nachweisen.

Aus Phaseolus vulg. var.vulgaris wurden Catechin, Kdmpferol, Astragalin isoliert, aulerdem
war es moglich ein Procyanidin B3 oder B6 teilweise zu identifizieren. Der Phaseolus vulg.
var. nanus-Extrakt enthielt Catechin, Gallocatechin, Astragalin, Isoquercitrin,
Dihydromyricetin, Isomyricitrin, Ferulasdure und Gallussdureethylester. Bereits beschrieben
wurden flir Phaseolus vulgaris-Arten die Glucoside des Kdmpferols, des Quercetins und des
Myricetins, ebenso ist das Vorkommen von Catechin und Gallocatechin zu finden, welches
im Zusammenhang mit Monomeren der Procyanidine erwdhnt wird (Aparicio-Fernandez et al.
2005; Beninger et al. 1999). Ferulasdure wird ebenfalls in der Literatur als Inhaltsstoff fiir
Phaseolus vulgaris genannt (Diaz-Batalla et al. 2006), wohingegen Gallusséureethylester
(Phyllemblin) aus Acacia-Arten bekannt ist (DNP 2006).

Dihydromyricetin hingegen wurde hier erstmals fiir Phaseolus vulgaris beschrieben.

In Pisum sativum konnte Kémpferol-30-sophorotriosid nachgewiesen und isoliert werden.
Diese Verbindung ist bereits als Inhaltstoff fiir diese Leguminose beschrieben worden
(Ferreres et al. 1995).

Der Raphanus sativus-Extrakt enthielt unter anderem Glucobrassicin und 6-
Methoxyglucobrassicin. Beide Verbindungen sind typische Inhaltsstoffe der Brassicaceen und
bereits flir diese allgemein, aber auch speziell fiir Raphanus sativus beschrieben. (Carlson et
al. 1985). Das 6-Methoxyderivat wurde mehrfach erwéhnt, jedoch liegen bisher keine
Veroffentlichungen iiber NMR-Daten vor.

Aus der Aubergine (Solanum melongena) konnten die beiden Verbindungen (E)-
Chlorogensdure und Caffeoylputrescin (sowohl das Z- als auch das E-Enantiomer) erhalten
werden. Sowohl die Chlorogensdure als auch das Putrescin-Derivat sind bereits aus Solanum
melongena bekannt (Whitaker et al. 2003).
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Der Vicia faba-Extrakt lieferte die meisten Verbindungen, wobei Catechin, Epicatechin,
Vitexin, Isovitexin, Nicotiflorin, Kidmpferol-30-glucosyl-70-rhamnosid und Isoschaftosid
eindeutig identifiziert werden konnten. Als weitere mogliche Strukturen sind Isorhamnetin-
30-glycosid, Apigenin-6,8C-dihexosid (Vicenin-2), Apigenin-6C-glucosyl-8C-arabinosid,
Apigenin-6C-xylosyl-8C-galactosid sowie ein Kadmpferol-triglycosid und ein Quercetin-
triglycosid enthalten.

Catechin und Epicatechin sind eindeutig bereits aus Vicia faba identifiziert. Apigenin-C-
glycoside und Kémpferol-Derivate wurden dabei ohne weitere Charakterisierung aus
Samenschalen beschrieben (Nozzolillo et al. 1989). Als Hauptflavonol wird Kédmpferol-30-
galactosid-70-rhamnosid flir die epidermalen Zellschichten junger Blitter beschrieben
(Vierstra et al. 1982), jedoch konnte im vorliegenden Fall eindeutig das 30-Glucosid isoliert
werden, das ebenfalls bereits aus den Blittern von Vicia faba bekannt ist (Arisawa et al.
1971). Aus den Hiilsen von Vicia faba konnte Vicenin-2 isoliert werden (Micheal et al. 1998),
jedoch finden sich fiir Vicia faba keine eindeutigen Hinweise auf das Vorkommen von
Vitexin, [sovitexin oder eines der weiteren Apigenin-Derivate. Obwohl eine gro3e Vielzahl an
Kimpferol- und Quercetin-Derivaten beschrieben wurden, gibt es auch keine Daten zu
Nicotiflorin und den Triglycosiden der beiden Flavonole. Auch wurde bisher kein

Isorhamnetin-Derivat fiir die Pflanze beschrieben.

Vigna angularis enthielt Catechin, Quercetin, Rutin, Myricetin-30O-rutinosid und Daidzein.
Bereits fiir diese Pflanze beschrieben wurden (+)-Catechin, Catechin-70-glucosid und Rutin
(Yoshida et al. 2005). Das Vorhandensein von Quercetin als Aglykon konnte teilweise auf die
Bearbeitung d.h. die Hydrolyse des Zuckers, zuriickzufiihren sein, ebenso wie das Vorliegen
von (+)-Catechin. Das Vorkommen von Daidzein in Vigna angularis-Extrakten wurde bereits
in der Literatur beschrieben (Nakamura et al. 2001).

Myricetin-3O-rutinosid wurde innerhalb der Kooperation zum ersten Mal aus Vigna angularis
beschrieben.

In Vigna radiata konnten Vitexin und Isovitexin nachgewiesen und isoliert werden. Beide
Verbindungen sind fiir diese Pflanze bereits mehrfach beschrieben (Ahn et al. 2003; Jeong et
al. 1998; Kim et al. 2005).
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3.6.  Aktivitit der Reinsubstanzen und Extrakte in in vitro Testassays

In den vorangegangenen Kapiteln wurde sowohl auf das Polyphenolmuster als auch auf
quantitative Aspekte der enthaltenen Substanzen eingegangen. Ebenso wurde eine Vielzahl an
Reinsubstanzen aus den Extrakten gewonnen, die nachfolgend in verschiedenen Assays
getestet wurden, um ihre antioxidativen, zytotoxischen und proliferationsstimulierenden

Eigenschaften zu untersuchen.
3.6.1. Aktivitit der Reinsubstanzen im quantitativen DPPH-Kiivetten-Assay

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 46 verschiedene Substanzen auf ihre
antioxidativen Eigenschaften im DPPH-Assay untersucht. Dabei wurde der Test sowohl mit
isolierten Verbindungen als auch mit kéuflich erworbenen, ebenso wie mit weiteren
institutseigenen Substanzen durchgefiihrt. Der ECso-Wert gibt dabei die Konzentration der
Substanz an, die in der Lage ist die Absorption einer DPPH-LGosung (sieche Material und
Methoden 2.6.) nach zwei Minuten auf die Hélfte zu reduzieren. Es wurde zuerst eine
Konzentration von 76 pM vermessen; zeigte sich hier bereits eine Absorptionsabnahme um
mehr als 0.3 Einheiten, wurde der ECso-Wert bestimmt.

Abb.E66 gibt die Absorptionsabnahme der Verbindungen wieder, die auf Grund der
fehlenden oder geringen Aktivitdt nicht weiter vermessen wurden. Die Trimethylether des
Dihydrokdmpferols und Kémpferols sowie Kémpferol-30-glucosid zeigten eine moderate
antioxidative Aktivitit. Jedoch war mit einer hoheren Konzentration der Verbindung keine
wesentliche Zunahme der Aktivitdt verbunden, so dass die ECso-Werte tiber 200 uM liegen

mussten. Daher wurde auf eine genauere Bestimmung verzichtet.
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Abb.E66: Absorptionsabnahme der DPPH-Losung bei Zugabe von 76 uM Flavonoid nach 2 min.
Wellenliange:517 nm, n=3, K./-k.=Kémpferol, L.=Luteolin
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3.6.1.1.Antioxidative Aktivitat der Flavanole

Aus der Gruppe der Flavanole standen insgesamt drei Verbindungen zur Verfligung:
Catechin, Epicatechin und Gallocatechin. Bei allen drei Substanzen handelte es sich um ein
Gemisch der Enantiomere. Zusétzlich wurde (-)-Epicatechin vermessen, das von Frau Dr.
B.Steffan am Institut fiir Pharmazeutische Biologie und Biotechnologie aus Guazuma
ulmifolia isoliert wurde. Alle Flavanole waren in der Lage das stabile DPPH-Radikal zu
reduzieren und damit zu einer Abnahme der Absorption zu fiihren. Die hochste Aktivitét
zeigte dabei das (-)- Epicatechin mit einem ECsp-Wert von 24.6 uM =+ 4.69. (£+)-Catechin, (+)-
Epicatechin und (+)-Gallocatechin wiesen gleiche ECso-Werte von 42.3 uM + 15.08, 49.7 uM
+20.19 und 44.0 uM + 15.86 auf.

Flavanole (antioxidative Aktivitit)
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(+/-)- Catechin (+/-)- (-)- Epicatechin (+-)- Propylgallat Vitamin C
Epicatechin Gallocatechin

ECso (uM)

Abb.E67: Antioxidative Aktivitit der Flavanole, Wellenlénge:517 nm, n=3, Mittelwert + SD

3.6.1.2.Antioxidative Aktivitit der Flavone und Flavon-Derivate

In der Reihe der Flavon-Derivate zeigten im Assay das Apigenin und seine Derivate keine
Aktivitdt bis 76 pM. Im Falle des Eriodictyols und des Luteolins war hingegen eine Abnahme
der Absorption zu verzeichnen. Der ECso-Werte des Luteolins lag mit 42.6 uM + 4.25 im
Bereich der ECso-Werte der Enantiomerengemische der Flavanole, wahrend das Eriodictyol
mit 55.5 uM =+ 14.50 eine etwas geringere Aktivitdt zeigte. Die 3’,5-Dimethylether des
Luteolins wies im Assay bei einer Konzentration von 76 pM keine Aktivitét auf, ebenso wie
Tricin mit drei OH-Gruppen im B-Ring, von denen sowohl 3’ als auch 5’-Position methyliert
vorliegen. Die Naringenin-Derivate, die von Dr. T. Duong aus Aglaia oligophylla isoliert
wurden, erwiesen sich ebenso als inaktiv im vermessenen Konzentrationsbereich. Luteolin
und seine Derivate wurden von Gamal A. Mohamed aus Cyperus alopecuroides isoliert.
Beide Arbeiten wurden am Institut fliir Pharmazeutische Biologie und Biotechnologie
durchgefiihrt. Eriodictyol wurde von Herrn Prof. Dr.P. Proksch aus Encelia -Arten isoliert.
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Flavone (antioxidative Aktivitit)
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Abb.E68: Antioxidative Aktivitit der Flavone und Flavon-Derivate (*keine Aktivitit im vermessenen
Konzentrationsbereich); Wellenlédnge:517nm, n=3, Mittelwert = SD

3.6.1.3.Antioxidative Aktivitat der Flavonole und Flavonol-Derivate

Unter den Flavonolen zeigten alle untersuchten Aglyka, d.h. Kdmpferol (31.3 uM + 2.48),
Quercetin (14.8 uM =+ 2.34) und Myricetin (23.1 uM =+ 7.97) radikalfangende Eigenschaften.
Wihrend weder eine Glycosidierung an der 3-OH Funktion noch eine Hydrierung an 2,3-
Position im Quercetin oder im Myricetin zu einem vollstindigen Aktivititsverlust fiihrten,
zeigten die untersuchten Kéampferol-Derivate keine Aktivitit bzw. nur eine geringe
Absorptionsidnderung bei einer Konzentration von 76 pM (AA<0.3). Unter den Quercetin-
Derivaten fiihrte eine zusétzlich Methylierung der 3’-OH Funktion im Isorhamnetin-30-
glucosid zum Verlust der antioxidativen Aktivitét.

In der Reihe der Quercetin- und Myricetin-Derivate wiesen die Dihydroverbindungen
Taxifolin und Dihydromyricetin ECso-Werte von 27.3 uM + 4.72 und 29.3 uM =+ 5.74 auf,
wihrend die ECso-Werte der Rutinoside mit 38.3 uM =+ 6.16 (Rutin) und 31.0 uM + 3.03
(Myricetin-30-rutinosid) geringfiligig hoher lagen. Die 30-Glucoside hatten hier mit 46.4 uM
+ 7.18 (Isoquercitrin) und 42.8 uM =+ 15.31 (Isomyricitrin) die hdchsten ECso-Werte.

Die Trimethylether des Dihydrokdmpferols und des Kédmpferols wurden in diesem Fall aus
Aglaia oligophylla (Dr. T. Duong) isoliert.
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Flavonole (antioxidative Aktivitdt)
® % ® ok ® ok ok *
200
160 1
31207
3 801
m
40 1
0,
—_— = = ' = = — = ' =t o o] = h=1 @]
s 2 % %=, BTz B = E £z £ E % £ £ =
2 2 £ 3E£g% = 43TE 8 3 oz 28 3z & 2 £ 2 B E
E % 2 9EES § szGE 2 2 E2 e £ 2 2 gz & £
S : F U8 S22 % o= "3 & o S = g 5 g~
M O o M=S=7%m g 5B y2 3 =Ne) s 9 g B
@@ =538 S TEME 2 S & Z 9 S =
¥ oM 85 =z 2EF S - s £
M A A a

Abb.E69: Antioxidative Aktivitdt der Flavonole und Flavonol-Derivate (*keine oder geringe Aktivitdt im
vermessenen Konzentrationsbereich); Wellenldnge:517nm, n=3, Mittelwert + SD, K.k.=Kéampferol,
M.=Myricetin

3.6.1.4. Antioxidative Aktivitat der Isoflavonoide

Die Reihe der Isoflavonoide zeigte die gleichen Ergebnisse wie die bereits vorgestellten
Apigenin-Derivate. Bis auf die Tatsache, dass sich hier der B-Ring nicht an Position 2
sondern an Position 3 befindet, unterscheiden sich die Strukturen des Genisteins und des
Apigenins nicht. Ebenso konnten keine radikalfangenden Eigenschaften bei den Glycosiden

beobachtet werden.

Isoflavonoide (antioxidative Aktivitit)
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Abb.E70: Antioxidative Aktivitit der Isoflavonoide (*keine Aktivitdt im vermessenen Konzentrationsbereich)
Wellenlinge:517nm, n=3, Mittelwert = SD
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3.6.1.5.Antioxidative Aktivitiit der einfachen Phenylpropan-Derivate

In der Reihe der einfachen Phenylpropan-Derivate zeigte die Kaffeesdure (28.2 = 7.11 uM)
und ihre Derivate Chlorogensdure (31.1 + 4.91 uM) und Paucin (49.4 + 8.90 uM, N-
Caffeoylputrescin) die niedrigsten ECso-Werte. Ferulasdure (150.9 + 991 uM) und
Gallusséureethylester (109.7 +29.64 uM) wiesen nur eine geringere Féhigkeit auf, das stabile
Radikal zu reduzieren, wiahrend Triandrin und Isoconiferin im vermessenen Bereich inaktiv

waren.
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Abb.E71: Antioxidative Aktivitdt der einfachen Phenylpropan-Derivate (*keine Aktivitit im vermessenen
Konzentrationsbereich); Wellenlédnge:517nm, n=3, Mittelwert = SD

3.6.1.6.Antioxidative Aktivitat der Indol-Derivate

Fiir die beiden aus Raphanus sativus isolierten Indol-Derivate konnte im vorliegenden Fall
keine Aktivitdit im DPPH-Assay beobachtet werden. Beide verursachten eine
Absorptionsabnahme um weniger als 0.05 Einheiten, so dass auch keine weiteren Messungen
durchgefiihrt wurden.
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3.6.1.7.Quantifizierung der antioxidativen Eigenschaften der Extrakte

Die Extrakte der verschiedenen Leguminosen (jeweils Extrakt Mai 2004) und der weiteren
Gemiisesorten wurden ebenfalls im DPPH-Assay untersucht, um abzuschitzen ob das
Inhaltsstoffmuster der Flavonoide mit der antioxidativen Aktivitdt im vorliegenden Assay
korreliert. Dazu wurde zuerst eine Konzentration von 0.4 mg/ml vermessen. Die
Absorptionsdifferenzen bei dieser Konzentration sind in Abb.E72 wiedergegeben.

Antioxidative Aktivitdt der Extrakte (c= 0,4 mg/ml)
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Abb.E72: Absorptionsianderung der DPPH-Losung, Extraktkonzentration 0.4 mg/ml, Wellenldnge 517 nm, n=3,
Mittelwert = SD, #Extrakte der chinesischen Pflanzen, **Extrakte der deutschen Pflanzen

Ausgehend von diesem Ergebnis wurden von den Leguminosen die Extrakte von Vigna
angularis, Vicia faba und den beiden Phaseolus - Arten genauer untersucht. Bei den weiteren
Gemiisesorten wurde von allen Extrakten der Aubergine (Solanum melongena) sowie von den

Extrakten von Raphanus sativus und dem Schalengewebes des Zierkiirbis der ECso-Wert
bestimmt.

Bei den Leguminosen erwies sich der Extrakt von Vigna angularis als derjenige Extrakt, der
die stirkste antioxidative Aktivitdt (c=0.7 mg/ml + 0.21) aufwies, wie es bereits durch das
Screening zu vermuten gewesen war. Die drei anderen Leguminosen zeigten demgegeniiber
eine schwichere Aktivitdt (Vicia faba: 2.0 = 0.23 mg/ml; P.vulg. var. vulg.: 3.4 + 0.32 mg/ml;
P. vulg. var. nanus: 2.0 = 0.44 mg/ml).
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Antioxidative Aktivitdt der Extrakte
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Abb.E73: Antioxidative Aktivitdt der Leguminosenextrakte, (*keine antioxidative Aktivitdt im vermessenen
Konzentrationsbereich)., Wellenldnge 517 nm, n=3, Mittelwert +£ SD

Bei den untersuchten weiteren Gemiisesorten ergaben die Extrakte der Aubergine (Solanum
melongena) die niedrigsten ECso-Werte gefolgt von den Extrakten von Raphanus sativus und
dem Extrakt der Zierkiirbisschale. Die ECso-Werte lagen bei 0.1 mg/ml + 0.03 (S. melongena
»Schale®), 0.3 mg/ml £ 0.04 (S. melongena ,Mark®), 0.5 mg/ml £ 0.05 (S. melongena
,,China®), die der beiden anderen Extrakte bei 2.1 mg/ml + 0.26 (Raphanus sativus) und 3.0
mg/ml £ 0.57 (Cucurbita pepo var.- ,,Zierkiirbis Schale*)

Antioxidative Aktivitdt der Extrakte
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Abb.E74: Antioxidative Aktivitdit der weiteren Gemiisesorten, (* keine Aktivitit im vermessenen
Konzentrationsbereich), Wellenldnge 517nm, n=3, Mittelwert + SD, #Extrakte der chinesischen Pflanzen,
**Extrakte der deutschen Pflanzen
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Zellulare Eigenschaften

3.6.2. Charakterisierung der zelluliiren Eigenschaften der Reinsubstanzen an H4IIE-
Hepatom-Zellen

Im Rahmen einer Kooperation mit dem Institut fiir Toxikologie der Heinrich-Heine
Universitdt Diisseldorf (Prof. Dr. R. Kahl, Priv. Doz. Dr. W. Witjen und Mitarbeiter) wurden
die zelluldren Eigenschaften der Reinsubstanzen an H4IIE Hepatom-Zellen untersucht. Die
Zytotoxizitdt der untersuchten Substanzen wurde mit Hilfe von Neutralrot bzw. MTT nach 24
h Inkubationszeit bestimmt. In Einzelfdllen wurde die Fihigkeit der Flavonoide, in geringen
Konzentrationen die Zelle vor oxidativem Stress zu schiitzen, untersucht.

Im Kapitel 3.5. (Aktivitdit der Reinsubstanzen im quantitativen DPPH Kiivetten-Assay)
wurden zusitzlich Substanzen getestet, die nicht aus den Leguminosen oder weiterem
chinesischem Gemiise, sondern innerhalb des Arbeitskreises in anderen Projekten isoliert
wurden. Zum groflen Teil wurden diese Substanzen auch innerhalb der Kooperation in
Einzelprojekten bearbeitet. Die daraus resultierenden Ergebnisse werden hier ohne Abbildung

erwahnt.

Die Flavanole Catechin und Epicatechin wurden im Rahmen der Kooperation nicht mehr
getestet, da eine Untersuchung dieser Substanzen bereits in vorangegangenen Arbeiten
erfolgte (Steffan 2005). Gallocatechin stand in diesem Zusammenhang nicht mehr in
ausreichender Menge zur Verfligung.

3.6.2.1.Eigenschaften von Flavon-Derivaten im Zellkultursystem

Apigenin und Vitexin

Im Rahmen eines Projektes mit prenylierten Verbindungen (Witjen et al. 2007) wurden das
Aglykon Apigenin und sein Derivat Vitexin auf ihre Zytotoxizitdt hin untersucht. Da in
HA4IIE-Zellen nur eine geringe Aktivitdt zu beobachten war, wurde auf eine Testung weiterer
Apigenin-Derivate verzichtet, zumal viele nicht in ausreichender Menge zur Verfiigung

standen.
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Ergebnisse

Zytotoxizitat der Flavone
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Abb.E75: Uberlebensrate der Zellen in % des Kontrollwertes nach Inkubation mit jeweils 100 bzw. 250 uM des
Flavonoids in H4IIE-Zellen nach 24h, Anfirbung mit Neutralrot (Absorption der Kontrolle beispielhaft fiir
Apigenin= 0.727 + 0.08, x+SD, n=3)

Luteolin und Luteolin-3’,5-dimethylether

Das unter Kapitel 3.5.2. (Antioxidative Aktivitit der Flavon-Derivate) beschriebene
Luteolindimethyl-Derivat (aus Cyperus alopecuroides) wurde zusétzlich auf seine zelluldren
Eigenschaften hin untersucht. Es konnte dabei festgestellt werden, dass Luteolin und
Luteolin-3’,5-dimethylether in einer Konzentration von 250 uM die Viabilitdit von H4IIE-
Zellen beeinflussten und nach 24 h zu einer Abnahme der Neutralrotakkumulation auf 28.5 %
und 33.9 % fiihrten. Luteolin- 5,7,3’,4’-tetramethylether zeigte als Vergleich keine
Beeinflussung der Zellen unter gleichen Bedingungen. Die oben aufgefiihrte Zytotoxizitét
wurde im Falle des Luteolins durch einen apoptotischen Zelltod ausgeldst, welcher in einem
Apo-ONE-Assay (Nachweis der Caspase-3-Aktivitit) belegt werden konnte. Fiir die
Methylderivate konnte keine Aktivierung der Caspase-3 beobachtet werden. (Michels 2005;
Michels et al. 2006)

Naringenin-4’,7-dimethylether und Naringenin-4’.5.7-trimethvlether

Obwohl fiir die beiden im Kapitel 3.5.2. (Antioxidative Aktivitdit der Flavon-Derivate)
beschriebenen Naringenin-Derivate (Naringenin-4’,7-dimethylether und Naringenin-4’,5,7-
trimethylether aus Aglaia oligophylla) im DPPH-Assay keine Aktivitdt gefunden wurde,
erfolgte eine Testung an H4IIE-Zellen im Hinblick auf ihre Toxizitdt. Hierzu wurden H4I1E-
Zellen mit der zu testenden Substanz versetzt, wobei nach 24 h mit Hilfe des MTT-Assays
eine Auswertung erfolgte.

Es konnte gezeigt werde, dass das Dimethylderivat keinen Einfluss auf die Zellviabilitit hatte,
das Trimethylderivat jedoch eine Abnahme der MTT-Akkumulation auf 22.67% des
Kontrollwertes in einer Konzentration von 100 uM hervorrief, welche im Apo-ONE-Assay

als apoptotischer Zelltod nachgewiesen werden konnte (unverdffentlichte Daten).

203



Zellulare Eigenschaften

3.6.2.2.Eigenschaften von ausgesuchten Quercetin- und Myricetin-Derivaten im
Zellkultursystem

Zytotoxizitit der ausgesuchten Quercetin- und Myvricetin-Derivate

Im Folgenden wurden Quercetin und Myricetin, ihre Dihydroverbindungen Taxifolin und
Dihydromyricetin, sowie die jeweiligen Rutinoside untersucht. Dabei wurde die Toxizitédt der
Substanzen in H4IIE- Zellen bei verschiedenen Konzentrationen bestimmt und nach 24h die
Uberlebensrate mit Hilfe der Neutralrotakkumulation bestimmt. Abb.E76 verdeutlicht die

gewonnenen Ergebnisse.

Es konnte festgestellt werden, dass beide Aglyka in einer Konzentration von 250 pM die
Neutralrotakkumulation auf 44.7% (Quercetin) bzw. 35.9% (Myricetin) des Ausgangswertes
verringerten. In der Reihe der Quercetin-Derivate (Taxifolin und Rutin) konnte kein Einfluss
auf die Zellaktivitit gefunden werden, wohingegen die Neutralrotakkumulation bei den
Myricetin-Derivaten (Dihydromyricetin und Myricetin-30O-rutinosid) auf 52.5% und 58.0%
des Kontrollwertes abnahm und somit die Toxizitdt trotz Derivatisierung erhalten blieb.
Vergleichbare Ergebnisse konnten auch fiir Quercitrin und Myricitrin gefunden werden
(Gollembeck et al. 2006).

Zytotoxizitat der Quercetin- und Myricetinderivate
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Abb.E76: Uberlebensrate der Zellen in % des Kontrollwertes nach Inkubation mit jeweils 100 bzw. 250 uM des
Flavonoids in H4IIE-Zellen nach 24h, Anfarbung mit Neutralrot (* p<0.05 vs. Kontrolle=100%, Absorption der
Kontrolle beispielhaft fiir Quercetin= 0.319 + 0.01, x+SD, n=4)
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Protektive Effekte der ausgesuchten Quercetin- und Myricetin-Derivate gegen H,O,-

vermittelte Apoptose

Caspase-3-Aktivitét

Um die protektiven Effekte der untersuchten Substanzen gegeniiber der H,O,-vermittelten
Apoptose zu untersuchen, wurden H4IIE-Zellen mit 50 pM Flavonoid eine Stunde lang
prainkubiert und anschlieBend fiir 14h mit 500pM H,0O, versetzt. Danach wurde die Caspase-
3-Aktivitdt ermittelt und gegen die Blindwerte mit und ohne H,O,-Zugabe ausgewertet.

Die Ergebnisse sind in Abb.E77 dargestellt und zeigen, dass lediglich Quercetin in der Lage
war, die durch H,O, vermittelte Caspase-3-Aktivitdt und damit die Apoptose der Zellen zu

reduzieren.

Schutz vor H202-vermittelter Apoptose
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Abb.E77: Caspase-3-Aktivitdt (in % der Kontrolle) nach 1h Prdinkubation mit dem jeweiligen Flavonoid und
14h Inkubation der Zellen mit 500pM H,O, (n=3,* p<0.05 vs DMSO/H,0,- Kontrolle, # p<0.05 vs. DMSO-
Kontrolle)

Zelluliire Aufnahme der ausgesuchten Quercetin- und Myricetin-Derivate

Um festzustellen, in welchem Ausmal} die zelluldre Aufnahme an den oben erhaltenen Daten
beteiligt ist, wurden H4IIE-Zellen fiir 1h mit 500uM der jeweiligen Flavonoide inkubiert und
die Proben wie unter Material und Methoden (2.7.1.3.Aufnahmestudien) beschrieben,
bearbeitet. Zum grofiten Teil wurden diese Aufnahmestudien bereits in vorangegangenen
Arbeiten (Steffan 2005) im Rahmen der Kooperation durchgefiihrt, wéhrend
Dihydromyricetin und Myricetin-30-rutinosid hier hinzugefligt wurden.

Die zelluldre Aufnahme wird in Abb.E78 verdeutlicht und zeigt, dass von den untersuchten
Substanzen nur Quercetin in groferen Mengen (33.4 + 10.7 nmol/10° Zellen) in den Zellen
vorhanden war. Taxifolin und Myricetin wurden nur in Spuren wieder gefunden, wihrend
Rutin, Dihydromyricetin und Myricetin-30-rutinosid nicht in den Zellen nachzuweisen

waren.
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zellulare Aufnahme der Flavonoide (500pM, 1h)
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ADbb.E78: Zelluldre Aufnahme der jeweiligen Flavonoide in H4IIE-Zellen nach Inkubation mit 500uM
Flavonoid fiir 1h

3.6.2.3.Eigenschaften von weiteren Flavonol-Derivaten im Zellkultursystem

Kiéimpferol, Quercetin, Myricetin und ihre Glucoside

Die 30-Glucoside von Kiampferol, Quercetin und Myricetin wurden jeweils auf ihre
Zytotoxizitdt an H4IIE-Zellen untersucht. Zum Vergleich wurden die zugehdrigen Aglyka
Kéampferol, Quercetin und Myricetin ebenfalls vermessen. Die zu testenden Substanzen
wurden 24h mit H4IIE-Zellen in Kontakt gebracht. Danach erfolgte die Auswertung der
Viabilitdt mit Hilfe von MTT.

Die Inkubation mit den drei Aglyka fiihrte zu einer Abnahme der MTT-Akkumulation in den
Zellen, wobei der Wert bei einer Konzentration von 100uM auf 28.3% (Kidmpferol), 57.0%
(Quercetin) und 66.7% (Myricetin) des Kontrollwertes zuriickging. Im Falle der Glucoside
konnte bei 100uM eine geringere Toxizitdt beobachtet werden; wahrend Isoquercitrin noch
eine Reduktion der MTT-Akkumulation auf 35.2% aufwies, zeigten die beiden anderen

Glucoside nur eine geringe Aktivitdt (Astragalin, Isomyricitrin, >90%)
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Zytotoxizitat der 30 -Glucoside und ihrer Aglyka
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Abb.E79: Uberlebensrate der Zellen in % des Kontrollwertes nach Inkubation mit jeweils 50 bzw. 100 uM des
Flavonoids in H4IIE-Zellen nach 24h, Anfirbung mit MTT (* p<0.05 vs. Kontrolle=100%, Absorption der
Kontrolle beispielhaft fiir Kimpferol=0.232 + 0.02, x+SD, n=3)

Weitere Kimpferol-Derivate

Als weiteres Glycosid wurde Kdmpferol-3O-rutinosid (Aglaia oligophylla) untersucht. Da im
gestesteten Konzentrationsbereich bis 100uM kein Einfluss auf die Viabilitdt der H4IIE-
Zellen beobachtet werden konnte, wurde im Rahmen dieser Arbeit auf die Testung weiterer
Kéampferolglycoside verzichtet.

Zusiétzlich wurden auch in diesem Fall die beiden aus Aglaia oligophylla isolierten
methylierten Verbindungen Kdampferol-5,7,4’-O-trimethylether und Dihydrokédmpferol-5,7,4’-
O-trimethylether an H4IIE-Zellen auf ihre Toxizitdt getestet, obwohl im DPPH-Assay kein
antioxidatives Potential zu verzeichnen war. Allerdings konnte auch in diesem Assay keine

Aktivitdt festgestellt werden.

Zytotoxizitat der Flavonole
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Abb.E80: Uberlebensrate der Zellen in % des Kontrollwertes nach Inkubation mit jeweils 50 bzw. 100 uM des
Flavonoids in H4IIE-Zellen nach 24h, Anfirbung mit MTT (* p<0.05 vs. Kontrolle=100%, Absorption der
Kontrolle beispielhaft fiir Kimpferol=0.362 + 0.07, x+SD, n=5)
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3.6.2.4.Eigenschaften der Isoflavonoid-Derivaten im Zellkultursystem

In der Reihe der Isoflavonoide konnte im Falle des Genisteins und Genistins ein Einfluss auf
die Viabilitdit der HA4IIE-Zellen festgestellt werden. Eine Konzentration von 100puM
verursachte einen Riickgang der MTT-Akkumulation auf 39.7 % bzw. 79.6% des
Ausgangswertes. Die weiteren Isoflavonoide erwiesen sich als nicht zytotoxisch im

vermessenen Konzentrationsbereich. Die Ergebnisse sind graphisch in Abb.E81 dargestellt.

Zytotoxizitat der Isoflavonoide
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Abb.E81: Uberlebensrate der Zellen in % des Kontrollwertes nach Inkubation mit jeweils 50 bzw. 100 uM des
Flavonoids in H4IIE-Zellen nach 24h, Anfirbung mit MTT (* p<0.05 vs. Kontrolle=100%, Absorption der
Kontrolle beispielhaft fiir Genistein=0.201 + 0.02, x+SD, n=3)

3.6.2.5.Eigenschaften von einfachen Phenylpropan-Derivaten im Zellkultursystem

Die isolierten bzw. kéuflich erworbenen Phenylpropan-Derivate zeigten im vermessenen
Bereich bis 100 uM keinen zytotoxischen Einfluss auf H4IIE-Zellen. Isoconiferin konnte auf
Grund zu geringer Mengen nicht getestet werden.

Zytotoxizitat der Phenylpropanderivate
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Abb.E82: Uberlebensrate der Zellen in % des Kontrollwertes nach Inkubation mit jeweils 50 bzw. 100 uM des
Flavonoids in H4IIE-Zellen nach 24h, Anfirbung mit MTT (Absorption der Kontrolle beispielhaft fiir
Ferulasdure= 0.211 £ 0.04, x£SD, n=3)
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3.6.3. Charakterisierung der zellproliferationsstimulierenden Eigenschaften der
Reinsubstanzen und Extrakte der Leguminosen und weiterer Gemiisesorten an
MCF7-BUS Zellen

3.6.3.1.Bestimmung der zellproliferationsstimulierenden Eigenschaften der Extrakte

Die proliferationsstimulierenden Eigenschaften sowohl der Leguminosenextrakte als auch der
weiteren Gemiise aus China erfolgte an estrogensensitiven MCF7-Zellen. Die Zellen wurden
mit steigenden Konzentrationen an Extrakt versetzt, wobei der proliferationsstimulierende
Effekt gegeniiber einer 1 nM Estradiollosung ermittelt wurde.

Unter den Leguminosen erwiesen sich drei der ethanolischen Extrakte als aktiv. Glycine max
und Phaseolus coccineus zeigten bei einer Konzentration von 100 pg/ml eine Aktivitdt von
92.6 % und 86.2 % im Vergleich mit 0.1 nM Estradiol. Daneben zeigte nur noch Vigna
angularis eine vergleichbare Aktivitét, die bei 100 pg/ml 78.1 % erreichte (Zhao et al. 2005).

Proliferationsstimulierender Effekt der Leguminosen-Extrakte
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Abb.E83: Relativer proliferativer Effekt (RPE) der Leguminosenextrakte an MCF-7-Zellen gemessen gegen 0.1
nM 17B-Estradiol= 100%, Inkubationszeit 6 Tage, Anfirbung mit MTT, n=3, # p< 0.05, * p< 0.01

Unter dem weiteren chinesischen Gemiise zeigte keiner der Extrakte eine signifikante
Aktivitdt. Es lies sich jedoch eine Tendenz erkennen, die darauf hindeutete, dass in hoheren
Konzentrationen eine steigende Proliferation zu erwarten wére, welche besonders bei dem
Extrakt von Cucumis sativus zu erkennen war. Allerdings wurde das Experiment in dieser
Richtung durch die fehlende Loslichkeit der Extrakte im Medium limitiert.
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Proliferationsstimulierender Effekt der Gemiise-Extrakte
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Abb.E84: Relativer Proliferativer Effekt (RPE) der weiteren chinesischen Gemiise an MCF-7-Zellen gemessen
gegen 0.1 nM 17B-Estradiol =100%, Inkubationszeit 6Tage, Anfirbung mit MTT, x+ SD, n=3

Abb.E85: MCF7/BUS-Zellen-Zellproliferationsstimulierender Effekt der chinesischen Gemiise (Cucumis
sativus, Solanum melongena, Allium sativum, Raphanus sativus) an MCF7/BUS-Zellen in einer Konzentration
von 100 pg/ml. Kontrollwert 0.1 nM 17p-Estradiol (E,) =100%, Inkubationszeit 6 Tage, DMSO als negativ
Kontrolle.
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3.6.3.2.Bestimmung der zellproliferationsstimulierenden Eigenschaften der
Reinsubstanzen

Von den isolierten Reinsubstanzen wurden Catechin, Rutin, Myricetin-30-rutinosid und
Genistein auf ihre proliferationsstimulierenden Eigenschaften hin untersucht. Die iibrigen
stellten kduflich erworbene Substanzen dar, wahrend Catechin und Rutin sowohl aus der

einen als auch aus der anderen Quelle getestet wurden.

Flavanole

Das Flavanol (+)-Catechin wurde an MCF-7-Zellen auf seine proliferationsstimulierenden
Eigenschaften hin untersucht, wobei festgestellt werden konnte, dass das Zellwachstum nur
fiir die isolierte Substanz (Vigna angularis) in einer Konzentration von 10 pM leicht
gegeniiber der Kontrolle erhoht war. Die kduflich erworbene Substanz zeigte keinen Einfluss
auf das Zellwachstum.

Proliferationstimulierender Effekt von Catechin
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Abb.E86: Relative Zellproliferation (RPE) in % des Kontrollwertes (1 nM 17f3-Estradiol=100%), Anfiarbung mit
MTT, Inkubationszeit 7 Tage, x+ SD, n=3 (n=5 fiir Catechin isoliert), *p<0.05, # p<0.01 (Student t-test vs.
DMSO)
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Flavone

Von den Flavonen wurden Apigenin und Rhoifolin (Apigenin-70-neohesperidosid)
untersucht. Dabei zeigte Rhoifolin keine Aktivitit im vermessenen Konzentrationsbereich,
wihrend das Aglykon Apigenin einen Anstieg der Zellproliferation auf 82.3 % (10 pM)
bezogen auf die Positivkontrolle erreichte.

Proliferationstimulierender Effekt von Apigenin/Rhoifolin
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Abb.E87: Relative Zellproliferation (RPE) in % des Kontrollwertes (1 nM 17f3-Estradiol=100%), Anfiarbung mit
MTT, Inkubationszeit 7 Tage, x+ SD, n=3, *p<0.05,# p<0.01 (Student t-test vs. DMSO)

Flavonole

Quercetin konnte in diesem Modell das Wachstum der MCF-7-Zellen nur leicht, aber nicht
signifikant erhohen, wihrend das kéuflich erworbene Rutin keine Aktivitit aufwies. Das
isolierte Rutin (Vigna angularis) jedoch war in der Lage eine Proliferationsstimulation zu
bewirken, die 89% (1 uM) bzw. 72% (10 uM) der Proliferation einer 1 nM Estradiollosung
entsprach. Die Ergebnisse der Tests sind in Abb.E88 graphisch dargestellt.

Proliferationstimulierender Effekt der Flavonole
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Abb.E88: Relative Zellproliferation (RPE) in % des Kontrollwertes (1 nM 17f3-Estradiol=100%), Anfiarbung mit
MTT, Inkubationszeit 7 Tage, x+ SD, n=3 (n=5 fiir Rutin isoliert), *p<0.05,# p<0.01 (Student t-test vs. DMSO)
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Es wurden auBerdem das isolierte Myricetin-30O-rutinosid (Vigna angularis) und sowie
Kéampferol getestet, wobei letzteres ab einer Konzentration von 1 pM eine signifikante
Erhohung der Zellproliferation gegeniiber DMSO aufwies, d.h. die MTT-Akkumulation auf
69.3% (10 uM) des Kontrollwertes anstieg.

Proliferationstimulierender Effekt der Flavonole
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Abb.E89: Relative Zellproliferation (RPE) in % in % des Kontrollwertes (1 nM 17B-Estradiol=100%),
Anfirbung mit MTT, Inkubationszeit 7 Tage, x+ SD, n=3 (n=5 fiir Myricetin-30-rutinosid), *p<0.05,# p<0.01
(Student t-test vs. DMSO)

Isoflavonoide

Von den Isoflavonoiden wurde lediglich Genistein auf seine Aktivitdit im Testsystem
untersucht. Da jedoch fiir Isoflavonoide eine derartige Eigenschaft mehrfach beschrieben ist,
wurde auf eine Testung weiterer Isoflavonoide verzichtet (Cos et al. 2003; Dixon et al. 2002;
Morito et al. 2001).

Genistein erwies sich erwartungsgemaf als aktiv in allen untersuchten Konzentrationen.

Proliferationstimulierender Effekt von Genistein
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Abb.E90: Relative Zellproliferation (RPE) in % des Kontrollwertes (1 nM 17f-Estradiol=100%), Anfirbung mit
MTT, Inkubationszeit 7 Tage, x+ SD, n=3, *p<0.05,# p<0.01 (Student t-test vs. DMSQO)
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Zellulare Eigenschaften

3.6.3.3.Bestimmung der aktiven Komponente aus Vigna angularis

In Kapitel 3.6.3.1. wurde gezeigt, dass der Extrakt von Vigna angularis in der Lage war, das
Zellwachstum von MCF7-Zellen zu stimulieren. Auf Grund dieser Eigenschaft und der
Tatsache, dass im Extrakt hauptsidchlich Flavonoide vom Flavanol- und Flavonoltyp zu
detektieren waren, die jedoch als Reinsubstanzen keine bzw. nur eine geringe Aktivitit im
selben Assay aufwiesen, wurde eine assaybasierte Isolierung durchgefiihrt, um die aktive
Komponente zu ermitteln. Die schrittweise Auftrennung des Extraktes ist in Kapitel 2.7.2.2.
beschrieben.

Die nach der ersten Chromatographie erhaltenen Faktionen (P2a-g) wurden zusammen mit
dem Rohextrakt und dem in Methanol unldslichen Riickstand auf ihre zellproliferierenden
Eigenschaften hin untersucht. Hierzu wurden die zu testenden Fraktionen in 96-Well-Platten
zu MCF7-Zellen gegeben und nach 5 Tagen die Proliferation mit Hilfe der MTT-Methode
bestimmt. Als aktive Fraktion konnten der Rohextrakt und P2d, identifiziert werden, die im
Vergleich zu einer 1 nM Estradiollosung in einer Konzentration von 0.001 mg/ml eine
Proliferation von 94.26 (+5.7)% bzw.103.28 (£12.3)% hervorriefen (n=5, x+ SD, Anfirbung
mit MTT).

P2d wurde daher einer weiteren Fraktionierung unterworfen, wobei 8 Fraktionen (P2d 15%, -
25%, -35%, -45%, -55%, -65%, -75%, -100%) erhalten wurden. Es konnte im Assay eine
Aktivitit in den Fraktionen P2d45% - 100% festgestellt werden, in deren aktivster Fraktion,
P2d65%, eine Komponente erhalten wurde, die durch Vergleich mit einem Standard eindeutig
als Daidzein identifiziert werden konnte. Fraktion P2d55% enthielt neben Myricetin-30-
rutinosid, Rutin und Isoquercitrin auch Daidzein als Nebenkomponente. Die Aktivitdt der
45%- bzw. der 75%-Fraktion konnte nicht eindeutig auf eine Komponente festgelegt werden,
so dass unter Umstdnden noch weitere aktive Komponenten enthalten sind (Chromatogramme
im Anhang, Abb.A64-A69).

Proliferationsstimulierender Effekt der P2d-Fraktionen
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Abb.E91: Relative Zellproliferation (RPE) in % des Kontrollwertes (1 nM 17f3-Estradiol=100%), Anfirbung mit
MTT, Inkubationszeit 7 Tage, x+ SD, n=4, *p<0.05,# p<0.01 (Student t-test vs. DMSO)

214



Diskussion

4. Diskussion

In den letzten Jahrzehnten hat das Interesse an Polyphenolen im speziellen den Flavonoiden
nicht nachgelassen, da man allgemein von einem protektiven Effekt dieser Verbindungen auf
die menschliche Gesundheit ausgeht (Arts et al. 2005).

Vielfach sind in diesem Zusammenhang nicht nur Gehalte bestimmter Verbindungen von
Interesse, sondern es werden vermehrt auch qualitative Aspekte gefordert. Ein Vortrag auf
dem 54. Kongress der Gesellschaft fiir Arzneipflanzenforschung mit dem Thema ,,Plant
metabolomics: Small molecules take center stage* (Trethewey 2006) verdeutlichte das
Interesse der Industrie und Wissenschaft an der Kenntnis der Inhaltsstoffmuster und Gehalte
von Pflanzen und Pflanzenteilen (,,metabolic profiling*). In der vorliegenden Arbeit wurde
eine Analyse des Flavonoidprofils verschiedener Gemiise erarbeitet, die dem Interesse auf
diesem Gebiet nachkommt.

Extrakte
Qualitative und quantitative
Zusammensetzung Isolierung und
HPLC-Methode, Methode Strukturaufklarung
nach Folin-Ciocalteu [o - -_
Proliferations-
stimulierende Effekte l—
©  (an MCF7-Zellen)
. Lo e —. _l
EinfluR von: - Testung in
-Kochvorgang Zellsystemen Fr—_——— _—
-Standort (China/ *  Zytotoxische und
Deutschland) protektive Effekte (an I
auf das Polyphenolprofil . H4lIE-Zellen) .
Lo —. J
r-———— -
Testung im zellfreien : R
L1 “system (OPPH-  |——] Antioxidative L

Assay) Aktivitat

Abb.D1: Veranschaulichung der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen

Das Flavonoidmuster sowie der -gehalt von acht Leguminosensamen wurden untersucht, im
Einzelnen wurde die Beeinflussung des Polyphenolmusters durch den Kochvorgang und den
Standortwechsel —China/Deutschland- beobachtet. AuBerdem wurde das Polyphenolmuster
von jeweils vier weiteren Gemiisen aus China und Deutschland als Beispiel fiir ,,Nicht-
Leguminosen® erarbeitet. Die jeweiligen Hauptinhaltsstoffe der weiteren Gemiise sowie der
Leguminosen wurden isoliert, um eine detaillierte Strukturanalyse durchzufiihren sowie die
Reinsubstanzen in Testsystemen (Abb.D1) zu untersuchen. Die Aktivitit der Extrakte im

DPPH-Assay wurde ebenfalls detektiert, um Korrelationen aufzuzeigen. Daneben wurden die
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Extrakte auch auf ihre proliferationsstimulierenden Eigenschaften untersucht, um aktive
Komponenten zu identifizieren.

Das Flavonoidmuster von 19 verarbeiteten Lebensmittelprodukten, die fiir die chinesische
Kiiche typisch sind, wurde mittels HPLC-DAD gescreent. Die Untersuchungen beschrinkten
sich hier nur auf den qualitativen Aspekt und sollten die Anwesenheit von Flavonoiden sowie

evt. Besonderheiten bzw. Unterschiede im Flavonoidmuster aufdecken.

In der Literatur finden sich Angaben iiber die Aufnahme von Polyphenolen, die jedoch von
der tdglich zugefiihrten Menge an Flavonoiden unterschieden werden miissen. Polyphenole
werden mit der Methode nach Folin-Ciocalteu bestimmt. Hierbei werden neben den
phenolischen OH-Gruppen der Flavonoide auch alle weiteren phenolischen OH-Gruppen
sowie verschiedene reduzierende Substanzen mitbestimmt (z.B. Tyrosin, Vitamin E und C),
weshalb die Methode nach Folin-Ciocalteu jeweils hohere Werte liefert (Singleton et al.
1965). Tabelle D1 (Tab.D1) fasst die Literaturwerte fiir Protein-, Vitamin C und E-Gehalte
der untersuchten Gemiise zusammen, die zu einem hdheren Polyphenolgehalt nach Folin-

Ciocalteu beitragen konnten.

Mit dieser kolorimetrischen Methode lassen sich jedoch keine differenzierteren Aussagen zu

den konsumierten Flavonoidklassen machen.

Dabei variiert die postulierte aufgenommene Menge an Flavonoiden stark. So sind Angaben
von weniger als 0.5-1.0 g/d (Hollman et al. 2000; Prior 2003) bis weit mehr als 1 g/d (Scalbert
et al. 2000) zu finden, wobei die tatsdchlich aufgenommenen Mengen sehr von den
individuellen Essgewohnheiten der jeweiligen Person abhéngen, da je nach Nahrungsmittel
die Aufnahme einzelner Flavonoidklassen unterschiedlich stark ausfillt. Die vorliegende
Arbeit ermoglicht diesbeziiglich eine Einschdtzung der Flavonoidaufnahme aus den

untersuchten Gemiisen.

Es wird zuerst auf die Ergebnisse der Leguminosenextrakte und weiteren Gemiiseextrakte
jeweils getrennt eingegangen. Sodann werden die Resultate des Screenings der verschiedenen
Lebensmittel diskutiert, wihrend die biologischen Wirkungen im zweiten Teil (ab Abschnitt

4.2.) besprochen werden.
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Tab.D1: Protein-, Vitamin C und E-Gehalte der untersuchten Gemiise, Quelle:NDL 2006,*Schuster et al. 1998,
k.A.= keine Angaben, FG=Frischgewicht

Leguminose Proteingehalt in | Vitamin C-Gehalt Vitamin E-Gehalt
%

Vigna radiata 26.7* 4.8 mg/100 g FG 0.5 mg/100 g FG

Vigna angularis 21%* - -

Glycine max 39* 6.0 mg/100 g FG 0.85 mg/100 g FG

Phaseolus coccineus 23.1* k.A. k.A.

Vicia faba 26.7* 1.4 mg/100 g FG 0.05 mg/100 g FG

Pisum sativum 25.7* 1.8 mg/100 g FG 0.09 mg/100 g FG

Phaseolus vulg. var. vulgaris | 24.1* 4.6 mg/100 g FG k.A.

Phaseolus vulg. var. nanus 24 1% k.A. k.A.

Allium sativum 6.4 31.2mg/100 g FG | 0.1 mg/100 g FG

Cucumis sativus 0.7 2.8 mg/100 g FG 0.03 mg/100 g FG

Raphanus sativus 0.6 22 mg/100 g FG -

Solanum melongena 1.0 2.2 mg/100 g FG 0.3 mg/100 g FG

Cucurbita pepo (Zucchini) 1.2 17 mg/100 g FG 0. 12 mg/100 g FG

Cucurbita pepo (Zierkiirbis) 1.0 9 mg/100 g FG 1.1 mg/100 g FG

4.1. Qualitative und quantitative Untersuchungen der Leguminosenextrakte und
Gemiise

4.1.1. Untersuchung der Extrakte aus Leguminosen

Beeinflussung des Polyphenolmusters und -gehaltes durch den Standort

Es konnten von jedem der Leguminosensamen zwei Extrakte aus aus China stammenden
Samen erhalten werden (Extrakt Oktober 2003 und Mai 2004). Auf Grund der Ergebnisse die
Steffan (Steffan 2005) mit Guazuma ulmifolia erhalten hatte — die Pflanze produzierte unter
Gewichshausbedingungen keine Flavonoide und zeigte nach Transfer in das Freiland eine
vermehrte Produktion von Flavonoidglycosiden, -glucuroniden sowie —galactosiden — wurde
dieses Experiment mit den Leguminosen ebenfalls durchgefiihrt. Hier wurden die Pflanzen
jedoch parallel sowohl im Gewéchshaus als auch im Freiland (Bot.Garten) kultiviert. Nicht
alle Leguminosen lieferten unter diesen Bedingungen Friichte, jedoch konnten von Vigna
radiata, Vigna angularis, Glycine max und den beiden Phaseolus vulgaris-Arten jeweils vier
Ernten erhalten werden, wiahrend Phaseolus coccineus und Pisum sativum nur im Freiland
Friichte bildeten. Erstaunlicherweise konnte kein Unterschied der Hauptkomponenten in den
Samen festgestellt werden. Lediglich Glycine max wies in den in Deutschland gewonnenen
Samen vermehrt Malonylderivate und Flavanole auf, auf die auch die starke Zunahme des
Gehaltes zuriickzufiihren war. Allerdings war dieser Effekt unabhingig von Gewéchshaus
oder Freiland. Eine mogliche Erkldrung konnte hier der Reifezustand der Samen darstellen.

Da Glycine max sehr spét zur Bliite und Fruchtbildung gelangte, konnte sich dies auch im
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Inhaltstoffmuster der Samen bemerkbar gemacht haben. Unterschiede waren vielfach in den
Minoritdtskomponenten zu verzeichnen, jedoch konnte dies auch daran liegen, dass die

Komponenten sich lediglich unterhalb des Detektionslimits befanden.

Polyphenolgehalt - Standortbeeinflussung

300,00

250,00

200,00

m Oktober 2003
@® Mai 2004

O Gewachshaus
Bot.Garten

150,00 4

100,00 +

50,00 -

Polyphenolgehalt (mg/100g FG)

0,00 -

Vigna Vigna Glycine max P. Vicia faba Pisum P.vulg. var. P.vulg. var.
radiata angularis coccineus sativum vulgaris nanus

Leguminosensamen

Abb.D2: Durchschnittliche Flavonoidgehalte bestimmt mittels HPLC, jeweils n=1, Extrakte vom Oktober 2003
und Mai 2004 aus aus China stammenden Samen, Extrakte Gewichshaus und Bot.Garten aus aus Deutschland
stammenden Samen

Beeinflussung des Polyphenolmusters und des Gehaltes durch den Kochvorgang

Extrakte vom Oktober 2003 der Leguminosen wurden nach dem Kochvorgang betrachtet.
Dabei konnte meist ein dhnliches Flavonoidmuster wie in der ungekochten Form beobachtet
werden. Es war allerdings auch eine Spaltung von Verbindungen (Catechin-XO-glucosid zu
Catechin/Vigna angularis) oder ein Abbau (Malonylderivate/Glycine max) zu verzeichnen.
Hiufig kam es auch zu einer Zunahme der detektierbaren Komponenten (z.B. Flavanole/Vicia
faba, Glycine max). Die erhaltenen Daten fiir Vicia faba deuten darauf hin, dass es
moglicherweise zu einem Abbau der Proanthocyanidine zu den jeweiligen Monomeren durch
den Kochprozess kam.

In jedem Fall war jedoch ein Ubergang der untersuchten Polyphenole in das Kochwasser zu
beobachten. Der Wert variierte von 35% (Pisum sativum, P.vulg. var. vulg), iiber ca. 50-60%
(Vigna radiata/angularis, Glycine max, P.coccineus, P.vulg. var. nanus) bis ca. 80% (Vicia
faba). Demnach kommt es bei Zubereitung der Leguminosen zu einem Verlust dieser
Substanzen, sofern das verwendete Kochwasser nicht mitverarbeitet wird oder ebenfalls als
Nahrungsbestandteil in Form von Eintdpfen oder Suppen dient.

Daneben spielt fiir die Leguminosen auch die Inaktivierung von Enzyminhibitoren und zum
Teil toxischen Lectinen wéhrend des Kochens eine Rolle. Link et al. zdhlen zusétzlich auch
die Reduktion von Mikroorganismen und Pestiziden als positiven Effekt des Kochprozesses
auf. Die Autoren kommen in ihrer Betrachtung von Vor- und Nachteilen gekochten Gemiises

zu dem Schluss, dass der Verzehr sowohl von rohem als auch von gekochtem Gemiise in
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einem inversen Zusammenhang mit verschiedenen Krebserkrankungen steht, wihrenddessen
die Daten fiir rohes Gemiise jedoch eindeutiger ausfallen (Link et al. 2004). Zum Teil konnte

dies auch mit dem Verlust der oben beschriebenen Verbindungen in Zusammenhang stehen.

Polyphenolmuster und —gehalte in den Leguminosenextrakten

Insgesamt konnte flir die Leguminosen festgestellt werden, dass die aus dem asiatischen
Raum stammenden Vigna-Arten und Glycine max einen hoheren Gehalt der mit HPLC
untersuchten Polyphenole enthielten als die aus Amerika stammenden Phaseolus vulgaris-
Arten, wahrend Vicia faba, Pisum sativum und Phaseolus coccineus wesentlich geringere
Gehalte als die iibrigen Leguminosen aufwiesen (siche Durchschnittsgehalte Tab.D2).

Die Polyphenolgehalte nach Folin-Ciocalteu wiesen eine andere Reihenfolge auf als sie mit
Hilfe der HPLC-Methode erhalten wurde. Im Gegensatz zur HPLC-Methode zeigt die
Methode nach Folin-Ciocalteu sowohl fiir die Extrakte von Vigna angularis als auch fiir die
Extrakte der Phaseolus vulgaris-Arten eine groflere Menge an freien Polyphenolen als fiir die
iibrigen untersuchten Leguminosen, ebenso konnten die hochsten Gesamtpolyphenolgehalte
in den genannten Extrakten sowie in Glycine max beobachtet werden. Eine
Vergleichsmessung mit Apigenin bzw. Quercetin im Folin-Ciocalteu-Assay ergab fiir
Apigenin bei gleicher Menge geringere Absorptionen, wohingegen Quercetin hohere Werte
als der verwendete Standard Catechin lieferte. Somit ldsst sich zum Teil der geringer
ausfallende Gehalt des Vigna radiata-Extraktes im Vergleich zu dem hoheren Gehalt des
Vigna angularis-Extraktes erkléren, da ersterer hauptsachlich Apigenin-Derivate und letzterer
Myricetin- und Quercetin-Derivate enthilt.

Besonders im Falle der Vicia faba-Extrakte schienen zusétzlich Proanthocyanidine flir den
Gehalt der Probe nach Folin-Ciocalteu ausschlaggebend zu sein, da hier die Probe einen mehr
als 25-fach hoheren Gehalt als mittels HPLC zeigte. Dieser Effekt konnte auch bei anderen
Arten Bedeutung besitzen (Abb.E48). Dieser Sachverhalt wird jeweils innerhalb der
Diskussion der jeweiligen Leguminose diskutiert.

Die groBiten Unterschiede zwischen Gesamtpolyphenolgehalten und freien Polyphenolen
konnten fir Glycine max, Phaseolus coccineus und Pisum sativum beobachtet werden.
Waihrend sich der Unterschied im ersten Fall durch die Hydrolyse der in groeren Mengen
enthaltenen Isoflavonoidglycoside erklaren ldsst, konnen fiir die Phaseolus coccineus- und
Pisum sativum-Extrakte nur reduzierende Verbindungen unbestimmter Art verantwortlich
sein. Das Kémpferol-Derivat des Pisum sativum-Extraktes diirfte lediglich zu einem kleinen

Teil fiir den Unterschied heranzuziehen sein.
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Tab.D2: Ubersicht der Gehalte der Leguminosensamen bestimmt mittels HPLC-DAD (Durchschnittsgehalte
aus 2-4 Proben, Angabe in mg/100 g FG), Hauptinhaltsstoffe nach Flavonoidklassen

Leguminosae Durchschnittlicher | Hauptinhaltsstoffe
Polyphenolgehalt

Vigna radiata 121.1+ 10.0 Flavone

Vigna angularis 101.2+ 13.33 Flavonole, Flavanole

Glycine max 186.0+ 65.84 Isoflavonoide

Phaseolus coccineus 52+1.13 einfache Phenylpropanderivate

Vicia faba 5.9 Flavonole, Flavanole

Pisum sativum 3.3£0.95 Flavonole, einfache Phenylpropan-
derivate

Phaseolus vulg. var. vulgaris | 53.7+ 4.94 Flavonole (Kdmpferol), Flavanole

Phaseolus vulg. var. nanus 46.5+ 9.23 Flavonole, Flavanole

Nachfolgend werden die Ergebnisse detailliert unter Einbeziehung von Literaturdaten
diskutiert.

Vigna radiata

In den Extrakten von Vigna radiata konnten zwei Hauptkomponenten (Vitexin/Isovitexin)
identifiziert werden. Diese sind bereits mehrfach aus der Pflanze beschrieben, zudem liegt zu
ihrer Isolierung aus Vigna radiata ein koreanisches Patent vor (Kim, Dong Kwan et al. 2005),
das zeitgleich mit der vorliegenden Arbeit entstand. Die durchgefiihrte Isolierung ist der in
dieser Arbeit verwendeten sehr dhnlich.

In allen vier untersuchten Extrakten konnte ein dhnliches Inhaltsstoffmuster beobachtet
werden, d.h. in allen Extrakten sowohl aus in China als auch aus in Deutschland erhaltenen
Samen wurden Vitexin und Isovitexin detektiert, wobei jeweils vermehrt Isovitexin vorlag
(Abb.E3). Der Gehalt an Flavonoiden bzw. Polyphenolen von durchschnittlich 121.1 (£ 10.0)
mg/ 100 g FG lag im Vergleich mit den Gehalten der anderen Leguminosen recht hoch, so
dass die Samen der Mungbohne ein gutes Ausgangsmaterial flir die Isolierung der beiden
Flavone darstellen (Tab.E3).

Das Kochwasser von Vigna radiata wies ebenfalls beide Komponenten als Hauptbestandteile
auf, wobei das Verhiltnis dieser beiden Substanzen sich zu Gunsten von Vitexin verschob.
Der im Vergleich mit dem Quantifizierungsergebnis mittels HPLC geringere
Gesamtpolyphenolgehalt, der aus Wasserfraktion und Samenmaterial resultierte, kdnnte auf
Grund der Extraktionsmethode (Extraktion ohne Séiure) hervorgerufen worden sein, jedoch
war ein deutlicher Ubergang der Flavone in das Kochwasser zu beobachten (Abb.E6).

Des Weiteren konnte ein Luteolin-C-hexosid (Orientin/Isoorientin) neben zusétzlichen
Flavonen beobachtet werden, das in der Literatur bisher nicht erwahnt wurde.

Der Polyphenolgehalt, der nach Folin-Ciocalteu fiir Vigna radiata bestimmt wurde, lag hoher
als der mittels HPLC-DAD ermittelte Wert. Die erhaltenen Werte liegen allerdings unterhalb
von Angaben, die in der Literatur fiir den Polyphenolgehalt von Mungbohnen gemacht

220



Diskussion

werden, jedoch wurden die Gehalte von 808 mg/100 g sowohl auf das Trockengewicht als
auch auf Tannin als Referenzsubstanz bezogen (Kataria et al. 1989; Sarla et al. 1988),
wihrend in der vorliegenden Arbeit der Gehalt sowohl auf das Frischgewicht als auch

Catechin als Standard bezogen wurde.

Vigna angularis

In den Extrakten von Vigna angularis konnten sowohl Flavanole als auch Flavonole
beobachtet werden. Als Hauptkomponenten aller vier untersuchten Extrakte wurden Catechin-
XO-glycosid (siehe Literatur), Rutin und Myricetin-30-rutinosid detektiert. Catechin-70-
glucosid sowie Rutin wurden bereits fiir Vigna angularis in der Literatur erwihnt (Yoshida et
al. 2005), im Gegensatz dazu wurde das Myricetin-Derivat im Rahmen dieser Arbeit zum
ersten Mal flir diese Pflanze beschrieben. Innerhalb der Extrakte zur Quantifizierung waren
keine Isoflavonoide nachzuweisen, allerdings konnte Daidzein aus einem weiteren Extrakt
(Extrakt zur Isolierung) erhalten werden. Isoflavonoide werden fiir Vigna angularis Samen in
sehr geringen Mengen (ca. 1-2 mg/100 g Frischgewicht) in der Literatur erwéhnt (Nakamura
et al. 2001). Vielfach wird ihr Vorkommen nach Behandlung der Pflanze mit Stressfaktoren
(UV-Bestrahlung, Mikroorganismen) beschrieben (Lal et al. 2003; Senevirante et al. 1992;
Tsukaho et al. 1985).

Der Gehalt der beiden Extrakte der in China gewonnenen Samen vom Oktober 2003 und Mai
2004 fiel mit rund 80-85 mg /100 g FG geringer aus als der Gehalt der Extrakte der in
Deutschland gewonnenen Samen (Bot. Garten und Gewéchshaus) mit 110-125 mg/100 g
(Tab.E4). Der hohere Gehalt in den letztgenannten Extrakten war auf hohere Flavanol- und
Catechingehalte zuriickzufiihren. Nur im Falle des Extraktes aus dem Gewdichshaus war
zusitzlich eine Verdopplung des Rutingehaltes zu verzeichnen. Im Vergleich mit den anderen
Leguminosen enthielt Vigna angularis einen hoheren Gehalt an Polyphenolen. In der Literatur
ist fir Vigna angularis ein Flavonoidgehalt von ca. 200-250 mg/ 100g zu finden, der zum
einen auf eine unterschiedliche Bestimmungsmethode zuriickgeht und zum anderen auf das
Trockengewicht bezogen wurde, somit also durchaus hohere Werte liefern kann (Lin et al.
2006).

Wihrend des Kochvorgangs blieben die Komponenten weitestgehend erhalten, es war aber
eine partielle Hydrolyse des Catechin-XO-glycosids zu Catechin zu verzeichnen. Allgemein
war festzustellen, dass die untersuchten Polyphenole in das Kochwasser {ibergingen und auch
dort der Anteil der Flavanole gegeniiber dem der Flavonole iiberwog.

Die Bestimmung nach Folin-Ciocalteu lieferte auch hier wesentlich hohere Werte (freie
Polyphenole 499 mg FP/100 g FG, sowie Gesamtpolyphenole 638 mg/100 g FG) als die
HPLC-Methode. In der Literatur sind entsprechende Gehalte nach Folin-Ciocalteu von 600—
700 mg/100 g TG bestimmt als Gallussdure zu finden.
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Glycine max

Die Extrakte der Glycine max Samen enthielten Isoflavonoide, Anthocyanidine, Flavanole
und Flavonole/Flavone.

Wihrend Isoflavonoide (u.a. die hier isolierten Verbindungen Genistein, Genistin, Daidzein,
Daidzin sowie Glycitin) und Anthocyanidine (Cyanidin-30-glycosid) bereits fiir die
schwarzen Samen der Sojabohne beschrieben wurden, liegen fiir die iibrigen Flavonoide
bisher keine Hinweise in der Literatur vor (Katsuzaki et al. 2003; Lin et al. 2006; Nakamura
et al. 2001; Romani et al. 2003). Genistin, Daidzin sowie die malonylierten Derivate dieser
beiden Verbindungen waren in allen Extrakten als Hauptinhaltsstoffe anzutreffen. Ein
ausgeglichenes Verhéltnis zwischen 70-Glucosiden und Malonylderivaten konnte in den in
China gewonnenen Extrakten (Extrakt Oktober 2003 und Extrakt Mai 2004) (Abb.E11)
beobachtet werden, demgegeniiber liberwogen die malonylierten Substanzen in den in
Deutschland gewonnenen Extrakten (Extrakt Bot. Garten und Extrakt Gewédchshaus). Beide
Verhiltnisse wurden von den oben genannten Autoren beobachtet.

Die mittels HPLC-DAD ermittelten Polyphenolgehalte schwankten stérker als bei den {ibrigen
Leguminosen (Durchschnittsgehalt 186 + 65.8 mg/100 g Frischgewicht) (Tab.ES). Die
Literatur gibt hier ebenfalls Werte von 98 bis 189 mg Isoflavonoide/ 100 g Frischgewicht an,
die in guter Ubereinstimmung mit den gefundenen Daten sind (Nakamura et al. 2001).
Wihrend des Kochvorgangs war ein Ubergang von rund der Hilfte der Flavonoide in das
iiberstehende Wasser zu verzeichnen. Auch in der Wasserphase iiberwogen die Isoflavonoide
gegeniiber den Flavanolen (Abb.E14). Auf Grund der Instabilitidt der Anthocyanidine konnte
nach dem Kochvorgang kein Derivat dieses Typs mehr im Kochwasser nachgewiesen werden.
Der Gehalt an Flavanolen hingegen hatte zugenommen, wobei evt. Proanthocyanidine, die
durch den Kochvorgang sowohl zu den Monomeren abgebaut wurden als auch ihre
Wechselwirkungen mit Proteinen verloren hatten, zu einem derartigen Anstieg nach dem
Kochprozess beigetragen haben konnten (Santos-Buelga et al. 2000).

Obwohl malonylierte Genistin- und Daidzin-Derivate als instabil gelten (Dixon et al. 2002),
konnten sie nach dem Kochvorgang im Samenmaterial nachgewiesen werden, wohingegen sie
in der Wasserfraktion nur noch in geringen Mengen detektiert werden konnten.

Der Gehalt der nach Folin-Ciocalteu bestimmten freien Polyphenole bzw. Gesamtpolyphenole
fiel etwa doppelt bzw. fiinffach so hoch aus wie der mit der HPLC-Methode ermittelte Wert.
In der Literatur konnte ein Verhédltnis von Gesamtpolyphenolen zu Flavonoiden von 2-3:1
gefunden werden (Lin et al. 2006). Unter Umstinden konnte der Anstieg auch auf
Proanthocyanidine zuriickgefiihrt werden (Todd et al. 1993). Der doppelt so hohe
Gesamtpolyphenolgehalt gegeniiber den freien Polyphenolen ldsst sich zum Teil durch die
Hydrolyse der Daidzein und Genistein-Derivate erkldren, da somit weitere OH-Gruppen aus
den Glucosiden freigesetzt werden, die schlieBlich zur Reaktion mit dem Folin-Ciocalteu-

Reagenz zur Verfligung stehen (Hertog et al. 1992; Singleton et al. 1965).
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Phaseolus coccineus

Die Extrakte von Phaseolus coccineus enthielten lediglich im Extrakt zur Isolierung
Isoflavonoide (Genistein, Genistin, Daidzin, Glycitin). In den zur Quantifizierung
herangezogenen Extrakten waren dagegen ausschlieBlich Zimtséure-Derivate zu beobachten
(Abb.E15). Wihrend Nakamura et al. keine Isoflavonoide fiir Phaseolus coccineus-Samen
beobachtete (Nakamura et al. 2001), beschrieben sowohl Adesanya et al. als auch Lindig-
Crisneros et al. Isoflavonoide fiir Keimlinge von Phaseolus coccineus nach Stressbehandlung
(Adesanya et al. 1985; Lindig-Crisneros et al. 1997). Zimtsdure-Derivate hingegen sind weit
verbreitet; ihr Vorkommen im Extrakt kann auf Zellwandbestandteile zuriickgefiihrt werden.

Die HPLC-Bestimmung lieferte einen sehr geringen Polyphenolgehalt. Die Polyphenole
wurden wihrend des Kochvorgangs in groBBerem Umfang in das Kochwasser abgegeben
(Abb.E18). Der Gehalt nach Folin-Ciocalteu betrug fiir die freien Polyphenole mehr als das
zehnfache bzw. flir die Gesamtpolyphenole das 30-fache der HPLC-Methode. Der
Proteingehalt (Tab.D1) kann nur zum Teil fiir diesen Unterschied verantwortlich sein, so dass
weitere Komponenten mit reduzierenden Eigenschaften gegeniiber dem Folin-Ciocalteu-
Reagenz enthalten sein miissen. In der Literatur lassen sich jedoch keine genauen Angaben

uber weitere Inhaltstoffe finden.

Vicia faba

Fiir Vicia faba konnten vielfiltige Derivate vom Flavanol- und Flavon-/Flavonoltyp isoliert
und auch in den Extrakten detektiert werden. Wihrend Catechin sowie Epicatechin in den
Samen, Vicenin 2* in den Hiilsen und Kédmpferol-30-glucosyl-70-rhamnosid in den Blittern
der Pflanzen in der Literatur bekannt sind (Arisawa et al. 1971; Micheal et al. 1998;
Nozzolillo et al. 1989), wurden die beiden letztgenannten sowie Vitexin, Isovitexin,
Nicotiflorin, Isoschaftosid, ebenso wie Isorhamnetin-30-glycosid*, Kampferol-triglycosid,
Quercetin-triglycosid, Apigenin-6C-glucosyl-8C-arabinosid* und Apigenin-6C-xylosyl-8C-
galactosid* (*=partielle Strukturidentifizierung, siche Identifizierung der isolierten
Inhaltstoffe/3.5.1.2.Flavone/3.5.1.3.Flavonole) zum ersten Mal fiir Vicia faba-Samen
beschrieben.

In den Extrakten zur Quantifizierung wurden Vicenin 2*, Kémpferol-30-glucosyl-70-
rhamnosid, Nicotiflorin und zwei weitere Flavone/Flavonole ebenso wie Epicatechin
detektiert. Jedoch war der durchschnittliche Gehalt mit 5.88 mg/100 g (Tab.E6/Abb.E20) im
Vergleich zu den Vigna-Arten und Glycine max sehr gering, entsprach aber dem von Hertog
et al. angegebenen Bereich, die in Vicia faba ca. 2 mg/100 g FG Quercetin/Kdmpferol sowie
2.6 mg/100 g FG Myricetin fanden (Hertog et al. 1992).

Nach dem Kochvorgang konnten vermehrt Flavanole neben Flavonen/Flavonolen im Wasser
detektiert werden (Abb.E21), womit es insgesamt zu einem hoheren Polyphenolgehalt kam
(8.1 mg gegeniiber 5.9 mg/100 g FG). Dies konnte auf vielfach fiir Vicia faba beschriebene
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Proanthocyanidine zurlickzufiihren sein, die bei der Bestimmung mittels HPLC evt. wegen
des unspezifischen UV-Spetrums nicht detektiert wurden (Merghem et al. 2004; Santos-
Buelga et al. 2000). Das zusdtzliche Auftreten eines Catechinpeaks im Kochwasser, der als
Abbauprodukt der Proanthocyanidine entstehen konnte, bestétigt zudem diese Vermutung.
Arts et al. konnten auBBerdem in Vicia faba einen Catechingehalt von 49.4 mg/ 100 g FG, der
sich aus (+)-Catechin, (-)-Epicatechin sowie Epigallocatechin zusammensetzte, beobachten
(Arts et al. 2000).

Die Gehaltsbestimmung nach Folin-Ciocalteu lieferte zum Teil wegen des Proteingehaltes,
der Vitamingehalte, aber auch auf Grund der vermutlich enthaltenen Proanthocyanidine
Polyphenolgehalte, die um das 29-fache bzw. 36-fache hoher ausfielen als die mittels HPLC
ermittelten Werte.

Pisum sativum

In den Extrakten der Pisum sativum-Samen waren lediglich ein Flavonol (Kémpferol-30-
sophorotriosid) sowie ein Zimtsdure-Derivat zu detektieren (Abb.E22). Das Flavonol wurde
in der Literatur bereits fiir Keimlinge von Pisum sativum beschrieben (Ferreres et al. 1995).
Insgesamt ergab sich auch fiir Pisum sativum ein im Vergleich mit den Vigna-Arten
niedrigerer Polyphenolgehalt, der ebenfalls im Bereich des von Hertog et al. gefundenen
Flavonolgehaltes von weniger als 2 mg Kdmpferol/100 g FG lag (Hertog et al. 1992).

Der Kochprozess fiihrte zu einer groBeren Anzahl an Flavonolpeaks, die jedoch lediglich als
Minoritdtskomponenten vorlagen. Sowohl Flavonole als auch Zimtséure-Derivat gingen in
das Kochwasser tiber (Abb.E24).

Die Bestimmung nach Folin-Ciocalteu ergab Werte von 94.3 mg FP/100 g FG berechnet als
Catechin fiir die freien Polyphenole. Kaur et al. finden bei gleicher Standardsubstanz einen
Wert von 39.8 mg/100 g FG, jedoch gelost in 100% Wasser, so dass sich auf Grund
unterschiedlicher Loslichkeit der Komponenten eine Abweichung ergeben kann.
Vergleichsweise zu diesen Werten geben Kidhkonen et al. fiir Pisum sativum den Gehalt an
freien Polyphenolen von 40 mg bzw. 160 mg/100 g TG bestimmt als Gallussdure an
(Kéhkonen et al. 1999).

Phaseolus vulgaris var. vulgaris

Aus Phaseolus vulgaris var. vulgaris konnten Kémpferol und Astragalin als Flavonole,
ebenso Catechin und ein teilweise identifiziertes Procyanidin isoliert werden. Diese
Verbindungen sind bereits aus Phaseolus vulgaris—Arten beschrieben (Dinelli et al. 2006). In
allen vier Extrakten zur Quantifizierung konnten die ersten drei dieser Verbindungen neben
weiteren Flavonolen/Flavanolen detektiert werden (Abb.E25/26). AuBlerdem waren auch
Anthocyanidine sowie Zimtsdure-Derivate vorhanden, die auf Grund der rétlichviolett-
gesprenkelten Samenschale bzw. als Zellwandbestandteile enthalten waren (Beninger et al.
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1999; Frohne et al. 1998). Es lag ein relativ gleich bleibender Gehalt von durchschnittlich
53.7 mg (+4.94) /100 g FG vor, wobei allerdings ein stark variierender Gehalt an freiem
Kémpferol auffiel (Tab.E8/Abb.E29).

Nach dem Kochvorgang konnte eine Zunahme des Gesamtgehaltes festgestellt werden, der
hauptsichlich auf einen hoheren Gehalt an Flavanolen und Zimtséure-Derivaten
zuriickzufiihren war. Flavanole waren im Kochwasser ebenfalls nachzuweisen, wobei im
speziellen Proanthocyanidine bereits in der Literatur fiir Phaseolus vulgaris beschrieben
wurden (Beninger et al. 1999; Todd et al. 1993). Daher liegt fiir diesen Extrakt ebenfalls nahe,
dass es zum Abbau von Proanthocyanidinen kam, die dann mitbestimmt wurden.

Der nach Folin-Ciocalteu bestimmte Wert fiir freie Polyphenole liegt wiederum iiber dem
mittels HPLC bestimmten Wert, jedoch fallen die Ergebnisse lediglich ca. 5-mal so hoch aus,
so dass der enthaltene Proanthocyanidingehalt geringer sein miisste als bei dem Vicia faba-
Extrakt. Wahrend Kaur et al. den Wert fiir freie Polyphenole mit 97.0 mg/100 g FG angeben,
also niedrigere Werte finden als in dieser Arbeit berichtet, enthielten Proben von Phaseolus
vulgaris bei Vinson et al. nach Hydrolyse einen Gesamtpolyphenolgehalt von umgerechnet
916 mg/100 g FG, welcher fast doppelt so hoch liegt wie der hier gefundene (Kaur et al. 2002;
Vinson et al. 1998). Hertog et al. geben flir Quercetin und Kdmpferol Durchschnittswerte von
3.9 mg bzw. weniger als 1.2 mg/100 g FG an. Diese Daten liegen in einem Bereich, der dem
der gefundenen Werte entspricht (Hertog et al. 1992).

Phaseolus vulgaris var. nanus

Aus dieser Phaseolus-Art konnten sowohl die Flavanole Catechin und Gallocatechin als auch
die 30-Glucoside von Kédmpferol, Quercetin und Myricetin isoliert werden. Diese sind fiir
Phaseolus vulgaris bereits beschrieben (Aparicio-Fernandez et al. 2005). Daneben konnten
Ferulasdure, die ebenfalls aus Phaseolus vulgaris bekannt ist (Diaz-Batalla et al. 2006), und
Gallussdureethylester, welcher in der Familie der Leguminosen (4cacia) beschrieben wurde
(DNP 20006), als Reinsubstanzen erhalten werden. Dihydromyricetin wurde im Rahmen dieser
Arbeit zum ersten Mal flir Phaseolus vulgaris beschrieben.

In allen vier Extrakten zur Quantifizierung wurden die bereits oben genannten Flavonole
detektiert (Abb.E31). AuBlerdem konnten als Farbstoffe der schwarzen Samenschale
Delphinidin-, Petunidin- und Malvidinhexosid nachgewiesen werden (Abb.E33), die bereits
aus der Literatur bekannt sind (Aparicio-Fernandez et al. 2005). Daneben waren zusitzlich
auch Zimtséure-Derivate zu beobachten.

Nur fiir den Extrakt vom Mai 2004 konnten Isoflavonoide nachgewiesen werden.
Isoflavonoide aus Phaseolus vulgaris wurden in der Literatur nach Infektion mit
Mikroorganismen beschrieben (Harborne et al. 1982).

Catechin und Gallocatechin wurden zwar isoliert, aber in keinem der Extrakte beobachtet, so

dass diese Komponenten evt. unterhalb des Detektionslimits lagen oder als Bestandteil von
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Proanthocyanidinen vorlagen, die jedoch wegen eines unspezifischen UV-Spektrums nicht
mitbestimmt wurden.

Im Gegensatz zu den Kochwasser-Extrakten von Glycine max, Vicia faba oder Phaseolus
vulg. var. vulgaris wurden fiir Phaseolus vulgaris var. nanus im Kochwasser keine Flavanole
detektiert, sondern es konnten lediglich geringere Mengen der enthaltenen Flavonole und
dquivalente Mengen an Zimtsdure-Derivaten beobachtet werden (Abb.E36).

Die gefundenen Gehalte entsprechen in etwa denen der Varietdt vulgaris, fallen jedoch ein
wenig niedriger aus. Espinosa-Alonso et al. fanden fiir Phaseolus vulgaris mit schwarzer
Samenschale, dass diese einen hoheren Gehalt an Anthocyanidinen, gleichzeitig aber einen
geringeren Gehalt an Procyanidinen aufwiesen (Espinosa-Alonso et al. 2006). Dies konnte zu
den leicht niedrigeren Werten beitragen.

4.1.2. Untersuchung der Extrakte der weiteren Gemiise

Polyphenolmuster und —gehalte in den weiteren Gemiise

Die Daten, die mittels HPLC ermittelt wurden, zeigten, dass die Aubergine (Solanum
melongena) den hochsten Gehalt unter dem weiteren Gemiise aufwies, der dem Gehalt der
Vigna radiata-Extrakte bzw. der Phaseolus-Extrakte vergleichbar war (Tab.D3). Die in
Deutschland erworbene Aubergine enthielt mehr als den doppelten Gehalt an Polyphenolen
gegeniiber der chinesischen Frucht. Die Friichte der Kiirbisgewéchse (Cucumis sativus,
Cucurbita pepo) enthielten nur 0.3 — 1.1 mg/100 g FG, was sogar noch unterhalb der Gehalte
lag, die fiir Phaseolus coccineus, Vicia faba und Pisum sativum bestimmt wurden. In diesem
Fall enthielt die in Deutschland erworbene Gurke lediglich die Hilfte des Gehalts der in
China erworbenen Frucht. Besonders zu beachten ist, dass die untersuchten Gemiise meist
einen wesentlich hoheren Wassergehalt aufweisen (>85%) als die Leguminosen (5-10%).

Die Aubergine (Solanum melongena) enthielt auch bei Bestimmung der freien Polyphenole
den hochsten Gehalt, gefolgt von Rettich, Knoblauch, Kiirbisgewdchsen und Gurke
(Abb.E49). Brat et al. beobachteten den hdchsten Gehalt ebenfalls in Auberginen, gefolgt von
Rettich und Kiirbis (Brat et al. 2006). Kaur et al. dagegen finden in Knoblauch den hochsten
Polyphenolgehalt, wihrend Gurke und Rettich einen geringeren Gehalt aufwiesen. Die
Unterschiede der in dieser Arbeit ermittelten Werten zu denen der Literatur konnen bei Brat et
al. auf Grund der dort zusétzlichen Aufarbeitung der Probe zustande kommen, wohingegen
die rein wéssrige Aufarbeitung bei Kaur et al. ebenfalls abweichende Ergebnisse ermdglicht
(Brat et al. 2006; Kaur et al. 2002).

Ein Anstieg der Gesamtpolyphenole gegeniiber den freien Polyphenolen um das 32-fache war
bei dem Extrakt des Knoblauchs zu beobachten. In diesem Zusammenhang wird in der
Literatur fiir ,,Aged garlic extract (AGE) eine hohere antioxidative Aktivitdt beobachtet, die
in frischen oder gekochten Knoblauchextrakten nicht auftritt (Borek 2001; Sato et al. 2006).
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Analog konnten durch die saure Hydrolyse stark reduzierende Verbindungen entstanden sein,
auf die dieser hohe Gesamtpolyphenolgehalt zuriickgefiihrt werden kann. Es wurden jedoch
keine weiteren Untersuchungen zur Art der reduzierenden Komponenten des Knoblauch-
Extraktes durchgefiihrt.

Tab.D3: Ubersicht der Gehalte der weiteren Gemiise bestimmt mittels HPLC-DAD (Angabe in mg/100 g FG),
Hauptinhaltsstoffe nach Flavonoidklassen, ch. chinesische Frucht/dt. deutsche Frucht

Gemiise Polyphenolgehalt Hauptinhaltstoffe
Allium sativum - Phenylpropanderivat
Cucumis sativus 0.6 £ 0.09 (ch.)/ 0.3+ 0.05 | Flavonole,
(dt.) Phenylproanderivat, Flavone
Raphanus sativus - Indolderivate
Solanum melongena 51.0 £ 2.68 (ch.)/ 136.1%+ | Phenylpropanderivate
9.45 (dt.)
Cucurbita pepo (Zucchini) 1.1 £0.00 Flavonole
Cucurbita pepo (Zierkiirbis) | 0.9+ 0.01 Flavonole

Allium sativum

Aus dem Extrakt von Allium sativum konnte lediglich Isoconiferin isoliert werden. Coniferin
ist bereits aus der Familie der Liliaceae (Asparagus officinalis) bekannt (Rademaker et al.
2000). Allerdings konnte weder diese Verbindung noch eine andere der untersuchten
Komponenten in den HPLC-Chromatogrammen nachgewiesen werden. Starke et al. konnte
fiir Knoblauchzwiebeln einen maximalen Gehalt an Quercetin bzw. Kdmpferol von jeweils
0.2 mg/100 g FG bestimmen, so dass die hier untersuchten Mengen vermutlich nicht zum
Nachweis der Flavonoide ausreichten (Starke et al. 1976).

Die Bestimmung nach Folin-Ciocalteu lieferte einen Gehalt an freien Polyphenolen von 24.1
mg/100 g FG sowie 776.4 mg/100 g FG Gesamtpolyphenole. Dies entspricht zum einen der
Hilfte des von Vinson et al. ermittelten Wertes fiir freie Polyphenole, zum anderen liegt der
Gesamtpolyphenolgehalt doppelt so hoch wie der Literaturwert (Vinson et al. 1998). Der
hohere Gesamtpolyphenolgehalt konnte mit einem unterschiedlichen Gehalt an reduzierenden
Inhaltsstoffen zusammenhédngen, wie Allixin, S-Allylcystein und S-Allylmercaptocystein

(Borek 2001), die nach Hydrolyse freigesetzt werden.

Cucumis sativus

Der Extrakt von Cucumis sativus zur Isolierung enthielt Isoquercitrin, Isorhamnetin—30-
glucosid, Triandrin und Lycoperodin 1, aulerdem war die teilweise Identifizierung eines
Apigenin-6C-dihexosids, Apigenin-trihexosids und Chrysoeriol-trihexosids moglich. Die
Flavone und Flavonole wurden dabei in den Bliiten und Bléttern von Cucumis sativus bereits

nachgewiesen (Krauze-Baranowska et al. 2001), ebenso wie Coumaryl- und
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Feruloylglucosidderivate des Isoscoparins (Abou-Zaid et al. 2001). Triandrin hingegen wurde
fiir Salix-Arten beschriecben (DNP 2006; Frohne et al. 1998), aber noch nicht im
Zusammenhang mit Cucumis sativus in der Literatur erwdhnt. Lycoperodin 1 wird als
Kondensationsprodukt von L-Tryptophan und Formaldehyd sowohl in der Natur als auch bei
der Zubereitung von Gemiise gefunden (DNP 2006).

Die isolierten Flavon- und Flavonol-Derivate waren auch in dem zur Quantifizierung
herangezogenen Extrakt nachzuweisen (Abb.E37). Vergleichsweise wurde hier auch ein
Extrakt einer in Deutschland erworbenen Gurke untersucht, der sowohl das bereits
beschriebene Apigenin-dihexosid als auch das Apigenin-trihexosid enthielt (Abb.E38).
Daneben konnte als Hauptkomponente ein weiteres Flavon detektiert werden. Durch
Differenzierung der in Deutschland erworbenen Frucht in Schalen- und Markgewebe wurde
deutlich, dass die Flavonole im Schalengewebe zu finden waren, wiahrend die Flavone im
Markgewebe lokalisiert vorlagen.

Auf Grund des hohen Wassergehaltes von fast 95% fiel der Polyphenolgehalt, der mittels
HPLC bestimmt wurde, sehr gering aus. Er betrug lediglich 0.57 mg/100 g FG (chinesische
Varietdt) bzw. 0.28 mg/100 g FG (deutsche Varietit), wobei die in der Literatur gefundenen
Flavonolgehalte mit weniger als 0.1-0.2 mg/100 g FG diesen Werten entsprachen (Hertog et
al. 1992).

Kaur et al. geben fiir Cucumis sativus nach Folin-Ciocalteu einen Wert von 48.0 mg/100 g FG
berechnet als Catechin an, jedoch ermittelt in einem wéssrigen Medium, so dass die hier
gefundenen Werte von 11.6 mg/100 g FG fiir die chinesische Gurke bzw. 12.3 mg/100 g FG
fiir die deutsche Gurke davon abweichen (Kaur et al. 2002). Im Rahmen dieser Arbeit konnte
ein Gesamtpolyphenolgehalt von 57.8 mg bzw. 40.7 mg/100 g FG fiir die chinesische bzw.
deutsche Cucumis sativus-Art ermittelt werden, im Gegensatz hierzu gibt Vinson et al. 11.6
mg/100 g FG berechnet als Catechin an, jedoch kann allein ein unterschiedlicher

Wassergehalt diesen Wert beeinflussen (Vinson et al. 1998).

Cucurbita pepo

Zum Vergleich wurden zusitzlich zwei Friichte von Cucurbita pepo-Arten untersucht. Es
wurde festgestellt, dass beide hauptsdchlich bzw. ausschlieBlich Flavonoide im
Schalengewebe enthielten. Die Zucchini enthielt dabei mit 9 Flavonoiden eine gréBere
Vielfalt an Inhaltsstoffen als der Zierkiirbis mit lediglich vier Inhaltstoffen, jedoch konnten
alle Flavon/Flavonol-Derivate, die in der Zucchini detektiert wurden, auch im Kiirbis
beobachtet werden (Abb.E41/42).

Ebenso waren die Gehalte der beiden Cucurbita pepo -Arten sowohl nach Bestimmung
mittels HPLC als auch nach Folin-Ciocalteu vergleichbar. Der Gehalt an freien Polyphenolen
lag mit ca. 20 mg/100 g FG 20 Mal hoher als der mittels HPLC bestimmte Wert und der
Gesamtpolyphenolgehalt stieg nochmals um das 2-3-fache (Abb.E43). Fiir die Zucchini
stellten Brat et al. einen Gehalt an freien Polyphenolen von 18.8 mg/100 g FG bestimmt als
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Gallusséure fest. Es erfolgte jedoch eine Aufarbeitung der Probe unter Entfernung der

wasserloslichen reduzierenden Substanzen (Brat et al. 2006).

Raphanus sativus

Aus diesem Extrakt wurden lediglich fiir die Familie typische Glucosinolate isoliert, ebenso
konnten keine Polyphenole in den HPLC-Chromatogrammen identifiziert werden. Auch die
Literatur gibt flir Rettich keine Flavonoide an. Im Gegensatz dazu lassen sich aber freie
Polyphenolgehalte von 54.5 mg/100 g FG berechnet als Catechin finden (Kaur et al. 2002). Es
konnten im vorliegenden Fall 28.4 mg/100 g FG ermittelt werden. Dieser Wert stieg nach
Hydrolyse (Gesamtpolyphenole) auf 72.3 mg/100 g FG. Zum Teil kann ein hoher Vitamin C-
Gehalt von ca. 22 mg/100 g FG (NDL 2006) fiir den Nachweis von freien Polyphenolen

verantwortlich sein.

Solanum melongena

Aus den Extrakten der Aubergine (Solanum melongena) konnten Chlorogenséure und Paucin
isoliert werden. Beide sind fiir die Friichte dieser Pflanze bereits beschrieben (Whitaker et al.
2003). Die Autoren identifizierten ebenfalls weitere Zimtsdure-Derivate (Zimtsdureamide
sowie Dicaffeoylchinasiduren), die in den Extrakten zur Quantifizierung teilweise
nachzuweisen waren. Auflerdem untersuchten sie verschiedene Varietdten der Aubergine und
stellten einen stark schwankenden Gehalt von 0.45 g — 1.22 g/100 g Trockengewicht fest. Auf
Grund des hohen Wassergehaltes von iiber 90 % fielen die ermittelten Werte von 51.0 mg/100
g FG fiir die chinesische Aubergine bzw. 136.1 mg/100 g Frischgewicht fiir die deutsche
Aubergine dementsprechend geringer aus (Abb.E46). In diesen Daten sind auch
Anthocyanidine sowie die in der deutschen Varietdt ermittelte Flavonole enthalten. Der
Gehalt an Anthocyanidinen, der im Rahmen dieser Arbeit ermittelt wurde, fiel auf Grund der
Extraktionsmethode und den genutzten Aufarbeitungen geringer aus als in der Literatur
angegeben (750 mg/100 g FG) (Clifford 2000), da Anthocyanidine sehr instabil gegeniiber
Temperatur und hoheren pH-Werten sind. Da allerdings auch bei der normalen Verarbeitung
der Gemiise keine besondere Riicksicht auf thermolabile Substanzen genommen wird, gibt
dieser Wert wahrscheinlich einen guten Einblick in die noch vorhandene Menge an
Anthocyanidinen nach dem Kochen.

Die in Deutschland erworbene Aubergine enthielt 1.5 Mal so viele freie Polyphenole wie ihre
chinesische Verwandte. Nach Hydrolyse stieg der Polyphenolgehalt bei der chinesischen
Varietit von 76.0 mg auf 98.7 mg/100 g FG berechnet als Catechin, demgegeniiber fiel dieser
Wert bei der deutschen Varietéit von 120.6 mg auf 77.5 mg/100 g FG, wobei dies zum Teil auf
den Zerfall der Anthocyanidine und des Vitamin Cs wihrend des Hydrolysevorgangs
zuriickzufithren sein konnte (Abb.E47). Der Einfluss des Erhitzens ist fiir den chinesischen
Extrakt vermutlich nicht so ausschlaggebend, da Anthocyanidine nur in sehr geringem Maf3e
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nachzuweisen waren. In Ubereinstimmung mit den hier erhaltenen Daten beobachteten Brat et
al. einen Gehalt an freien Polyphenolen von 65.5 mg/100g FG berechnet als Gallusséure,

jedoch nach Entfernung wasserldslicher Substanzen wie Vitamin C (Brat et al. 2006).

4.1.3. Untersuchung der eingelegten und getrockneten Gemiise

Die Fertigprodukte, zu denen sowohl in Essig eingelegte, sog. ,,pickled vegetables®, als auch
getrocknete Gemiise gehorten, wurden auf Polyphenole hin untersucht. Es konnte festgestellt
werden, dass in den essigsauren Zubereitungen auf Grund saurer Hydrolyse lediglich Aglyka,
deren Methylderivate sowie C-Glycosyle zu detektieren waren, wéhrend die getrockneten
Lebensmittel zusétzlich auch O-Glycoside enthielten. Da die meisten Flavonoide genuin in
der Pflanze als Glycoside vorkommen, stellen essigsaure Zubereitungen somit im Gegensatz
zu getrocknetem oder frischem Gemiise eine Quelle fiir bereits freie Aglyka dar.

Die Menge der Aufnahme an Flavonoiden iiber diese Quelle wurde nicht genauer untersucht,
jedoch ist anzunehmen, dass sie niedriger ausfillt als in frischem Gemiise, da es meist zu
einem quantitativen Verlust der Flavonoide wéhrend der Verarbeitung kommt (Hollman et al.
2000).

Flavonoidvorkommen in Lotussamen (Nelumbo) und Daylily-Bliiten (Hemerocallis) scheinen
bisher wenig untersucht zu sein, obwohl die Pflanzen ein breites Spektrum dieser
Verbindungen enthalten. Eine Datenbanksuche ergab erstaunlicherweise nur wenige Quellen,
die iiber Flavonoide oder Polyphenole aus diesen Pflanzenteilen berichten (Que et al. 2007;
Sujay et al. 2006).

Weiterhin konnten hauptsidchlich in den oberirdischen Teilen der untersuchten Gemiise
Flavonoide detektiert werden (Tab.E1 und Tab.E2).

So zeigten die unterirdischen Teile von Brassica juncea kein Vorkommen an Flavonoiden,
wihrend in den Blittern des essigsauren Lebensmittels Quercetin, Methylquercetin und
Kémpferol enthalten waren. Zusétzlich konnten in den getrockneten Blittern jeweils ein
weiteres Flavon bzw. Flavonol beobachtet werden. Aus den Bléttern von Brassica juncea sind
Kéampferol- und Isorhamnetinglycoside bereits beschrieben (Choi et al. 2002; Kim et al. 2002;
Yokozawa et al. 2002) (Abb.A9-11; A15).

In den unterirdischen Teilen von Raphanus sativus, Lilium spec. und Dioscorea opposita
konnten keine Flavonoide nachgewiesen werden, wohingegen die Knoblauchzwiebel (4/lium
sativum) als essigsaures Gemiise Kdmpferol und Methylquercetin enthielt, daneben war in
Astragalus membranaceus im getrockneten Zustand ein Flavonol zu finden. Flavonoide sind
fiir Allium sativum bereits identifiziert worden (Borek 2001), ebenso werden fiir A.
membranaceus sowohl Flavonoide als auch Isoflavonoide beschrieben (Matkowski et al.
2003) (Abb.E1; Abb.A16).
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In den Bambussprossen (Phyllostachys spec.) konnten weder im essigsauren noch im
getrockneten Zustand Flavonoide detektiert werden, wihrend flir die Blétter dieser Pflanze
Flavonoide bereits beschrieben wurden (Zhang et al. 2002).

Flavan-Derivate sind aus Pilzen bisher nicht bekannt (Teuscher et al. 2004), dementsprechend
waren im Zitterling (Tremella spec.) keine Derivate vom Flavantyp zu finden, ebenso wurden
auch keine Isoflavane detektiert.

In den Extrakten der eingelegten Cucumis sativus-Produkte waren in der Mehrheit Flavone zu
beobachten. Es lagen sowohl C-Glycosyle als auch deren Methylderivate vor, die unter den
gegebenen Bedingungen stabil blieben (Abb.A12/13). Derartige Flavonoid-Derivate sind fiir
Cucumis sativus-Friichte bereits beschrieben (Krauze-Baranowska et al. 2001; McNally et al.
2003).

Fiir die Lotussamen (Nelumbo nucifera) wurden 5 Flavonoide nachgewiesen (Abb.A14). Da
es sich um getrocknetes Material handelte, waren auch Derivate wie z.B. Kdmpferol-di-O-
glycosid (MW594) zu beobachten. Bisher wurden fiir Nelumbo nucifera in der Literatur
lediglich Polyphenolgehalte des 50% alkoholischen Extraktes beschrieben (Sujay et al. 2006).
Die meisten Flavonoide wurden in den Bliiten von Hemerocallis spec. gefunden (Abb.E2).
Dabei handelte es sich ausschlieBlich um Flavonole, die in drei Féllen als Quercetin- und in
einem Fall als Kédmpferol-Derivat identifiziert werden konnten. In Datenbanken konnte sehr
wenig liber Polyphenole, im speziellen Flavonoide, aus dieser Quelle gefunden werden,
obwohl Hemerocallis-Arten offensichtlich ein breites Spektrum an Flavonoiden besitzen.
Eine neue Veroffentlichung berichtet lediglich von Rutin, Catechin und Gallocatechin (Que et
al. 2007), jedoch zeigte das in dieser Arbeit untersuchte Produkt von Daylily-Bliiten eine

weitaus groBere Vielfalt an Flavonolen.
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4.2. Biologische Wirkungen

Allgemein wird der tigliche Verzehr von 5 Obst- und Gemiiseportionen pro Tag empfohlen.
Ein Grund, aus dem diese Verzehrempfehlung ausgesprochen wird, ist die Aufnahme
antioxidativ wirksamer Substanzen, zu denen neben Vitamin C und E sowie Carotinoiden
auch die Klasse der Flavonoide zu zdhlen ist. Es wird hier ein Zusammenhang zwischen
antioxidativer Aktivitdit und Krankheitsprivention gesehen, der fiir kardiovaskuldre
Erkrankungen von Bedeutung sein konnte, aber auch als Schutz gegen Krebsentstehung
diskutiert wird. Zu derartigen Aussagen gelangt man auf Grund epidemiologischer Studien,
die eine Korrelation zwischen der Aufnahme antioxidativ wirksamer Substanzen und
Erkrankungshdufigkeiten finden. Jedoch sind auf diese Weise keine kausalen Verkniipfungen
nachweisbar, da zahlreiche Storgroen das Ergebnis beeinflussen konnen, wie z.B.
Lifestylefaktoren oder andere Erndhrungsparameter.

Wihrend Link et al. einen protektiven Effekt von rohem Gemiise bei der Entstehung von
Krebserkrankungen finden (Link et al 2004), legt eine kiirzlich verdffentlichte Studie des
National Cancer Instituts und der American Association of Retired Persons einen
Zusammenhang zwischen der Einnahme von Multivitaminpréparaten und der Entstehung von
Prostatakrebs nahe (Lawson et al. 2007). Dass in der letztgenannten Studie die
Multivitaminpréparate an der Entstehung von Prostatakrebs beteiligt sind, kann allerdings
nicht eindeutig gesagt werden, da eine erhohte Einnahme unter anderem auch mit einer

héaufigeren Untersuchung hinsichtlich einer Prostataerkrankung korrelierte.

Auch andere neuere Studien und Analysen kommen zu dem Ergebnis, dass die Einnahme
hoher Dosen einzelner Verbindungen unter Umstinden zu einer vermehrten Sterblichkeit
fithren kann (B-Carotin/CARET-Studie, Vitamin E (Goodmann et al. 2004; Miller et al.
2005)). So stellt sich auch fiir Polyphenole die Frage, ob die Aufnahme -einzelner
hochdosierter Substanzen schidlich ist, oder ob sich die Kombination verschiedener
Polyphenole bzw. Flavonoide (analog einem natiirlichen Polyphenol-/Flavonoidmuster)
gesundheitsfordernder auswirken konnte.

In diesem Zusammenhang sind auch die zytotoxischen Eigenschaften der Polyphenole zu
betrachten, die ihren Einsatz in der Krebstherapie ermdglichen kdnnten. Estrogenabhéngige
Tumore werden hier auBerdem durch die phytoestrogenen Eigenschaften verschiedener
Polyphenole beeinflusst, wie dies fiir die Isoflavonoide bei Brustkrebs diskutiert wird
(Scalbert et al.2005).

Im Folgenden werden daher neben den antioxidative Eigenschaften der isolierten
Reinsubstanzen auch deren zytotoxische und proliferationsstimulierende Eigenschaften
untersucht. AuBerdem wird zusitzlich auf die antioxidative Aktivitdit sowie den

proliferationsfordernden Effekt der Extrakte eingegangen.
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4.2.1. Aktivitiat im quantitativen DPPH-Kiivetten-Assay

Die antioxidative Kapazitdt der Substanzen wurde im DPPH-Assay (DPPH=2,2-Diphenyl-1-
picrylhydracyl) ermittelt. Dieser Assay stellt eine Methode von vielen dar, um eine Aussage
iiber die antioxidative Aktivitdt von Verbindungen in vitro machen zu konnen. Da jedoch
bisher kein Standard—Assay etabliert wurde, bleibt es schwierig, die Ergebnisse der einzelnen
Arbeitsgruppen, die in unterschiedlichen Testsystemen (DPPH-, TEAC-, Xanthinoxidase-

Assay, ect.) gewonnen wurden, zu vergleichen (Huang et al. 2005).

4.2.1.1.Antioxidative Aktivitit der Reinsubstanzen

Flavanole

Aus der Gruppe der Flavanole wurden insgesamt vier Verbindungen vermessen: Catechin,
Epicatechin und Gallocatechin, die jeweils als Gemisch der Enantiomere vorlagen, sowie
zusitzlich (-)-Epicatechin. Alle Flavanole fithrten zu einer Abnahme der Absorption und
waren in der Lage das stabile DPPH-Radikal zu reduzieren (Abb.E67). Diese Eigenschaft
beruht hauptsdchlich auf dem Vorhandensein der vicinalen OH-Gruppen im B-Ring der
Verbindungen, was bereits von verschiedenen Arbeitsgruppen dokumentiert wurde (Cotelle et
al. 1996; Okawa et al. 2001; Pietta 2000; Rice-Evans et al. 1996). Dabei reagiert das
Flavonoidmolekiil (FI-OH) wie unten dargestellt (Abb.D3) mit zwei Radikalen zu einem
stabilen ortho-Chinon (Pietta 2000). Nach Rice-Evans et al. und Pannala et al. soll die
zusétzliche dritte OH-Gruppe im Gallocatechin zu einer weiteren Steigerung der
antioxidativen Aktivitit gegeniiber (+)-Catechin fiihren (Pannala et al. 2001; Rice-Evans et al.
1996). Fiir das (-)-Epicatechin ist gegeniiber Superoxidanionen im Xanthinoxidase-Assay eine
leicht stirkere radikalfangende Aktivitdt als fiir (+)-Catechin beschrieben (Saint-Cricq de
Gaulejac et al. 1999). Die Steigerung der antioxidativen Aktivitdt im Falle des Gallocatechins
konnte jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht bestétigt werden, allerdings war zu
beobachten, dass das (-)-Enantiomer des Epicatechins einen niedrigeren ECso-Wert aufwies
als die anderen getesteten Flavanole. Die Enantiomerengemische von Epicatechin und
Gallocatechin zeigten, obwohl es weder im HPLC-Chromatogramm noch im NMR-Spektrum

Hinweise auf eine Verunreinigung gab, eine geringere Aktivitit.
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Abb.D3: Reaktion der Flavonoide beim Abfangen von Radikalen nach Pietta (Pietta 2000)

Flavone und Flavon-Derivate

Nach Van Acker et al. ist die Substitution bzw. antioxidative Aktivitdit des B-Rings
ausschlaggebend fiir die Gesamtaktivitdt des Molekiils. Nimmt die Aktivitdt des B-Rings ab,
so kann unter Umstidnden die restliche Struktur diesen Verlust kompensieren (Van Acker et
al. 1996).

Im Falle des Eriodictyols sowie des Luteolins sind analog zu Catechin und Epicatechin zwei
vicinale OH-Gruppen an 3°,4’-Position des B-Rings vorhanden. Dementsprechend konnte
eine antioxidative Aktivitit beobachtet werden, die auch in der Literatur fiir Luteolin bestatigt
wird (Dapkevicius et al. 2002; Schlupper et al. 2006). Eriodictyol besitzt im Gegensatz zu
Luteolin keine Doppelbindung an 2,3-Position des C-Ringes, gleichzeitig steigt auch der
ECso-Wert im Vergleich zu Luteolin (Abb.E68). Hierflir diirfte die fehlende Planaritit des
Molekiils verantwortlich sein, die Pannala et al. als wesentliche Voraussetzung fiir die
antioxidative Aktivitdt ansehen (Pannala et al. 2001).

Ist eine der beiden freien OH-Gruppen des B-Rings im Luteolin methyliert wie im Falle des
Luteolin- 3’,5-dimethylethers, so konnte im Assay bei einer Konzentration von 76 pM
lediglich eine sehr geringe Aktivitit beobachtet werden (Abb.E66/68). Auch das Tricin zeigte
keine Aktivitdt, obwohl es drei OH-Gruppen im B-Ring aufweist. Jedoch lagen sowohl die
OH-Gruppe an Position 3’ als auch die an 5’ methyliert vor.

Rice-Evans (Rice-Evans et al. 1996) beschreiben fiir Apigenin, Luteolin-4’O-glucosid und
Naringenin eine geringe antioxidative Aktivitdt im TEAC-Assay, welche sie auf die Aktivitét
der meta-stindigen OH-Gruppen an 5 und 7 Position des A-Ringes zuriickfiihren. Diese
scheinen nach den erhaltenen Ergebnissen fiir die Aktivitdt im durchgefiihrten DPPH-Assay
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nicht von Bedeutung zu sein. Apigenin und seine Derivate zeigten in einer Konzentration von
76uM eine Absorptionsdifferenz von max. 0,05 Einheiten und somit eine sehr geringe
Aktivitdt (Abb.E66). Die geringe Aktivitdt fiir Apigenin im DPPH-Assay wird mehrfach in
der Literatur bestétigt (Cotelle et al. 1996; Murota et al. 2002; Okawa et al. 2001). Apigenin,
Vitexin und Isovitexin gemeinsam ist eine einzelne OH-Gruppe im B-Ring und auch die
Naringenin-Derivate weisen diese strukturelle Eigenschaft auf. Somit ist die strukturelle
Voraussetzung fiir die Bildung eines ortho-Chinons, wie sie oben beschrieben wurde, nicht
gegeben. Dies erklért die fehlende Aktivitdt der Flavone vom Apigenin-Typ. Im Gegensatz zu
den hier erhaltenen Ergebnissen finden Kim et al. fiir Vitexin eine Aktivitdt auch im DPPH-
Assay, allerdings mit einem ECso-Wert von 245 uM (Kim, Jin Hwa et al. 2005).

Das Ergebnis innerhalb der Flavone zeigt, dass die vicinalen OH-Gruppen an den Positionen
3’ und 4’ des B-Rings auch hier von entscheidender Bedeutung fiir die antioxidative Aktivitat
gegeniiber dem DPPH-Radikal sind.

Flavonole und Flavonol-Derivate

Im Flavonol ist gegeniiber dem Flavon eine zusétzlich OH-Gruppe an Position 3 enthalten.
Nach Pannala et al. fihrt diese zusammen mit der Doppelbindung an 2,3-Position zu einer
verstdrkten Planaritit des Molekiils (iiber Ausbildung von Wasserstoftbriicken zwischen 30H
und H2’ bzw. H6’ (Abb.D2-(c)), so dass eine hohere antioxidative Aktivitit vorliegt (Pannala
et al. 2001).

Dementsprechend wiesen die untersuchten Aglyka Kdmpferol, Quercetin und Myricetin alle
eine antioxidative Aktivitdt auf mit ECso-Werte von 31 + 3 uM, 15 = 3 uM bzw. 23 £ 9 uM,
die niedriger ausfielen als die der entsprechenden Flavone und Flavanole.

Im Quercetin- und Myricetinmolekiil liegen jeweils mindestens zwei vicinale OH-Gruppen im
B-Ring vor, die fiir die antioxidative Aktivitdt verantwortlich sind. Weder eine
Glycosidierung an 3 Position (Isoquercitrin, Isomyricitrin) noch eine Hydrierung der
Doppelbindung (Taxifolin, Dihydromyricetin) im C-Ring flihrten zu einem vollstindigen
Aktivitatsverlust. Es war allerdings ein Anstieg der ECsp-Werte in der Reihe Aglykon <
Dihydroverbindung < 30-Rutinosid < 30-Glucosid zu verzeichnen. Eine Abnahme der
Aktivitdt im Falle der Derivate ist auch von anderen Arbeitsgruppen beschrieben (Arora et al.
1998; Potapovich et al. 2003; Rice-Evans et al. 1996; Van Acker et al. 1996). Der Verlust der
Doppelbindung sowie die Glycoside an 3 Position verringern die Planaritdt des Molekiils,
damit aber auch die Moglichkeit der Delokalisation des Elektrons sowie die Stabilitdt des
gebildeten Radikals und damit verbunden die antioxidative Aktivitdt der Verbindungen.

Wie wichtig die freie OH-Gruppe an Position 3 fiir die beobachtete Aktivitét ist, wird im
Falle des Isorhamnetin-30-glucosids deutlich, in dem sowohl die 30H-Position als auch die
3’OH-Position derivatisiert vorliegen. In diesem Fall ging die antioxidative Aktivitét verloren.
Dieses Ergebnis wird durch Yokozawa et al. bestdtigt (Yokozawa et al. 2002), die ebenfalls

Isorhamnetin-Derivate untersuchten und im Falle von Isorhamnetin-3,70-diglucosid keine
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Aktivitdt beobachteten. Choi et al. fanden im Gegensatz dazu fiir Isorhamnetin-70-glucosid
eine Aktivitét, die mit der von Ascorbinsédure vergleichbar war (Choi et al. 2002).

Demzufolge sind zwei vicinale OH-Gruppen im B-Ring fiir die Aktivitidt von Bedeutung, aber
eine Doppelbindung an 2,3-Position in Verbindung mit einer freien OH-Gruppe an Position 3
verstiarken diese Aktivitédt zusdtzlich bzw. gewinnen bei Verlust einer der beiden OH-Gruppen
des B-Ringes an Bedeutung.

Dieses Resultat wird durch die Ergebnisse in der Reihe der Kimpferol-Derivate gestiitzt. Im
Falle des Kédmpferols liegt eine der oben beschriebenen Strukturen vor, so dass eine
antioxidative Aktivitdt beobachtet werden konnte. Substanzen, denen die freie OH-Gruppe an
Position 3 fehlte oder die eine Hydrierung der Doppelbindung aufwiesen, zeigten keine dem
Kéampferol vergleichbare Aktivitdt. Eine Konzentrationsreihe des Kédmpferol-30-glucosids,
das eine moderate Absorptionsabnahme zeigte, erbrachte zwar einen Anstieg der
Absorptionsabnahme, jedoch lag der extrapolierte ECso-Wert bei iiber 300 pM. Beninger et
al. konnte in einem fluoreszenz-basierten Liposomenassay keine antioxidative Aktivitdt flir
Kéampferol-30-glucosid finden (Beninger et al. 2003), obwohl auch sie in der Literatur auf
Hinweise fiir die Aktivitdit von Kadmpferol-Derivaten im DPPH-Assay gestolen waren
(Gamez et al. 1998). Jedoch wurde hier die Aktivitdt nach Inkubation bei 37°C und 30
Minuten in einer ethanolischen Losung bestimmt. Die verdnderten Testbedingungen diirften
den Unterschied zu den hier gefundenen Ergebnissen zum Teil erkldren. Es kann jedoch
gesagt werden, dass die Derivatisierung der freien OH-Gruppe an Position 3 oder die
Hydrierung der Doppelbindung zu einer starken Abnahme der Aktivitdt im Kampferol fiihrt.
Pietta et al. gibt im Gegensatz hierzu eine vergleichbare Aktivitit von Kédmpferol und
Dihydrokdmpferol im TEAC—Assay an (1.34 bzw. 1.3 mM), wohingegen im in dieser Arbeit
durchgefiihrten DPPH-Assay keine Aktivitdt der Dihydroverbindung beobachtet werden
konnte (Pietta 2000). Auch der 5,7,4’-Trimethylether des Dihydrokdmpferols zeigte lediglich
eine geringe antioxidative Aktivitét.

Dass die Aktivitit der Kdmpferole und damit auch zum Beispiel die der Isorhamnetin-
Derivate nicht nur von der freien OH-Gruppe an Position 3 beeinflusst wird, verdeutlicht die
geringe Aktivitidt des 5,7,4’-Trimethylethers des Kdmpferols. Van Acker et al. gehen im
Kéampferol von einer Oxidation der OH-Gruppe an Position 4’ aus, die in diesem Fall
derivatisiert ist (Van Acker et al. 1996). In der Literatur werden aber auch freie OH-Gruppen
an Position 3 und 5 als wichtiges Strukturmerkmal fiir die antioxidative Aktivitdt genannt
(Rice-Evans et al. 1996), wofiir die Aktivitit des Galangins (OH-Gruppen an Position 3, 5
und 7) im TEAC-Assay sprechen wiirde (Michels 2005). Eine Beteiligung einer oder beider

Strukturmerkmale muss fiir die beobachtete Aktivitdt im DPPH-Assay verantwortlich sein.

Isoflavonoide

Die Reihe der Isoflavonoide zeigt die gleiche geringe antioxidative Aktivitdt wie die bereits
vorgestellten Apigenin-Derivate. Im Einklang mit den erhaltenen Daten finden Murota et al.
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keinen antioxidativen Effekt von Genistein im DPPH-Assay (Murota et al. 2002). Pietta
beschreibt fiir Genistein eine antioxidative Aktivitit, die vergleichbar ist mit der des Luteolins
gemessen im TEAC-Assay (Pietta 2000). Jedoch werden auch hier die radikalfangenden
Eigenschaften zum Teil auf die OH-Gruppen an 5 und 7 Position zuriickgefiihrt. Auch Okawa
et al. (Okawa et al. 2001) weisen fiir Isoflavonoide eine Aktivitdit im DPPH-Assay nach,
allerdings liegen die ermittelten ECso-Werte bis auf den fiir Genistin (265 pM) zum Teil iiber
500 uM und sogar 1000 pM.

Zusammenfassend zeigen die erhaltenen Ergebnisse innerhalb der Flavonoide, dass zwei
vicinale OH-Gruppen im B-Ring (Positionen 3’ und 4’) ausschlaggebend fiir eine gute
antioxidative Aktivitdit im DPPH-Assay sind (a). Eine Doppelbindung an 2,3-Position in
Konjugation mit einer 4-Oxo-Gruppe sowie eine zusidtzliche OH-Gruppe an Position 3
verstdrken diese Aktivitét (b, ). Jedoch auch eine freie OH-Gruppe sowohl an Position 3 als
auch an den Positionen 5 bzw. 4’ in Verbindung mit einer Doppelbindung an 2,3-Position
vermitteln innerhalb der Flavonole eine antioxidative Aktivitét (d) (Abb.D4).

Abb.D4: Fiir die antioxidative Aktivitdt wichtige Strukturmerkmale

Phenylpropan-Derivate

In der Reihe der Phenylpropan-Derivate zeigten analog zu den bereits beschriebenen
Resultaten solche Verbindungen die stdrkste antioxidative Aktivitdt, die zwei vicinale OH-
Gruppen beinhalteten. Von den Verbindungen Kaffeesédure, Chlorogensidure und Paucin
(Caffeoylputrescin) weist das Sdureamid die geringere Aktivitdt auf (Abb.E71).

Wird eine der OH-Gruppen derivatisiert, so ldsst sich ebenfalls eine Aktivitdtsabnahme
verzeichnen, wie im Falle von Ferulasiure. Dies ist in Ubereinstimmung mit Daten von Li et
al. und Brand Williams et al., die ebenfalls fiir Ferulasdure eine geringere Aktivitdt im
Vergleich zu Kaffeesdure oder Chlorogensdure beobachteten (Brand Williams et al. 1995; Li
et al. 1999). Gallussdure selbst zeigt nach Li et al. und Brand Williams et al. eine hohere
Aktivitiat als Kaffeesdure, jedoch wies in den hier durchgefiihrten Untersuchungen der

Ethylester eine wesentlich geringere antioxidative Aktivitdt auf. Dieses Ergebnis ist in
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Ubereinstimmung mit Daten von Rice-Evans et al., die eine geringere Aktivitit der Ester
gegeniiber Gallussdure beschreiben (Rice-Evans et al. 1996).

Isoconiferin und Triandrin wiesen lediglich eine geringe Aktivitdt im Assay auf, wofiir zum
einen die fehlende Saurefunktion, zum anderen die einzelne OH-Gruppe bzw. im Isoconiferin
die zusdtzliche Methoxylierung verantwortlich sein diirfte.

Indol-Derivate

Fiir die isolierten Indol-Derivate aus Raphanus sativus konnte im DPPH-Assay keine
antioxidative Aktivitit gefunden werden. Barillari et al. beschreiben eine Aktivitédt (0.13 mM)
dieser Verbindungen im TEAC-Assay, jedoch fillt diese um mindestens das zehnfache
geringer aus als dies flir Polyphenole der Fall ist (Barillari et al. 2005; Rice-Evans et al.
1996).

4.2.1.2.Quantifizierung der antioxidativen Eigenschaften der Extrakte

Leguminosen und weitere Gemiise

Im DPPH-Assay konnte fiir Vigna angularis, Vicia faba und die beiden Phaseolus vulgaris-
Arten eine antioxidative  Aktivitit gefunden werden, wihrend die {brigen
Leguminosenextrakte lediglich eine sehr geringe Absorptionsabnahme bewirkten. Von dem
weiteren Gemiise zeigten die Auberginen-Extrakte (Solanum melongena), der Rettichextrakt
(Raphanus sativus) und der Extrakt der Zierkiirbisschale (Cucurbita pepo) antioxidative
Eigenschaften. Die Extrakte von Vigna angularis und Solanum melongena waren in einer
Konzentration <1 mg/ml aktiv, wahrend der Vicia faba- und der Raphanus sativus-Extrakt
einen ECso-Wert von 2 mg/ml aufwiesen. Die beiden Phaseolus-Extrakte sowie der
Zierkiirbisschalenextrakt (Cucurbita pepo) zeigten zwischen 2-3 mg/ml eine vergleichbare
Aktivitat. Katsube et al. finden zwischen Polyphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu und Aktivitét
im DPPH-Assay eine Korrelation von 0.969 (Katsube et al. 2004). Korreliert man im
vorliegenden Fall die prozentualen Gehalte der Extrakte ermittelt mittels HPLC bzw. nach
Folin-Ciocalteu (freie Polyphenole) mit den Absorptionsabnahmen im DPPH-Assay bei 0.4
mg/ml, so ergibt sich fiir beide ein Koeffizient r >0.9 (r*>0.8).

Die beobachtete Korrelation der HPLC-Methode sowie der Aktivitdt im DPPH-Assay deuten
somit auf eine teilweise, jedoch nicht ausschlieBliche Beteiligung der untersuchten
Polyphenole an der antioxidativen Wirkung der Extrakte hin. Die untersuchten
Konzentrationen der Polyphenole entsprechen der Konzentration im menschlichen Korper bei
der Aufnahme von 70 g Gemiise (unter der vereinfachten Annahme eines durchschnittlichen

Verteilungsvolumens von 70 L) oder liegen dartiiber.
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Betrachtet man die in den Extrakten enthaltenen Polyphenole, so ldsst sich die antioxidative
Aktivitdit mit der Anwesenheit DPPH-aktiver Verbindungen meist gut erkldren. Wahrend
Vigna radiata und Glycine max zwar einen hohen Gehalt an Flavonoiden aufweisen, enthalten
sie jedoch hauptséchlich Flavone vom Apigenintyp bzw. Isoflavonoide, die im DPPH-Assay
als Reinsubstanzen inaktiv waren. Demgegeniiber enthalten Vigna angularis und die
Phaseolus vulgaris-Arten sowohl einen hoheren Polyphenolgehalt als auch Myricetin- und
Quercetin-Derivate oder freies Kdmpferol, ebenso wie Catechine, die jeweils eine gute
antioxidative Aktivitdt als Reinsubstanzen gezeigt hatten. Die gemessene antioxidative
Aktivitdit des Vicia faba-Extraktes spricht zusitzlich fiir das Vorliegen von
Proanthocyanidinen, da die enthaltenen Flavone und Flavonole im DPPH-Assay inaktiv
waren; dimere Procyanidine weisen jedoch gute antioxidative Eigenschaften auf (Saint-Cricq
de Gaulejac et al. 1999). Phaseolus coccineus und Pisum sativum enthalten beide die
geringsten Gehalte sowohl nach Folin-Ciocalteu (freie Polyphenole) als auch mit der HPLC-
Methode. Beide beinhalten in geringem MafBle Zimtsdure-Derivate, wahrend Pisum sativum
zusétzlich Kdmpferol-30-sophorotriosid enthdlt, welches jedoch auch als Reinsubstanz nur
geringe antioxidative Eigenschaften besa3. In den Extrakten der Aubergine sind hauptséchlich
Chlorogensdure-Derivate sowie Anthocyanidine zu detektieren, von denen erstere auch als
Reinsubstanzen im DPPH-Assay gute antioxidative Eigenschaften bewiesen.

Lediglich die Aktivitdt der Extrakte vom Rettich (Raphanus sativus) sowie von der
Zierkiirbisschale (Cucurbita pepo) bildete bei dieser Interpretation eine Ausnahme. Im Rettich
konnten keine Flavonoide nachgewiesen werden, wohingegen der Zierkiirbisschalen-Extrakt
zwar Flavonoide enthilt, aber nur solche, die auch im inaktiven Zucchinischalen-Extrakt
enthalten sind. Daher miissen in diesen Extrakten andere Inhaltstoffe mit guten
radikalfangenden Eigenschaften enthalten sein. Das Nutrient Data Laboratory weist fiir
Kiirbisarten einen Vitamin C-Gehalt von 9 mg sowie einen Vitamin E-Gehalt von 1.1 mg/100
g FG nach. Zusitzlich wird ein Gehalt an B-Carotin (3100 pg/100 g) und Lutein/Zeaxanthin
(1500 pg/ 100 g) angegeben, die ebenfalls antioxidative Eigenschaften besitzen (Granado et
al. 2003). Rettich enthdlt sogar 22 mg/100 g Vitamin C (NDL 2006). Diese Substanzen
konnten im Falle der letzten beiden Extrakte mafBgeblich fiir die antioxidative Wirkung
verantwortlich sein. In jedem Fall ist auch in den vorher besprochenen Extrakten eine
Beteiligung weiterer Inhaltstoffe nicht auszuschliefen.

Die antioxidative Wirkung von Pflanzen, speziell Gemiiseextrakten wird in der Literatur in
unterschiedlichen Assays untersucht. Lin et al. beschreibt fiir den Wasser-Extrakt von Vigna
angularis einen protektiven Effekt gegen die durch FeCl, induzierte Lipidperoxidation,
ebenso war der Extrakt in der Lage Superoxidanionen abzufangen (Lin et al. 2001). Im
gleichen Assay erwiesen sich jedoch auch die Extrakte von Glycine max und Vigna radiata

als aktiv.

Itoh et al. bringen den Befund, dass der Kochwasserextrakt von Adzukibohnen (Vigna
angularis) die Adhidsion, Invasion und Metastasenbildung von B16 Melanomzellen der Maus
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vermindert, mit seiner antioxidativen Wirkung in Zusammenhang. Den Autoren ist jedoch die
genaue Zusammensetzung des Extraktes unbekannt, so dass sie lediglich Polyphenole,
speziell Catechin als aktive Komponente diskutieren, das eventuell durch seine
radikalfangenden Eigenschaften die Metastasenbildung reduziert (Itoh et al. 2005). Nach den
in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnissen kommen in diesem Extrakt neben Catechin auch
Myricetin-30-rutinosid und Rutin (siche Kapitel 3.2.2.) als antioxidativ aktive Substanzen
vor, deren Einfliisse somit besonders im Hinblick auf Zytotoxizitit, Metabolisierung und

Aufnahme noch genauerer Untersuchungen bediirfen.

Fir Phaseolus vulgaris konnten Kaur et al. sowie Vinson et al. eine antioxidative Aktivitdt
der Extrakte im [-Carotin-Bleichungs-Test bzw. LDL-Oxidations-Test beobachten.
Allerdings konnte hier auch bei Extrakten von Knoblauch, Gurke, Rettich sowie Erbsen
Aktivitidt gezeigt werden. So wiesen bei Kaur et al. die Ethanolextrakte in der Reihe
Rettich<Gurke<Gartenbohne<Erbse<Knoblauch steigende Aktivitidten auf (Kaur et al. 2002),
wohingegen Vinson et al. fir die untersuchten Pflanzen eine Reihenfolge von
Gurke<Knoblauch<Gartenbohne angeben (Vinson et al. 1998). Cao et al. beobachteten im
ORAC-Assay, dass die Aubergine (Solanum melongena) gegeniiber Gurke (Cucumis sativus)
sowie Knoblauch (Allium sativum) bezogen auf das Trockengewicht eine hohere Aktivitét
gegeniiber OH-Radikalen besitzt (Cao et al. 1996).

4.2.2. Zellulire Eigenschaften der Reinsubstanzen und Extrakte

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Eigenschaften strukturanaloger Substanzen auf Zellen
untersucht. Hierbei wurden folgende Parameter miteinbezogen:

- proliferationsfordernde Wirkungen in MCF7-Zellen

- toxische Effekte in H4IIE-Zellen

- protektive Effekte gegeniiber H,O, in H4IIE-Zellen

Die auffilligsten zelluliren Effekte wurden erwartungsgemidll mit den Isoflavonoiden
beobachtet, flir die in der Literatur vielfach estrogenartige Wirkungen beschrieben wurden.
Genistein, Genistin, Daidzein und Daidzin sowie Glycitin stimulierten das Wachstum von
MCF-7-Zellen in der Reihenfolge 17-B-Estradiol> Genistin> Daidzein> Genistein> Daidzin>
Glycitein> Glycitin, wobei Konzentrationen von 10°-10"* M getestet wurden (Morito et al.
2001). Isoflavonoide binden  verstdarkt, aber nicht ausschlieBlich an den
Estrogenrezeptorsubtyp B (ER-B), der unter anderem im ZNS, im kardiovaskuldren System
und in Knochen anzutreffen ist. Der ER-B vermittelt vermehrt antientziindliche und
antiproliferative Effekte, wohingegen der Estrogenrezeptorsubtyp o (ER-a)) Proliferation und
Wachstum stimuliert und somit zur Entwicklung hormonabhéngiger Tumore beitragt. Da ER-

B nur bei hoheren Konzentrationen von Estradiol aktiviert wird, kommt es bei sinkenden

240



Diskussion

Estrogenspiegeln zu einer vermehrten Aktivitdt von ER- a (Rohr 2006). Die Tatsache, dass in
asiatischen Léndern der Konsum an Sojaprodukten bzw. Isoflavonoiden gegeniiber den
westlichen Industrielindern deutlich hoher ist (30 mg/d versus 1 mg/d; (Cos et al. 2003)),
konnte im Hinblick auf die ER-B Affinitét der Isoflavonoide mitverantwortlich sein flir das
geringere Auftreten von Brustkrebs in den asiatischen Lindern (Cos et al. 2003; Harris et al.
2005; Rohr 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Untersuchung auf proliferationsstimulierende
Eigenschaften estrogensensitive humane MCF-7-Zellen verwendet. Genistein zeigte als
Reinsubstanz einen zellproliferierenden Effekt ab Konzentrationen von 0,01 uM, der mit
steigender Konzentration jedoch abnahm. Dies ist in Ubereinstimmung mit Beobachtungen
aus der Literatur, die flir geringe Genisteinkonzentrationen einen proliferationsfordernden
Effekt beschreiben, wihrend in hheren Konzentrationen zytotoxische Effekte zu liberwiegen
scheinen (Kuntz et al. 1999; Reinwald et al. 2006). Im Zytotoxizitétstest zeigte Genistein
einen negativen Einfluss auf die Zellviabilitdit bei Konzentrationen, die weit iiber den
proliferationsfordenden Konzentrationen lagen (ECsp <100 puM). Genistin besal3 lediglich
einen ECsp-Wert >100 uM, Daidzein war im getesteten Konzentrationsbereich nicht toxisch
fiir H4IIE-Zellen. Auch von Kuntz et al. wurde eine Zytotoxizitdt von Genistein in HAT-29
Zellen beobachtet. Bei diesen Autoren zeigten allerdings auch Daidzein und Genistin in HAT
29 Zellen ECsp-Werte von 73 und 84 uM (Kuntz et al. 1999).

Angesichts ihrer hohen Isoflavonoidgehalte wurden auch die ethanolischen bzw.
methanolischen Extrakte der verschiedenen Leguminosen auf ihre
proliferationsstimulierenden Eigenschaften hin untersucht. Fiir die Extrakte von Vigna
angularis, Glycine max und Phaseolus coccineus konnte ein signifikanter Anstieg der
Zellproliferation gegeniiber DMSO beobachtet werden, wéahrend die Extrakte von Vicia faba
und von den beiden Phaseolus-Arten lediglich einen leichten Anstieg der Zellproliferation
hervorriefen. Die Extrakte von Pisum sativum und Vigna radiata erwiesen sich in diesem
Assay als inaktiv (Zhao et al. 2005). Auch der Extrakt von Vigna angularis wies
proliferationsfordernde Eigenschaften auf, jedoch konnte erst eine Assay-basierte Isolierung
einen Hinweis auf die aktive Komponente aufzeigen. In der aktivsten Fraktion konnte
Daidzein identifiziert werden. Jedoch besteht die Moglichkeit, dass weitere aktive
Inhaltsstoffe vorliegen, da Daidzein in nur sehr geringen Mengen nachzuweisen war und
daneben weitere aktive Fraktionen ohne Daidzein gefunden wurden. Von den getesteten
weiteren Gemiisesorten zeigte lediglich der Extrakt von Cucumis sativus einen leichten
Anstieg der Proliferation, jedoch konnten hdhere Konzentrationen wegen zu geringer

Loslichkeit nicht mehr getestet werden.

Unter den Flavonen wies nur Apigenin ab einer Konzentration von 1 pM eine
proliferationsfordernde  Wirkung in MCF-7-Zellen auf. Rhoifolin (Apigenin-70-
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neohesperidosid) war inaktiv. Harris et al. und Kuiper et al. beschreiben in diesem
Zusammenhang ebenfalls fiir Apigenin eine Aktivierung des ER- B (Harris et al. 2005; Kuiper
et al. 1998). Im Zytotoxizitdtsassay in H4IIE-Zellen war Apigenin bis zu einer Konzentration
von 250 pM inaktiv, ebenso Vitexin. Vergleichbare Ergebnisse zur Zytotoxizitit von
Apigenin in H4IIE-Zellen wurden bereits in fritheren Arbeiten erhalten (Steffan 2005). Ujiki
et al. beobachteten ebenfalls fiir die ersten 24 h in vier verschiedenen humanen
Pankreaszelllinien keinen Effekt von Apigenin auf die Viabilitit der Zellen (Ujiki et al. 2006).
In der Literatur hatte sich fiir Apigenin in H4IIE-Zellen kein protektives Potential gegeniiber
H,0, feststellen lassen (DCF-Assay) (Witjen et al. 2007). Ebenso wenig wurde in der
vorliegenden Arbeit im DPPH-Assay eine antioxidative Wirksamkeit fiir Apigenin gefunden.
Die traditionelle Nutzung der Mungbohnenextrakte (Vigna radiata) mit den
Hauptinhaltstoffen Vitexin und Isovitexin bei Fieber bzw. Hitze muss wohl auf andere
Wirkmechanismen als antioxidative zuriickgefiihrt werden. Mehrfach wurde ein
antihistaminischer Effekt dhnlich dem Effekt der Chromoglicinsdure festgestellt, der den
Einsatz dieses Extraktes in Kosmetika zur Reduktion von Irritationen der Haut erkldren wiirde
(Jo et al. 2003; Middleton et al. 1982; Prabhakar et al. 1981). Ebenso wird die Gurke wie in
Kapitel 1.2. erwdhnt bei Hitzeausschligen und Sonnenbrand eingesetzt. Sie beinhaltet

ebenfalls Apigenin-Derivate, die die Freisetzung von Histamin verringern konnten.

Unter den Flavonolverbindungen wurden die Aglyka Quercetin und Kimpferol auf
proliferationsfordernde Wirkungen in MCF-7-Zellen hin untersucht. Wihrend Quercetin bis
zu einer Konzentration von 10 uM keinen Effekt aufwies, zeigte Kdmpferol schon bei einer
Konzentration von 1uM eine signifikant gesteigerte Zellproliferation gegeniiber DMSO. Auch
Harris et al. und Kuiper et al. beschreiben fiir Kédmpferol eine Aktivierung des ER- 3 (Harris
et al. 2005; Kuiper et al. 1998). Rutin wies als isolierte Reinsubstanz (1-10 pM) im Gegensatz
zur kduflich erworbenen Verbindungen eine proliferationsfordernde Wirkung auf. Dies
konnte auf weitere aktive Komponenten im Extrakt hinweisen. Ein dhnlicher Effekt wurde im
Ubrigen auch fiir das isolierte Catechin im Gegensatz zur kiuflich erworbenen Substanz
beobachtet. Die glycosidische Verbindungen Myricetin-30-rutinosid wies im Assay keine
Effekte auf. Die schwache proliferationsfordernde Wirkung der Extrakte von Vicia faba,
Cucumis sativus und der beiden Phaseolus-Arten ist wahrscheinlich auf die synergistischen
Effekte von Quercetin-, Kimpferol- und Apigenin-Derivaten zuriickzufiihren, gleichzeitig

sind auch hier Isoflavonoide in sehr geringen Dosen nicht auszuschlieBen.

Im Zytotoxizitdtsassay in H4IIE-Zellen wurde festgestellt, dass Quercetin und Myricetin ab
einer Konzentration von 100 pM toxische Effekte aufwiesen mit ECso-Werten von 211 pM
bzw. 154 uM (Neutralrotassay). Kuntz et al. beobachteten in HAT-29 Zellen etwas niedrigere
ECso-Werte (85 bzw. 47 uM) (Kuntz et al. 1999). Die niedrige oder fehlende Toxizitdt der
Quercetin-Derivate Taxifolin und Rutin bestitigt frithere Studien (Witjen et al. 2005). Es
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konnte in diesem Zusammenhang jedoch eine Zytotoxizitdt der Myricetin-Derivate
Dihydromyricetin und Myricetin-30-rutinosid festgestellt werden, die jeweils ab einer
Konzentration von 100 uM einen negativen Einfluss auf die Zellviabilitit besalen. Wéhrend
die Zytotoxizitdt in der Reihe der Quercetin-Derivate gut mit der Aufnahme in die Zelle
korrelierte, konnte dies bei den Myricetin-Derivaten nicht festgestellt werden. So war von
Quercetin nach 1stiindiger Inkubation eine Konzentration von 33.4 nmol/10° Zellen
intrazellulér zu finden, wohingegen Taxifolin nur in Spuren (0.2 nmol/10° Zellen) und Rutin
nicht nachzuweisen waren. Im Gegensatz dazu waren Myricetin (0.2 nmol/ 10° Zellen) sowie
die Derivate Dihydromyricetin und Myricetin-30-rutinosid nur in geringen Mengen oder
iiberhaupt nicht in den Zellen zu beobachten, dennoch war ein zytotoxischer Effekt
vorhanden. Daher muss angenommen werden, dass die zusidtzliche OH-Gruppe, die den
einzigen Unterschied zwischen diesen Substanzgruppen darstellt, einen entscheidenden
Einfluss auf die beobachtete Zytotoxizitét besitzt. Es ist moglich, dass diese Substanzen ihre
Toxizitdt liber eine verstirkte extrazellulire H,O,-Bildung vermitteln. Nakagawa et al.
beobachteten fiir Epigallocatechin (EGC) sowie Epigallocatechingallat (EGCG), nicht jedoch
fiir Epicatechingallat (ECG) eine Zunahme der extrazelluliren H,O,-Bildung sowie die
Reduktion von Fe(Ill), welche in der Fenton-Reaktion mit der Bildung von
Hydroxylradikalen einhergeht. Dies fiihrte in Jurkat-Zellen zur Apoptose. Da EGC und
EGCQG, nicht jedoch ECG zytotoxisch wirkten, muss auch im vorliegenden Fall der B-Ring
als Ausloser der Zytotoxizitdt in Betracht gezogen werden (Nakagawa et al. 2004).

Dass Quercetin in geringeren als zytotoxischen Konzentrationen Schutzwirkungen gegeniiber
H,0, aufweist, ist aus der Literatur bekannt (Witjen et al. 2006) und zeigte sich auch in den
hier vorgelegten Untersuchungen, bei denen HA4IIE Zellen mit 50 pM des jeweiligen
Flavonoids prdinkubiert wurden; anschlieBend wurde durch Zugabe von 500 uM H,O, eine
Apoptose ausgelost. Allerdings war unter den untersuchten Flavonolen lediglich Quercetin in
der Lage die durch H,O, induzierte Apoptose zu reduzieren. Dies korrelierte mit den
Ergebnissen, die wie bereits oben beschrieben fiir die Aufnahme der Flavonoide gefunden

wurden.

Somit stellt sich zur Beurteilung der Ergebnisse der Experimente mit Zelllinien in jedem Fall
die Frage, inwieweit die getesteten Verbindungen iiberhaupt durch Zellen aufgenommen
werden. Aglyka gelten dabei als aktive Wirkform, so dass ihrer Freisetzung aus den
jeweiligen Glycosiden wesentliche Bedeutung zukommt. Walle et al. beschreiben eine von
Mensch zu Mensch unterschiedlich ausgeprédgte Spaltung von Flavonoidglucosiden bereits in
der Mundhohle (Walle et al. 2005). Ebenso stellt das saure Milieu des Magens neben den
Enzymen des Darmlumens eine weitere Moglichkeit zur Spaltung von Glycosiden oder oligo-
bzw. polymeren Verbindungen dar. Demgegeniiber konnte fiir einige Glucoside wie z.B.
Isoquercitrin oder Quercetin-4’O-B-glucosid gezeigt werden, dass sie iiber einen Natrium-
abhingigen Glucosetransporter (SGLT1) in die Zelle aufgenommen werden (Walgren et al.
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2000; Wolffram et al. 2002). Allerdings wird dieser Einstrom durch MRP1 (multidrug
resistance —associated Protein 1) limitiert, das fiir den gleichzeitigen Efflux der Verbindungen
verantwortlich gemacht wird (Walle et al. 2003).

Fiir H4IIE-Zellen konnte gezeigt werden, dass glykosidierte Verbindungen wie Rutin,
Myricetin-30-rutinosid und Ké@mpferol-30-glycosid nicht intrazellulir nachzuweisen sind
(Steffan et al. 2005; Witjen et al. 2005). In diesem Zusammenhang sind besonders die
Ergebnisse zu den Glucosiden der Flavonole zu betrachten. Wahrend die Aglyka jeweils
zytotoxische Effekte aufwiesen und die Zellviabilitit in einer Konzentration von 100 pM
signifikant reduzierten, konnte ein vergleichbarer Effekt unter den Glucosiden lediglich fiir
das Isoquercitrin festgestellt werden. Fiir Isoquercitrin ist eine Beteiligung des SGTLI1
moglicherweise mitverantwortlich flir die gemessene Toxizitdt, jedoch bleibt offen, ob die
beiden anderen Glucoside nicht in die Zelle aufgenommen werden oder ob ein schneller

Efflux zu ihrer geringen Toxizitét beitragt.

Mehrere strukturanaloge Phenylpropan-Derivate (Kaffeeséure, Ferulasdure, Chlorogenséure
sowie Triandrin) wurden in H4IIE-Zellen auf zytotoxische Wirkungen hin untersucht, von
denen jedoch lediglich CAPE (Kaffeesdurephenethylester) eine signifikante Toxizitdt
bewirkte. Hydroxyzimtsdauren sind in der Natur weit verbreitet; Kaffeesdure und in einem
geringeren Maf3e auch Ferulasdure sind die hdufigsten Vertreter. Es werden daneben aber
auch Sidureamide wie das Paucin und Ester wie die Chlorogenséure beschrieben. Letztere wird
nach Aufnahme im Darm durch Esterasen zu Kaffeesdure und Chinasdure abgebaut (Plumb et
al. 1999). Kurata et al. fanden fiir Chinaséure nach 72 Stunden keinen Effekt an HL-60
Zellen, wohingegen 1000uM Chlorogensdure die Zellviabilitdt auf 20% verringerten und
Kaffeesdure bereits in Dosierungen iiber 10uM einen starkeren Effekt hervorrief. In DLD-1
Zellen hingegen konnte lediglich fiir beide eine Reduktion der Zellviabilitit um 10% (1000
uM) beobachtet werden (Kurata et al. 2007). An MC-IXC Zellen konnten Kim et al. nach 24
Stunden keine toxischen Effekte von Ferulasdure bis zu einer Konzentration von 4 mM
beobachten (Kim et al. 2007).

Da man davon ausgeht, dass auch Flavonoide im Kdorper zu Phenolsduren abgebaut werden
(Karlsson et al. 2005), sowie dass die tigliche Aufnahme von Phenolsduren recht hoch liegt
(eine Tasse Kaffee enthilt ca 50-150 mg Chlorogensédure, in Weizen kdnnen 500 mg/100 g
Ferulasdure nachgewiesen werden (Scalbert et al. 2000)), ist eine geringe Toxizitdt dieser
Verbindung wiinschenswert. In der Wasserfraktion von humanen Faeces konnten
Konzentrationen von Ferulasdure von 0.7 — 44 uM gemessen werden, wihrend sich der
Gesamtgehalt an phenolischen Verbindungen durchschnittlich auf 789 uM belief (Karlsson et
al. 2005). Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Aubergine neben dem Kaffee betrdchtlich zur
Chlorogensdureaufnahme beitrdgt, welche besonders bei Nahrungsergéinzungsmitteln aus
diesem Gemiise zu beachten ist, da liber Nahrungserganzungsmittel Inhaltstoffe dem Korper
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in hohen Konzentrationen iiber einen ldngeren Zeitraum angeboten werden. Besonders die
unterschiedlichen Ergebnisse fiir die Kaffeeséure in den verschiedenen Modellen schlieBen
einen negativen Einfluss der Substanz nicht aus. So konnte bei chronische Einnahme von
Chlorogensdure ein erhdhter Homocysteinspiegel beobachtet werden, der mit einem Risiko
fiir kardiovaskuldre Erkrankungen in Verbindung gebracht wird (Olthof et al. 2001).

4.3.  Schlussbetrachtung

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Leguminosen wie weitere Gemiise ein
unterschiedliches Polyphenolmuster sowie unterschiedliche Konzentrationen der untersuchten
Polyphenole beinhalten.

Die verschiedenen antioxidativen, zytotoxischen und proliferationsfordernden Eigenschaften
der aus diesen Pflanzen gewonnenen Reinsubstanzen verdeutlichen, dass eine gesonderte
Betrachtung der einzelnen Strukturtypen, wenn auch aufwendig, jedoch im Hinblick auf eine

ausgeglichene sowie eine therapie-begleitende Erndhrung sinnvoll und notwendig sind.

In der Literatur finden sich unterschiedliche Angaben iiber die tédgliche Zufuhr an
Flavonoiden. Wihrend Prior und Hollmann et al. annehmen, dass vermutlich weniger als 0.5
g — 1.0 g/d in den westlichen Lindern aufgenommen werden (Hollman et al. 2000; Prior
2003), gehen Scalbert et al. von wesentlich mehr als 1 g/d aus. Sie weisen jedoch
ausdriicklich darauf hin, dass dies stark von den individuellen Essgewohnheiten der
jeweiligen Personen abhingt (Scalbert et al. 2000). Hiervon zu unterschieden sind Angaben
der aufgenommenen Menge als Polyphenole. Eine Einteilung oder Unterscheidung, ob nun
vermehrt Flavonoide oder andere reduzierende Substanzen wie Vitamin C/E oder B-Carotin
bzw. Proteine aufgenommen wurden, ist in den meisten Féllen nicht moglich, allenfalls wenn
diese Substanzen zusétzlich bestimmt oder vor der Messung entfernt wurden. Die in dieser

Arbeit erhaltenen Ergebnisse nach Folin-Ciocalteu verdeutlichen diesen Sachverhalt.

Je nach konsumiertem Nahrungsmittel kann die Aufnahme einzelner Flavonoidklassen
unterschiedlich stark ausfallen. So flihrt ein hoher Konsum an Kaffee oder Auberginen zu
einer vermehrten Zufuhr an Phenylpropanséuren, wihrend der Konsum von rotem Wein und
roten Friichten zu einer vermehrten Aufnahme von Anthocyanidinen beitrégt. Der tédgliche
Teekonsum hingegen fordert die Flavanolaufnahme (Clifford 2000; Santos-Buelga et al.
2000; Scalbert et al. 2000).

Die Art der aufgenommenen Verbindungen sowie die vorliegende Konzentration sind nicht
unerheblich, da unterschiedliche Plasmaspiegel erreicht werden und somit unterschiedliche
Effekte von den einzelnen Verbindungen ausgehen kdnnen.

Flavonoide kommen im Pflanzenreich hauptsichlich an Zucker gebunden vor. Dabei spielt
die Art des Zuckers eine nicht unerhebliche Rolle bei der Aufnahme und individuellen
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Verarbeitung im Korper. In kontrollierten Aufnahmestudien von Quercetin und Quercetin-
Derivaten konnten Unterschiede der maximalen Plasmaspiegel und der Zeit bis zum Erreichen
der maximalen Konzentration beobachtet werden. Bei Gabe von 50 mg Quercetin bzw. 100
mg Rutin wurden maximale Plasmaspiegel von 0.28 pM sowie 0.3 pM erhalten (Erlund et al.
2000). Graefe et al. beobachteten fiir Quercetin-4’O-glucosid (entsprechend 100 mg
Quercetin) und Rutin (entsprechend 200 mg Quercetin) sogar Plasmaspiegel von 7.0 uM bzw.
1.1uM (Graefe et al. 2001). Der maximale Plasmaspiegel wurde bei Rutin erst spéter erreicht,
da fiir die Aufnahme eine Spaltung des Zuckers im Darm notwendig ist.

Nach der Einnahme von Sojaprodukten iiber die normale tégliche Erndhrung konnte bei
japanischen Miénnern Plasmaspiegel von 0.28 pM Genistein und 0.11 pM Daidzein
beobachtet werden. Wurde jedoch ein angereichertes Sojaprotein konsumiert, stieg dieser
Wert um das 3-5-fache auf 0.9 uM Genistein und 0.5 uM Daidzein an (Gooderham et al.
1996). Isoflavonoide werden hierbei vermutlich als Aglyka aufgenommen.

Nach der Aufnahme von 10.9 mg/kg Holunderfriichten konnten Anthocyanidine im Plasma in
einer Konzentration von 97.4 nM nachgewiesen werden, wihrend die Einnahme von 3.58
mg/kg Konzentrat aus schwarzer Johannisbeere zu Plasmaspiegeln von 115 nM fiihrte (Prior
2003).

Geht man davon aus, dass Nahrungsergéinzungsmittel mit einem einzelnen Inhaltsstoff wie
Quercetin oder mit konzentrierten Frucht- und Gemiiseextrakten hdufiger in hohen Mengen
(ca. 500 mg-pro Kapsel) und iiber einen lingeren Zeitraum eingenommen werden (meist wird
die Einnahme von mehreren Kapseln oder mehreren Portionen pro Tag von den Anbietern
empfohlen), so sind weit hohere Konzentrationen der Flavonoide im Plasma denkbar.

Somit konnten die in den in vitro-Assays verwendeten Konzentrationen erreicht werden und
pharmakologische Wirkungen entfalten. So wird bei Einnahme von Genistein- oder Vitexin-
reicher Erndhrung ein Zusammenhang mit Jodmangelerkrankungen gesehen (Gaitan et al.
1995; Scalbert et al. 2005). Wie bereits erwahnt vermutet man einen Einfluss von hohen
Dosen Chlorogensdure (1 g/d) auf den Homocysteinspiegel, der ein erhohtes Risiko fiir
kardiovaskuldre Erkrankungen zu verursachen scheint (Olthof et al. 2001). Dagegen erwiesen
sich Polyphenole wie Epigallocatechin und Quercetin in der Chemotherapie als gute
Adjuvantien, um die Wirkung der verwendeten Therapeutika zu verbessern (Scalbert et al.
2005).

Nicht alle Polyphenolkonzentrationen und —zusammensetzungen miissen daher fiir jedes
Individuum einen positiven Effekt besitzen. Eine Supplementierung sollte immer sorgfaltig
abgewogen und eine ungewollte Supplementierung iiber angereicherte Nahrungsmittel eher

skeptisch betrachtet werden.
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6. Abkiirzungen

[o]p
Abb
ACN
amu

aq.
ANOVA

CHCL
Ch.
cm

COSY

DAB
DAC
DC
DEPT
DFG
DMSO
DMSO-d¢
DNA
DNP
DPPH
Dt.
EAB
EC
ESI
etal.
EtOAc
FPLC
FC
FCS
FG

spezifische Rotation bei der D-linie des Natriums
Abbildung

Acetonitil

Atomic Mass Unit

aquosum

Analysis of variance

breites NMR- Signal

Chloroform

chinesisch

Zentimeter

Correlation Spectroscopy (meist H-H-COSY)
chemische Verschiebung

Dublett

Deutsches Arzneibuch

deutscher Arzneimittel Codex
Diinnschichtchromatographie
Distorsionsless Enhancement by Polarisation Transfer
Deutsche Forschungsgemeinschaft
Dimethylsulfoxid

deuteriertes Dimethylsulfoxid
Desoxyribonucleinsiure

dictionary of natural products
diphenylpicrylhydrazyl

deutsch

Europdisches Arzneibuch

effectiv concentration

Electrospray Ionisation

et altera (und andere)

Ethylacetat
Fliissig/Fliissigverteilungschromatographie
Folin-Ciocalteu

fetal calf serum, fotales Kélberserum

Frischgewicht
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FP Freie Polyphenole

h Stunde

HCl Salzsdure

HHU Heinrich-Heine-Universitét

g Gramm

GP Gesamtpolyphenole

H;PO4 Phosphorséure

HMBC Hetero Multinuclear Bond Coherence
HMQC Hetero Multinuclear Quantum Coherence
HPLC Hochleistungsfliissigchromatographie

HPLC-DAD HPLC mit Diodenarray-Detektor
HPLC-UV  HPLC mit UV-Detektor

HRMS Hochauflosende Massenspektrometrie
H,SO4 Schwefelsédure

Hz Hertz

L Liter

LC Lethal Concentration
LC-MS HPLC mit Massendetektor
m Multiplett

M Molar

M) Markgewebe

MeOH Methanol

MeOD deuteriertes Methanol

MHz Mega Hertz

mg Milligramm

min Minute

MS Massenspektrometrie

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyl- Tetrazoliumbromid
nm/z Masse pro Ladung

NaCl Natriumchlorid

Na,COs3 Natriumcarbonat

ng Nanogramm

nm Nanometer

nM Nanomolar

NMR Nuclear Magnetic Resonance
ml Milliliter
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NOESY
pH
ppm

ROESY
ROS

Rpm

(S)
SC
SD

Tab
TFA
TG
TMS

Nuclear Overhauser and Exchange Spectroscopy
Wasserstoffionen-Exponent

parts per million

Quartett

rotating frame Overhauser enhancement spectroscopy
reactive oxygen species, reactive Sauerstoffspezies
reversed phase

relativer proliferativer Effekt

rotations per minute, Umdrehungen pro Minute
Singulett

Schalengewebe

Sdulenchromatographie

standard deviation, Standardabweichung

Triplett

Tabelle

Trifluoressigsédure

Trockengewicht

Tetramethylsilan

Ultraviolett

Vergleich

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Mikromol
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7. Anhang
7.1. Herbar — Bildmaterial

Vigna radiata

Abb.A1: Vigna radiata — Abbildung von Samen, Blatt und Bliite

Vigna angularis

Abb.A2: Vigna angularis — Abbildung von Samen, Blatt und Bliitenstand
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Glycine max

Abb.A3: Glycine max — Abbildung von Samen, Blatt und Bliitenstand

Phaseolus coccineuss

Abb.A4: Phaseolus coccineus — Abbildung von Samen, Bliite_, Blatt und Bliitenstand
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Viciafaba

Abb.AS5: Vicia faba — Abbildung von Blatt, Bliite und Bliitenstand

Pisum sativum

Abb.AG6: Pisum sativum — Abbildung von Samen, Blatt, Bliite und Bliitenstand
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Phaseolus vulg. var. vulgaris

Abb.A7: Phaseolus vulg. var. vulgaris — Abbildung von Samen, Blatt und Bliite

Phaseolus vulg. var. nanus

¢

Abb.A8: Phaseolus vulg. var. nanus — Abbildung von Samen, Blatt und Bliitenstand
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7.2. HPLC-Chromatogramme der eingelegten und getrockneten Gemiise
7.2.1. HPLC-Chromatogramme der eingelegten Gemiise
Abb.A9: HPLC-
Extrakt - E7TEtOAC
3005 WVL340 T Chromatogramm
1 ) . Extrakt-E7
Kémpferol — 26.45 min
1 (Ethylacetatauf-
200 l reinigung, Brassica
1 Quercetin — 24.52 min juncea var.
] Methylquercetin — 26.88 min (Blatter)), .
100 Standardgradient,
] Wellenliange 340
nm
il A \ :
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1 Aﬁquuercetm —27.26 min Wellenlﬁnge 340
20,0 nm
-10,0 ﬂ ' I ' | | | min |
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Extrakt - E9 Abb.A11: HPLC-
90 TmAU WVL:340 nm Chromatogramm
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Kémpferol — 26.79 min (100%M60H
60 Brassica juncea var.
] (Blétter)/
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N nm
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Flavonol — 22.48 min (Ethylacetatauf- .
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10,0 sativus var.),
1 Standardgradient,
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] nm
4,0} : — — — C min
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Extrakt - E11
40.0 Jmau WVL:340 nm
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0,0 7

1 Apigenin-C-hexosid — 20.38 min
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7.2.2. HPLC-Chromatogramme der getrockneten Gemiise
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Flavonol — 22.60 min

10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

264

Abb.13: HPLC-
Chromatogramm
Extrakt-E11 (100%
MeOH, Cucumis
sativus var.),
Standardgradient,
Wellenldnge 340 nm

Abb.A14: HPLC-
Chromatogramm
Extrakt-T1 (100%
MeOH, Nelumbo
nucifera (Semen
nelumbinis)),
Standardgradient,
Wellenldnge 340 nm

Abb.A1S: HPLC-
Chromatogramm
Extrakt-T2
(Ethylacetatauf-
reinigung, Brassica
Jjuncea var.(Blétter)),
Standardgradient,
Wellenldnge 340 nm

Abb.Al6: HPLC-
Chromatogramm
Extrakt-T3
(Ethylacetatauf-
reinigung, Astragalus
membranaceus),
Standardgradient,
Wellenldnge 340 nm
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7.3. NMR-Spektren
7.3.1. NMR-Spektren der Flavanole

Catechin
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Abb.A17: '"H-NMR Catechin in DMSO-dg
Epicatechin
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Abb.A18: "H-NMR-Spektrum Epicatechin in CD;0D
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Gallocatechin
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Abb.A19: 'H-NMR Gallocatechin in CD;0D

Procvanidin B3 oder B6

Abb.A20: '"H-NMR-Spektrum Procyanidin B3/B6 in CD;0D
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7.3.2. NMR-Spektren der Flavone

Vitexin
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Abb.A21: "H-NMR-Spektrum von Vitexin in CD;OD
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Abb.A22: '"H-NMR-Spektrum Isovitexin in DMSO-dg
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Abb.A23: C-NMR-Spektrum von Isovitexin in DMSO-dg
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Abb.A24: DEPT-Spektrum von Isovitexin in DMSO-dg
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P5BdPr4 (Apigenin-6C-glucosyl-8 C-arabinosid)
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Abb.A25: 1H-NMR-Spektrum P5BdPr4 in CD;0D
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Abb.A26: 1H-NMR—Spektrum Isoschaftosid in CD;0OD
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PSMW564B (Apigenin-6C-xylosyl-8 C-galactosid)
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Abb.A27: "H-NMR-Spektrum PSMW564B in CD;0D

P5SMW594 (Apigenin-6.8 C -dihexosid)
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Abb.A28: 1H-NMR—Spektrum P5MW594 in DMSO-dg
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GD2WHLPr1 (Apigenin-6 C-diglycosid)
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Abb.A29: 1H-NMR—Spektrum GD2WHLPr1 in CD;0OD

GD2WHHPr1 und —Pr2 (Apigenin- und Chrysoeriol-4’ O-6 C-X-trihexosid)
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Abb.A30: 1H-NMR—Spektrum GD2WHHPr1 /-Pr2 in CD;0D
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7.3.3. NMR-Spektren der Flavonole

Kéimpferol
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Abb.A31: "H-NMR-Spektrum Kimpferol in CD;0D
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Abb.A32: '"H-NMR-Spektrum Astragalin in CD;0D
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Nicotiflorin
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Abb.A33: 'H-NMR-Spektrum Nicotiflorin in CD;0D
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Abb.A34: "H-NMR-Spektrum von Kampferol-30-sophorotriosid in CD;0D
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Abb.A35: "C-NMR-Spektrum von Kampferol-30-sophorotriosid in CD;0D
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Abb.A36:DEPT-Spektrum von Kédmpferol-30-sophorotriosid in CD;0D

Kéampferol-30-glucosyl-70-rhamnosid
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Abb.A37: '"H-NMR-Spektrum von Kampferol-30-glucosyl-70-rhamnosid in CD;OD
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PSMW772 (Kampferol-/Quercetin-3.4’ O-triglycosid)
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Abb.A38: '"H-NMR-Spektrum von Kiampferol-/Quercetin-3,4’ O-triglycosid in CD;0OD
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Abb.A.39: 1H-NMR-Spektrum von Quercetin in CD;0D
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Isoquercitrin
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Abb.A40: '"H-NMR-Spektrum von Isoquercitrin in CD;0D

Isorhamnetin-3O0-glucosid
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Abb.A41: '"H-NMR-Spektrum von Isorhamnetin-30-glucosid in CD;0D
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Rutin
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Abb.A42: '"H-NMR-Spektrum von Rutin in CD;0D
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Abb.A43: "C-NMR-Spektrum von Rutin in CD;0D

T e T 1 — — T —T L —
200 180 160 140 120 100 &0 60 40 20

Abb.A44: DEPT-Spektrum von Rutin in CD;0D
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P5EcPr3 (Isorhamnetin-3O-diglycosid)
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Abb.A45: '"H-NMR-Spektrum von P5EcPr3 in CD;0D
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Abb.A46: "H-NMR-Spektrum von Dihydromyricetin in CD;0D
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Isomyricitrin
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Abb.A47: '"H-NMR-Spektrum von Isomyricitrin in CD;0D

Myricetin-3O-rutinosid
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Abb.A48: "H-NMR-Spektrum von Myricetin-30-rutinosid in CD;0D
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Abb.A49: “C-NMR-Spektrum von Myricetin-3O-rutinosid in CD;OD

7.3.4. NMR-Spektren der Isoflavonoide
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Abb.A50: "H-NMR-Spektrum von Genistein in CD;0D
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Genistin
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Abb.A51: "H-NMR-Spektrum von Genistin in CD;0D
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Abb.A52: '"H-NMR-Spektrum von Daidzein in CD;0D
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Daidzin
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Abb.AS53: 'H-NMR-Spektrum von Daidzin in CD;0D
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Abb.A54: "H-NMR-Spektrum von Glycitin in CD;0D
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7.3.5. NMR-Spektren der Phenylpropanderivate
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Abb.AS5S: 1H-NMR—Spektrum der Ferulasaure in CD;0OD
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Abb.A56: 1H-NMR-Spektrum der Chlorogensdure in CD;0D
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E/Z-Paucin

W

7.35 7.0 6.8 6.6 32 3.1 3.0 2.9 2.8
(om0 (rpm) (rpm)

S _N

T T T T T T T T T T T T T T T T T

64 62 60 58 T 1e0
(ppm) (ppm)

10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 40 3.0 20 1.0 0.0 1.0

(ppm)

Abb.A57: '"H-NMR-Spektrum von Paucin in CD;0D
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Abb.AS5S: 1H-NMR-Spektrum von Isoconiferin in DMSO-dg
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Triandrin
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Abb.A59: '"H-NMR-Spektrum von Triandrin in CD;0D
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Abb.A:60: 'H-NMR-Spektrum von Phyllemblin in CD;0D
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7.3.6. NMR-Spektren der Indolderivate

Glucobrassicin
e T T T I B aa A e aaanan
7.6 7.4 7.2 7.0 4.6 4.4 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 35
(ppm) (ppm) (ppm)
M
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(ppm)
LJ‘M‘MM
7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
(ppm)
Abb.A61: 1H-NMR—Spektrum von Glucobrassicin in CD;0D
6-Methoxy-Glucobrassicin
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Abb.A62: 1H-NMR-Spektrum von 6-Methoxyglucobrassicin in DMSO-dg
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Lycoperodin 1
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Abb.A63: "H-NMR-Spektrum von Lycoperodin-1 in CD;0D

7.4. Daten der Kalibiergeraden (HPLC-Methode)

Tab.Al: Menge des Standards und erhaltene Flache zur Bestimmung der Kalibriergeraden (n=3), Angabe der Wellenlénge
bei der die jeweilige Detektion erfolgte, Detektionslimit

Standard pg (Fliche [mAU*min]) Wellenlidnge der | Detektionslimit
Detektion (ng)

Apigenin 3 (218.66), 2 (147.55), 1.5 (123.59), 1 340 nm 0.9
(73.48), 0.5 (37.78), 0.1 (6.81)

Quercetin 9.44 (307.04), 6.29 (211.61), 2 (72.45), 1 340 nm 2.1
(35.94), 0.5 (17.44), 0.1 (3.88)

(+)-Catechin 10.62 (129.59), 5.56 (67.30), 2.78 (34.10), 280 nm 18
1.39 (15.89), 0.37 (4.54), 0.19 (2.34)

Genistein 5.0 (218.45),2.32 (94.70), 1.16 (47.63), 0.58 | 280 nm 5
(20.04), 0.29 (10.69), 0.12 (5.20)

Chlorogenséure 2.37 (107.19), 1.18 (52.58), 0.59 (26.18), 320 nm 2,6
0.47 (21.09), 0.27 (11.13), 0.12 (5.58)

Cyanidin-chlorid 7.13 (420.74), 2.24 (147.43), 0.89 (51.58), 520 nm 0.6
0.45 (22.76), 0.22 (8.45)
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7.5.

Rohdaten der ECsp-Bestimmung des DPPH-Assays

Tab.A2: Absorptionsabnahme der DPPH-Losung nach 2 min bei 517 nm bei Zugabe eines Radikalsfingers

Substanz uM (AA=Absorptionsdifferenz, Mittelwert n=3)
Propylgallat 38.0 (1.09) 25.3(0.87) |15.2(0.62) | 7.6(0.31)
(£)-Catechin 76.0 (0.97) 50.7 (0.76) |30.4(0.46) | 15.2(0.23)
(+)-Epicatechin 76.0 (0.89) 38.0(0.48) | 7.6(0.11) 3.04 (0.05)
(-)-Epicatechin 38.0 (0.88) 25.3(0.66) |7.6(0.17) 3.04 (0.09)
(£)-Gallocatechin 76.0 (0.91) 38.0 (0.57) | 19.0(0.34) | 15.2(0.26)
Eriodictyol 76.0 (0.83) 38.0(0.39) |19.0(0.19) |9.5(0.08)/7.6 (0.08)
Luteolin 76.0 (0.94) 38.0(0.64) | 15.2(0.26) |7.6(0.15)
Quercetin 25.3(1.03) 19.0 (0.84) | 15.2(0.67) | 7.6(0.21)
Isoquercitrin 76.0 (0.92) 38.0 (0.51) |25.3(0.37) | 15.2(0.23)
Rutin 76.0 (1.02) 38.0 (0.68) | 15.2(0.31) | 7.6(0.16)
Taxifolin 38.0 (0.82) 25.3(0.54) ]19.0(0.44) |7.6(0.16)
Myricetin 38.0 (0.86) 25.3(0.68) | 15.2(0.48) | 7.6(0.24)
Isomyricitrin 76.0 (0.91) 38.0(0.62) | 15.2(0.31) |7.6(0.18)
Mpyricetin3Orutinosid | 38.0 (0.72) 30.4 (0.56) | 15.2(0.34) | 5.04(0.16)
Dihydromyricetin - 38.0(0.75) |15.2(0.35) |7.6(0.18)
Kimpferol 38.0 (0.72) 25.3(0.48) |15.2(0.29) |7.6(0.13)
Ferulasiure 152.0 (0.58) | 101.3 (0.46) | 76.0 (0.41) | 38.0(0.29)/15.2 (0.19)
Gallussdureethylester | 228.0 (1.14) | 76.0 (0.48) | 38.0(0.28) | 15.2 (0.14)/7.6 (0.08)
Kaffeesiure 38.0 (0.80) 25.3(0.52) | 15.2(0.32) |3.8(0.14)
Chlorogensiure 38.0 (0.71) 25.3(0.47) |7.6(0.29) 3.04 (0.13)
Paucin 76.0 (0.86) 38.0 (0.51) | 15.2(0.24) | 12.67 (0.18)
Vitamin C 38.0 (0.95) 30.4 (0.79) | 15.2(0.37) |7.6(0.18)
Tab.A3: Absorptionsabnahme der DPPH-Lo6sung nach 2 min bei 517 nm bei Zugabe des jeweiligen
Extraktes
Extrakt mg/ml (AA=Absorptionsdifferenz, Mittelwert n=3)
Vigna 0.2 0.25 0.4 0.59 1.0
angularis (0.31) (0.34) (0.46) (0.57) (0.71)
Vicia faba 0.2 0.25 0.4 0.59 1.0 2.0

(0.15) (0.18) (0.21) (0.26) (0.37) | (0.60)
P. vulg. var. 0.2 0.25 0.4 0.59 1.0 3.0 4.0
vulgaris (0.12) (0.13) (0.16) (0.21) (0.26) | (0.53) | (0.67)
P. vulg. var. 0.25 0.4 0.59 1.0 3.0
nanus (0.18) (0.23) (0.26) (0.34) (0.84)
S. melongena 0.1 0.2 0.25 0.4 0.59
(ch.) (0.16) (0.30) (0.32) (0.52) (0.70)
S. melongena 0.01 0.02 0.05 0.1 0.2
(S,dt.) (0.09) (0.14) (0.33) (0.57) (0.93)
S.melongena 0.1 0.2 0.25 0.4 0.59
(M,dt.) (0.20) (0.38) (0.50) (0.75) (1.01)
Raphanus 0.1 0.2 0.25 0.4 0.59 1.0 4.0
sativus (0.05) (0.09) (0.11) (0.18) (0.22) |(0.37) | (1.08)
Cucurbita pepo | 0.2 0.25 0.4 0.59 1.0 4.0
(S,dt.) (0.08) (0.08) (0.15) (0.18) (0.27) 1(0.76)
S=Schalengewebe, M= Markgewebe, ch.= chinesisch, dt.= deutsch
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7.6.

7.6.1.

Rohdaten der Zelltests

Tab.A4: Absorptionen des Neutralrot-Assays,
560nm, H4IIE-Hepatom Zellen

Apigenin DMSO | 50uM 100pM
1 0,661 0,731 0,573
2 0,704 0,799 0,861
3 0,814 0,786 0,706
Vitexin DMSO | 50uM 100uM
1 0,666 0,671 0,625
2 1,023 1,008 0,980
3 0,791 0,797 0,813

Rohdaten der Zelltest an H4IIE-Hepatom Zellen

Tab.AS: Absorptionen bei 405 nm, Caspase-3-Assay, Werte wurden auf DMSO-Probe ohne H,0, bezogen

(-) H,0, Zugabe
Dihydro- | Myricetin-
DMSO |DMSO | Quercetin | Taxifolin | Rutin | Myricetin | Myricetin | Rutinosid

1 0,0104 |0,1025| 0,0377 0,0883 | 0,0872 | 0,0984 0,1118 -
2 0,0148 |0,0915| 0,056l 0,0777 | 0,0876 | 0,0901 0,1083 0,0774
3 0,0093 10,0534 | 0,0232 - 0,0492 | 0,0538 - 0,0722
4 0,0101 ]0,0559| 0,0278 - 0,0818 | 0,0682 - 0,0834
5 0,0094 | 0,0795 - 0,0962 - - 0,0877 -

Tab.A6: Absorptionen des Neutralrot-Assays, 560nm, H4IIE-

Hepatom Zellen

Quercetin DMSO 100uM 250uM

1 0,305 0,251 0,160

2 0,346 0,174 0,110

3 0,317 0,219 0,144

4 0,342 0,204 0,197

Taxifolin DMSO 100uM 250uM

1 0,559 0,584 0,603

2 0,567 0,530 0,488

3 0,654 0,559 0,407

4 0,545 0,520 0,473

Rutin DMSO 100uM 250uM

1 0,532 0,454 0,517

2 0,536 0,584 0,513

3 0,441 0,561 0,522

Myricetin DMSO 100uM 250uM

1 0,314 0,145 0,113

2 0,284 0,136 0,095

3 0,339 0,266 0,104

4 0,347 0,249 0,171

Dihydromyricetin | DMSO 100uM 250uM

1 0,691 0,398 0,375

2 0,466 0,259 0,203

3 0,592 0,492 0,395

4 0,599 0,384 0,261

Myricetin30 DMSO 100uM 250uM

rutinosid

1 0,542 0,342 -

2 0,551 0,404 0,315

3 0,428 0,344 0,273
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Tab.A7: Absorptionen des MTT-Assays 560nm, Tab.A8: Absorptionen des MTT-Assays 560nm,
HAIIE-Hepatom Zellen, Daten wurden auf DMSO H4IIE-Hepatom Zellen, Daten wurden auf DMSO
bezogen bezogen
Kémpferol DMSO | 50uM | 100pM Genistein DMSO | 50uM | 100uM
1 0,236 0,134 0,069 1 0,200 0,127 0,093
2 0,226 0,079 0,059 2 0,183 0,079 0,069
3 0,235 0,115 0,069 3 0,221 0,102 0,078
Astragalin DMSO | 50uM | 100pM Genistin DMSO | 50uM | 100pM
1 0,242 0,197 0,195 1 0,213 0,236 0,163
2 0,217 0,227 0,223 2 0,216 0,214 0,156
3 0,231 0,220 0,213 3 0,237 0,228 0,163
Quercetin DMSO | 50uM | 100pM Daidzein DMSO | 50uM | 100uM
1 0,236 0,164 0,127 1 0,211 0,245 0,201
2 0219 |0,188 |0,135 2 0,176 0,215 0,181
3 0235 ]0,180 | 0,131 3 0,184 0226 10,193
Isoquercitrin DMSO | 50uM 100uM Daidzin DMSO | 50uM 100uM
1 0,242 0,204 |0,101 1 0,212 0,229 0,236
2 0,233 0,162 0,070 2 0,225 0,210 0,211
3 0243 |0,183 |0,082 3 0,255 10220 0,226
Myricetin DMSO | 50uM | 100uM Glycitin DMSO | 50uM | 100uM
1 0236 |0,222 |0,139 1 0,188 10,239 10,237
2 0,228 |0,208 |0,172 2 0,155 [0201 0215
3 0238 |0212 |0,157 3 0,182 [0,201 0,202
Isomyricitrin | DMSO | 50uM 100uM
1 0,242 0,240 0,257 Tab.A9: Absorptionen des MTT-Assays 560nm,
2 0,241 0,226 0,237 HA4IIE-Hepatom Zellen, Daten wurden auf DMSO
3 0,242 0,234 0,212 bezogen
Kémpferol DMSO | 50uM 100uM Ferulasiure DMSO | 50uM | 100uM
1 0,266 0,322 0,142 1 0,245 0,231 | 0,234
2 0,439 0,393 0,212 2 0,232 0,247 | 0,256
3 0,371 0,329 0,242 3 0,157 0,171 | 0,178
4 0,299 0,230 0,143 Paucin DMSO | 50uM | 100uM
5 0,312 0,320 0,061 1 0,230 0,208 | 0,235
Kampferol30 | DMSO | 50uM 100uM 2 0,213 0,211 | 0,212
rutinosid 3 0,159 0,164 | 0,157
1 0,266 0,347 0,329 Chlorogensiure | DMSO | 50uM | 100uM
2 0,439 0,470 0,389 1 0,239 0,231 | 0,230
3 0,371 | 0,541 | 0,538 2 0,179 |0,217 | 0,217
4 0,299 | 0,321 0,301 3 0,152 |0,162 | 0,149
5 0,312 0,433 0,416 Triandrin DMSO | 50uM | 100uM
1 0,210 0,155 | 0,173
2 0,176 0,160 | 0,184
3 0,131 0,157 | 0,162
Kaffeesdure DMSO | 50uM | 100uM
1 0,178 0,235 | 0,223
2 0,174 0,233 | 0,233
3 0,179 0,169 | 0,167
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7.6.2. Rohdaten der Zelltest an MCF7/BUS Zellen

Tab.A10: Absolutwerte der zellproliferierenden Eigenschaften der Extrakte, Mittelwert + SD, n=3; Daten auf Estradiol

bezogen
DMSO | Estradiol | Vigna | Vigna Glycine | Phaseolu | Vicia | Pisum | P.vulga | P.vul | pg/
0.InM radiata | angularis | max s faba sativum | ris var. | g ml
coccineus vulg. var.
nanus
20.53 | 99.99
16.21+ | 27.29+ 31.59+ | 26.52+ 6.54+ | 7.23+ 8.73+ 7.46+ | 1
3.83 1.70 7.80 6.09 0.64 2.46 0.35 0.16
15.73+ | 44.45+ 59.35+ | 44.33+ 9.68+ | 8.58+ 17.02+ | 9.11« | 10
2.86 9.59 14.43 12.39 1.09 3.05 8.82 0.66
14.56+ | 78.11+ 92.61+ | 86.18+ 23.46+ | 18.08+ | 37.45+ | 27.94 | 100
5.03 6.92 17.84 9.02 5.26 1.36 7.61 +
4.13
15.82+ | 69.98+ 69.30+ | 64.84+ 27.65+ | 21.55+ | 35.01= | 37.00 | 200
6.00 2291 6.96 15.42 3.74 2.32 16.62 +
1.44
Tab.A11: Absolutwerte der zellproliferierenden Eigenschaften der Extrakte, Mittelwert + SD, n=3; Daten auf
Estradiol bezogen
pg/ml DMSO Estradiol Cucumis Allium Solanum Raphanus
0.InM sativus sativum melongena sativus
14.68+4.61 | 100.00+0.00
0.8 18.67+5.17 | 16.90+4.08 | 12.21+3.10 | 10.09+0.81
4 20.61+9.01 | 13.22+6.25 | 15.19£12.10 | 9.33+5.16
20 24.70+3.61 | 13.92+7.48 | 17.58+10.89 | 8.19+2.25
100 34.81+16.38 | 16.51+£10.88 | 21.78+17.00 | 11.404+5.43
200 19.67+£1.28 | 18.53+10.60 | 14.86+0.09
500 23.4249.62 | 22.16t£5.41 | 22.78+2.65
Tab.A12: Absolutwerte der Absorptionen (Zellproliferation, Farbung MTT, Daten auf
Estradiol bezogen)
Quercetin | RPE SD Rutin RPE SD Rutin RPE | SD
(syn.) (isoliert)
DMSO 0,22 0,031 |DMSO 0,272 |0,112 |DMSO |0,45]0,26
Estradiol |1 0,05 Estradiol |1 0,05 Estradiol |1
10 uM 0,391 10,234 |10puM |0,212 0,097 |10uM |0,72]0,45
1 uM 0,361 |0,17 1 uM 0,224 (0,159 |1uM 0,89 10,39
0.1uyM 0,306 |0,132 |0.1uM 0,257 0,179 |0.1uM |0,46|0,25
0.01 upM 0,301 |0,12 0.01 upM 0,265 |0,164 |0.01 pM |0,62 | 0,26

Tab.A13: Absolutwerte der Absorptionen (Zellproliferation,
Féarbung MTT, Daten auf Estradiol bezogen)

Catechin RPE |[SD Catechin |RPE |SD
(syn) (isoliert)

DMSO 0,232 0,096 | DMSO 0,41 0,23
Estradiol 1 0,05 Estradiol |1 0,05
10 uM 0,456 | 0,05 10 uM 0,78 10,25
1 uM 0,305 |0,052 |1 uM 0,63 0,27
0.1 uM 0,285 10,109 |0.1 uyM 0,41 0,18
0.01 uM 0,271 10,111 0.0l uM 0,59 0,15
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Tab.A14: Absolutwerte der Absorptionen (Zellproliferation,
Féarbung MTT, Daten auf Estradiol bezogen)

Apigenin |RPE |SD Rhoifolin | RPE SD
DMSO 0,269 | 0,146 | DMSO 0,232 {0,096
Estradiol 1 0,05 Estradiol |1 0,05
10 uM 0,823 {0,077 |10 uM 0,343 (0,121
1 uM 0,777 10,089 |1 uM 0,264 {0,089
0.1 uM 0,391 {0,052 |0.1 uyM 0,252 {0,086
0.01 uM 0,356 10,084 |0.01 uyM |0,257 0,072

Tab.A15: Absolutwerte der Absorptionen (Zellproliferation,
Féarbung MTT, Daten auf Estradiol bezogen)

Myricetin30 | RPE SD Kaempferol | RPE SD
rutinosid

DMSO 0,4 0,31 DMSO 0,238 10,086
Estradiol 1 0,05 Estradiol 1 0,05
10 uM 0,42 10,37 10 uM 0,693 10,037
1 uM 0,38 10,31 1 uM 0,645 |0,119
0.1 uyM 0,38 10,29 (0.1 uM 0,326 |0,167
0.01 uM 0,4 0,31 0.01 uM 0,34 0,212

Tab.A16: Absolutwerte der

Absorptionen (Zellproliferation,

Farbung MTT, Daten auf
Estradiol bezogen)

Genistein SD

DMSO 0,36 0,23
Estradiol 1 0,05
10 uM 0,55 0,17
1 uM 0,82 0,16
0.1 uyM 0,88 0,32
0.01 uM 1,02 0,43

292




Anhang

7.7. Ermittlung der aktiven Komponente des Vigna angularis-Extraktes

7.7.1. HPLC-Chromatogramme der P2d-Auftrennug(Vigna angularis)

Abb.A64: HPLC-
16.0 P2d15% UV_VIS 2 Ch t
*~ TJmAU WVL:254 nm romatogramim
] Fraktion P2d15%,
] Standardgradient,
10,0 - Wellenldnge 254 nm
5.0
-1,0 ——————— 17—l
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0
250 P2d25% WVLLJ'\%XIS_? Abb.A65: HPLC-
m <ot nm Chromatogramm
- Fraktion P2d25%,
1 Standardgradient,
1 Wellenlénge 254 nm
100 —
IS DU - S S VN —t
-50 ——— 77—
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0
700 P2d35% UV_VIS_ Abb.A66: HPLC-
JmAU WVL:254 nm Chromatogramm
7 Fraktion P2d35%,
] Standardgradient,
400 Catechin — 13.23 min Wellenldnge 254 nm
200 ]
- - ‘ .
-50 ‘ — — ——min
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0
600 P2d45% Abb.A67: HPLC-
ImAU WVL:254 nm Chromatogramm
] Fraktion P2d45%,
400 Myricetin-30-rutinosid — 19.78 min Standardgradient,
1 Wellenlénge 254 nm
1 Unbekannte Verbindung — 20.95 min
200 — Myricetin-dihexosid — 19.12 min
I
‘ ‘ . ‘ ‘\ ‘ min
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0
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P2d55%
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Abb.A68: HPLC-
Chromatogramm
Fraktion P2d55%,
Standardgradient,
Wellenlénge 254 nm

Abb.A69: HPLC-
Chromatogramm
Fraktion P2d65%,
Standardgradient,
Wellenlénge 254 nm

Abb.A70: HPLC-
Chromatogramm
Fraktion P2d75%,
Standardgradient,
Wellenlénge 254 nm

Abb.A71: HPLC-
Chromatogramm
Fraktion P2d100%,
Standardgradient,
Wellenlénge 254 nm
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7.7.2. NMR-Spektrum der P2d65%-Fraktion
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Abb.A72: '"H-NMR-Spektrum von Daidzein (P2d65%-Fraktion) in DMSO-dg
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