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1 Einleitung und Zielsetzung

Tee ist aufgrund seines guten Aromas und seiner gesundheitsfordernden Effekte weltweit ein
sehr beliebtes Getrank. Tee erfreut sich auch in Deutschland groBer Beliebtheit und der Pro-
Kopf-Verbrauch liegt 1999 mit 0,25 kg auf hohem Niveau [DEUTSCHER TEEVERBAND
2000]. Epidemiologische Studien belegen einen Zusammenhang zwischen dem reichlichem
Verzehr von Obst und Gemiise und dem verringerten Auftreten bestimmter degenerativer
Erkrankungen, wie Herz-Kreislauf-Erkrankungen und Krebs. Diese Wirkung wird den sekun-
diren Pflanzeninhaltsstoffen zugesprochen, die in pflanzlichen Lebensmitteln weit verbreitet
sind und als effektive Antioxidantien angesehen werden [TIJBURG et al. 1997]. Eine Unter-
gruppe der sekunddren Pflanzeninhaltsstoffe bilden die Polyphenole, die im griinen, Oolong-

und schwarzen Tee enthalten sind [BALENTINE et al. 1997].

In der Zutphen Elderly Study [HERTOG et al. 1993], einer longitudinalen Studie, wurden
Mainner im Alter von 40 - 59 Jahren wihrend eines Zeitraums von 1960 bis 1990 in Zutphen
in den Niederlanden hinsichtlich ihrer Aufnahme an Flavonoiden beobachtet. Die Hauptquel-
len an Flavonoiden waren schwarzer Tee gefolgt von Zwiebeln und Apfeln. Die Hohe der
Flavonoidaufnahme zeigte eine signifikante inverse Beziehung zu der Sterblichkeit an Herz-
Kreislauferkrankungen. Hingegen konnte kein Einfluss auf das Gesamtkrebsrisiko sowie auf
das Risiko fiir Tumore des Gastrointestinaltraktes und des Respirationstraktes nachgewiesen
werden. Der Zusammenhang zwischen einem hohen Teekonsum und einer niedrigeren
Sterblichkeit an koronaren Herzerkrankungen wurde in der in Wales durchgefiihrten
Caerphilly Study nicht bestitigt. Die Ursache liegt vermutlich in der Angewohnheit, Tee mit
Milch zu trinken [HERTOG et al. 1997]. In der Netherlands Cohort Study on Diet and Can-
cer war das Risiko, an Darmkrebs zu erkranken, fiir Teekonsumenten und Nichtteekonsu-
menten vergleichbar. Die praventive Wirkung von schwarzem Tee in Hinblick auf Magen-,

Darm-, Lungen- und Brustkrebs konnte nicht bestétigt werden [GOLDBOHM et al. 1996].

Die Seven Countries Study beschrieb die Beziehung zwischen der Aufnahme von antioxi-
dativen Flavonoiden und der niedrigeren Sterblichkeit an koronaren Herzerkrankungen in
verschiedenen Landern. Die hohe Zufuhr an Flavonoiden schiitzt die LDL-Fraktion vor
Lipidperoxidation. Das Auftreten von Darm- und Lungenkrebs wurde nicht beeinflusst
[HERTOG et al. 1995]. Deutlich wurde ebenfalls der Zusammenhang zwischen dem Risiko
fiir kardiovaskuldre Erkrankungen beim Menschen und der hohen Zufuhr an sekundiren
Pflanzenstoffen in Frankreich, wo trotz einer hohen Aufnahme an gesittigten Fettsduren und

Cholesterin die Mortalitdtsrate an Herz-Kreislauf-Erkrankungen tiberraschend niedriger liegt
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als in Landern mit geringerer Aufnahme, wie etwa den USA. Dieser Zusammenhang ist unter

dem Begriff Franzosisches Paradoxon bekannt [RENAUD und DE LORGERIL 1992].

Polyphenole zeichnen sich durch sehr vielféltige physiologische Wirkungen wie z. B. anti-
kanzerogene, antimikrobielle, antioxidative, antithrombotische, immunmodulierende, entziin-
dungshemmende, blutdruck- und blutglucosebeeinflussende Wirkungen aus [DREOSTI 1996,
YANG et al. 2001, MUKHTAR und AHMAD 2000]. Die Polyphenole greifen in die ver-
schiedenen Phasen der Kanzerogenese ein [CARAGAY 1992], was vor allem in Tierversu-

chen gezeigt wurde [GEE und JOHNSON 2001].

Die antioxidative Wirkung von Polyphenolen und Lebensmittelextrakten wird mittels ver-
schiedener in vitro-Verfahren ermittelt. Die bekannteste und sehr oft angewandte Methode ist
der TEAC I-Test (TEAC = Trolox equivalent antioxidant activity). Dieser Test beruht auf der
Oxidation einer Azoverbindung zu einer griin-blauen photometrisch messbaren Verbindung
[MILLER et al. 1993]. Antioxidantien verzdgern die Bildung dieser Substanz um eine
bestimmte Zeit, die sogenannte Lagphase, die ein MaB fiir das antioxidative Potenzial der
untersuchten Substanz ist. Mit dem TEAC I-Test kann die antioxidative Wirkung von was-
serloslichen Verbindungen untersucht werden. Andere, spiter entwickelte, Versionen des
TEAC-Tests bestimmen die antioxidative Wirkung im Lipidsystem [MILLER et al. 1996, RE
et al. 1999]. Der FRAP-Test (FRAP = Ferric reducing ability of plasma) nutzt die Fahigkeit
von Plasma bzw. Lebensmittelextrakten dreiwertiges Eisen zu reduzieren, wobei ein photo-
metrisch messbarer Eisen(II)-Komplex gebildet wird [BENZIE und STRAIN 1996]. Der
TRAP-Test (TRAP = Total radical trapping antioxidant parameter) bedient sich der fluores-
zierenden Eigenschaft eines Proteins, die durch einen temperaturabhingigen Radikalbildner

zerstort wird. Antioxidantien verzogern die Fluoreszenzabnahme fiir eine gewisse Zeit.

Eisenmangel ist der meist verbreiteste Mikrondhrstoffmangel in der Welt [WHO 1992]. Ursa-
chen fiir ein Eisendefizit sind zum einen der Mangel an eisenreichen Nahrungsmitteln sowie
die geringe Bioverfiigbarkeit des Eisens, vor allem des Nicht-Hameisens [HALLBERG
2001]. Im Rahmen einer Meta-Analyse wurde in Europa bei 1 % der erwachsenen Ménner
und 14 % der erwachsenen Frauen Andmie festgestellt im Gegensatz zu Afrika, wo 27 % der

Minner und 48 % der Frauen Andmie aufwiesen [MARX 1997].

Verschiedene in vitro-Studien [MINIHANE et al. 1993] und Studien an Ratten [RECORD et
al. 1996] untersuchten die Wechselwirkungen zwischen Teepolyphenolen und Eisen, wobei
die Ergebnisse sehr widerspriichlich sind und nicht ohne weiteres auf den Menschen iiber-

tragbar. So stellten RECORD et al. [1996] bei Ratten keinen Einfluss von griinem bzw.
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schwarzem Tee auf die Eisenaufnahme aus der Nahrung fest. In der in vitro-Untersuchung
von MINIHANE et al. [1993] wurde die Verfiigbarkeit des in der Sduglingsnahrung enthalte-
nen Eisen durch den Zusatz von Tanninsdure verschlechtert. Die Aufnahme von Eisen wird
nicht nur durch Tee sondern auch durch andere Lebensmittelinhaltsstoffe wie Phytate, Cal-
cium, Ascorbinsdure beeinflusst [ZIJP et al. 2000]. In vivo-Studien zeigten eine Behinderung
der Eisenaufnahme aus der Nahrung bzw. aus Eisensalzen durch den Konsum von polyphe-
nolhaltigen Getrdnken wie z. B. Tee, Kaffee, Wein und Kakao [DISLER et al. 1975a, HUR-
RELL et al. 1999, COOK et al. 1995].

Zu den vulnerablen Bevolkerungsgruppen zahlt BITSCH [1996] vor allem menstruierende
Frauen, Schwangere, Stillende, Sduglinge nach dem Abstillen, Jugendliche im Wachstumsal-
ter, Blutspender, Leistungssportler und Vegetarier. Eine addquate Eisenversorgung ist fiir die
Entwicklung von Sauglingen, Kindern und schwangeren Frauen essenziell [HALLBERG
2002]. BALL und BARTLETT [1999] stellten bei Mischkdstlerinnen und Vegetarierinnen in
Australien eine vergleichbare Aufnahme an Nahrungseisen fest. Die Vegetarierinnen hatten

niedrigere Ferritinspiegel als die Mischkdstlerinnen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Analyse und quantitative Bestimmung von Polyphenolen
in Griin-, Oolong- und Schwarztee und der Einfluss von verschiedenen Extraktionsbedingun-
gen auf diese Gehalte und die antioxidative Aktivitit der Tee-Extrakte. Des weiteren wurde
der Anteil der einzelnen polyphenolischen Verbindungen an dem protektiven Potenzial der
Tee-Extrakte ermittelt. Die Wechselwirkungen von Teepolyphenolen und Eisen wurden
anhand von in vitro-Untersuchungen und einer Humanstudie mit Mischkdstlern und Vegeta-
riern gepriift. Mit Hilfe von Standardsubstanzen und Getrdnken wurden mehrere in vitro-Tests

zur Bestimmung der antioxidativen Aktivitdt verglichen und bewertet.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Polyphenole

2.1.1 Einteilung der Polyphenole

Polyphenole, frither auch unter den Begriffen ,, Tannine* bzw. ,,Gerbstoffe* bekannt, bilden
eine Gruppe der sekunddren Pflanzenstoffe. Sekundére Pflanzenstoffe werden als Abwehr-
stoffe gegen Schidlinge und Krankheiten, als Wachstumsregulatoren und als Farbstoffe von
der Pflanze synthetisiert [BITSCH 1999]. Bisher sind etwa 30000 sekundire Pflanzenstoffe
bekannt, von denen ungefdhr 5000 - 10000 in der Nahrung vorkommen. Die Polyphenole
werden in zwei Hauptgruppen unterteilt: Flavonoide und Phenolcarbonsduren. Die Flavonoide

lassen sich in folgende Gruppen unterteilen:

. Anthocyane

Flavanole (Catechine)
. Flavanone

o Flavone

o Flavonole

o Isoflavonoide

o Dihydroflavonole

. Chalkone

Die de novo-Synthese der Flavonoide umfasst die Schritte der Umwandlung von Glucose in
Phenylalanin iiber den Shikimisdureweg und die Bildung von Zimtséure oder Cumarinsaure.
Die 4-Cumarsdure reagiert mit 3 Molekiilen Malonyl-CoA zum 4,2'4',6'-Tetrahydroxychal-
kon, das bereits das C-15-Grundgeriist der Flavonoide aufweist und mehrere phenolische OH-
Gruppen trigt. Seine Zyklisierung fiihrt zu den Flavonoiden, deren Grundstruktur, das 2-Phe-
nyl-benzpyran, in Abbildung 2.1 dargestellt wird [BOHM et al. 1998].

4°

Abbildung 2.1: Grundstruktur der Flavonoide
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Die Grundstruktur der Flavonoide setzt sich aus einem C¢-C3-Cg-Ringsystem zusammen, d. h.
zwei aromatische Ringsysteme A und B sind iiber einen heterozyklischen Sauerstoffring ver-
bunden [BRAVO 1998]. Die groBle Vielfalt der Flavonoide beruht auf den Modifizierungen
des Grundgertistes. Durch Substitution von Hydroxyl- und Methoxylgruppen in den Benzol-
ringen A und B oder durch Verkniipfung der Hydroxylgruppen mit einem Zucker bzw. Phos-
phat oder durch Variationen am Pyranring konnen die Flavanole, Flavone, Catechine, Fla-
vanone, Anthocyanidine und Isoflavonoide gebildet werden [SCALBERT und WILLIAM-
SON 2000]. Die Flavanole (Catechine) und die Flavonole werden im Abschnitt 2.1.3 ndher

erlautert.

Die Phenolcarbonséuren werden in die Hydroxybenzoesdure- und Hydroxyzimtsdurederivate
unterteilt. Die folgenden Tabellen zeigen einige wichtige, in den eigenen Untersuchungen

verwendete, Phenolcarbonséduren der zwei genannten Gruppen.

Tabelle 2.1: FEinige wichtige Hydroxybenzoesdurederivate mit ihren chemischen

Bezeichnungen
Derivat Abkiirzung Chemische Bezeichnung
Gallussiure GS 3.,4,5-Trihydroxybenzoesdure
Protocatechuséure PCS 3,4-Dihydroxybenzoesédure
Gentisinsiure GES 2,5-Dihydroxybenzoeséiure
p-Hydroxybenzoesiure PHB 4-Hydroxybenzoeséure
Vanillinséure VS 4-Hydroxy-3-methoxybenzoeséure
Syringasiure SYG 4-Hydroxy-3,5-dimethoxybenzoesdure

Tabelle 2.2: Einige wichtige Hydroxyzimtsdurederivate mit ihren chemischen Bezeichnungen

Derivat Abkiirzung Chemische Bezeichnung
Kaffeesiure KS 3,4-Dihydroxyzimtsdure
p-Cumarsiure pCS 4-Hydroxyzimtsdure
Chlorogensiure Chl 5-Caffeoyl-Chinaséure
Ferulaséiure FS 4-Hydroxy-3-methoxyzimtséure
Sinapinsiure SPS 3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtsiure

Die folgenden Strukturformeln zeigen die Struktur der Gallussdure als Vertreter der Hydro-

xybenzoesduren und die der Chlorogenséure als Vertreter der Hydroxyzimtséuren.
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O
O
HO — 0
OH i
H COH
o O
OH HO OH
OH HO H
Abbildung 2.2: Strukturformel der Abbildung 2.3: Strukturformel der
Gallussdure Chlorogenséure

2.1.2 Vorkommen der Polyphenole

Der Gehalt und das Spektrum der phenolischen Verbindungen in einer Pflanze sind nicht nur
sortenabhingig, sondern werden auch durch Anbau- und Vegetationsbedingungen sowie Rei-
fegrad beeinflusst. Innerhalb der Frucht ist eine inhomogene Verteilung der phenolischen
Verbindungen zu beobachten, wobei besonders hohe Konzentrationen in den &duBeren
Schichten der Pflanzenteile anzutreffen sind. Dort schiitzen sie aufgrund ihrer Radikalfanger-

eigenschaften das darunter liegende Gewebe [BITSCH 1999, ROBARDS et al. 1999].

Gallussdure kommt hauptsichlich in holzigen Pflanzen vor, und zwar in 16slicher Form ge-
bunden an Glucose, als hydrolysierbares Gallotannin oder als Chinasidureester [HARBORNE
1980]. Theogallin, ein Chinasiureester der Gallussdure, macht 1 % der Trockensubstanz in

Teeblittern aus [HERRMANN 1984].

Chlorogensdure 1ist der am weitesten verbreitete Hydroxyzimtsdureester in Friichten
[BITSCH 1999]. In Apfeln wurden Gehalte von 30 - 60 mg/kg Chlorogensiure nachgewiesen
[BURDA et al. 1990]. Hohe Mengen sind auch in Gemiise wie Auberginen, Kartoffeln und
Mohren (22 - 632 mg/kg) sowie in Tee und Kaffeebohnen (190 mg in einer Tasse gebriithtem
Kaffee) enthalten [HERRMANN 1991, CLINTON 1985].

2.1.3 Einteilung der Teepolyphenole

Tee ist aufgrund seines guten Aromas und seiner gesundheitsfordernden Effekte weltweit ein
sehr beliebtes Getriank. Seit tiber 3000 Jahren wird Tee im siidlichen China und im iibrigen
Ostasien in Hausgirten von Kleinbauern angepflanzt. Vor etwa 150 Jahren erlangte Tee eine
weltweite Verbreitung und wird heute in Asien, Afrika, Amerika und Australien angepflanzt.
Der Pro-Kopf-Verbrauch lag 1999 in GroBbritannien bei 2,46 kg, in Irland bei 3,23 kg und in
Deutschland bei 0,25 kg, wobei der Anteil von Griintee bei 18 % liegt [DEUTSCHER TEE-
VERBAND 2000].
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Bezogen auf das Trockengewicht enthalten frische Teebldtter mehr als 35 % Polyphenole.
Vor allem Catechine (Flavanole) finden sich in frischen Teebldttern. Zu den Hauptcatechinen
in Griintee zdhlen (-)-Epicatechin, (-)-Epicatechingallat, (-)-Epigallocatechin und (-)-Epigallo-
catechingallat. Die Catechine sind durch Hydroxylgruppen am B-Ring und eine Hydro-
xylgruppe in meta-Stellung am A-Ring charakterisiert (A- und B-Ring s. Abbildung 2.1)
[BALENTINE et al. 1997]. Die folgende Strukturformel zeigt das Grundgeriist der Catechine.

OH
OH
HO 0 : R Abkiirzung R, R,
2
@ Catechin und Epicatechin C und EC H H
OR, Epicatechingallat ECG Gallat H
HO Epigallocatechin EGC H OH

Epigallocatechingallat EGCG Gallat OH

Abbildung 2.4: Grundstruktur der Catechine
[modifiziert nach BALENTINE et al. 1997]

Gallocatechine sind Verbindungen, bei denen der B-Ring mit drei Hydroxylgruppen substitu-
iert ist. Verbindungen, deren Hydroxylgruppe des Pyranringes mit Gallussdure verestert ist,

werden als Catechingallate bezeichnet [GRAHAM 1992].

Flavonole wie z. B. Quercetin, Kdmpferol, Myricetin und deren Glycoside sind charakterisiert
durch einen 4-Oxo0-3-hydroxyring, der den A- und B-Ring miteinander verbindet. Diese Ver-
bindungen machen ungefdhr 3 % bezogen auf das Trockengewicht der Teeblitter aus

[BALENTINE et al. 1997]. Abbildung 2.5 zeigt die Strukturformel der Flavonole.

Abkiirzung R, R,

Kiimpferolglycosid KiaG H H
Quercetinglycosid QuG OH H
Myricetinglycosid MyG OH OH

Abbildung 2.5: Grundstruktur der Flavonole
[modifiziert nach TIJBURG et al. 1997]

Die im schwarzen Tee enthaltenen Theaflavine und Thearubigene werden in den folgenden

Strukturformeln dargestellt.
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Abbildung 2.6: Grundstruktur der Abbildung 2.7: Grundstruktur der
Theaflavine Thearubigene
[modifiziert nach TIJBURG et al. 1997] [modifiziert nach TIJBURG et al. 1997]

Der Gesamttheaflavingehalt in schwarzem Tee liegt bei 2 % bezogen auf die Trockenmasse
der Teeblitter. Dabei existieren 4 Haupttheaflavine, die sich in dem Gehalt und der Position
der Gallatgruppen unterscheiden: Theaflavin, Theaflavin-3-gallat, Theaflavin-3’-gallat und
Theaflavin-3,3’digallat [BALENTINE et al. 1997]. Die Thearubigene sind fiir die rot-braune

Féarbung des schwarzen Teegetrinks verantwortlich.

2.1.4 Herstellung von Tee

Aus der Teepflanze Camellia sinensis werden drei verschiedene Arten Tee hergestellt: Der
unfermentierte Griintee, der halbfermentierte Oolong-Tee und der fermentierte Schwarztee.
Der Unterschied liegt in der sogenannten Fermentation', einer Umsetzung durch blatteigene

Enzyme.

Bei der Herstellung von Griintee werden die Enzyme durch das Dampfen der Teeblétter inak-
tiviert. Die Inhaltsstoffe bleiben somit intakt. AnschlieBend werden die Teeblétter gerollt und
getrocknet. Der Teeaufguss des griinen Tees zeichnet sich durch seine sehr helle Farbe und
seinen bitteren Geschmack aus. Die Catechine tragen zu der Bitterkeit und Adstringenz des

Teeaufgusses des griinen Tees bei.

Die Herstellung des Oolong-Tees ist gekennzeichnet durch ein kurzes Welken der Teeblitter,
gefolgt von dem Rollen und einer anschlieBenden Fermentation. Diese Fermentation wird

durch Résten gestoppt und die Teeblétter werden getrocknet.

Bei der Herstellung von schwarzem Tee wird durch das Welken und Rollen der Teeblitter die
Aktivitit der Polyphenoloxidasen gesteigert. Wahrend der Fermentation finden Kondensati-

ons- und Polymerisationsreaktionen statt, bei denen Catechine und Catechinderivate als Sub-

' Die Fermentation ist definitionsgemé ein Prozess der Herstellung oder Umwandlung bestimmter Produkte mit Hilfe von
Mikroorganismen.



Literaturiibersicht 9

strate dienen und enzymatisch zu Theaflavinen und Thearubigenen oxidiert werden. Die Tee-
blatter werden dazu bei 35 - 40 °C fiinf bis sieben Zentimeter hoch aufgeschichtet. Die
Theaflavine verleihen dem Teeaufguss seine orange Féarbung, die Thearubigene die rot-
briaunliche Farbe und den adstringierenden Geschmack. Das CTC-Verfahren (C = Crushing,
T = Tearing, C = Curling) ist durch eine verkiirzte Fermentationsdauer gekennzeichnet,
dadurch wird die Verarbeitung billiger und schneller. Das Ergebnis ist ein gleichméBig

geschnittenes Teeblatt [GRAHAM 1992, BOKUCHAVA und SKOBELEVA 1969].

Die folgende Tabelle erldutert die Zusammensetzung von frischen Teebldttern und von Tee-

aufgiissen von griinem, Oolong- und schwarzem Tee.

Tabelle 2.3: Zusammensetzung der frischen Teeblétter und von Teeaufgiissen des griinen, des

Oolong- und des schwarzen Tees, Angaben in % der Trockenmasse
['BALENTINE et al. 1997, 2ENGELHARDT 1995]

Frische Blitter Griiner Tee, QOolong-Tee, Schwarzer Tee,
Aufguss Aufguss Aufguss

Koffein 4! 3- 6' 2,3-2,8 3- 6'
Catechine 30 30- 42! 1,4-5,7 3- 10
Theaflavine 0' 0! * 2- 6'
Flavonole 2! 2! * 1!
Andere Polyphenole 3! 6' * 23!
Theanin/ Aminosiuren 4! je 3! * je 3!
Peptide/ Proteine 15 6' * 6'
Zucker/ andere Kohlenhydrate 7! 7/4! * 7/4!
Mineralstoffe * 5- 8! * 5- 8!

* keine Daten

2.2 Aufnahme der Polyphenole

Die tigliche Aufnahme von Flavonolen in der alten Bundesrepublik wurde basierend auf den
Daten aus der Nationalen Verzehrsstudie auf 11,5 mg/d geschitzt. Die sekundédren Pflanzen-
stoffe stammen vorwiegend aus Obst und Gemiise, aber auch aus Tee und Rotwein [BOHM et
al. 1998]. In den Niederlanden [HERTOG et al. 1993] liegt die tigliche Aufnahme von Fla-
vonoiden bei ~23 mg und in Ddnemark bei ~26 mg [JUSTESEN et al. 1997]. Diese Studien
beriicksichtigen nur eine kleine Gruppe der Flavonoide. Zu dem heutigen Zeitpunkt existiert
keine abgesicherte wissenschaftliche Basis, weder fiir Zufuhrempfehlungen noch fiir Zufuhr-
beschrinkungen der Polyphenole in den Referenzwerten fiir die Néhrstoffzufuhr [DEUT-
SCHE GESELLSCHAFT FUR ERNAHRUNG et al. 2000]. Die priventive Wirkung der
sekundéren Pflanzenstoffe bei der Entstehung von degenerativen Erkrankungen ist unbestrit-

ten. Deswegen empfehlen der World Cancer Research Fund und das American Institute for
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Cancer Research tiglich 7 % der Gesamtenergie in Form von Gemiise und Obst aufzunehmen
[World Cancer Research Fund/American Institute for Cancer Research 1997]. Dies entspricht
bei einer Energieaufnahme von 2000 kcal 400 g Gemiise und Obst. Diese Empfehlung des
World Cancer Research spiegelt sich in der ,,5 am Tag*“ Kampagne der Deutschen Gesell-
schaft fiir Erndhrung wieder. Der tdgliche Verzehr von mindestens 5 Portionen Obst und
Gemiise, d. h. 250 - 300 g Obst und 400 g Gemiise, wirkt u. a. vorbeugend gegen Herz-

Kreislauferkrankungen, Diabetes und vor allem Krebserkrankungen.

2.3 Metabolismus der Polyphenole
Aufnahme und Metabolisierung der polyphenolischen Verbindungen finden je nach ihrer
chemischen Struktur unterschiedlich statt. Die frei vorliegenden Phenolcarbonséuren kdnnen

direkt im Intestinum aufgenommen werden [BRAVO 1998].

Innerhalb der Gruppe der Flavonoide ist die Aufnahme und der Metabolismus von Quercetin
am meisten untersucht. Fiir Quercetin wurde eine Absorption im Ileum nachgewiesen. Die
Absorption von Quercetinglycosid und -rutinosid zeigten HOLLMAN et al. [1995] bei

Ileostomiepatienten.

GEE et al. [2000] beschreiben die Interaktion von Quercetin-3-glycosid mit dem natrium-
abhédngigen Glucosetransporter SGLT 1 (= sodium-dependent glucose transporter). Quercetin-
3-glycosid behindert auf der einen Seite den intestinalen Transport von D-Galaktose in die
Mukosa. Auf der anderen Seite wird das Ausstromen von radioaktiv markierter D-Galaktose
aus der Mukosa in Anwesenheit von Quercetin-3-glycosid beschleunigt. In der Abbildung 2.8
werden die von GEE et al. [2000] beschriebenen Transportmoglichkeiten von

Quercetinglycosiden in die Epithelzelle veranschaulicht.
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Diinndarm Epithelzelle
Quercetin-3-glycosid 4@@— Quercetin-3-glycosid

LPH h-G

/ -
Quercetin Quercetin
UDPGT
Quercetinglucuronid
Zum Darm Zur Leber

Abbildung 2.8: Mogliche Absorptionswege von Quercetinglycosiden in den Diinndarm
[modifiziert nach GEE et al. 2000] (SGLT 1 = sodium-dependent glucose transporter = natriumabhingiger
Glucosetransporter, LPH = Lactase-Phlorizin-Hydrolase, B-G = cytosolische B-Glucosidase, UDPGT = Uridin-
diphospho-D-Glucoseglucuronosyltransferase)

Zum einen werden Quercetinglycoside mittels SGLT 1 in die Epithelzelle transportiert und
dort mit einer cytosolischen B-Glucosidase in das Aglykon umgewandelt. Dieses Aglykon
wird entweder zur Leber transportiert oder mit Hilfe einer Transferase in Quercetinglucuronid

tiberfithrt. Zum anderen werden Quercetinglycoside mittels der Lactase-Phlorizin-Hydrolase

zum Aglykon hydrolisiert, das durch passive Diffusion in die Epithelzelle gelangt.

KOBAYASHI et al. [2000] zeigten eine Behinderung der natriumabhingigen Glucoseauf-
nahme mittels SGLT 1 durch Epicatechingallat und Epigallocatechingallat und machten die
Galloylgruppen von Epicatechingallat und Epigallocatechingallat fiir diese Wirkung verant-
wortlich. Sie sehen deswegen einen moglichen Einsatz von Catechinen in der Reduktion eines

pathologischen Blutglucosespiegels bei Diabetes mellitus.

Daten zur Bioverfiigbarkeit von Catechinen sind bis jetzt noch sehr begrenzt. WARDEN et al.
[2001] untersuchten die Aufnahme von Catechinen beim Menschen nach Konsum von jeweils
4 Teeportionen a 250 ml schwarzem Tee im Zweistunden-Abstand (0, 2, 4, 6 h), was einer
Gesamtcatechinaufnahme von 400 mg entsprach. Die Autoren stellten eine signifikante
Erhéhung der Plasmakonzentrationen von Epigallocatechin, Epicatechin und Epigallo-

catechingallat innerhalb eines Zeitraumes von 5 - 8 Stunden nach Beginn der Intervention im



Literaturiibersicht 12

Vergleich zur Konzentration im Niichternplasma fest. Epigallocatechin und Epicatechin
wiesen eine signifikant hohere Ausscheidung im Urin im Vergleich zum Niichternurin auf.
Insgesamt wurden ~0,16% der konsumierten Gesamtcatechinaufnahme im Plasma

wiedergefunden, 1,1 % im Urin und 0,42 % im Faezes.

SHAHRZAD et al. [2001] verglichen die Verfiigbarkeit von Gallussdure aus einem schwar-
zen Teegetrank und Gallussduretabletten. Die Autoren sahen keinen Unterschied in der Ver-
fiigbarkeit von Gallussédure nach Konsum von Schwarztee bzw. nach Einnahme von Gallus-
sduretabletten. Die AUC.12n) (AUC = Area under the plasma concentration-time curve) fiir
Gallussdure lag flir beide Applikationen bei 1,06 + 0,26 umol*h/l. Gallussdure und 4-O-
Methylgallusséure erreichten ihr Maximum nach 1,27 + 0,20 h bzw. nach 1,51 = 0,31 h

infolge der Einnahme von Gallussduretabletten.

Auch HODGSON et al. [2000] nannten 4-O-Methylgallussdure als den Hauptmetabolit von

Gallussaure nach Konsum von schwarzem Tee.

Zwei Stunden nach Konsum von 300 ml Griintee (~400 mg Catechin) erreichten Epigalloca-
techingallat und Epicatechingallat im Plasma ihr Maximum. Im Urin wurden die Metabolite
4-Hydroxybenzoesdure, 3,4-Dihydroxybenzoesdure, 3-Methoxy-4-hydroxyhippursidure und
3-Methoxy-4-hydroxybenzoesdure (Vanillinsdure) mittels elektrochemischer Detektion nach-

gewiesen [PIETTA et al. 1998].

H-NMR- und HPLC-Analyse von Urin veranschaulichten, dass der Konsum von schwarzem
Tee (6 - 10 Tassen/d) mit einem signifikanten Anstieg von Hippursdure im Vergleich zur

Kontrolle assoziiert war [CLIFFORD et al. 2000].

LI et al. [2001] identifizierten neben Monoglucuroniden und Monosulfaten von (-)-Epigallo-
catechin und (-)-Epicatechin auch O-methylierte Epigallocatechin-O-Glucuronide und
-O-sulfate und O-methyliertes Epicatechin-O-sulfat in menschlichem Urin. Des weiteren
beschrieben die Autoren Ringspaltungen, bei denen Trihydroxyphenylvalerolactone und
Dihydroxyvalerolactone entstanden. LEE et al. [2002] beschrieben ebenso diese
Valerolactone nach Konsum von griinem Tee und sahen in diesen den moglichen Einsatz als

Biomarker nach Teekonsum an.

2.4 Epidemiologische Befunde zu Polyphenolen
Epidemiologische Studien belegen einen Zusammenhang zwischen dem reichlichen Verzehr

von Obst und Gemiise und dem verringerten Auftreten degenerativer Erkrankungen wie Herz-
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Kreislauferkrankungen und Krebs. Diese Wirkung wird den sekunddren Pflanzenstoffen

zugesprochen [TIJBURG et al. 1997].

Die Zutphen Elderly Study [HERTOG et al. 1993], eine longitudinale Studie, wurde in
Zutphen in den Niederlanden mit Madnnern im Alter von 40 - 59 Jahren wihrend eines Zeit-
raums von 1960 bis 1990 durchgefiihrt. Die Hauptquellen an Flavonoiden waren schwarzer
Tee (61 %), Zwiebeln (13 %) und Apfel (10 %). Die Hohe der Flavonoidaufnahme (25,9 -
26,6 mg/d) zeigte eine signifikante inverse Beziehung zu der Sterblichkeit an Herz-Kreislauf-
erkrankungen. Hingegen konnte kein Einfluss auf das Gesamtkrebsrisiko sowie auf das Risiko

fiir Tumore des Gastrointestinaltraktes und des Respirationstraktes nachgewiesen werden.

Der Zusammenhang zwischen Teekonsum und koronaren Herzerkrankungen konnte in der
Caerphilly Study nicht bestitigt werden. Diese Studie wurde in Wales durchgefiihrt, und
HERTOG et al. [1997] fiihrten das Ergebnis auf die Gewohnheit zuriick, Tee mit Milch zu

trinken. Ein Beweis fiir diese Begriindung steht noch aus.

In der Onset Study, einer prospektiven Kohortenstudie, [MUKAMAL et al. 2002] wurde
wihrend eines Zeitraums von 1989 bis 1994 bei Ménnern und Frauen der Einflusss des
Teekonsums auf die Sterblichkeit nach einem Herzinfarkt untersucht. Die Studienteilnehmer
wurden nach ihrem Teekonsum befragt. Die Autoren stellten eine verringerte Sterblichkeit bei
denjenigen fest, die in dem Jahr vor dem Herzinfarkt mindestens 14 Tassen Tee pro Woche

konsumierten.

In der Netherlands Cohort Study on Diet and Cancer wurde an 58279 Ménnern und
62573 Frauen der Zusammenhang zwischen Teekonsum und dem Risiko fiir Magen-, Darm-,
Lungen- und Brustkrebs untersucht. Das Risiko an Darmkrebs zu erkranken, war fiir Teekon-
sumenten und Nichtteekonsumenten vergleichbar [GOLDBOHM et al. 1996]. Die préventive

Wirkung von schwarzem Tee konnte fiir die vier Krebsarten nicht bestdtigt werden.

Die Seven Countries Study [HERTOG et al. 1995] hingegen bestdtigte die Beziehung zwi-
schen der Aufnahme von antioxidativen Flavonoiden und der niedrigeren Sterblichkeit an
koronaren Herzerkrankungen in verschiedenen Léndern. Die hohe Zufuhr an Flavonoiden
schiitzt die LDL-Fraktion vor Lipidperoxidation [FRANKEL et al. 1993]. Das Auftreten von
Darm- und Lungenkrebs wurde nicht beeinflusst [HERTOG et al. 1995].

BLOT et al. [1997] stellten in einer Ubersichtsarbeit epidemiologische Studien, Kohortenstu-
dien sowie Fall-Kontroll-Studien tiber das Krebsrisiko bei Konsumenten von schwarzem Tee

vor. Bei einem internationalen Vergleich zeigt der unterschiedliche Teekonsum keinen Unter-
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schied im Auftreten verschiedener Krebsarten. Iren und Briten haben trotz ihres hohen Tee-

konsums keine verringerte Krebsmortalitét.

GAO et al. [1994] beschreiben den Zusammenhang zwischen Teekonsumenten, die ihren Tee
bei niedrigen Temperaturen aufgebriiht haben, und dem verringerten Risiko fiir Speiserdhren-
krebs. Die Ergebnisse fritherer Studien, die ein erhohtes Auftreten von Speiserohrenkrebs bei
Konsum von Tee feststellten, sind auf die zu hohen Aufbriihtemperaturen zuriickzufiihren

[BLOT et al. 1997].

Verschiedene Fall-Kontrollstudien wiesen keinen signifikanten Einfluss zwischen Teekonsum
und dem Auftreten von Mund und Speisenrdhrenkrebs nach [ROGERS et al. 1995, BUND-
GAARD et al. 1995].

Der Begriff ,,Mediterrane Erndhrung* ist im Rahmen der Seven Country Study entstanden. Die
Bevolkerung der mediterranen Region zeigte deutlich niedrigere Privalenz fiir kardiovasku-
lare Erkrankungen und Krebs, was v. a. durch die mediterrane Erndhrung begriindet wird
[HERTOG et al. 1995, RENAUD und DE LORGERIL 1992]. Uberraschend ist, dass
wesentliche Risikofaktoren fiir Herz-Kreislauf-Erkrankungen wie erhohtes Serumcholesterin,
Hypertonie, hoher Body-Mass-Index oder Rauchen bei den Franzosen nicht seltener
vorkommen als in anderen untersuchten Populationen [BOHM 2000a]. RENAUD et al.
[1998] empfehlen einen moderaten Weinkonsum zu den Hauptmahlzeiten im Rahmen einer

abwechslungsreichen Kost.

2.5 Physiologische Wirkungen der Polyphenole

Die physiologischen Wirkungen der Polyphenole sind sehr vielféltig. Die Polyphenole zeich-
nen sich u. a. durch antikanzerogene, antimikrobielle, antioxidative, antithrombotische,
immunmodulierende, entziindungshemmende, blutdruck- und blutglucosebeeinflussende
Wirkungen aus [GEE und JOHNSON 2001, DREOSTI 1996, LANDAU und YANG 1997,
TREVISANATO und KIM 2000, YANG et al. 2001, MUKHTAR und AHMAD 2000,
MCKAY und BLUMBERG 2002].

Der Mechanismus der Kanzerogenese und Antikanzerogenese ist ein komplexer Vorgang, der
in die drei Hauptphasen der Initiation (Auslosung), der Promotion (Férderung) und der Pro-
gression (Tumorwachstum und/oder Metastasenbildung) unterteilt wird [CARAGAY 1992,
DEPEINT et al. 2002]. Die folgende Abbildung veranschaulicht die Angriffspunkte von

Polyphenolen bei der Kanzerogenese.
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Abbildung 2.9: Angriffspunkte von Polyphenolen bei der Kanzerogenese
[modifiziert nach CARAGAY 1992]

Die Phenolcarbonséduren greifen mit ihren Hydroxylgruppen sowohl in die Initiation als auch
in die Promotion der Kanzerogenese ein. Sie hemmen die Phase-I-Enzyme, treten mit dem
aktivierten Kanzerogen oder mit der DNS in Wechselwirkung. Ferner induzieren Phenolcar-
bonsduren die Phase-1I-Enzyme, die das Kanzerogen in eine inaktive Form iiberfiihren. Die
Flavonoide konnen zusétzlich die Induktion der Apoptose bewirken, die Zellproliferation
hemmen und das Immunsystem modulieren. Auflerdem beruht die antikanzerogene Wirkung

der Phenolcarbonsduren und der Flavonoide auf ihrer antioxidativen Fahigkeit.

YAMANE et al. [1996] analysierten die Effekte von Epigallocatechingallat und Griintee-
Extrakt in 3 Modellen der gastrointestinalen Karzinogenese: N-Ethyl-N’-nitro-N-nitro-guani-
din (ENNG)-induzierte duodenale Karzinogenese in der Maus, N-Methyl-N’-nitro-N-nitroso-
guanidin (MNNG)-induzierte Karzinogenese in der Magendriise der Ratte und Azoxymethan
(AOM)-induzierte Darmkanzerogenese in der Ratte. Die Autoren beobachteten signifikante
protektive Effekte von Epigallocatechingallat und Griintee-Extrakt in den 3 beschriebenen
Modellen.

Epigallocatechingallat behindert das Wachstum von neuen Blutzellen bei Médusen [CAO und
CAO 1999]. Die orale Gabe von griinem Teegetrank behinderte die Entstehung der Retino-
pathie bei an Diabetes mellitus erkrankten Méusen [CAO et al. 2002].
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Chlorogenséure, Kaffeesdure und Ferulaséure inhibieren den Arachidonsduremetabolismus
und haben gleichzeitig eine hemmende Wirkung auf den Tumorpromotor 12-O-Tetradeca-
noylphorbol-13-acetat (TPA). Die Applikation von TPA auf die Méausehaut stimulierte die
Freisetzung und den Metabolismus von Arachidonsidure und erhohte die Bildung von reakti-
ven Sauerstoffspezies. Phenolcarbonsduren kdnnen somit als Inhibitoren der Promotionsphase

der Karzinogenese eingestuft werden [HUANG et al. 1988].

CORDER et al. [2001] zeigten in Rinderendothelzellen (BAECs = bovine aortic endothelial
cells) die Unterdriickung der Entstehung von Endothelin-1 durch Rotwein. Endothelin-1 ist
ein starker vasokonstriktorischer Biomarker fiir die Entstehung von vaskuldren Erkrankungen
und Arteriosklerose. Die Wirkung von rotem Traubensaft war deutlich schwécher. Die Auto-
ren schlussfolgerten, dass ein moderater Rotweinkonsum die Inzidenz von Herz-Kreislauf-

Erkrankungen verringern kann.

WENZEL et al. [2000] beschrieben Flavon als einen starken und selektiven Inhibitor der Pro-
liferation in HT-29-Zellen (menschliche Darmkrebszellen). Flavon verhindert die Prolifera-
tion von HT-29-Zellen in einer konzentrationsabhéngigen Weise und ist vergleichbar in seiner

Wirkung mit Camptothecin, einem klassischen Antitumormittel.

POOL-ZOBEL et al. [2000] analysierten die in vivo-Fahigkeit von Isoflavonoiden, oxidative
Schiaden in HT-29-Zellen zu behindern. Mit Hilfe des COMET-Assay wurden die DNS-Sché-
den gemessen. Weder Genistein noch Daidzein reduzierten die endogen gebildeten oxidierten
DNS-Basen in den menschlichen Darmzellen. Somit schiitzten diese Isoflavonoide nicht vor
der mit Wasserstoffperoxid induzierten Gentoxizitit. Auch Anthocyankonzentrate von
Holunder und Aronia zeigten keinen Schutz vor der Bildung oxidierter Purinbasen in HT-29-
Zellen. Isoflavonoide und Anthocyane zeigten jedoch in vitro antioxidative Wirksamkeit

[POOL-ZOBEL et al. 1999].

SANO et al. [1999] untersuchten die antiallergischen Wirkungen von aus Oolong-Tee iso-
lierten Catechinderivaten an Maiusen. Die an der Gallatfunktion O-methylierten Formen

bewirkten eine stirkere antiallergische Wirkung als Epigallocatechingallat.

SERAFINI et al. [1996] analysierten in vitro und in vivo die antioxidative Wirkung von
Griin- und Schwarztee. Der Griintee-Extrakt zeichnete sich in vitro durch eine signifikant ho-
here antioxidative Wirksamkeit verglichen mit dem Schwarztee aus, wobei der Zusatz von
Milch dieses in vitro Ergebnis nicht veridnderte. In vivo stieg bei Probanden nach Konsum
von 300 ml griinem oder schwarzem Tee die antioxidative Aktivitdt des Plasma nach 30 min

(Griintee) bzw. 50 min (Schwarztee). Die AUC-Werte waren fiir beide Teesorten vergleichbar



Literaturiibersicht 17

und signifikant hoher als bei der Kontrollgruppe nach Konsum von 300 ml Wasser. Durch
Zusatz von Milch waren die AUC-Werte fiir Griin- und Schwarztee signifikant niedriger als
die AUC-Werte fiir Griin- und Schwarztee ohne Milchzusatz. Die Autoren begriindeten die
Diskrepanz zwischen dem in vitro- und dem in vivo-Ergebnis mit der Bindung der Tee-
Inhaltsstoffe an die Proteine der Milch. Diese Komplexe beeinflussen die antioxidative Wirk-

samkeit nicht, aber die Hydrolyse dieser Komplexe im Magen war nicht mehr méglich.

Der Konsum von schwarzem Tee beeinflusste die postprandiale Plattchenaggregation beim

Menschen nicht [HODGSON et al. 2002].

TOKUNAGA et al. [2002] beschreiben eine signifikante Beziehung zwischen dem tédglichen
Konsum von bis zu 10 Tassen griinem Tee und niedrigeren Serumcholesterinspiegeln von
Mainnern und Frauen. Das HDL-Cholesterin und die Triglyceride wurden durch den Teekon-

sum nicht beeinflusst.

Die Antithiaminwirksamkeit der Polyphenole wurde zum ersten Mal an Weidetieren beo-
bachtet, deren Futter grole Mengen an Farnkrdutern enthielt. Ursache klinischen
Thiaminmangels bei Menschen drmerer Bevolkerungsschichten Siidostasiens ist u. a. das
Kauen der anregenden, stark gerbstoffhaltigen Betelnuss bei gleichzeitiger thiaminarmer
Erndhrung [MCGREADY et al. 2001]. Der Grund fiir diesen Antithiamineffekt der Polyphe-
nole liegt entweder in der Bildung von schwer resorbierbaren Thiamin-Gerbsaure-Addukten
oder in der oxidativen Spaltung des Thiamins [BITSCH 1999, RUNGRUANGSAK et al.
1977].

Die Bedeutung der sekundéren Pflanzenstoffe in der Lebensmittelindustrie ist laut dem Ernéh-
rungsbericht 2000 in den letzten Jahren aufgrund ihrer gesundheitsfordernden Eigenschaften
gestiegen, wobei Daten zum Einfluss der Verarbeitung auf die Gehalte an sekundédren Pflan-
zenstoffen noch begrenzt vorhanden sind [DEUTSCHE GESELLSCHAFT FUR ERNAH-
RUNG 2000].

In den letzten Jahren stehen zunehmend die Funktionellen Lebensmittel im Interesse der
Lebensmittelindustrie. Der Begriff Funktionelle Lebensmittel stammt urspriinglich aus Japan.
Dort wurde Mitte der 80er Jahre des vergangenen Jahrhunderts ein funktionelles Lebensmittel
als ein Lebensmittel definiert, das der Stirkung spezifischer Korperfunktionen dient und des-
sen Qualitét in mehr als nur dem blofen Nihrwert besteht. Diese Lebensmittel tragen in Japan
nach der Regelung der FOSHU (Foods for specified health use) ein Giitesiegel. In Europa gibt
es bis jetzt kein Giitesiegel flir funktionelle Lebensmittel [PASCAL 1996, KUHNERT 2002].

Charakterisiert sind die funktionellen Lebensmittel dadurch, dass sie tiber ihre Erndhrungs-
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oder Genussfunktion einen gesundheitlichen Zusatznutzen aufweisen. Deswegen spricht man
auch von Lebensmitteln mit gesundheitlichem Zweitnutzen. Davon abzugrenzen sind die
Nahrungserginzungsmittel. Sie sind konzentrierte Quellen bestimmter Néhrstoffe, angeboten
in dosierter Form und bestimmt zur Erginzung der normalen Erndhrung um diese Néhrstoffe
[SCHROETER 2001]. Seid 1999 gibt es einen Konsens in der Europdischen Union zur Defi-
nition von funktionellen Lebensmitteln [DIPLOCK et al. 1999]. Die wissenschaftlichen Ziele
der funktionellen Lebensmittel sind im Bereich des Gastrointestinaltrakts (Pro- und Prédbio-
tika), des antioxidativen Status und des Metabolismus von Hauptndhrstoffen zu sehen

[ROBERFROID 2000].

Ein bekanntes Beispiel fiir ein funktionelles Lebensmittel ist eine Margarine, die mit Phy-
tosterinen angereichert ist. Die cholesterinsenkende Wirkung der Phytosterine (B-Sitosterin,
Campesterin und Stigmasterin) beruht auf der Behinderung der Aufnahme des Cholesterins.
Diese Margarine dient Hypercholesterindmiepatienten zur Senkung erhéhter Cholesterinspie-

gel [WESTSTRATE und MEIJER 1998].

Der Konsum eines polyphenolreichen triiben Brettacher Apfelsaftes bewirkte eine Erhohung
der antioxidativen Aktivitdt im Plasma. Die Autoren zdhlen diesen Saft zu den funktionellen
Lebensmitteln, da er einen gesundheitlichen Zusatznutzen nach der Definition der Europii-

schen Union aufweist [BITSCH et al. 2001, DIPLOCK et al. 1999].

2.6 Experimentelle Methoden

2.6.1 Analyse der Polyphenole

Polyphenole wurden bis in die 70er Jahre mittels Papierchromatographie analysiert [MOSEL
und HERRMANN 1974]. Ende der 70er Jahre wurde die Hochdruckfliissigkeitschroma-
tographie (HPLC) fiir die quantitative Bestimmung von Flavonoiden eingesetzt [WULF und
NAGEL 1976].

MERKEN und BEECHER [2000] fassten die chromatographischen Bedingungen zur Analyse
von Flavonoiden zusammen. Als HPLC-Sdulen werden hauptsidchlich Reverse-phase (RP)-
Sdulen mit einer Ldnge von 100 - 300 mm und mit einem Durchmesser von ~4,6 mm einge-
setzt. Die stationdre Phase ist meistens eine C18-Phase. Die mobile Phase besteht aus
2 Bestandteilen, einer wdssrigen angesduerten Losung und einem weniger polaren
organischen Ldsungsmittel wie z. B. Methanol oder Acetonitril. Die Flavonoide werden
hauptsdchlich mit UV-Detektion analysiert, aber auch mit Fluoreszenz-Detektion, Diodenar-

ray-Detektion und mit elektrochemischer Detektion.
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Fiir die Analyse von Catechinen in Tee wird der aufgebriihte Tee-Extrakt direkt zur HPLC-
Analyse eingesetzt [DALLUGE et al. 1998]. Zur quantitativen Bestimmung der Catechine
und Phenolcarbonsiuren in Obst und Gemiise muss eine Extraktion mittels Methanol [ARTS
und HOLLMAN 1998] bzw. mit Ethylacetat [SHAHRZAD und BITSCH 1996] durchgefiihrt
werden. SHAHRZAD und BITSCH [1996] entwickelten eine HPLC-Methode zur Bestim-
mung von Phenolcarbonsduren in Sidften mit einer mobilen Phase aus Wasser, Ethylacetat und
Essigsiure. Die Sifte wurden vor der Analyse mit Ethylacetat extrahiert. HAKKINEN et al.
[1998] untersuchten verschiedene mobile Phasen zur quantitativen Bestimmung von
Flavonoiden und Phenolcarbonsduren in Beeren. Die Detektion erfolgte mit UV- und Dioden-
array-Detektor. MAIANI et al. [1997] veroffentlichten eine HPLC-Methode mit UV-Detek-
tion zur Analyse von Polyphenolen in Plasma nach Konsum von griinem Tee. Die mobile
Phase bestand aus einem Gradientensystem aus Methanol und angesduertem Wasser. Das
Plasma wurde mit Methanol und Ethylacetat extrahiert. DALLUGE et al. [1997] entwickelten
eine Methode bestehend aus einer Fliissigkeitschromatographie gekoppelt mit Massen-

spektrometrie (LC-MS-Methode) zur Detektion von Catechinen in Tee-Extrakt und Plasma.

2.6.2 Antioxidative Aktivitit der Polyphenole

Vor allem in den letzten zehn Jahren sind viele in vitro-Tests sowohl zur Bestimmung der
antioxidativen Aktivitdt von Lebensmitteln, Getrinken sowie von biologischen Fliissigkeiten
als auch von Einzelsubstanzen entwickelt worden [BOHM 2000b]. Ein Antioxidans ist eine
Substanz, die im Vergleich zu einem oxidierbaren Substrat in niedriger Konzentration vor-
handen ist und die dessen Oxidation signifikant verzdgert oder verhindert [HALLIWELL
1990]. Ein freies Radikal ist eine Substanz, die ein oder mehrere ungepaarte Elektronen ent-

héalt [HALLIWELL et al. 1995].

Die bekannteste und sehr oft angewandte Methode ist der TEAC I-Test (TEAC = Trolox
equivalent antioxidant activity). Dieser Test beruht auf der Oxidation von ABTS (2,2'-Azino-
bis-(3-ethylbenz-thiazolin-6-sulfonsdure)), einem Peroxidase-Substrat, mittels Wasserstoft-
peroxid und Metmyoglobin zu dem griin-blauen Radikalkation ABTS"". Trolox®((S)-(-)-6-
Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylséure), ein wasserlésliches Vitamin E-Deri-
vat, dient als Standardsubstanz. Trolox bzw. Antioxidantien in Tee verzogern die Bildung des
Radikalkations ABTS®" um eine bestimmte Zeit, die sogenannte Lagphase (s. Abbildung 8.1).
Diese Lagphase ist ein MaB3 fiir das antioxidative Potenzial der untersuchten Substanz
[MILLER et al. 1993]. Einige Antioxidantien sind in der Lage, die Bildung freier Radikale zu
verhindern, wohingegen andere Antioxidantien bereits gebildete Radikale abfangen konnen.

Manche Antioxidantien zeigen beide Reaktionen (z. B. Quercetin). Somit ist es in dieser Ver-
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sion des TEAC-Tests nicht moglich, zwischen diesen beiden Reaktionswegen zu differenzie-
ren [STRUBE et al. 1997]. Der TEAC I-Test wird u. a. zur Analyse des antioxidativen Poten-
zials von Plasma [MILLER et al. 1993] und von Fruchtsiften [MILLER et al. 1995] einge-

setzt.

Eine Abwandlung dieses TEAC-Testes wurde von MILLER et al. [1996] entwickelt
(TEAC II-Test). Das Radikalkation ABTS"" wird mittels Mangandioxid gebildet, und nach
Zugabe von Antioxidantien wird die Abnahme der Extinktion gemessen. Diese Version wurde
urspriinglich fiir lipidlosliche Antioxidantien wie z. B. Carotinoide entwickelt, aber es konnen
auch wasserlosliche Antioxidantien analysiert werden. Aufgrund des vorgebildeten Radikals

wird in dem TEAC II-Test die radikalabfangende Wirkung von Antioxidantien gemessen.

Die dritte Version des TEAC-Testes (TEAC III-Test) ist sowohl fiir wasserlosliche als auch
fiir lipidlosliche Antioxidantien geeignet. Auch hier wird wie bei dem TEAC II-Test das
Radikalkation ABTS®" vor der Zugabe der Antioxidantien gebildet, in diesem Fall mit
Kaliumpersulfat. Durch die unterschiedliche Wahl des Losungsmittels ist diese Version

sowohl fiir wasserlosliche Antioxidantien als auch fiir lipidlosliche Antioxidantien einzuset-

zen [RE et al. 1999].

Der FRAP-Test (FRAP = Ferric reducing ability of plasma) von BENZIE und STRAIN
[1996] wurde zur Bestimmung der ,,antioxidativen Power” von Plasma entwickelt. Hier wird
die reduzierende Eigenschaft des Plasmas gegeniiber Eisen(Ill)-lonen ausgenutzt, indem ein
photometrisch messbarer Eisen(Il)-tripyridyltriazin-Komplex gebildet wird. Trotz der
urspriinglichen Definition des FRAP-Tests (Ferric reducing ability of plasma) wird er mitt-
lerweile auch fiir Lebensmittelextrakte eingesetzt und deswegen als ferric redu-

cing/antioxidant power assay bezeichnet [BENZIE und SZETO 1999].

Der DPPH-Test (DPPH = 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) ist wie der TEAC III-Test sowohl
fiir lipidlosliche als auch fiir wasserlosliche Antioxidantien einsetzbar [BRAND-WILLIAMS
et al. 1995]. Vergleichbar mit dem TEAC II- und III-Test wird in dem DPPH-Test die
Abnahme der Extinktion des freien Radikals gemessen (s. Abbildung 8.3). Das protektive
Potenzial von pflanzlichen Olen [ESPIN et al. 2000] und von Tee [VON GADOW et al.

1997] wurde u. a. anhand dieses Testes analysiert.

Das Prinzip des DMPD-Testes (DMPD = N,N-Dimethyl-p-phenylendiamin) beruht auf der
Reduktion des Radikalkations DMPD"®". Dieses Radikal wird mit Hilfe von Eisenionen gebil-

det. Das vorgebildete Radikalkation wird durch die Zugabe von Antioxidantien reduziert, was

durch die Abnahme der Extinktion angezeigt wird [FOGLIANO et al. 1999]. Die Autoren
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untersuchten die antioxidative Aktivitit von Weinen mittels des DMPD-Testes. LEONARDI
et al. [2000] untersuchten die hydrophile antioxidative Aktivitdit von Tomaten mit dem

DMPD-Test.

Der TRAP-Test (TRAP = total radical-trapping antioxidant parameter) ist ein weiterer fiir
Lebensmittelextrakte und Plasmaproben oft angewandter fluorimetrischer Test. Als fluores-
zierende Substanz wird das Protein R-Phycoerythrin eingesetzt. Die Azoverbindung ABAP
(2,2°-Azo-bis(2-amidinopropan)-hydrochlorid) bildet temperaturabhingig (37 °C) eine kon-
stante Menge an Peroxylradikalen, die die Fluoreszenz des R-Phycoerythrins zerstdren. Anti-
oxidativ wirksame Substanzen verzogern die Abnahme der Fluoreszenz um eine bestimmte
Zeit, die sogenannte Lagphase (s. Abbildung 8.2). Der TRAP-Wert gibt die molare Menge an
Radikalen an, die von einem Liter Testlosung abgefangen werden [GHISELLI et al. 1995,
GHISELLI et al. 2000].

Der ORAC-Test (ORAC = oxygen-radical absorbing capacity) nutzt zur Messung der
antioxidativen Aktivitit von Lebensmitteln die Fluoreszenz des Proteins B-Phycoerythrin
[CAO et al. 1993]. Die antioxidative Aktivitdt des untersuchten Materials wird mit einer
»Area under the curve®- (AUC) Technik ermittelt, um sowohl die Verhinderung der Radikal-
entstechung durch Antioxidantien als auch die Dauer dieser Verhinderung einzubeziehen.
Dieser Test wurde u. a. zur Analyse des protektiven Potenzials von Friichten eingesetzt

[WANG et al. 1996].

Eine neue Version des ORAC-Test wurde von OU et al. [2001] entwickelt, die Fluorescein als
fluoreszierende Substanz einsetzen. Die Autoren sehen in der Substanz B-Phycoerythrin
einige Nachteile, wie z. B. die Photoinstabilitit und die unspezifischen Wechselwirkungen
mit Polyphenolen durch Proteinbindung. Die Reaktion von Fluorescein mit Radikalen beruht
auf einem Transfer von Wasserstoffatomen. OU et al. [2001] ermittelten hohere mit Fluores-
cein analysierte ORAC-Werte fiir Kaffeesdure und Catechin, verglichen mit ORAC-Werten,

die mit Phycoerythrin gemessen wurden.

Eine auf Photochemolumineszens beruhende Messung der antioxidativen Aktivitit wurde von
POPOV und LEWIN [1999] entwickelt. In der PCL-Methode wurde die photochemische Bil-
dung freier Radikale (hauptséchlich Superoxidradikal O,*) und der sensible photochemische
Nachweis mittels Photochemolumineszens in dem Gerit Photochem® (Analytik Jena AG,
Jena) kombiniert. Die Reaktion® wird mittels eines optischen Photosensibilisators (z. B. Lumi-

nol) angeregt (s. Abbildung 8.4). Das protektive Potenzial sowohl von wasserloslichen als

2S+hv+ 0, > [S*0,] > ST+ 0,™
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auch von fettloslichen Lebensmittelextrakten kann mit dem PCL-Test ermittelt werden

[ROHE 2001].

Die LDL-Oxidation wird auch als ein ex-vivo Verfahren bezeichnet, da das Testsystem dem
menschlichen Organismus entstammt und die LDL-Oxidation als ein wesentlicher Risiko-
faktor fir Herz-Kreislauf-Erkrankungen angesehen wird. Zunichst wird die LDL-Fraktion
(Low Density Lipoproteins) aus dem Blutplasma mittels Ultrazentrifugation isoliert. In einer
durch Kupferchlorid gestarteten Radikal-Kettenreaktion entstehen aus isolierten Doppelbin-
dungen von Fettsduren der Lipoproteinfraktion photometrisch messbare konjugierte Doppel-
bindungen (Diene). Zunichst ist eine durch LDL-eigene Antioxidantien verursachte Lagphase
zu beachten. Dem Testsystem zugesetzte antioxidativ wirksame Substanzen fithren zu einer
Lagphasenverldngerung. Der LDL-Oxidations-Test wird in Humanstudien dazu verwendet,
Anderungen der Oxidierbarkeit der LDL-Fraktion nach Konsum von Antioxidantienreichen

Lebensmitteln zu verfolgen [ESTERBAUER et al. 1989].

Der Thiobarbitursdure-Test ist eine Methode zur Erfassung der Lipidperoxidation. Malon-
dialdehyd wird im Verlauf der Lipidperoxidation gebildet und reagiert mit Thiobarbiturséure
unter Bildung eines rosafarbenen Produkts mit einem Absorptionsmaximum bei 532 nm. Bei
diesem Test konnen auch Alkanale und Proteine mit der Thiobarbitursdure reagieren. JAR-
DINE et al. [2002] untersuchten die Thiobarbitursdurereaktion mit einer LC-MS-Methode.
ZEYUAN et al. [1998a] untersuchten die antioxidative Aktivitdt von griinem und schwarzem
Tee in Rattenblut. Rotwein zeigte antioxidative Aktivitit in humanen Erythrozyten

[TEDESCO et al. 2000].

RICE-EVANS et al. [1996] beschreiben den Zusammenhang zwischen der antioxidativen
Wirksamkeit und der Struktur der Polyphenole. In dem TEAC I-Test zeichnet sich Quercetin
(s. Abbildung 2.5) durch eine zweifach hohere antioxidative Wirksamkeit gegeniiber Catechin
(s. Abbildung 2.4) aus, trotz identischer Zahl an Hydroxylgruppen. Die Autoren fiihrten
diesen Effekt auf die Doppelbindung in dem 4-Oxo0-3-hydroxyring zuriick. Die antioxidative
Wirkung der Catechine im TEAC I-Test zeigt folgende Reihenfolge: Epicatechingallat =
Epigallocatechingallat > Epigallocatechin > Gallussdure > Epicatechin = Catechin. Da bei
allen Catechinen der heterozyklische Ring geséttigt ist, stammt die antioxidative Wirksamkeit
von der Anzahl der Hydroxylgruppen. Aufgrund der Veresterung mit Gallussdure (s. Abbil-
dung 2.2) ist die antioxidative Aktivitdt von Epicatechingallat und Epigallocatechingallat am
starksten. Gallussdure besitzt mit ihren 3 Hydroxylgruppen den hochsten TEAC-Wert vergli-

chen mit anderen Hydroxybenzoesdurederivaten (z. B. Protocatechusaure).
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Nach WISEMAN et al. [1997] zeichnen sich die Theaflavine (s. Abbildung 2.6) des schwar-
zen Tees durch antioxidative Wirksamkeit aus, wobei Theaflavin-3-3’-digallat den hochsten
TEAC-Wert aufweist, gefolgt von Theaflavin-3’-monogallat, Theaflavin-3-monogallat und
Theaflavin. Die doppelte Anzahl an Gallatgruppen bewirkt eine Verdoppelung der

antioxidativen Wirkung.

2.7 Wechselwirkungen von Polyphenolen und anderen Lebensmittelinhaltsstoffen mit
Eisen

Zur Wechselwirkung von Eisen mit anderen Lebensmittelinhaltsstoffen gibt es zahlreiche in

vitro-Studien, Untersuchungen an Ratten und in vivo-Studien. Die Absorption von Eisen kann

sowohl gehemmt als auch gefordert werden. Die Ergebnisse der Untersuchungen an Ratten

beziiglich der Absorption von Nicht-Hameisen [RECORD et al. 1996] sind nicht ohne weite-

res auf den Menschen {ibertragbar, da bei Ratten Inhibitoren und Aktivatoren geringere Wir-

kungen zeigen als beim Menschen [BITSCH 1998].

DISLER et al. [1975a] beschrieben die Behinderung der Eisenaufnahme bei gleichzeitigem
Teekonsum beim Menschen. HURRELL et al. [1999] zeigten ebenfalls die Behinderung der
Aufnahme von Nicht-Hadmeisen durch Konsum polyphenolhaltiger Getridnke, wie z. B.
Pfefferminztee, Lindenbliitentee, schwarzer Tee, Kaffee und Kakao. Die Autoren ermittelten

die Eisenabsorption mittels radioaktiv markiertem Eisen [COOK et al. 1974].

In einer Humanstudie mit 122 gesunden Kindern zeigten diejenigen, die Tee konsumierten,
signifikant niedrigere Himoglobinwerte und héufigeres Auftreten von hypochromer, mikro-
zytarer Andmie als die Nicht-Teetrinker. Dabei lag die Eisenversorgung beider Gruppen unter
den Empfehlungen, da die Nahrung vorwiegend aus Milch und pflanzlichen Lebensmitteln

bestand [MERHAYV et al. 1985].

Polyphenole mit Pyrogallol-, Catechol-, Galloyl- oder 3-Hydroxy-4-carbonylgruppen besitzen
die Eigenschaft, mit dreiwertigem Eisen Komplexe zu bilden. Diese Wirkungsweise beruht
auf dem nukleophilen Charakter des aromatischen Ringes der Polyphenole [MORAN et al.
1997, HALLBERG und HULTHEN 2000]. Charakteristisch fiir die Komplexe ist die blau-
schwarze Fiarbung [JOVANOVIC et al. 1998]. Komplexe zwischen den Polyphenolen und
Eisen sind sehr stabil und haben ein Molekulargewicht zwischen 1500 - 5000 Dalton. Die

Komplexbildung resultiert in einer eingeschrankten Absorption des Eisens.

Verschiedene Studien wiesen eine pH-Abhéngigkeit (ab pH = 5,5) fiir die Ausbildung eines

stabilen octahedralen Komplexes zwischen den Eisenionen und Polyphenolen nach. Je alkali-
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scher der pH-Wert, desto groBer werden die Komplexe aufgrund der Liganden. Des weiteren
wurden Variationen der molaren Verhiltnisse in Abhédngigkeit vom pH-Wert erkannt. Das
molare Verhéltnis zwischen Eisen und Polyphenolen von 1 : 1 liegt bei einem pH von 2,0 vor,
was dem pH-Wert des Magens entspricht. Dieses Verhiltnis verschiebt sich zugunsten der
Polyphenole bei einem pH von 7,0 auf 3 : 1. Dies entspricht dem pH-Wert des Gastrointesti-
naltraktes [DISLER et al. 1975b, JOVANOVIC et al. 1998].

MATUSCHEK et al. [2001] untersuchten in vitro den Einfluss einer Enzymbehandlung mit
Phytase bzw. Polyphenoloxidase (Tyrosinase) auf die Verfligbarkeit von Eisen aus Sorghum
und Hirse und auf die Gehalte an Phytaten und Polyphenolen in diesen Nahrungsmitteln. Der
Phytatgehalt nahm nach der Phytasebehandlung ab, wobei durch das Kochen und das Einwei-
chen des Sorghums und durch die gleichzeitige Enzyminkubation die Abnahme des Phytatge-
halts verstarkt wurde. Das Keimen des Sorghums und die Enzymbehandlung bewirkten einen
fast volligen Abbau des Phytats und folglich eine bessere Verfiigbarkeit des Eisens. Die Tyro-
sinaseinkubation bewirkte einen Abbau der Catechol- und der Resorcinolgruppen in Sorghum

und Hirse und erhohte die Verfligbarkeit von Eisen.

Die Aufnahme von Nicht-Hameisen wurde bei indischen Frauen nach Verzehr von Broccoli-
brei durch Zugabe von Natriumphytat bzw. Tanninen verschlechtert [GILLOOLY et al.
1983].

Kaffee behinderte die Nicht-Hadmeisenaufhahme aus einem mit Eisensulfat angereichertem
Brotchen um 61 %. Der inhibierende Effekt des Kaffees wurde zum groBten Teil seinem

Gehalt an Galloylgruppen zugeschrieben [BRUNE et al. 1989].

HALLBERG et al. [1992] untersuchten den Effekt von Calcium auf die Nicht-H&meisenab-
sorption und zeigten eine starke dosisabhingige Beziehung zwischen dem Gehalt an Calcium
in einem Nahrungsmittel und der Reduktion der Eisenabsorption. Die Hemmung der Eisenab-
sorption hatte ihr Maximum bei 300 - 600 mg Calcium. Doch Calcium inhibierte nicht nur die
Aufnahme des Nicht-Hdmeisens sondern auch die des Himeisens [HALLBERG et al. 1991].
Im Gegensatz zu den anderen Lebensmittelinhaltsstoffen, wie Polyphenole, Phytate usw. ist
Calcium der einzige Faktor, der sowohl die Him- als auch die Nicht-Himeisenaufnahme

beeinflusst [Z1JP et al. 2000, HALLBERG 2001].

FARKAS und HARDING LE RICHE [1987] beschrieben die Moglichkeit der Komplexbil-
dung zwischen Milchprotein (Casein) und den Tanninen des Tees. Demzufolge beeinflussen

die Tannine die Verfiigbarkeit von Nicht-Hdmeisen nach Milchzusatz nicht. CHRISTIAN und
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SESHADRI [1989] zeigten ebenfalls, dass der Zusatz von Milch die inhibierende Wirkung

von Tee auf die Nicht-Hameisenaufnahme bei Konsum einer Standardmahlzeit authebt.

Die Steigerung der Bioverfiigbarkeit von Nicht-Hdmeisen durch Hidmeisen erforschten
SWAIN et al. [2002] an Caco-2 Zellen, die sich durch mit den Enterozyten vergleichbare
morphologische und biochemische Eigenschaften auszeichnen. Das durch die intestinale
Verdauung des Rinderfilets entstandene Histidin steigerte die Verfligbarkeit des Nicht-

Hameisens.

GLAHN et al. [1999] beschreiben mit Hilfe von Untersuchungen an Caco-2 Zellen das opti-
male Verhéltnis zwischen Ascorbinsdure und Eisen in einem Reisgericht. Bei dem molaren
Verhiltnis von Ascorbinsiure zu Eisen von 1,6 : 1 stellten die Autoren die stirkste Ferritinbil-
dung in den Caco-2 Zellen fest. Die im Apfelsaft enthaltene Ascorbinsdure bewirkte keine
verbesserte Aufnahme von Eisen (Verhiltnis Ascorbinsédure : Eisen = 1,2 : 1). Dies wurde auf

die im Apfelsaft enthaltenen Polyphenole zuriickgefiihrt, die mit Eisen Komplexe bilden.

HALLBERG et al. [1986] verglichen in einer Humanstudie die Wirkung der Ascorbinsdure
hinsichtlich der Foérderung der Nicht-Hédmeisenaufnahme anhand ascorbinsdurereicher
Lebensmittel und synthetischer Ascorbinsdure. Sowohl ascorbinséurereiche Lebensmittel wie
z. B. Orangensaft, Blumenkohl und frischer Salat als auch synthetische Ascorbinsdure verbes-
serten die Nicht-Hidmeisenaufnahme. Der Konsum von Orangensaft bewirkte eine Verbesse-

rung der Nicht-Hédmeisenabsorption bei gleichzeitigem Trinken von Kaffee bzw. Tee.

COOK und REDDY [2001] untersuchten den Einfluss der Ascorbinsdure auf die Nicht-
Héameisenaufnahme im Rahmen einer Tageskost, bei der zu jeder Mahlzeit ein Weizenbrot-
chen mit radioaktivmarkiertem Eisen konsumiert wurde. Die Férderung der Nicht-Hameisen-

aufnahme durch die Ascorbinséure war innerhalb der Tageskost nicht so effektiv wie bei einer

einzelnen Mahlzeit [HALLBERG et al. 1986].

SIEGENBERG et al. [1991] untersuchten den Einfluss der Ascorbinsdure auf die Nicht-
Héameisenaufnahme bei gleichzeitigem Konsum von Polyphenolen und Phytaten. 199 indische
Hausfrauen verzehrten phytatfreie und phytathaltige Maiskleie. Bei einem Zusatz von 22 mg
bzw. 34 mg bzw. 58 mg Phytatphosphat wurde die Eisenaufnahme deutlich behindert. Die
Zugabe von Ascorbinsdure zu den phytathaltigen Maiskleien bewirkte eine deutliche Verbes-
serung der Eisenaufnahme. 30 mg Ascorbinsdure verhinderten die Verminderung der Eisen-
aufnahme bei 58 mg Phytatphosphat. Ein vergleichbares Ergebnis zeigten die Autoren fiir
Ascorbinsdure und Tannine. Auch hier iiberwiegt die Forderung der Eisenaufnahme durch

Ascorbinsdure gegeniiber der Hemmung der Aufnahme durch Tannine.
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2.8 Charakterisierung verschiedener vegetarischer Ernihrungsformen

Die Begriffe ,,Vegetarier®, ,,vegetarisch® und ,,Vegetarismus leiten sich vom lateinischen
»vegetare“ (= wachsen, leben) ab. Somit ist ,,Vegetarismus® im urspriinglichen Sinne eine
»lebende* Form des Seins und der Erndhrung, in der neben pflanzlichen Lebensmitteln nur
solche Produkte tierischen Ursprungs verzehrt werden, die von lebenden Tieren stammen. In
diesem Sinne hatte Pythagoras, der Begriinder des klassischen Vegetarismus, die Kostform
benannt [BITSCH et al. 1994, HAHN und LEITZMANN 2000]. Die folgende Tabelle zeigt
die Hauptgruppen der vegetarischen Ernédhrungsweisen.

Tabelle 2.4: Hauptgruppen der vegetarischen Erndhrungsweisen

[THE BRITISH NUTRITION FOUNDATION 1995, DONOVAN und GIBSON 1996, VAN DUSSELDORP et
al. 1999, FRASER 1999, CHANARIN et al. 1985, LEBLANC et al. 2000, HUNG et al. 2002]

Hauptgruppen der Lebensmittelauswahl
vegetarischen Ernéh-

rung

Verzicht auf rotes Fleisch bzw. weniger als einmal im Monat
gelegentlicher Konsum von Gefliigel und Fisch, Konsum von pflanzlichen Lebens-
mitteln

Halb-Vegetarier

Verzicht auf alle Fleischarten und Fleischprodukte, Gefliigel, Fisch und daraus herge-
stellten Lebensmitteln (z. B. Gelatine)
Konsum von Milch, Milchprodukten und Eiern und pflanzlichen Lebensmitteln

Lakto-Ovo-Vegetarier

Ovo-Vegetarier Verzicht auf alle Fleischarten und Fleischprodukte, Gefliigel, Fisch, Milch und Milch-
produkte

Konsum von Eiern und pflanzlichen Lebensmitteln

Lakto-Vegetarier

Verzicht auf alle Fleischarten und Fleischprodukte, Gefliigel, Fisch und Eier
Konsum von Milch und Milchprodukten und pflanzlichen Lebensmitteln

Veganer Verzicht auf alle tierischen Produkte
Konsum von pflanzlichen Lebensmitteln
Makrobioten® Verzicht auf alle tierischen Produkte

Konsum von pflanzlichen Lebensmitteln, gelegentlicher Verzehr von Fisch

Sieben-Tage-

Verzicht auf Rauchen und Alkohol

Adventisten Nicht-vegetarische, semi-vegetarische, vegetarische und vegane Erndhrungsweise
Hindus Form des Lakto-Vegetarismus
Verzicht auf Kaffee, Tee und Alkohol, Verzicht auf alle Fleischarten, Kise, Eier
Konsum von Milch und Joghurt und pflanzlichen Lebensmitteln
Buddhisten Vegane und laktovegetarische Erndhrungsweise

Verzicht auf alle Fleischarten
Konsum von Reis und Soja und pflanzlichen Lebensmitteln sowie Milch bei Laktove-
getariern

Vor allem ethisch-religiose und gesundheitliche Motive neben moralischen, personlichen und
O0konomischen Motiven bewegen Menschen zum Vegetarismus [SANDERS 1999]. Die reli-
gi0s gepriagte Ablehnung des Totens und die Beschéftigung mit dem Verhiltnis von Mensch

und Tier fithrt zu der Hinwendung zum Vegetarismus. So ist eine der éltesten Religionen, der

3 Der makrobiotischen Erndhrungs- und Lebensweise liegt die Vorstellung zugrunde, dass die beiden Elemente Yin und
Yang, um ein Gleichgewicht und einen positiven Zustand zu erreichen, immer in einem ausgewogenen Verhéltnis vorhanden
sein miissen (50-60 % Samen, 20-30 % Gemiise, 10-20 % Seealgen).
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Hinduismus, ein sehr konsequenter Vertreter der vegetarischen Lebensweise. Der Buddhis-

mus gehort ebenfalls zu den strikten Formen des Vegetarismus.

Die Zahl der in Deutschland lebenden Vegetarier schitzen HAHN und LEITZMANN [2000]
auf etwa drei Millionen. In GroBbritannien sind sowohl der absolute (~3,5 Millionen Men-
schen) als auch der relative Anteil (7 % der Bevolkerung) der Vegetarier in Europa am

hochsten.

In der Oxford Vegetarian Study war die Inzidenz fiir ischdmische Herzerkrankung bei Vegeta-
riern verglichen mit den Mischkostlern um 24 % reduziert und bei Veganern um 57 %.
Vegetarier zeichneten sich durch einen niedrigeren Body-Mass-Index als Mischkdstler aus.
Die Mortalitétsrate fiir Kolonkrebs war fiir Vegetarier und Nicht-Vegetarier vergleichbar
[KEY et al. 1999a, APPLEBY et al. 1999].

KEY et al. [1999b] diskutierten die Ergebnisse 5 prospektiver Studien beziiglich der Mortali-
tdt von Vegetariern und Nicht-Vegetariern: Die Adventist Mortality Study, die Health Food
Shoppers Study, die Heidelberg Studie, die Oxford Vegetarian Study und die Adventist Health
Study. Die Beziehung zwischen Vegetarismus und niedriger Mortalitit von ischdmischen
Herzerkrankungen war fiir Todesfélle im jiingeren Alter stérker als im dlteren Alter. Die Pri-
valenz fiir Bluthochdruck und Diabetes mellitus war in 4 der genannten Studien (aufler der
Health Food Shoppers Study”) niedriger fiir Vegetarier als fiir Nicht-Vegetarier. In den Stu-
dien wurde keine Beziehung zwischen Vegetarismus und einer verringerten Inzidenz fiir

Krebserkrankungen festgestellt.

In der Giessener Wholesome Nutrition Study zeigten Lakto-Ovo-Vegetarier und Wenig-
Fleischesser (< 300 g Fleisch/Woche und < 100 g Fleischwaren/Woche) hohere HDL-Plasma-
Werte als die Kontrollgruppe, die eine ausgewogene Mischkost konsumierte. Unterschiede
der Gehalte an Gesamtcholesterin und an LDL-Cholesterin wurden nicht beschrieben

[HOFFMANN et al. 2001].

Der Body-Mass-Index und der Blutdruck waren bei Taiwanesischen Vegetariern® niedriger
als bei Mischkostlern [LU et al. 2000]. Allerdings zeigten diese Taiwanesischen Vegetarier
erhohte Plasmaspiegel von Homocystein, ein Risikofaktor der Arteriosklerose, verglichen mit

den Mischkostlern [HUNG et al. 2002].

* Die Informationen zu Bluthochdruck und Diabetes waren nicht verfiigbar.
> Kein oder wenig Konsum von Milchprodukten, hauptsichlicher Konsum von Reis, Gemiise, Friichten und beachtliche
Mengen an Soja
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SEBEKOVA et al. [2001] beschrieben erhohte Konzentrationen an glycosilierten Endpro-
dukten im Plasma von Vegetariern verglichen mit den Mischkdstlern. Die Autoren flihrten
dieses Ergebnis auf den hoheren Fructosekonsum der Vegetarier zuriick, da Fructose in der

Produktion der glycosilierten Endprodukte effektiver ist als Glucose.

Nach SCHUBERT und LEUPOLD [2001] sind Veganer von Mangelerscheinungen betroffen
wie z. B. Amenorrhoe, Fruchtbarkeitsstorungen, Andmie usw. Die Autoren sehen die Vorteile
einer vegetarischen Erndhrung besonders in der geringeren Aufnahme an Fett, dem giinstige-
ren Fettsdurenspektrum sowie in der guten Versorgung mit Ballaststoffen und mit den Vita-

minen A, C, E und Folséiure.

2.9 Eisenstatus

2.9.1 Parameter des Eisenstatus

Zur Beurteilung der Eisenversorgung des Menschen ist immer die Bestimmung mehrerer
MessgroBen des Eisenstatus erforderlich. Himoglobin und Hamatokrit sowie das Freie Eisen
im Plasma und die Freie Eisenbindungskapazitét als auch das Speichereisen (Ferritin) und das
Transporteisen (Transferrin) dienen zur Beurteilung des Eisenstatus [HESEKER 1997, THE
BRITISH NUTRITION FOUNDATION 1995].

Nach der WHO [1992] ist Eisenmangel einer der wichtigsten Mikrondhrstoffmangel der Welt.

Dabei werden je nach Schweregrad 3 verschiedene Stufen des Eisenmangels unterschieden.

Der prilatente Eisenmangel bzw. Speichereisenmangel ist durch die langsame Abnahme der
Eisenspeicher gekennzeichnet. Diese Stadium ist schwer diagnostizierbar, da die Ferritin-
konzentration im Serum und die Hamoglobinkonzentration im Vollblut noch im Normal-

bereich liegt.

Der latente Eisenmangel bzw. Transporteisenmangel ist durch depletierte Eisenspeicher, eine
Beeintrachtigung des Transporteisens, erniedrigte Freie Eisenwerte und durch eine erhohte

Eisenbindungskapazitit gekennzeichnet.

Manifester Eisenmangel liegt vor, wenn das Depoteisen, die Serumeisenkonzentration und die
Héamoglobinkonzentration erniedrigt sind. Menschen mit Eisenmangel sind oft blass, schnell
miide und leiden unter Appetitlosigkeit. Weitere Charakteristika fiir Eisenmangel sind

Mundwinkelrisse, Glossitis, Osophagitis und spréde Haut [HESEKER 1997].

In einer Zusammenstellung der bisher durchgefiihrten longitudinalen Studien zeigten

GRANTHAM-MCGREGOR und ANI [2001], dass Kinder mit Andmie in frither Kindheit



Literaturiibersicht 29

Probleme in ihrer kognitiven und physischen Entwicklung aufweisen. Eine ausreichende Ver-
sorgung in der Kindheit ist aufgrund des Eisenbedarfs des Gehirns im Wachstum von grof3er

Bedeutung, da schwerer Eisenmangel das Wachstum verzogert.

Das Krankheitsbild der Himochromatose ist eine durch erhohte Eisenresorption, Eisenablage-
rung in Geweben und Organen und zirrhotischen Umbau von Leber und Pankreas charakteri-
sierte chronische Eisenspeicherungskrankheit unbekannter Atiologie. Der Héimosiderose liegt
eine vermehrte Eisenspeicherung ohne gleichzeitige Gewebeschddigung zugrunde [HESE-

KER 1997].

Bei einer Eiseniibersittigung kann die Bildung freier Hydroxylradikale (HO®) durch Fenton-
Reaktion® bzw. metallionen-katalysierte Haber-WeiB-Reaktion’ verstirkt werden. Dies wie-
derum bringt eine Steigerung des oxidativen Stresses mit sich. Erkrankungen wie Grauer Star,
Arteriosklerose oder maligne Tumoren werden durch Radikale begiinstigt bzw. ausgelost

[SILVER 1993].

Im Rahmen der Rotterdam-Studie [KLIPSTEIN-GROBUSCH et al. 1999] wurde die Bezie-
hung zwischen einem erhohten Serumferritinspiegel und einem erhohten Herzinfarktrisiko
untersucht. Die Autoren stellten fest, dass in Anwesenheit anderer Risikofaktoren wie z. B.
Rauchen und Diabetes mellitus erhohte Serumferritinspiegel ebenfalls ungiinstig das Herzin-
farktrisiko beeinflussen. SALONEN et al. [1992] stellten ebenfalls ein erhohtes Herzinfarktri-

siko bei erhdhten Serumferritinspiegeln fest.

2.9.2 Eisenstatus von Mischkostlern und Personen verschiedener vegetarischer
Ernihrungsformen

Bei Verwendung von Ferritin im Serum als Bewertungskriterium fiir den Eisenstatus wurden
in der VERA-Studie (VERA = Verbundstudie Erndhrungserhebung und Risikofaktorenanaly-
tik) bei weniger als 10 % der Frauen und etwa 3 % der Ménner depletierte Eisenspeicher
(Ferritin < 12 pg/l) festgestellt. Eine gesicherte Beziehung zwischen dem analytisch erfassba-
ren Eisen im Lebensmittel und den Messgroen des Eisenstoffwechsel wurde nicht nachge-
wiesen. Somit ist die Bioverfiigbarkeit des Nahrungseisens wichtiger als die zugefiihrte
Menge [KOHLMEIER et al. 1995]. Die Bioverfiigbarkeit des tierischen Hdmeisens ist besser
als die des pflanzlichen Nicht-Hameisens [HESEKER 1997].

® Fenton-Reaktion: Fe*" + H,0, — HO® + OH + Fe**
7 Haber-WeiB-Reaktion: O,° + H,0, — HO® + OH + O,
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Nach der AMERICAN DIETETIC ASSOCIATION [1997] sind gut durchgefiihrte vegane
und lakto-ovo-vegetarische Erndhrungsweisen fiir alle Lebensabschnitte geeignet mit der Ein-
schrinkung, dass bei veganen Kindern auf eine adidquate Vitamin Bi,-Zufuhr in Form von
Supplementen und auf eine angemessene Vitamin D-Zufuhr bei unzureichender Sonnenexpo-
sition zu achten ist. BITSCH et al. [1994] sehen bei veganer Kost die Gefahr von
Mangelerscheinungen. Fiir Personen mit erhohtem Nahrstoffbedarf ist die vegane Kost nicht

geeignet.

In der Giessener Vollwert-Erndhrungs-Studie wurde die Nahrstoffaufnahme von Vollwert-
kostlerinnen (Vegetarierinnen und Nicht-Vegetarierinnen) und Mischkdstlerinnen ermittelt.
Die Eisenaufnahme war bei den Vegetarierinnen und Nicht-Vegetarierinnen, die die Voll-
wertkost praktizierten, hoher als bei den Mischkdstlern und {iber den Empfehlungen der Deut-
schen Gesellschaft fiir Erndhrung. Der Eisenstatus der Probanden wurde nicht erhoben

[AALDERINK et al. 1994].

BALL und BARTLETT [1999] beschreiben bei Mischkostlerinnen und Vegetarierinnen in
Australien vergleichbare Aufnahme an Nahrungseisen, die mit Hilfe eines Lebensmitteltage-
buches ermittelt wurde. Die Vegetarierinnen zeigten niedrigere Ferritinspiegel als die Misch-
kostlerinnen. Depletierte Ferritinspiegel unter 12 pg/l hatten sowohl 18 % der Vegetarierinnen

als auch 13 % der Mischkostlerinnen.

Der Erndhrungsstatus von jungen Veganern und Veganerinnen und jungen Mischkostlern und
Mischkdstlerinnen wurde mit der Diet-History-Methode und mit der doppelt markierten Was-
sermethode in Schweden erfasst. Die Privalenz zu niedrigem Eisenstatus war fiir die Misch-

kostler und Veganer vergleichbar [LARSSON und JOHANSSON 2002].

HUANG et al. [1999] ermittelten vergleichbare Himoglobinkonzentrationen fiir Vegetarier
und Nicht-Vegetarier beiderlei Geschlechts, wobei die Ménner hohere Hadmoglobinwerte
aufwiesen als die Frauen. Die Nicht-Vegetarierinnen zeigten hohere Ferritinplasmaspiegel

verglichen mit den Vegetarierinnen.

Trotz der hoheren Aufnahme an pflanzlichem Eisen zeigten Veganer signifikant niedrigere
Ferritinspiegel verglichen mit den Nicht-Vegetariern, was auf die niedrigere Bioverfiigbarkeit
des pflanzlichen Eisens im Gegensatz zu dem Hémeisen zuriickzufiihren ist. Sowohl Vegane-

rinnen als auch Mischkdstler wiesen einen niedrigen Eisenstatus auf [HADDAD et al. 1999].

In Thailand wurde der Eisenstatus von 132 Lakto-Vegetariern, 25 Ovo-Vegetariern und

22 Lakto-Ovo-Vegetariern mit dem von Mischkostlern verglichen. Alle Vegetarier zeigten
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signifikant niedrigere H&moglobinkonzentrationen, Hamatokritwerte und Ferritinspiegel
verglichen mit den Mischkostlern, wobei die Dauer der praktizierten vegetarischen Lebens-

weise nicht entscheidend war [PONGSTAPORN und BUNYARATAVE]J 1999].

Makrobioten zeigen eine erhohte Inzidenz fiir Eisenmangelandmie aufgrund des hohen

Verzehrs von Vollkornreis als Hauptlebensmittel [SANDERS 1999].

In China untersuchten SHAW et al. [1995] den Eisenstatus von Buddhisten und Nicht-Vege-
tariern. Die Studienteilnehmer zeigten keinen Unterschied in der Eisenaufnahme. Die ménnli-
chen Buddhisten zeigten niedrigere Ferritinspiegel und erhohte Transferrinkonzentration ver-
glichen mit den minnlichen Nicht-Vegetariern. Fiinf Buddhistinnen wiesen Andmie auf,
9 zeigten depletierte Eisenspeicher und 15 Buddhistinnen wiesen eine erhohte totale Eisen-
bindungskapazitit auf. Die Eisenkonzentration im Plasma und die Transferrinsattigung war

bei den Nicht-Vegetarierinnen im Normbereich.

Hindus hatten eine unzureichende Aufnahme an Nahrungsenergie, Protein, Eisen, Vitamin B,
und Folsdure. Megaloblastische Anidmie ist ein bekanntes Problem bei Hindus [MATTHEWS
und WOOD 1984]. CHANARIN et al. [1985] beschreiben Eisenmangel in Verbindung mit

Cobalaminmangel bei Hindus.

Nach GRAIG [1994] sind vegetarische Lebensformen mit einem gesunden Erndhrungsstatus
kompatibel. Eine vegetarische Erndhrung mit Vitamin C-reichem Obst und Gemiise bewirkt

eine Verbesserung der Bioverfiigbarkeit des pflanzlichen Eisens.

2.9.3 Eisenstatus von vulnerablen Bevolkerungsgruppen
Im Rahmen einer Meta-Analyse wurde in Europa bei 1 % der erwachsenen Ménner und
14 % der erwachsenen Frauen Andmie festgestellt im Gegensatz zu Afrika, wo 27 % der

Minner und 48 % der Frauen Andmie aufwiesen [MARX 1997].

HAMBRAEUS [1999] schldgt die Anreicherung der Lebensmittel mit Eisen in Entwick-
lungsldndern und die Medikamentation mit Eisen in industralisierten Landern als Losung des

Mikronéhrstoffmangels vor.

Eine adidquate Eisenversorgung ist fiir die Entwicklung von Siduglingen, Kindern und
schwangeren Frauen essenziell. Die Gefahr einer Eiseniiberversorgung ist aufgrund der stren-

gen homdostatischen Kontrolle der Eisenabsorption unwahrscheinlich [HALLBERG 2002].

Zu den vulnerablen Bevolkerungsgruppen gehoren laut VERA-Studie Frauen im Alter von

18 bis 24 Jahren, die noch nie hormonelle Kontrazeptiva eingenommen haben. Hingegen war
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bei Studienteilnehmern mit hohem Alkoholkonsum, Ubergewicht oder héherem Alter

(> 50 Jahre) ein Eisenmangel relativ selten [KOHLMEIER et al. 1995].

BITSCH [1996] zdhlt vor allem menstruierende Frauen, Schwangere, Stillende, Sduglinge
nach dem Abstillen, Jugendliche im Wachstumsalter, Blutspender und Leistungssportler zu

den vulnerablen Bevolkerungsgruppen.

Der Eisenstatus von 203 menstruierenden Frauen wurde in Brasilien lberpriift. 2,9 % der
Frauen wiesen Andmie auf, 13,3 % hatten eine Transferrinsittigung unter 16 % und
20,7 % der Frauen hatten Serumferritinspiegel unter 12 pg/l. Die Einnahme von oralen
Kontrazeptiva beeinflusste die Parameter des Eisenstatus aufler Ferritin positiv [SOUSTRE et

al. 1986].

SANDERS und REDDY [1994] beschreiben verkiirzte Schwangerschaften um 4 - 5 Tage bei
Hindus und dadurch bedingt niedrigeres Geburtsgewicht, Kopfumfang und Grofe bei den
Sduglingen. Die Serumferritinkonzentrationen bei vegetarischen Frauen im gebarfahigen
Alter sind niedrig. Die Autoren sehen darin die Gefahr des Eisenmangels bei deren Sauglin-

gen.

Die hohe Kohlenhydrataufnahme zur Optimierung der Glykogenspeicher bei Sportlern
bedingt eine halb- bzw. vegetarische Erndhrung. Dadurch besteht gerade bei Athletinnen die
Gefahr eines schlechten Eisenstatus [NIEMAN 1999].

LEUNG et al. [2001b] untersuchten den Erndhrungszustand von 51 chinesischen lakto-ovo-
vegetarischen Kindern im Alter von 4 - 14 Jahren, die sich mindestens schon 2 Jahre vegeta-
risch erndhrten. 40 % der untersuchten Kinder waren Vegetarier seit der Geburt. Die Priva-
lenz fiir Andmie lag bei 8,5 % und die fiir Eisenmangel bei 4,3 %. Die Autoren fiihrten dieses
Ergebnis auf die hohe Zufuhr Vitamin C-reicher Friichte und auf die Benutzung von Eisen-

pfannen zur Zubereitung des Essens zuriick.
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungen in Tee

3.1.1 Herstellung der Tee-Extrakte

Zur Herstellung der Tee-Extrakte wurden 1,3 g Tee mit 100 ml siedendem destilliertem bzw.
auf 80 °C abgekiihltem destilliertem Wasser 3 min aufgebritht [LIEBERT et al. 1999,
SCHLESIER et al. 1999]. Diese Extrakte wurden mit destilliertem Wasser verdiinnt und
direkt zur Analyse von Gesamtphenolen nach Folin-Ciocalteu [SINGLETON und ROSSI
1965], antioxidativer Aktivitdt [MILLER et al. 1993, BENZIE und STRAIN 1996] und zur
fliissigchromatographischen Bestimmung von Catechinen eingesetzt. Zur Untersuchung des
Einflusses der Aufbriihtemperatur und der Anzahl der Extraktionsvorginge wurden 1,3 g Tee
mit 100 ml siedendem destilliertem bzw. auf 80 °C abgekiihltem destilliertem Wasser 3 min
aufgebriiht. Dieser Vorgang wurde mit denselben Teeblattern 5 mal wiederholt. Die Lagerung

der Tee-Extrakte erfolgte bis zur Analyse bei -30 °C.

3.1.2 Isokratische HPLC-Methode zur Bestimmung der Catechine in Tee

Die fiir diese Untersuchungen verwendeten Geréte sind in den Arbeitsvorschriften (s. 8.2.1)
zu finden. Zur Bestimmung der Catechine in Lebensmitteln wurde die Methode von NAKA-
GAWA und MIYAZAWA [1997] modifiziert. Die Verdnderung des Wasser-Methanol-Ver-
héltnisses (72+28, v/v) ermdglichte die Trennung der einzelnen Catechine Epigallocatechin,
Catechin, Epigallocatechingallat, Epicatechin und Epicatechingallat innerhalb eines Zeitrau-
mes von weniger als 15 min (detaillierte Bedingungen s. 8.2.1). Die folgende Tabelle zeigt die
Retentionszeiten der untersuchten Catechine bei den genannten chromatographischen Bedin-
gungen.

Tabelle 3.1: Retentionszeiten [min] der untersuchten Catechine bei Verwendung einer
mobilen Phase aus Methanol und Wasser (72+28, v/v) mit pH 2,7

Catechine Retentionszeit [min]
Epigallocatechin (EGC) 3,69
Catechin (C) 4,04
Epigallocatechingallat (EGCG) 5,69
Epicatechin (EC) 6,67
Epicatechingallat (ECG) 11,90

In der folgenden Abbildung 3.1 werden die Kalibriergeraden der einzelnen Catechinstandards

dargestellt.
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Abbildung 3.1: Kalibriergeraden der einzelnen Catechine

?gg:ét)echingallat (ECG), Epigallocatechingallat (EGCG), Epicatechin (EC), Catechin (C) und Epigallocatechin
Basierend auf diesen Daten wurden Nachweis- und Bestimmungsgrenze ermittelt. Die Nach-
weisgrenze entspricht dem Signal des Dreifachen des Basislinienrauschens, die Bestim-
mungsgrenze dem Zehnfachen des Basislinienrauschens [MILLER und MILLER 1993,
KROMIDAS et al. 1995]. Tabelle 3.2 zeigt die Nachweisgrenzen und Bestimmungsgrenzen

der untersuchten Catechine.

Tabelle 3.2: Nachweisgrenzen [pumol/l] und Bestimmungsgrenzen [umol/l] der untersuchten

Catechine
Catechine Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
[wmol/l] [pmol/l]
Epigallocatechin (EGC) 0,828 2,762
Catechin (C) 0,264 0,881
Epigallocatechingallat (EGCG) 0,138 0,461
Epicatechin (EC) 0,252 0,839
Epicatechingallat (ECG) 0,046 0,154

In der Abbildung 3.2 ist ein Standard-Chromatogramm der fiinf untersuchten Catechine dar-
gestellt.
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Abbildung 3.2: HPLC-Chromatogramm einer Standardmischung der fiinf untersuchten

Catechine
EGC = Epigallocatechin, C = Catechin, EGCG = Epigallocatechingallat, EC = Epicatechin, ECG = Epicate-
chingallat

3.1.3 Gradienten-HPLC-Methode zur Bestimmung der Catechine und Phenolcarbon-
siduren in Tee
Zur Detektion der Phenolcarbonsduren und Catechine in einer HPLC-Analyse wurde die
isokratische Methode (s. 3.1.2) zur quantitativen Bestimmung der Catechine in Tee modifi-
ziert. Mit einer Gradientenmethode war die Analyse der Phenolcarbonsduren und Catechine in
Tee-Extrakten innerhalb 51 min moglich [SCHLESIER et al. 2001a] (detaillierte Bedin-
gungen s. 8.2.2). Als innerer Standard (IS) diente p-Hydroxybenzoesduremethylester. Somit
war die quantitative Bestimmung der Gallussdure in Tee moglich. Diese HPLC-Methode kann
auch fiir die Analyse der Extrakte anderer pflanzlicher Lebensmittel, wie z. B. Obst- und
Gemiise-Extrakte eingesetzt werden [SCHLESIER et al. 2001b]. Die folgende Tabelle zeigt

die untersuchten Phenolcarbonsduren und Catechine mit den dazugehdrigen Retentionszeiten.
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Tabelle 3.3: Retentionszeiten [min] der untersuchten Catechine und Phenolcarbonsiauren bei

Verwendung eines Gradientenprogramms

Standard Retentionszeit [min]
Gallussiure (GS) 3,85
Protocatechusiure (PCS) 6,72
Epigallocatechin (EGC) 8,99
Catechin (C) 9,68
Gentisinsiure (GES) 9,97
p-Hydroxybenzoesiure (pHB) 11,72
Chlorogensiure (Chl) 12,54
Vanillinsdure (VS) 15,54
Kaffeesaure (KS) 17,08
Epigallocatechingallat (EGCG) 18,53
Syringasiure (SGS) 19,73
Epicatechin (EC) 22,47
p-Cumarsiure (pCS) 31,48
Ferulasiaure (FS) 36,55
Epicatechingallat (ECG) 37,51
Sinapinsiure (SPS) 39,04
p-Hydroxybenzoesiuremethylester (pHBME) 41,07

In den folgenden Abbildungen werden die Kalibriergeraden der einzelnen Hydroxyzimtsaure-

derivate und der Hydroxybenzoesdurederivate dargestellt.
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Abbildung 3.3: Kalibriergeraden der Hydroxyzimtsdurederivate

p-Cumarséure (pCS), Ferulaséure (FS), Kaffeesiure (KS), Sinapinsédure (SPS) und Chlorogensaure (Chl)
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Abbildung 3.4: Kalibriergeraden der Hydroxybenzoesdurederivate

Syringasdure (SYG), Gallussdure (GS), Vanillinsdure (VS), p-Hydroxybenzoesdure (pHB), Protocatechusdure
(PCS), p-Hydroxybenzoesduremethylester (pHBME) und Gentisinsdure (GES)

Basierend auf diesen Daten wurden Nachweis- und Bestimmungsgrenze ermittelt. Die Nach-
weisgrenze entspricht dem Signal des Dreifachen des Basislinienrauschens, die Bestim-
mungsgrenze dem Zehnfachen des Basislinienrauschens [MILLER und MILLER 1993,
KROMIDAS et al. 1995]. Tabelle 3.4 zeigt die Nachweisgrenzen und die Bestim-

mungsgrenzen der untersuchten Phenolcarbonsduren.

Tabelle 3.4: Nachweisgrenzen [pumol/l] und Bestimmungsgrenzen [umol/l] der untersuchten

Phenolcarbonsduren
Phenolcarbonsiiuren Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
[pmol/l] [pmol/l]
Gallusséiure (GS) 0,122 0,408
Protocatechusiure (PCS) 0,233 0,777
Gentisinsiiure (GES) 4,012 13,373
p-Hydroxybenzoesiure (pHB) 0,258 1,112
Chlorogensiure (Chl) 0,115 0,384
Vanillinséure (VS) 0,154 0,513
Kaffeesiure (KS) 0,097 0,324
Syringasiure (SGS) 0,107 0,359
p-Cumarsiure (pCS) 0,073 0,254
Ferulasdure (FS) 0,096 0,322
Sinapinsiure (SPS) 0,153 0,509

p-Hydroxybenzoesiuremethylester (D HBME) 0,296 0,988
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Die folgende Abbildung zeigt das HPLC-Chromatogramm einer Standardmischung der Phe-

nolcarbonséduren und Catechine.

[mV] 14 15

[min] 10 20 30 40

Abbildung 3.5: HPLC-Chromatogramm einer Standardmischung

1 = Gallusséure, 2 = Protocatechusdure, 3 = Epigallocatechin, 4 = Catechin, 5 = Gentisinsdure, 6 = p-Hydroxy-
benzoesidure, 7 = Chlorogenséure, 8 = Vanillinsdure, 9 = Kaffeesdure, 10 = Epigallocatechingallat, 11 = Syringa-
sdure, 12 = Epicatechin, 13 = p-Cumarséure, 14 = Ferulasdure, 15 = Epicatechingallat, 16 = Sinapinsdure, 17 =
p-Hydroxybenzoesduremethylester (pHBME)

Diese HPLC-Methode wurde fiir die Untersuchungen ,,Tee aus einer Rohware - Griin- und
Schwarztee* (s.4.1.4) und ,,Tee aus einer Rohware - Griin-, Oolong- und Schwarztee*

(s. 4.1.5) eingesetzt.

3.2 In vitro-Untersuchungen zu Wechselwirkungen zwischen Teepolyphenolen und
Eisen

3.2.1 Prinzip der Untersuchungen

Das Prinzip der Untersuchungen beruhte auf der in vitro simulierten Verdauung von Lebens-
mittelproben mit Hilfe von Ultrafiltration [MILLER et al. 1981, MINIHANE et al. 1993].
Unter standardisierten Bedingungen (Temperatur: 37 °C, pH-Wert: 7,4) wurden Eisensalze
(FeCl, und FeCl;) oder Formulakost® (Sduglingsnahrung) mit Teepolyphenolen in
unterschiedlichen Konzentrationen sowie Tee-Extrakten (Ceylon Pekoe und China Gunpow-
der) fiir eine Stunde im Wasserbad (37 °C) inkubiert und anschlieBend unter Stickstoff
(3,9 bar) dialysiert. Nach der Ultrafiltrationsdialyse wurden in der Ausgangslosung, in der
Inkubationslosung und in dem Eluat Eisen [MATISSEK et al. 1989], antioxidative Aktivitit
[MILLER et al. 1993], Gesamtphenole [SINGLETON und ROSSI 1965] und Catechine
(s.3.1.2 und 3.1.3, s.8.2.1 und 8.2.2) quantifiziert. Die Untersuchungen zu den Wech-

selwirkungen zwischen Teepolyphenolen und Eisen umfassten drei Versuchsreihen:

¥ Die Rezepturen der Formulakost sind in den Arbeitsvorschriften (s. 8.3) dargestellt.
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o Versuchsreihe I: Catechin’ wurde in Phosphatpuffer geldst und mit FeCl, oder FeCls
versetzt.

. Versuchsreihe II: Tee-Extrakt (Ceylon Pekoe und Gunpowder) wurde mit FeCl, oder
FeCl; versetzt.

. Versuchsreihe III: Tee-Extrakt (Ceylon Pekoe) wurde mit Sduglingsnahrung Milasan

(pre) oder Milasan Milchbrei (ab 4. Monat) versetzt.

Bei allen Ansdtzen wurde vor der einstiindigen Inkubation im Wasserbad (37 °C) der pH-
Wert auf 7,4 eingestellt. Die anschlieBende Dialyse unter Stickstoff dauerte je nach Versuchs-

ansatz zwischen 1 h bis 2,5 h.

3.2.2 Prinzip der Ultrafiltration

Ultrafiltration stellt einen kontinuierlichen, molekularen, druckabhéngigen Trennprozess dar.
Geloste Bestandteile eines Stoffgemisches werden nach Molekiilgrole, Form und Ladung
durch semipermeable Membranen getrennt. Bei der Ultrafiltrationsdialyse ist die Durchtritts-
rate der geldsten Stoffe aus der Probenlosung in das Dialysat (Eluat) proportional zu ihrer
Konzentration. Als Eluat wird die Fliissigkeit bezeichnet, die nicht durch die Membran

zuriickgehalten wird. Der Aufbau der AMICON-Riihrzelle ist im Anhang zu finden.

3.3 Wechselwirkungen zwischen Teepolyphenolen und Eisen unter physiologischen
Bedingungen
Die Humanstudie sollte in vivo die Wechselwirkungen zwischen Teepolyphenolen und Eisen
untersuchen. An der Humanstudie nahmen 34 Probanden teil, 20 Mischkostler und 14 Vegeta-
rier. Die Mischkost ist durch den Konsum aller Lebensmittelgruppen gekennzeichnet. Die
Vegetarier erndhrten sich nach einer lakto-ovo-vegetabilen Kostform, die durch einen
Verzicht auf Fleisch, Wurstwaren und Fisch und Fischwaren gekennzeichnet ist. Eier, Milch-
und Milchprodukte waren erlaubt. Die Humanstudie wurde in einem cross over-Design

durchgefiihrt, das in folgender Abbildung dargestellt wird.

° Aus finanziellen Griinden wurde Catechin als Standard in der Versuchsreihe I eingesetzt. Auf die Untersuchung der
Wechselwirkung zwischen den anderen Catechinen des Tees (Epigallocatechin, Epigallocatechingallat, Epicatechin und
Epicatechingallat) und Eisen wurde verzichtet.
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Abbildung 3.7: Cross over-Design der Studie ,,Wechselwirkungen zwischen Teepolyphenolen
und Eisen unter physiologischen Bedingungen”

Die Studie war in zwei Teile (je 5 Wochen) untergliedert. Zu Beginn der Studie erndhrten sich
die Probanden flavonoidarm, v. a. flavanolhaltige Lebensmittel, (Verzicht auf schwarzen und
griinen Tee, kakaohaltige Lebensmittel, Kaffee, weille und rote Trauben, Weil3- und Rotwein,
Sifte aller Art), und ab der zweiten Woche konsumierten die Probanden 8 - 10 Tassen
(1 Liter/d) griinen oder schwarzen Tee zu den Mahlzeiten. Die Kontrollgruppe verzichtete in
diesen vier Wochen auf das Trinken von Tee. Die Aufteilung der Gruppen ermoglicht den
Vergleich zwischen schwarzem und griinem Tee und zwischen Vegetariern und Mischkost-

lern.

AuBerdem sollten die Probanden wéhrend der 4-wochigen Tee-Phase keinen zusitzlichen
schwarzen bzw. griinen Tee auller dem ausgegebenen Tee konsumieren. Der Zusatz von
Milch, Zucker und Zitrone zu dem Teegetrink war nicht erlaubt. In den Blutproben der sechs
Probennahmezeitpunkte wurde die antioxidative Aktivitdt sowohl mit dem FRAP-Test als
auch mit der Bestimmung der Superoxiddismutase und des Glutathions ermittelt. Der
Eisenstatus wurde anhand folgender Parameter ermittelt: Himoglobin, Himatokrit, Transfer-
rin, Ferritin, Freies Eisen und Freie Eisenbindungskapazitit. Tabelle 3.5 zeigt die Charakteri-

sierung der Probanden hinsichtlich Alter und Body-Mass-Index.
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Tabelle 3.5: Alter [a] und Body-Mass-Index (BMI) [kg/mz] (jeweils x, min. - max.) der
weiblichen und ménnlichen Probanden, unterteilt nach der Kostform und dem
Teekonsum wihrend der Studie

Mischkostler/innen (n = 20) Vegetarier/innen (n = 14)

Griiner Tee (n =10) Schwarzer Tee (n=10) Griiner Tee(n=8) Schwarzer Tee (n = 6)

w m w m w m w m
n=3) (n=2) n="7) n=3) (n=06) n=2) n=4) n=2)
Alter 22,8 21,5 21,7 243 21,8 23,0 26,3 30,5
[a] 21,0-29,0 21,0-22,0 20,0-23,0 21,0-26,0 19,0-25,0 23,0-23,0 21,0-33,0 29,0-32,0
BMI 20,4 23,6 20,1 22,6 20,3 20,5 20,9 20,3

[kg/m?] 18,4-22,0 19,9-272 17,6-242 21,0-234 17,8-22,1 19,7-213 16,5-24,9 19,6-20,9

Ausschlusskriterien fiir die Teilnahme an der Studie waren folgende Erkrankungen: Allergien,
Magen-Darm-Erkrankungen, Leber- oder Nierenerkrankungen. Aulerdem war die Einnahme
von Vitamin- und Mineralstoffsupplementen verboten. Die Einnahme von Eisentabletten war
ebenfalls untersagt. Schwangere und stillende Frauen waren ausgeschlossen. An der Studie
nahmen auch 5 Raucher teil, 1 Vegetarier und 4 Mischkdstler. 80 % der Mischkdstlerinnen
und 70 % der Vegetarierinnen nahmen orale Kontrazeptiva wihrend der Humanstudie. Die
Probanden wurden ausfiihrlich miindlich und schriftlich liber die Studie unterrichtet und
dariiber informiert, dass sie jederzeit, ohne Angabe von Griinden, die Teilnahme an der Studie
abbrechen konnen, ohne dass ihnen daraus Nachteile entstehen. Die Probanden gaben ihr

schriftliches Einverstindnis. Der Priifplan wurde der ortlichen Ethikkommission vorgelegt.

3.4 Bestimmung der antioxidativen Aktivitit und deren Bewertung

Um den Beitrag antioxidativer Verbindungen unterschiedlicher Struktur an dem Summenpa-
rameter antioxidative Aktivitdt zu ermitteln, wurde die Wirksamkeit von vier, im folgenden
dargestellten, Einzelverbindungen in sechs verschiedenen in vitro-Tests liberpriift: Trolox, ein
wasserlosliches Vitamin E-Analog, Ascorbinsdure als ein weit verbreitetes Vitamin in Obst
und Gemiise, Gallussdure als Vertreter der Polyphenole und Harnsdure als Antioxidans im
menschlichen Plasma. Die Wirkungen dieser Einzelverbindungen wurden mit Hilfe des
TEAC I-Test [MILLER et al. 1993], TEAC II-Test [MILLER et al. 1996] und TEAC III-Test
[RE et al. 1999], TRAP-Test [GHISELLI et al. 1995], DPPH-Test [BRAND-WILLIAMS et
al. 1995], DPMD-Test [FOGLIANO et al. 1999], FRAP-Test [BENZIE und STRAIN 1996]
und PCL-Test [POPOV und LEWIN 1999] analysiert. Die folgende Tabelle zeigt die Kon-

zentrationen der Stammldsungen der untersuchten Einzelsubstanzen.
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Tabelle 3.6: Konzentrationen ¢ [mmol/l] der Stammldsungen der vier Antioxidantien

Antioxidans ¢ [mmol/1]
Ascorbinsiure 5,68

Gallussaure 0,568 oder 1,116
Harnsiure 6,100 oder 9,130
Trolox 2,5

Die ausfiihrlichen Arbeitsvorschriften zu den jeweiligen Testverfahren sind in den Arbeits-
vorschriften (s. 8.1.1-8.1.3.8) zu finden. Des weiteren wurden Getrénke, wie z. B. Johannis-
beersaft und -nektar, Apfelsaft, Tomatensaft und griine und schwarze Tee-Extrakte mit den
genannten Tests analysiert. Die Gesamtphenolgehalte nach Folin-Ciocalteu [SINGLETON
und ROSSI 1965] sowie die Ascorbinsduregehalte [SPEITLING et al. 1992] wurden

zusitzlich zur Beurteilung des protektiven Potenzials bestimmt.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchungen zu Teepolyphenolen

4.1.1 Einfluss von Herkunft und Sorte

Anhand der Gesamtphenolgehalte und der antioxidativen Aktivitit wurde der Einfluss von

Herkunft und Herstellungsverfahren auf die protektiv wirksamen Tee-Inhaltsstoffe gepriift.

Fiir die Untersuchungen standen griiner Tee (n = 4), Oolong-Tee (n = 2) und schwarzer Tee

(n = 14) aus dem lokalen Handel zur Verfligung. Die Teesorten unterschieden sich in ihren

Provenienzen und Blattgraden. Im folgenden werden die gebrduchlichsten Abkiirzungen fiir

Blatt-Tees und Broken-Tees zusammengefasst:

Blatt-Tee

SFTGFOP:
FTGFOP:
TGFOP:
GFOP:
FOP:

OP:

P:

Special Fine Tippy Golden Flowery Orange Pekoe
Fine Tippy Golden Flowery Orange Pekoe

Tippy Golden Flowery Orange Pekoe

Golden Flowery Orange Pekoe

Flowery Orange Pekoe

Orange Pekoe

Pekoe

Broken-Tee (Blattstiicke)

TGFBOP:
GFBOP:
FBOP:
BOP:

BP:

Tippy Golden Flowery Broken Orange Pekoe
Golden Flowery Broken Orange Pekoe
Flowery Broken Orange Pekoe

Broken Orange Pekoe

Broken Pekoe

Die folgende Tabelle zeigt die untersuchten Teeproben mit Sorten- und Handelsbezeichnung.
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Tabelle 4.1: Untersuchte Teeproben mit Sorten- und Herkunftsbezeichnung

Proben-Nr. Sorte Herkunftsbezeichnung
Griiner Tee

10a China Chun Mee China

10b China Gunpowder China

11 Japan Bancha Japan

12 Ceylon Pekoe Sri Lanka

Qolong-Tee

13 China Kwai Flower China

14 Formosa Oolong Taiwan

Schwarzer Tee

la Assam BOP Indien

1b Assam CTC Indien

2a Ceylon OP Medium Sri Lanka

2b Ceylon BOP UVA Highlands Sri Lanka

3a Darjeeling FOP second flush blend Indien

3b Darjeeling GFOP second flush Margaret’s Hope  Indien

4 China Golden Yunnan China

5 Ostfriesische Teestunde Indien, Sumatra, Sri Lanka
6 English Breakfast Tee Indien

7 Kenya FP , Kibwari* Kenia

8a Nilgiri FBOP High Grown Parkside Indien

8b Golden Nepal TGFOP second flush Kanyam Indien

9a Persische Mischung China, Sri Lanka

9b Grusinische Teemischung Indien, China, Sri Lanka

Die Teeproben wurden nach dem beschriebenen Extraktionsverfahren (s. 3.1.1) aufgebriiht,
und die Gesamtphenolgehalte nach Folin-Ciocalteu und die antioxidative Aktivitdt der Tee-
Extrakte analysiert. Tabelle 4.2 verdeutlicht die Schwankungsbreite von Gesamtphenolgehalt

und TEAC-Wert der drei Teesorten, angegeben sind jeweils Mittelwert und min. - max.:

Tabelle 4.2: Gesamtphenolgehalte (GAE) [mg/l] und TEAC-Werte [mmol/l] von griinem,
Oolong- und schwarzem Tee-Extrakt, jeweils X und min. - max.

Griiner Tee Qolong-Tee Schwarzer Tee
GAE 588 * 2598 5704
[mg/1] 395 - 707 179 - 259 351 - 770
TEAC 3,104 1,43° 2,604
[mmol/l] 1,97 - 4,82 1,40 - 1,46 1,51 - 3,53

X (= Mittelwerte) mit verschiedenen hochgestellten Buchstaben in Zeilen sind signifikant verschieden
(p <0,05), berechnet mit ANOVA und anschlieendem Tukey-HSD-Test

Griiner Tee und schwarzer Tee unterschieden sich weder in dem Gesamtphenolgehalt noch in
der antioxidativen Aktivitét signifikant (p > 0,05). Oolong-Tee enthielt hingegen signifikant
weniger phenolische Verbindungen und hatte auch eine signifikant niedrigere antioxdative

Aktivitdt gegeniiber griinen und schwarzen Tee (p < 0,05). Sowohl griiner als auch schwarzer
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Tee stellen eine gute Quelle fiir die antioxidativ wirksamen Substanzen dar. Abbildung 4.1

zeigt die Korrelation zwischen beiden Parametern fiir alle untersuchten Tees.
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Abbildung 4.1: Korrelation zwischen Gesamtphenolgehalten (GAE) und TEAC-Werten

(griiner Tee = griine Kreise, Oolong-Tee = braune Rechtecke, schwarzer Tee = schwarze Rauten)

Die Korrelation fiir die 20 Teeproben lag bei r = 0,8190. Der griine Tee (12) mit dem
hochsten Gesamtphenolgehalt und der stirksten antioxidativen Aktivitdt stammte aus Indien
(Ceylon), hergestellt aus einem gut verarbeiteten Blatt, der griine Tee (11) mit den niedrigsten
Werten stammte aus Japan, dessen Teeblétter etwas groBer waren. Einer der schwarzen Tees
(2b) mit hohem Gesamtphenolgehalt und hoher antioxidativer Aktivitit stammte aus Sri
Lanka (Ceylon) mit der Sortierung Broken Orange Pekoe (BOP), dieser Tee enthielt also vor
allem junge Blitter, jedoch nur wenig Knospen. Der Assam CTC (1b) zeichnete sich durch
hohere Gesamtphenolgehalte und antioxidative Aktivitét verglichen mit dem Assam BOP aus.
Ein wichtiges Kriterium fiir hohe Gesamtphenolgehalte und antioxidative Aktivitét ist die
Grofle des Teeblattes. Aus einem feinem Teeblatt, wie z. B. dem des Assam CTC, werden

mehr phenolische Inhaltsstoffe extrahiert verglichen mit dem Assam mit der Sortierung BOP

(1a).

4.1.2 Einfluss von Temperatur und Anzahl der Extraktionsvorgéinge
Die genannten griinen Teeproben (s. Tabelle 4.1) wurden extrahiert, indem jeweils 1,3 g Tee

mit 100 ml siedendem destilliertem bzw. auf 80 °C abgekiihltem destilliertem Wasser auf-
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gebriiht und jeweils flinfmal mit denselben Teebldttern fiir 3 min aufgegossen wurden. Folg-
lich konnten der Einfluss der Aufbriihtemperatur und die Anzahl an Extraktionsvorgingen auf
die protektiven Tee-Inhaltsstoffe gepriift werden. Die Mehrfachextraktion und die niedrige
Aufbriihtemperatur sind Parameter eines iiblichen Aufbrithverfahrens fiir Griintees, um bittere
Tee-Aufgiisse zu vermeiden. Die folgende Tabelle zeigt Gesamtphenolgehalte (GAE) und
antioxidative Aktivitit (TEAC) der 1. - 5. Aufglisse der Teeproben bei den beiden Aufbriih-

temperaturen.

Tabelle 4.3: Gesamtphenolgehalte (GAE) [mg/l] und TEAC-Werte [mmol/l] (x * s) der vier
untersuchten Griintees fiir jeweils fiinf Aufgiisse

China Chun Mee China Gunpowder Japan Bancha Ceylon Pekoe
Siedendes Wasser
GAE 1. Aufguss 512 + 3 388 + 17 372 £ 0 645 £ 4
TEAC 1. Aufguss 4,26 + 0,02 3,15+ 0,03 2,72 £ 0,00 6,12 + 0,01
GAE 2. Aufguss 432 + 6 271 * 2 325 £ 15 478 + 14
TEAC 2. Aufguss 3,30 + 0,00 1,82 + 0,02 1,99 £ 0,01 3,06 £ 0,01
GAE 3. Aufguss 242+ 4 188 + 4 168 =+ 6 310+ 39
TEAC 3. Aufguss 2,30 + 0,00 1,47 = 0,00 1,06 £ 0,01 2,68 £ 0,01

171  + 1 116 + 1 113+ 0 221+ 0
TEAC 4. Aufguss 1,64 + 0,00 0,53 + 0,05 0,54 + 0,01 1,55 £ 0,02
GAE 5. Aufguss 121 + 1 94 + 1 75+ 1 145 + 8
TEAC 5. Aufguss 0,61 + 0,01 0,41 £ 0,00 0,34 £ 0,01 1,22 + 0,02

China Chun Mee China Gunpowder Japan Bancha Ceylon Pekoe
80 °C-Wasser
GAE 1. Aufguss 408 + 45 445 + 4 366 + 0 467 + 3
TEAC 1. Aufguss 2,51 £ 0,01 2,39 £ 0,00 2,33 £ 0,02 333 + 0,01
GAE 2. Aufguss 396 + 24 349 + 6 359 + 2 429 + 11
TEAC 2. Aufguss 2,18 £ 0,01 1,52 £ 0,02 2,04 £ 0,01 2,58 £ 0,01
GAE 3. Aufguss 238 + 0 377 + 8 170 + 2 401 + 3
TEAC 3. Aufguss 1,83 + 0,01 1,27 £ 0,02 0,87 £ 0,01 1,78 + 0,01
GAE 4. Aufguss 157 + 4 252 + 1 107 + 7 231 + 3
TEAC 4. Aufguss 0,80 + 0,01 0,74 £ 0,01 0,52 + 0,02 1,74 + 0,01
GAE 5. Aufguss 97 + 0 96 + 1 78 + 0 183 + 9
TEAC 5. Aufguss 0,51 £ 0,01 0,50 + 0,00 0,35 £ 0,01 1,45 + 0,01

Der Einfluss der Aufbriihtemperatur war je nach Herkunft des griinen Tees unterschiedlich.
Der Gesamtphenolgehalt und die antioxidative Aktivitit nahmen mit zunehmender Zahl der
Extraktionsvorgénge ab. Beim Ceylon Pekoe und beim China Chun Mee bewirkte die hohere
Aufbrithtemperatur eine vermehrte Extraktion der phenolischen Inhaltsstoffe gegeniiber der
Aufbriihtemperatur von 80 °C. Dennoch hatten der 4. Aufguss des China Chun Mee und der
4. und 5. Aufguss des Ceylon Pekoe bei der Aufbrithtemperatur von 100 °C noch vergleichbar

hohe antioxidative Aktivitdit und Gesamtphenolgehalte wie die Oolong-Tee-Extrakte
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(s. Tabelle 4.2). Andererseits waren die Gesamtphenolgehalte und TEAC-Werte der flinf
Aufgiisse des Japan Banchas bei beiden Aufbriihtemperaturen vergleichbar. Die Aufbriihtem-
peratur von 80 °C bewirkte beim China Gunpowder eine vermehrte Extraktion der phenoli-
schen Verbindungen. Trotz der fiinfmaligen Extraktion von identischen Teeblétter waren in
allen Teeaufgiissen der vier untersuchten griinen Tees Gesamtphenole und TEAC-Werte
bestimmbar. Diese Werte lagen teilweise in einem analogen Bereich wie die des Oolong-Tee-

Extrakts, bei dem die Teeblatter nur einmal aufgebriiht wurden.

Die Gehalte der Catechine Epigallocatechin, Catechin, Epigallocatechingallat, Epicatechin
und Epicatechingallat wurden in allen griinen Teesorten fliissigchromatographisch (s. 3.1.2
bzw. 8.2.1) ermittelt. Die folgende Tabelle zeigt die Gehalte der Catechine des griinen China

Chun Mee fiir die zwei Aufbrithtemperaturen.

Tabelle 4.4: Gehalte der Catechine [pmol/l] (¥ +s) in dem 1. - 5. Aufguss des China Chun

Mee

Catechine China Chun Mee
[pmol/] Siedendes Wasser

1. Aufguss 2. Aufguss 3. Aufguss 4. Aufguss 5. Aufguss
EGC 1606,92 £ 95,11 766,49 £ 16,97 140,55+ 3,69 75,33+ 1,27 3469+ 1,96
C 245,35 + 37,63 52,97+ 4,27 26,85+ 2,42 17,38+ 1,27 9,30+ 1,62
EGCG 1787,46 £ 64,64 517,87+ 65,45 1796+ 3,19 7,35+ 0,46 6,04+ 1,38
EC 123425+ 75,72 652,81 £ 55,98 101,48+ 4,26 57,30+ 3,73 31,99+ 2,94
ECG 59941+ 4986 216,94+ 24,70 99,90+ 5,77 61,05+ 3,44 36,16+ 1,66
Catechine China Chun Mee
[pmol/l] 80 °C-Wasser

1. Aufguss 2. Aufguss 3. Aufguss 4. Aufguss 5. Aufguss
EGC 1341,09+ 7590 566,07+ 37,05 202,01+ 16,74 87,01 £ 13,61 2400+ 1,85
C 147,57+ 2,54 59,17+ 6,81 27,18+ 5,19 18,94+ 1,88 1420+ 0,69
EGCG 1280,85+ 66,14 374,06+ 36,59 1534+ 1,39 7,10+ 1,73 3,59+ 1,62
EC 1029,22+ 39,94 41830+ 49,52 203,89+ 443 52,81+ 0,81 2225+ 232
ECG 546,69+ 78,72 144,14+ 1,15 76,80+ 4,04 62,19+ 4283 2245+ 5,66

EGC = Epigallocatechin, C = Catechin, EGCG = Epigallocatechingallat, EC = Epicatechin, ECG = Epicatechin-
gallat

In allen Aufgiissen des China Chun Mees wurden die Catechine nachgewiesen. Die Gehalte
von Catechinen nahmen von Aufguss zu Aufguss ab. Die folgende Tabelle zeigt die Gehalte
der Catechine in dem 1. - 5. Aufguss des Ceylon Pekoe bei den zwei verschiedenen

Aufbriihtemperaturen.
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Tabelle 4.5: Gehalte der Catechine [umol/l] (X £ s) in dem 1. - 5. Aufguss des Ceylon

Pekoe
Catechine Ceylon Pekoe
[pmol/l] Siedendes Wasser

1. Aufguss 2. Aufguss 3. Aufguss 4. Aufguss 5. Aufguss
EGC 1960,82+ 0,00 1039,18+ 4244 44246+ 2733 213773+ 849 183,37+ 29,71
C 359,81 £ 0,00 279,55+ 44,78 52,71+ 0,00 16,88 £ 0,00 9,85+ 0,00
EGCG 1396,29 + 56,77 766,05+ 85,15 356,11+ 22,71 168,34+ 31,22 96,91 £ 19,87
EC 1847,81 + 44,78 875,50+ 44,78 44247+ 0,00 18545+ 1791 86,34 + 35,83
ECG 603,98+ 29,39 39241+ 0,00 14621+ 11,75 112,71+ 14,69 69,79+ 2,94
Catechine Ceylon Pekoe
[pmol/l] 80 °C-Wasser

1. Aufguss 2. Aufguss 3. Aufguss 4. Aufguss 5. Aufguss
EGC 134590 + 42,44 926,79+ 91,36 360,27+ 0,00 192,02+ 42,44 126,73+ 0,00
C 278,51+ 44,78 191,36 £ 44,78 41,42+ 0,00 27,39+ 0,00 9,30+ 0,00
EGCG 1159,88 + 56,77 785,66+ 28,38 311,46+ 28,38 182,42 £ 28,38 93,96+ 0,00
EC 1446,92 + 89,57 729,10+ 44,78 26741+ 0,00 153,75+ 0,00 107,69+ 0,00
ECG 465,42+ 29,39 298,00+ 29,39 142,38 + 29,39 95,41+ 0,00 73,66 £ 0,00

In allen Aufgiissen des Ceylon Pekoe wurden die Catechine nachgewiesen. Die folgenden
zwei Abbildungen zeigen die relativen Verdnderungen der Catechine bezogen auf den ersten

Aufguss des Ceylon Pekoe bei den zwei verschiedenen Aufbriihtemperaturen.

HEGC

mC

HEGCG
EC
ECG

Relative Catechingehalte [%]

Aufguss

Abbildung 4.2: Verdnderungen der relativen Gehalte der Catechine des Ceylon Pekoe
bezogen auf den 1. Aufguss beim Aufbriithen mit siedendem Wasser
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Abbildung 4.3: Verdnderungen der relativen Gehalte der Catechine des Ceylon Pekoe
bezogen auf den 1. Aufguss bei einer Aufbrithtemperatur von 80 °C

61 % der Catechine wurden in dem 2. Aufguss verglichen mit dem 1. Aufguss bei beiden
Aufbriihtemperaturen nachgewiesen. Im 3. Aufguss wurden 22 % der Catechine, im 4. Auf-
guss 13 % der Catechine und 7 % der Catechine im 5. Aufguss bezogen auf den ersten Auf-
guss quantitativ bestimmt. Die Tabellen zu den Gehalten der Catechine von Japan Bancha und

China Gunpowder sind im Anhang zu finden.

4.1.3 Anteil der Catechine am antioxidativen Potenzial

Fiir die Untersuchungen stand griiner Tee (n = 4) aus dem lokalen Handel zur Verfiigung
(s. Tabelle 4.1). Die Gehalte der Catechine Epicatechin, Catechin, Epicatechingallat, Epi-
gallocatechin und Epigallocatechingallat in den griinen Tee-Extrakten wurden fliissigchroma-
tographisch mittels der bereits beschriebenen Methode ermittelt (s. 3.1.2 bzw. 8.2.1) und sind
in Tabelle 4.6 aufgefiihrt.

Tabelle 4.6: Gehalte der Catechine [umol/l] (X * s) in den griinen Tee-Extrakten

Catechine [umol/l]  China Chun Mee China Gunpowder Japan Bancha Ceylon Pekoe

EGC 1909,89 + 42,44 1103,49+ 4222  1782,57+ 169,77 1909,89 + 84,88
C 268,70 £ 44,78 22391+ 44,78 89,57+ 2239 358,26+ 4478
EGCG 141798 £ 28,36 652,27+ 56,72 652,27+ 28,36  1446,30 = 113,44
EC 1567,40 = 89,57 1074,79 + 89,57 1701,75+ 179,13  1880,90 + 134,35
ECG 440,78 £ 29,39 235,98 £ 0,00 235,08 £ 0,00 587,70 £ 0,00

Y. Catechine 5604,74 3289,54 4461,23 6183,07
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Quantitativ dominierten die Catechine Epigallocatechin, Epigallocatechingallat und Epicate-
chin in allen vier Teesorten. Catechin war nur in geringen Mengen in den griinen Tees ent-
halten. Die hochsten Gehalte an Gesamtcatechinen enthielten Ceylon Pekoe und China Chun
Mee. Die niedrigsten Gehalte an Catechinen wurden im China Gunpowder nachgewiesen. Ins-

gesamt machten die Catechine etwa 15 % bezogen auf die Trockenmasse aus.

Die antioxidative Aktivitdt der griinen Tees und der einzelnen Catechin-Standardsubstanzen
wurde mittels des TEAC I-Tests ermittelt. Der Tee mit der hochsten antioxidativen Aktivitét
war der Ceylon Pekoe, der mit dem niedrigsten TEAC-Wert, also dem niedrigsten protektiven

Potenzial, der China Gunpowder (s. Tabelle 4.8).

Aus den TEAC-Werten der einzelnen Catechine wurde iiber deren Gehalte in den Teesorten
ihr Anteil am antioxidativen Potenzial der Tee-Extrakte berechnet. In der folgenden Abbil-
dung werden die Kalibriergeraden der einzelnen Catechinstandardsubstanzen dargestellt, mit

deren Hilfe eine Kalkulation des TEAC-Wertes fiir die Tee-Extrakte moglich war.
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Abbildung 4.4: Kalibriergeraden der Catechinstandardsubstanzen in dem TEAC I-Test

Epigallocatechin und Epicatechingallat zeigten die stérkste antioxidative Wirksamkeit in dem
TEAC I-Test. Die antioxidative Wirkung von Epigallocatechingallat und Catechin lag in
einem vergleichbaren niedrigeren Bereich. Tabelle 4.7 zeigt die mittels dieser Kalibriergera-
den (s. Abbildung 4.4) errechneten TEAC-Werte der einzelnen Catechine und ihren

prozentualen Anteil an dem antioxidativen Potenzial der Tee-Extrakte.
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Tabelle 4.7: TEAC-Werte [mmol/l] der Catechine in den griinen Tee-Extrakten und
prozentualer Anteil an dem antioxidativen Potenzial der Tee-Extrakte

TEAC-Wert [mmol/l], prozentualer Anteil [%] und kalkulierter Gesamt-TEAC-Wert
(= Summe)

EGC C EGCG EC ECG Summe

China Chun 8,02 (47,00 0,449 (2,9) 2,60 (152) 4,10 (24,00 1,85 (10,8) 17,1
Mee

China 4,63 (46,1) 041 (41) 120 (12,00 281 (28,00 0,99 (9,9) 10,0
Gunpowder

Japan Bancha 748 (52,4) 016 (1) 120  (84) 445 (31,2) 099  (69) 143

Ceylon Pekoe 802 (42,9) 066 (3.5 2,65 (139 491 (262) 247 (132) 187

Cirka 43 - 52 % der antioxidativen Aktivitit der Catechine sind auf Epigallocatechin zuriick-
zufiihren, bedingt zum einem durch die hohe Epigallocatechinkonzentrationen im Tee-Extrakt
und zum anderen durch dessen starke Wirksamkeit in dem TEAC I-Test. Epicatechin,
ebenfalls in hohen Konzentrationen in den Tee-Extrakten enthalten, trug mit ~20 - 30 % zur
antioxidativen Aktivitdt der Tee-Extrakte bei. Epigallocatechingallat leistete aufgrund der
niedrigen Wirksamkeit in dem TEAC I-Test nur einen Anteil von ~12 % an dem
antioxidativen Potenzial der griinen Tee-Extrakte. Den hochsten kalkulierten TEAC-Wert
hatte die rechnerisch ermittelte Summe der Catechine des Ceylon Pekoe, gefolgt von der des
China Chun Mee. Der errechnete TEAC-Wert des China Gunpowder ergab die niedrigste
antioxidative Wirksamkeit.

Anhand der mit HPLC ermittelten Catechinkonzentrationen der griinen Tee-Extrakte
(s. Tabelle 4.6) wurden Catechinmischungen hergestellt, deren TEAC-Werte analytisch
ermittelt wurden. Somit war der Vergleich zwischen den gemessenen TEAC-Werten der
Catechinmischungen und den kalkulierten TEAC-Werten der Catechine (s. Tabelle 4.7) mog-
lich. Die kalkulierten Summen der TEAC-Werte der Catechine fiir die vier Tee-Extrakte und
die analysierten TEAC-Werte der Catechinmischungen werden in Tabelle 4.8 den TEAC-
Werten der Tee-Extrakte gegeniibergestellt.

Tabelle 4.8: Kalkulierte TEAC-Werte [mmol/l] der Catechine fiir die griinen Tee-Extrakte,
gemessene TEAC-Werte [mmol/l] der Catechinmischungen und der Tee-

Extrakte
TEAC-Wert [mmol/l]
China Chun Mee China Gunpowder Japan Bancha Ceylon Pekoe
Kalkuliert 17,1 10,0 14,3 18,7
Catechinmischung 15,1 12,4 16,6 20,1

Tee-Extrakt 2.5 1,4 1,7 33
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Die kalkulierten Werte waren vergleichbar mit den TEAC-Werten der entsprechend den
HPLC-Ergebnissen zusammengesetzten Catechinmischungen. Sie waren aber deutlich héher
als die gemessenen TEAC-Werte der Tee-Extrakte. Die antioxidative Aktivititen der Tee-

Extrakte betrugen 10 - 20 % der jeweils kalkulierten TEAC-Werte.

FRANKEL et al. [1997] zeigten im Lipidsystem ebenfalls niedrigere antioxidative Aktivitit
von griinen Tee-Extrakten verglichen mit vergleichbaren Catechinlésungen. Die Autoren
fiihrten dieses Ergebnis auf antagonistische Wechselwirkungen zwischen Teecatechinen und

anderen Tee-Inhaltsstoffen zuriick, die sie nicht genauer spezifizierten.

4.1.4 Tee aus einer Rohware - Griin- und Schwarztee
Zur Untersuchung des Einflusses des Herstellungsverfahrens von Griin- und Schwarztee auf
die Parameter Gesamtphenolgehalt, antioxidative Aktivitdt, Gehalte an Gallussdure und

Catechinen standen diese Teesorten zur Verfiigung.

o Muster A: griiner und schwarzer Darjeeling (S) TGFOP 1 (A griin und A schwarz)
o Muster B: griiner und schwarzer Darjeeling SFTGFOP (B griin und B schwarz)
o Muster C: griiner und schwarzer Assam OFCTC bzw. fine TGFOP (C griin und

C schwarz)

Zur Herstellung der genannten Teesorten wurde in den jeweiligen Teegérten innerhalb einer
Produktionswoche von Schwarztee- auf Griinteeproduktion umgestellt. Die in dieser Studie
verwendeten Teeblitter stammen jeweils aus dieser einen Woche. Dadurch sind die Unter-
schiede zwischen Griin- und Schwarztee direkt auf den Herstellungsprozess zuriickzufiihren.
Ublicherweise ist jeder Teegarten auf die Produktion von Griin- oder Schwarztee spezialisiert.
Die Tee-Extrakte wurden jeweils mit siedendem destilliertem Wasser bzw. auf 80 °C abge-
kiihltem destilliertem Wasser aufgebriiht. Die folgende Abbildung zeigt die Gesamtphenolge-
halte und die antioxidative Aktivitdt der griinen und schwarzen Tee-Extrakte bei beiden Auf-

briihtemperaturen.



Ergebnisse 53

——GAE 100°C —4A—GAE80°C

—-TEAC 100 °C TEAC 80 °C
600 6

500 /;\ /‘\’ 5
400 L /L\

< A Q
o 2 m
-

200 2

100 1

0 T 0

A grin A schwarz B griin B schwarz C griin C schwarz
Tee-Extrakte

Abbildung 4.5: Gesamtphenolgehalte (GAE) [mg/l] und TEAC-Werte [mmol/l] der griinen
und schwarzen Tee-Extrakte beim Aufbrithen mit siedendem und mit auf
80 °C abgekiihltem Wasser

Beim Aufbriihen mit siedendem Wasser zeichneten sich die griinen Darjeelings durch hohere
Gesamtphenolgehalte als die entsprechenden schwarzen Darjeelings aus. Hohe Anteile an
Gesamtphenolen enthielten der griine Assam (548 + 6 mg/l) und der schwarze Assam
(542 £ 7 mg/l), sowie der griine Darjeeling B (527 + 32 mg/l) und der griine Darjeeling A
(501 + 34 mg/l). Im schwarzen Darjeeling A (369 £ 5 mg/l) war der Gesamtphenolgehalt
niedrig. Der griine und schwarze Assam und der griine Darjeeling B zeigten hohe
antioxidative Aktivitdt. Die schwarzen Darjeelings hatten niedrige antioxidative Aktivitéten.
Die Unterschiede zwischen den einzelnen Teesorten waren bei der Aufbriihtemperatur von
80 °C nicht mehr so deutlich zu erkennen. Die Korrelationen zwischen den beiden Parametern
waren bei den zwei Aufbriihtemperaturen mit r=0,8486 (100 °C) und r = 0,8747 (80 °C)
vergleichbar. Auch in diesen Untersuchungen bewirkte die hohere Aufbriihtemperatur hohere
Gesamtphenolgehalte und antioxidative Aktivitdt verglichen mit der niedrigeren
Aufbrithtemperatur. Die gute Korrelation zeigt den grofen Anteil der polyphenolischen Ver-

bindungen am antioxidativen Potenzial der Tee-Extrakte.

Die griinen und schwarzen Tee-Extrakte wurden fliissigchromatographisch auf ihre Gehalte

an Gallussdure und Catechinen mit bereits beschriebenen Methoden analysiert (s.3.1.3
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bzw. 8.2.2). Die folgende Tabelle zeigt die Gehalte an Gallussdure und Catechinen der griinen

und schwarzen Tee-Extrakte, die mit siedendem Wasser aufgebriiht wurden.

Tabelle 4.9: Gehalte der Gallussdure und der Catechine [umol/l] (¥ * s) in den griinen und
schwarzen Tee-Extrakten beim Aufbriihen mit siedendem Wasser

c A A B B C C
[umol/l] griin schwarz griin schwarz griin schwarz
GS 67,02 £ 13,68 117,75+10,02 85,75+ 11,58 118,11+ 14,61 85,14+ 7,28 131,95+11,24
EGC 182,50 £ 34,74 36,08+ 3,00 110,35+ 25,82 38,20+ 0,00 183,92 + 23,38 n. n.

C 47,77+ 6,84 2463+ 3,17 47,77+ 259 26,87+ 0,00 59,71+ 2,19 46,28+ 2,59
EGCG 404,95+ 55,79 200,11+ 26,09 389,81 + 83,93 237,01 + 34,12 266,81 +£22,17 17,03+ 0,00
EC 76,13+ 0,00 33,59+ 3,17 70,16+ 932 29,11+ 3,17 92,55+ 14,40 n. n.

ECG 53,87+ 3,39 36,73+ 2,08 59,75+ 12,23 4995+ 4,16 67,59+ 2,94 7,35+ 2,08

GS = Gallussédure, n. n. = nicht nachweisbar

Die Gehalte der Catechine nahmen von Griintee zum Schwarztee in Folge der Fermentation
ab. Die deutlichste Abnahme war bei dem schwarzen Assam zu sehen, der mit dem CTC-
Verfahrens hergestellt wurde. Gallussdure war in hoheren Konzentrationen in den
Schwarztees enthalten, was auch durch den Abbau der Gallatgruppen der Catechine im Ver-
lauf des Fermentationsprozesses bedingt war. Abbildung 4.6 zeigt die relativen Verdnderun-

gen der Gallussdure und Catechine in den Schwarztees bezogen auf den jeweiligen Griintee.
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Abbildung 4.6: Relative Verdnderungen [%] der Gallussdure und Catechine in Schwarztees
bezogen auf den jeweiligen Griintee
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Der griine Darjeeling A enthielt die hochsten Gehalte an Catechinen. 45 % dieser Catechine
waren noch in dem entsprechenden schwarzen Darjeeling enthalten. Hingegen waren bei dem
schwarzen Darjeeling B noch 60 % der Catechine des griinen Darjeeling B nachzuweisen.
Das CTC-Verfahren bei dem schwarzen Assam bewirkte einen fast vollstindigen Umbau der
Catechine, nur noch 10 % der detektierten Catechine des griinen Assam (Tee-Extrakt C)
wurden im schwarzen quantitativ bestimmt. Alle Catechine (Epigallocatechin, Catechin, Epi-
gallocatechingallat, Epicatechin und Epicatechingallat) wurden in den griinen Darjeelings, in
dem griinem Assam und in den schwarzen Darjeelings nachgewiesen. Bei dem Tee-Extrakt
des schwarzen Assams konnten Epigallocatechin und Epicatechin nicht mehr nachgewiesen
werden. In den grinen Tee-Extrakten dominierte Epigallocatechingallat, gefolgt von
Epigallocatechin. Die Catechine der griinen Darjeelings wurden unterschiedlich durch die
Fermentation beeinflusst. Cirka 50 % von Epigallocatechin, Catechin, Epigallocatechingallat
und Epicatechin wurden bei der Herstellung von Darjeeling-Schwarztee zu Theaflavinen
oxidiert. Andererseits wurden 70 % von Epicatechingallat der Tee-Extrakte der griinen
Darjeelings in den entsprechenden schwarzen detektiert. Aufgrund des CTC-Verfahrens bei
dem schwarzen Assam wurden Epigallocatechin und Epicatechin vollstindig zu Theaflavinen
oxidiert, ~80 % von Catechin im grinen Tee-Extrakt des Assams wurden in dem
entsprechendem schwarzen nachgewiesen. Dennoch hatte der schwarze Assam vergleichbare
Gesamtphenolgehalte und antioxidative Aktivitdit wie der griine Assam und der griine
Darjeeling. Dies ist auf die durch die Fermentation entstandenen Theaflavine zuriickzufiihren,
die ebenfalls antioxidative Wirksamkeit besitzen. Gallussdure wurde in allen griinen und
schwarzen Tee-Extrakten nachgewiesen. Der schwarze Assam enthielt die hochsten Gehalte
an Gallussdure verglichen mit den anderen Tee-Extrakten. Gallussdure reagiert ebenso wie die
Theaflavine in dem TEAC-Test und in dem Test zur Bestimmung der Gesamtphenole. Beim
Aufbrithen mit siedendem Wasser wurden mehr Catechine detektiert. Die Gesamtgehalte der
Catechine der griinen Darjeelings und des griinen Assams lagen niedriger als die Gesamt-
gehalte der Catechine der griinen Tees Ceylon Pekoe, China Gunpowder, China Chun Mee
und Japan Bancha (s. 4.1.2 bzw. 4.1.3).

Die Spannbreite an Gehalten der Catechine in griinem Tee liegt laut ENGELHARDT [1999]
zwischen 5 - 20 % und im schwarzen Tee bei 1 - 10 %. Catechine werden sowohl im griinem
als auch in schwarzem Tee nachgewiesen, sie liegen im Durchschnitt in hoheren

Konzentrationen in griinem Tee vor [KUHR 1993].
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4.1.5 Tee aus einer Rohware - Griin-, Oolong- und Schwarztee

Zur Untersuchung des Einflusses des Herstellungsverfahren von Griin, Oolong- und
Schwarztee auf die Parameter Gesamtphenolgehalt, antioxidative Aktivitdt, mit dem TEAC I-
und FRAP-Test ermittelt, und Gehalte an Gallussdure und Catechinen standen folgende

Teesorten aus zwei verschiedenen Provenienzen zur Verfiigung.

. Bio Darjeeling Griin Blatt (GT)

. Bio Darjeeling Oolong (OT)

. Bio Darjeeling Schwarz Blatt first flush (ST ff)

o Bio Darjeeling Schwarz Blatt second flush (ST sf)

o China Griin Chun Mee (GT)

. China Oolong Nr. 1 (OT Nr. 1)

. China Oolong Nr. 2 (OT Nr. 2)

. China Schwarz Blatt Nr. 1 (ST Nr. 1)
. China Schwarz Blatt Nr. 2 (ST Nr. 2)

Die folgende Tabelle zeigt die Gesamtphenolgehalte, TEAC-Werte und FRAP-Werte der
Darjeelings-Tee-Extrakte beim Aufbriihen mit siedendem Wasser.
Tabelle 4.10: Gesamtphenolgehalte (GAE) [mg/l], TEAC-Werte [mmol/l] und FRAP-Werte

[umol/l Fe’'] (¥ £ s) der Darjeeling-Tee-Extrakte beim Aufbrithen mit
siedendem Wasser

Darjeeling

GT oT ST ff ST sf
GAE 464 + 51 287 = 39 276 £ 25 508 = 12
[mg/l]
TEAC 335+ 0,26 1,18+ 0,18 1,60+ 0,21 3,20+ 0,00
[mmol/l]
FRAP 17515 £2267 10391 £+ 768 13467 + 183 18526  + 728
[umol/l F |

Griintee und Schwarztee second flush hatten vergleichbare Gesamtphenolgehalte, TEAC-
Werte und FRAP-Werte. Der Oolong-Tee-Extrakt hatte den niedrigsten TEAC- und FRAP-
Wert. Die Korrelation zwischen Gesamtphenolgehalten und TEAC-Werten lag bei r = 0,9598,
zwischen Gesamtphenolgehalten und FRAP-Werten bei r = 0,9279 und zwischen TEAC- und
FRAP-Werten bei r = 0,9691. Die guten Korrelationen zeigen den Beitrag der phenolischen
Verbindungen an der antioxidativen Aktivitdt. Tabelle 4.11 zeigt die Gesamtphenolgehalte,
TEAC-Werte und FRAP-Werte der Tee-Extrakte aus China beim Aufbriihen mit siedendem

Wasser.
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Tabelle 4.11: Gesamtphenolgehalte (GAE) [mg/l1], TEAC-Werte [mmol/l] und FRAP-Werte
[umol/l Fe*'] (X + s) der Tee-Extrakte aus China beim Aufbrithen mit
siedendem Wasser

China

GT OT Nr. 1 OT Nr. 2 ST Nr. 1 ST Nr. 2
GAE 510 101 + 71 + 188 + 308 £
[mg/1] 9 10 0 15 14
TEAC 3,74+ 0,44 + 0,45 + 1,69 + 1,01 +
[mmol/l] 0,01 0,03 0,03 0,00 0,09
FRAP 17827 + 6960 + 6210 =+ 11667 =+ 12391 +
[umol/l Fe*'] 1737 154 53 349 1537

Der griine Tee-Extrakt hatte die hochsten Gesamtphenolgehalte, TEAC- und FRAP-Werte
verglichen mit den anderen Tee-Extrakten. Die beiden Oolong-Tee-Extrakte zeichneten sich
durch niedrige Gesamtphenolgehalte, TEAC-Werte und FRAP-Werte aus. Die Korrelation
zwischen Gesamtphenolgehalten und TEAC-Werten lag bei r = 0,9036, zwischen Gesamt-
phenolgehalten und FRAP-Werten bei r = 0,9745 und zwischen TEAC- und FRAP-Werten
bei r = 0,9337. Die folgende Tabelle zeigt die fliissigchromatographisch ermittelten Gehalte
an Gallussdure und Catechinen der Darjeeling-Tee-Extrakte beim Aufbrithen mit siedendem

Wasser.

Tabelle 4.12: Gehalte der Gallussdure und der Catechine [umol/I] (X % s) in dem griinen, dem
Oolong- und den schwarzen Darjeeling-Tee-Extrakten beim Aufbrithen mit
siedendem Wasser

Darjeeling

¢ [umol/1] GT oT ST ff ST sf

GS 46,23 £ 8,064 102,27+ 41,52 93,16 + 5,71 11507+ 22,29
EGC 12992+ 15,70 41,52 + 9,93 96,63 £ 4,67 101,51 £+ 2,97
C 5329+ 11,64 14,99 £ 0,11 49,26 £ 4,93 25,28 £ 0,00
EGCG 150,60 + 24,05 66,56 £ 12,94 25,69 + 6,51 22,37 £ 3,12
EC 84,49 + 8,63 41,93 £ 1,20 46,61 £ 2,03 55,64 + 3,13
ECG 71,49 + 1,76 51,79 £ 1,96 35,17 1,30 75,93 + 1,98

Der griine und der Oolong-Tee-Extrakt und die schwarzen Tee-Extrakte unterschieden sich in
thren Gehalten an Gallussdure und Catechinen. Epigallocatechingallat und Epigallocatechin
waren die Hauptcatechine in Griintee. Gallussdure war nur in geringen Mengen in dem griinen
Tee-Extrakt enthalten verglichen mit dem Oolong- und den schwarzen Tee-Extrakten. Der
Oolong-Tee enthielt die geringsten Mengen an Catechinen aber vergleichbare Gallussédurege-
halte wie die beiden schwarzen Tee-Extrakte. Abbildung 4.7 zeigt die relativen Verdnderun-
gen [%] der Gallussdure und Catechine in Oolong-Tee und Schwarztee first flush und second

flush bezogen auf den Griintee von Darjeeling.
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Abbildung 4.7: Relative Verdnderungen [%] der Gallussdure und der Catechine in Oolong-
Tee (OT) und Schwarztee first flush (ST ff) und second flush (ST sf) bezogen
auf den Griintee (GT) von Darjeeling

Die Gehalte an Gallussdure nahmen in Folge der Fermentation aufgrund des Abbaus der Gal-
latgruppen der Catechine im Oolong-Tee und in beiden Schwarztees zu. Etwa 45 % der Cate-
chine des Griintees wurden im Oolong-Tee nachgewiesen und in den beiden Schwarztees
wurden ungefdhr 60 % der Catechine des Griintees fliissigchromatographisch nachgewiesen.
Alle fiinf Catechine waren in dem Oolong-Tee und in beiden Schwarztees zu bestimmen. Der
Schwarztee second flush enthielt vergleichbare Konzentrationen an Epicatechingallat wie der
Griintee. Epigallocatechingallat wurde durch die Fermentation zu den Schwarztees am
starksten oxidiert, demgegeniiber wurden 70 % von Epigallocatechin des griinen Tee-Extrakts
in den Schwarztees nachgewiesen. Das Aufbrithen mit auf 80 °C abgekiihltem destilliertem

Wasser bewirkte eine verringerte Extraktion der phenolischen Verbindungen (Daten nicht

gezeigt).

Tabelle 4.13 zeigt die Gehalte an Gallussdure und Catechinen in dem griinen, den Oolong-

und den schwarzen Tee-Extrakten aus China beim Aufbrithen mit siedendem Wasser.
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Tabelle 4.13: Gehalte der Gallussdure und der Catechine [umol/l] (X + s) in dem griinen, den
Oolong- und den schwarzen Tee-Extrakten aus China beim Aufbriihen mit
siedendem Wasser

China

¢ [pmol/1] GT OT Nr. 1 OT Nr. 2 ST Nr. 1 ST Nr. 2

GS 57,99+ 11,31 13,15+ 1,27 10,05+ 1,14 106,15+ 27,63 133,55+ 20,07
EGC 24341+ 3,82 13,04+ 2,49 65,09+ 6,03 64,13+ 4,67 64,55+ 6,07
C 30,14+ 3,79 4,93+ 0,90 22,84+ 5382 30,90+ 2,69 31,35+ 3,13
EGCG 333,11+ 2,55 1693+ 0,51 20,88+ 0,67 20,66 + 0,26 22,00+ 1,31
EC 111,50+ 2,90 2471 =+ 0,08 79,00 £ 16,14 n. n. 81,95+ 3,13
ECG 72,29+ 3,65 8,64+ 0,17 27,74+ 0,33 849+ 1,70 6,71+ 0,55

Die griinen, Oolong- und schwarzen Tee-Extrakte unterschieden sich in ihren Gehalten an
Gallussdure und Catechinen. Der Gehalt an Gallusséure war in den beiden Schwarztees hoher
als in den beiden Oolong-Tees und in dem Griintee aufgrund des Abbaus der Gallatgruppen
der Catechine im Verlauf der Fermentation. Die Oolong-Tees enthielten niedrigere Mengen
an Gallussdure als der Griintee. Die Hauptcatechine im Griintee waren Epigallocatechin, Epi-
gallocatechingallat und Epicatechin. In dem Schwarztee Nr. 1 konnte Epicatechin nicht mehr
nachgewiesen werden. Die folgende Abbildung zeigt die relativen Verdnderungen von Gal-

lussdure und Catechinen in den Oolong-Tees und den Schwarztees bezogen auf den Griintee.

250 HGS
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T T
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Relative Veranderungen
[%] bezogen auf GT

Tee-Extrakte

Abbildung 4.8: Relative Verdnderungen [%] der Gallussdure und der Catechine in Oolong-
Tee Nr. 1 (OT Nr. 1) und Nr. 2 (OT Nr. 2) und Schwarztee Nr. 1 (ST Nr. 1)
und Nr. 2 (ST Nr. 2) bezogen auf den Griintee (GT) aus China
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Nur 12 % der Catechine wurden in dem Oolong-Tee Nr. 1 nachgewiesen. 28,8 % der Cate-
chine wurden in dem Schwarztee Nr. 1 quantitativ bestimmt. In dem Oolong-Tee Nr. 2 und in
dem Schwarztee Nr. 2 wurden cirka 44 % der Catechine nachgewiesen. Dennoch zeigte der
Schwarztee Nr. 2 deutlich hohere Gesamtphenolgehalte, TEAC-Werte und FRAP-Werte ver-
glichen mit dem Oolong-Tee Nr. 2 (s. Tabelle 4.11), was auf die durch die vollstindige Fer-
mentation zu Schwarztee entstandenen Theaflavine zuriickzufiihren ist. Das Aufbriihen mit
auf 80 °C abgekiihltem Wasser bewirkte eine schwichere Extraktion der phenolischen Ver-

bindungen (Daten nicht gezeigt).

Wie bereits im Kapitel 4.1.3 fiir 4 griine Teesorten dargestellt, wurde in den hier analysierten
griimen, Oolong- und schwarzen Tee-Extrakten der Anteil der einzelnen Catechine am

antioxidativen Potenzial der Tee-Extrakte berechnet.

Tabelle 4.14 zeigt die mit Hilfe der Kalibriergeraden der Catechine im TEAC I-Test
(s. Abbildung 4.4) ermittelten TEAC-Werte der einzelnen Catechine und den prozentualen

Anteil der Catechine an dem antioxidativen Potenzial der Tee-Extrakte.

Tabelle 4.14: TEAC-Werte [mmol/l] der Catechine in den griinen, Oolong- und schwarzen
Tee-Extrakten (Darjeeling und China) und prozentualer Anteil an dem
antioxidativen Potenzial der Tee-Extrakte

TEAC-Wert [mmol/l], prozentualer Anteil [%] und kalkulierter Gesamt-TEAC-Wert

(= Summe)
Darjeeling
EGC C EGCG EC ECG Summe
GT 0,41 319 0,11 88 0,25 19,8 0,18 13,9 0,33 25,6 1,28
oT 0,11 18,7 0,04 7,0 0,11 18,6 0,08 13,5 0,24 42,3 0,57
ST ff 0,29 42,7 0,11 15,3 0,03 49 0,09 12,7 0,17 24,3 0,69
ST sf 0,31 36,4 0,06 7,0 0,03 33 0,11 12,8 0,35 40,6 0,85
China
EGC C EGCG EC ECG Summe
GT 0,79 39,5 0,07 34 0,57 286 0,24 12,0 033 16,5 2,01

OT Nr. 1 0,01 7,0 0,02 151 0,02 13,6 0,04 26,7 0,05 37,5 0,33

OT Nr. 2 0,19 33,0 0,05 9,7 0,03 45 0,16 29,0 0,14 23,8 0,50

ST Nr. 1 0,18 55,8 0,07 21,4 0,03 7,6 n.n. 0,05 157 0,13

ST Nr. 2 0,18 72,7 0,07 14,3 0,03 55 0,17 34,5 0,04 85 0,57

Der Anteil von Epigallocatechin an der antioxidativen Aktivitét lag in den zwei griinen Tee-
proben bei ~35,7 %, bei den vier griinen Tee-Extrakten (s. 4.1.3) belief er sich auf ~47 %.
Demgegeniiber zeigten Epigallocatechingallat (~24,2 %) und Epicatechingallat (~21,1 %)
einen hoheren Anteil an dem protektiven Potenzial in diesen griinen Teeproben als in den vor-
her erlduterten. Der Beitrag von Catechin lag fiir alle griinen Tee-Extrakte in einem ver-

gleichbaren Rahmen. Epicatechin trug mit ~13,0 % zu der antioxidativen Aktivitit bei. Der
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Anteil der Catechine an dem protektiven Potenzial von Oolong- und schwarzen Tee-Extrakten
variierte in Abhangigkeit von der Sorte, der Qualitédtsstufe und der Provenienz. Der Anteil von
Epigallocatechin lag bei den genannten Teeproben am hochsten, teilweise vergleichbar zu den
4 griinen Teeproben. Der Beitrag von Epigallocatechingallat war in den Oolong- und schwar-

zen Teeproben im Vergleich zu den entsprechenden griinen Tees niedriger.

Analog zu den Catechinkonzentrationen der griinen, Oolong- und schwarzen Tee-Extrakte
(s. Tabelle 4.12 und 4.13) wurden Catechinmischungen hergestellt und deren antioxidative
Aktivitit in dem TEAC I-Test ermittelt. Dadurch war die Gegeniiberstellung der analysierten
TEAC-Werte der Catechinmischungen und der kalkulierten TEAC-Werte der Catechine
(s. Tabelle 4.14) durchfiihrbar. Die errechneten Summen der TEAC-Werte der Catechine fiir
diese Tee-Extrakte und die TEAC-Werte der gemessenen Catechinmischungen werden in

Tabelle 4.15 mit den TEAC-Werten der Tee-Extrakte verglichen.

Tabelle 4.15: Kalkulierte TEAC-Werte [mmol/l] der Catechine fiir die griinen, Oolong- und
schwarzen Tee-Extrakte (Darjeeling und China), gemessene TEAC-Werte
[mmol/l] der Catechinmischungen und der Tee-Extrakte

TEAC-Wert [mmol/1]

Darjeeling
GT oT ST ff ST sf

Kalkuliert 1,28 0,57 0,69 0,85
Catechinmischung 0,99 0,34 0,39 0,33
Tee-Extrakt 3,35 1,18 1,60 3,20

China

GT OT Nr. 1 OT Nr. 2 STNr. 1 ST Nr. 2

Kalkuliert 2,01 0,33 0,50 0,13 0,57
Catechinmischung 1,50 0,11 0,32 0,12 0,57
Tee-Extrakt 3,74 0,45 0,45 1,01 1,69

Die TEAC-Werte der griinen, des Darjeeling-Oolong- und der schwarzen Tee-Extrakte waren
hoher als die TEAC-Werte der Catechinmischungen und die kalkulierten TEAC-Werte. Aus-
nahmen bildeten die Oolong-Tee-Extrakte aus China, deren antioxidative Aktivitidten haupt-
sdachlich auf die Catechine zuriickzufiihren sind, da die kalkulierten und die TEAC-Werte des
Tee-Extrakts vergleichbar waren. Der Anteil der Catechine an dem protektiven Potenzial

betrug bei den griinen Tees ~46 %.

Der verbleibende Teil der antioxidativen Aktivitdit konnte auf lipidlosliche nicht-poly-
phenolische Fraktionen des griinen Tees zurlickgefiihrt werden, die ebenfalls antioxidative
Wirksamkeit aufweisen [HIGASHI-OKALI et al. 2000, OKAI und HIGASHI-OKAI 1997].
Die kalkulierten TEAC-Werte und die analysierten TEAC-Werte der Mischungen lagen in
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einem vergleichbaren Bereich, was bereits von RECORD und LANE [2001] beschrieben
wurde. Die Autoren zeigten ebenfalls hohere antioxidative Aktivitit von griinen und
schwarzen Tee-Extrakten verglichen mit der kalkulierten antioxidativen Aktivitit von

Polyphenolmischungen.

Der Beitrag der Catechine an dem antioxidativen Potenzial des Darjeeling-Oolong-Tees liegt
bei ungefdhr der Hélfte der antioxidativen Aktivitit. Die andere Hilfte der antioxidativen
Aktivitdt ist auf die durch die Fermentation entstandenen Kondensationsprodukte
zuriickzufiihren, die auch antioxidative Wirksamkeit zeigen. Hingegen liegt der Anteil der
Catechine an dem protektiven Potenzial der schwarzen Tee-Extrakte (Darjeeling und China)
bei ~32 %. Der restliche Teil der antioxidativen Aktivitét ist auf die durch die Fermentation
entstandenen Theaflavine zuriickzufiihren, die ebenfalls antioxidative Wirksamkeit zeigen

[LEUNG et al. 2001a].

Die hier vorgestellten Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den bisher vorgestellten
Ergebnissen (vgl. 4.1.3), bei denen die TEAC-Werte der Catechinmischungen und die kalku-
lierten TEAC-Werte hoher waren als die TEAC-Werte der Tee-Extrakte. In der Literatur
wurden bisher beide Varianten publiziert. FRANKEL et al. [1997] beschrieben hdhere
antioxidative Aktivitdt von Catechinmischungen als von griinen Tee-Extrakten im Lipid-
system, demgegeniiber zeigten RECORD und LANE [2001] stdrkeres protektives Potenzial

von griinen und schwarzen Tee-Extrakten verglichen mit kalkulierten Polyphenolmischungen.

4.2 In vitro-Untersuchungen zu Wechselwirkungen zwischen Teepolyphenolen und
Eisen
Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden in der Versuchsreihe I zuerst Standardsubstanzen
(Catechin und Eisen(II)- bzw. Eisen(IlI)-chlorid) verwendet, um in einem einfachen Modell
die Wechselwirkungen zwischen Teepolyphenolen und Eisen in vitro zu priifen. In der Ver-
suchsreihe II wurde anstelle des Catechins Tee-Extrakt eingesetzt, um die Wirkungen ver-
schiedener Teecatechine hinsichtlich der Fahigkeit, Eisen zu binden, zu testen. Die Wechsel-
wirkungen zwischen Teepolyphenolen und Eisen wurden in der Versuchsreihe III anhand von
Tee-Extrakt und einem Lebensmittel (Rezepturen s. Arbeitsvorschriften 8.3) untersucht. In
allen Versuchsreihen wurden die Konzentrationen an Eisen und Gesamtphenolen sowie die
antioxidative Aktivitit photometrisch und die Konzentrationen an Catechin bzw. an
Epigallocatechin, Catechin, Epigallocatechingallat, Epicatechin und Epicatechingallat in den
Tee-Extrakten fliissigchromatographisch vor und nach der Diffusion analysiert. Bei allen

Versuchsansidtzen wurde nach der Inkubationszeit ebenfalls Probenmaterial entnommen, um
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die Parameter Eisengehalt, Gesamtphenolgehalt, antioxidative Aktivitdt und Catechingehalt
zu bestimmen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigten keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Ausgangslosung und der inkubierten Ldsung (p > 0,05).
Deswegen wurde in der Ergebnisdarstellung auf die Werte von Eisengehalt, Gesamt-
phenolgehalt, antioxidative Aktivitit und Gehalte der Catechine der inkubierten Losungen

verzichtet.

4.2.1 Ergebnisse zu Versuchsreihe I

Fiir die Ansétze dieser Versuchsreihe wurden Standardsubstanzen verwendet, um zunéchst ein
relativ einfaches Modellsystem zu priifen. Die Ansétze enthielten Phosphatpuffer (pH 7.4),
Catechin und Eisensalze (FeCl, bzw. FeCl;), welche in verschiedenen molaren Verhiltnissen

eingesetzt wurden.

Der erste Ansatz bestand aus 50 ml Phosphatpuffer, in denen 50 mg Catechin und
10 mg Eisen(II)-chlorid geldst wurden. Das molare Verhéltnis von Catechin zu Eisen betrug
3,4:1 in diesem Ansatz. Nach der Zugabe des Eisensalzes zu dem farblosen Gemisch aus
Phosphatpuffer und Catechin férbte sich die Losung blau-schwarz. Dieser Ansatz wurde eine
Stunde unter Rithren im Wasserbad bei 37 °C inkubiert, anschlieBend erfolgte die Dialyse. In
der Ausgangslosung und in dem Eluat wurden photometrisch der Eisengehalt, die antioxi-
dative Aktivitdit mit dem TEAC I-Test, der Gesamtphenolgehalt sowie fliissigchroma-
tographisch die Catechinkonzentration quantifiziert. Tabelle 4.16 zeigt diese Parameter vor
und nach der Diffusion eines Gemisches aus Catechin und zweiwertigem Eisen in einem

molaren Verhéltnis von 3,4 : 1.

Tabelle 4.16: Eisengehalte [mmol/l], Gesamtphenolgehalte (GAE) [mmol/l], TEAC-Werte
[mmol/l] und Gehalt an Catechin [mmol/I] (X =+ s) vor und nach der Diffusion
eines Gemisches aus Catechin und Fe(Il) in einem molaren Verhiltnis von

34:1(n=)5)
Fe(Il) [mmol/1] GAE [mmol/1] TEAC [mmol/l] Catechin [mmol/l]
Vor Diffusion 2,53+  020% 93+ 11% 7,16+ 0,584 106+ 2%
Nach Diffusion 049+ 000" 68 + 38 543+ 0,708 56+ 178

Mittelwerte in Spalten mit verschiedenen hochgestellten Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05),
berechnet mit ANOVA

Alle vier untersuchten Parameter wiesen einen signifikanten Abfall ihrer Konzentrationen im
Verlauf der Diffusion auf. Bereits nach Zugabe von Eisen zu der Catechin-Pufferldsung ver-
anderte sich das urspriingliche Verhéltnis von Catechin zu Eisen auf 40 zu 1. Die blau-

schwarze Farbe spricht fiir die direkte Bildung der Eisen-Catechinkomplexe. Im Eluat lag ein
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molares Verhiltnis von Catechin zu Eisen von 110 : 1. Nur 19,4 % des Eisens und 52,9 % des
Catechins der Ausgangslosung wurden im Eluat nachgewiesen. Der signifikante Abfall der
Eisengehalte, Gesamtphenolgehalte, antioxidativen Aktivitdt und der Catechinkonzentration

beruhte auf der Komplexbildung zwischen den Eisenionen und Catechin.

Der Ansatz mit Catechin und dreiwertigem Eisen in einem molaren Verhéltnis von 4 : 1 zeigte
dhnliche Ergebnisse. Nach Zugabe des Eisen(IlI)-chlorids zu der Catechin-Pufferlosung trat
die blau-schwarze Farbung ein. Die folgende Tabelle zeigt die untersuchten Parameter vor

und nach der Diffusion.

Tabelle 4.17: Eisengehalte [mmol/l], Gesamtphenolgehalte (GAE) [mmol/I], TEAC-Werte
[mmol/l] und Gehalt an Catechin [mmol/I] (X =+ s) vor und nach der Diffusion
eines Gemisches aus Catechin und Fe(Ill) in einem molaren Verhéltnis von

4:1(n=Y5)
Fe(IIT) [mmol/1] GAE [mmol/1] TEAC [mmol/l] Catechin [mmol/l]
Vor Diffusion 1,70+ 0,05% 99+ 44 723+ 0474 106+ 24
Nach Diffusion 0,36+ 0,025 76+ 9° 572+ 061" 77+ 68

Mittelwerte in Spalten mit verschiedenen hochgestellten Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05),
berechnet mit ANOVA

Die vier analysierten Parameter fielen signifikant nach der Diffusion ab verglichen mit den
Werten vor der Diffusion. Das zu Beginn eingesetzte molare Verhéltnis verdnderte sich
bereits beim Zusammenmischen von Catechin und dreiwertigem Eisen (C : FeCl; = 63 : 1),
was durch die sofortige Ausbildung der blau-schwarzen Farbe sichtbar wurde. 21,2 % des
eingesetzten Eisen wurden im Eluat nachgewiesen, 72,4 % des Catechins wurden im Eluat

quantifiziert.

4.2.2 Ergebnisse zu Versuchsreihe 11

In diesem Teil der experimentellen Arbeit wurden die Wechselwirkungen zwischen Teepo-
lyphenolen und Eisensalzen (FeCl, und FeCls) gepriift. Dazu wurden zwei Griintees, China
Gunpowder und Ceylon Pekoe, aufgebriiht (s. 3.1.1). Die einzelnen Ansétze setzten sich aus
50 ml Tee-Extrakt und 5 mg des Eisensalzes FeCl, oder FeCl; zusammen. Dieses Gemisch
wurde eine Stunde unter Rithren im Wasserbad bei 37 °C inkubiert, anschlieBend erfolgte die
Dialyse. In der Ausgangslésung sowie im Eluat wurden der Eisengehalt, die antioxidative
Aktivitdt mit dem TEAC I-Test und der Gesamtphenolgehalt (GAE) bestimmt. Auflerdem
wurden die Teecatechine Epigallocatechin, Catechin, Epigallocatechingallat, Epicatechin und

Epicatechingallat in der Ausgangslosung und dem Eluat fliissigchromatographisch quantifi-
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ziert. Die bereits beschriebene blau-schwarze Farbung der Losung der Versuchsreihe I trat

ebenfalls bei diesen Anséitzen auf.

4.2.2.1 Ergebnisse mit China Gunpowder

Zunichst wurden die Wechselwirkungen zwischen China Gunpowder-Tee-Extrakt und
Eisen(Il)- und Eisen(IIl)-chlorid gepriift. Tabelle 4.18 zeigt Eisen- und Gesamtphenolgehalte
sowie antioxidative Aktivitdt vor und nach der Diffusion eines Gemisches aus China

Gunpowder-Tee-Extrakt und 5 mg Eisen(II)-chlorid.

Tabelle 4.18: Eisengehalte [mmol/l], Gesamtphenolgehalte [mmol/I] und TEAC-Werte
[mmol/l] (x % s) vor und nach der Diffusion eines Gemisches aus
China Gunpowder-Tee-Extrakt und Eisen(II)-chlorid (n = 5)

Fe(Il) [mmol/1] GAE [mmol/1] TEAC [mmol/1]
Vor Diffusion 0,79+ 0,224 73 + 94 538+ 0,614
Nach Diffusion 0,05+ 0,078 55+ 108 465+ 0,694

Mittelwerte in Spalten mit verschiedenen hochgestellten Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05),
berechnet mit ANOVA

Deutlich erkennbar war der signifikante Abfall der Eisen(Il)-konzentration von 100 % im
Dialysat auf 7 % im Eluat. Die Verdnderung des Gesamtphenolgehaltes war ebenfalls signifi-
kant. Demgegeniiber zeigte die antioxidative Aktivitdt keine signifikante Verdnderung vor
und nach der Diffusion aufgrund der relativ hohen Standardabweichung. Tabelle 4.19 zeigt
die dazugehdrigen Konzentrationen der Flavanole in dem Ansatz von China Gunpowder-Tee-

Extrakt und 5 mg Eisen(II)-chlorid vor und nach der Diffusion.

Tabelle 4.19: Konzentrationen der Catechine [mmol/l] (x + s) vor und nach der Diffusion
eines Gemisches aus China Gunpowder-Tee-Extrakt und Eisen(II)-chlorid

(n=15)
EGC C EGCG EC ECG
Vor Diffusion 0,93+0,14* n.n. 0,55+ 0,194 1,37+ 0,12* 0,15+ 003%
Nach Diffusion 0,82+0,10 n.n 0,33+ 0,14® 1,17+ 0,17% 0,10+ 0,03®

Mittelwerte in Spalten mit verschiedenen hochgestellten Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05),
berechnet mit ANOVA

Catechin wurde weder in der Ausgangslosung noch im Eluat nachgewiesen. Die Konzentra-
tionen der Catechine Epigallocatechin, Epigallocatechingallat, Epicatechin und Epicatechin-
gallat nahmen nach der Diffusion ab. Die Konzentrationen von Epicatechingallat und Epigal-
locatechingallat waren im Eluat signifikant niedriger als in der Ausgangslosung. 67 % Epica-
techingallat und 60 % Epigallocatechingallat der Ausgangslosung wurden in dem Eluat nach
der Diffusion nachgewiesen. Die Abnahme der verschiedenen Parameter ldsst auf Wechsel-

wirkungen zwischen den Teepolyphenolen und Eisen schlieen. Die Gallatgruppen von Epi-
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catechingallat und Epigallocatechingallat binden Eisen, und diese Komplexe passieren auf-
grund ihrer Grof3e die Membran nicht. Der entsprechende Ansatz bestehend aus China Gun-
powder-Tee-Extrakt und Eisen(IlI)-chlorid zeigte nur fiir die Eisenkonzentration und fiir
Epicatechingallat im Eluat signifikant niedrigere Werte verglichen mit denen vor der Diffu-

sion (Daten nicht gezeigt).

4.2.2.2 Ergebnisse mit Ceylon Pekoe

In diesen Ansdtzen wurden die Wechselwirkungen zwischen Ceylon Pekoe-Tee-Extrakt und
Eisen(II)- und Eisen(III)-chlorid getestet. Die folgende Tabelle veranschaulicht die Verande-
rungen der Eisen(IlI)- und Gesamtphenolgehalte sowie der antioxidativen Aktivitit eines
Gemisches aus Ceylon Pekoe-Tee-Extrakt und 5 mg Fe(IlI)-chlorid nach dem Diffusionspro-

zess gegeniiber den Werten vor der Diffusion.

Tabelle 4.20: Eisengehalte [mmol/l], Gesamtphenolgehalte [mmol/I] und TEAC-Werte
[mmol/l] (¥ % s) vor und nach der Diffusion eines Gemisches aus Ceylon
Pekoe-Tee-Extrakt und Eisen(III)-chlorid (n = 5)

Fe(IIT) [mmol/1] GAE [mmol/1] TEAC [mmol/1]
Vor Diffusion 0,60+ 0,05* 107+ 94 6,82+ 2434
Nach Diffusion 0,06+ 0,08% 90+ 7B 6,27+ 2344

Mittelwerte in Spalten mit verschiedenen hochgestellten Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05),
berechnet mit ANOVA

Die Gesamtphenolgehalte und die Eisenkonzentrationen waren im Eluat signifikant niedriger
als in der Ausgangslosung. Der Gehalt an Eisen fiel von 100 % in der Ausgangslésung auf
10 % in dem Eluat. Die antioxidative Aktivitét zeigte keine signifikante Verdnderung vor und
nach der Diffusion. Tabelle 4.21 stellt die dazugehorigen Konzentrationen der Flavanole in
dem Ansatz von Ceylon Pekoe-Tee-Extrakt und 5 mg Eisen(IlI)-chlorid vor und nach der

Diffusion dar.

Tabelle 4.21: Konzentrationen der Catechine [mmol/l] (x + s) vor und nach der Diffusion
eines Gemisches aus Ceylon Pekoe-Tee-Extrakt und Eisen(III)-chlorid (n = 5)

EGC C EGCG EC ECG

Vor Diffusion 1,01+ 0,10* 029+ 0,04* 1,04+ 008* 157+ 0,09 026+ 0,03*

Nach Diffusion 0,92+ 0,08* 028+ 005* 074+ 0,14® 1,60+ 0,14* 0,19+ 006"

Mittelwerte in Spalten mit verschiedenen hochgestellten Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05),
berechnet mit ANOVA

Epigallocatechin, Catechin und Epicatechin zeigten keine Verdnderungen wéhrend des Diffu-
sionsprozesses, doch die Konzentrationen an Epigallocatechingallat und Epicatechingallat

waren im Eluat signifikant niedriger verglichen mit der Ausgangslosung. Die Konzentration
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an Epigallocatechingallat sank um 30 % und der Gehalt an Epicatechingallat um 25 % gegen-
iiber der Ausgangslosung, da die Gallatgruppen von Epigallocatechingallat und Epicatechin-

gallat Eisen binden.

Der analoge Ansatz zwischen Ceylon Pekoe-Tee-Extrakt und 5 mg Eisen(II)-chlorid zeigte
vergleichbare Ergebnisse. Die folgende Tabelle stellt die Konzentrationen an Eisen(II) und
die Gesamtphenolgehalte sowie die antioxidative Aktivitit eines Gemisches aus Ceylon

Pekoe-Tee-Extrakt und 5 mg Fe(II)-chlorid vor und nach der Diffusion dar.

Tabelle 4.22: Eisengehalte [mmol/lI], Gesamtphenolgehalte [mmol/l] und TEAC-Werte
[mmol/l] (¥ + s) vor und nach der Diffusion eines Gemisches aus Ceylon
Pekoe-Tee-Extrakt und Eisen(II)-chlorid (n = 5)

Fe(Il) [mmol/l] GAE [mmol/l] TEAC [mmol/l]
Vor Diffusion 0,81 + 0,144 97 + 74 6,66 + 1,96 4
Nach Diffusion 0,17 + 0,028 76 + 78 6,10+ 2,014

Mittelwerte in Spalten mit verschiedenen hochgestellten Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05),
berechnet mit ANOVA

Nach der Diffusion wurde 20 % des eingesetzten Eisens nachgewiesen. Die Gesamtphenole
zeigten nach der Diffusion signifikante Verdnderungen verglichen mit denen vor der Diffu-
sion. Die antioxidative Aktivitit lag bei beiden Messpunkten in einem vergleichbaren
Bereich. Tabelle 4.23 zeigt die dazugehorigen Konzentrationen der Flavanole in dem Ansatz

von Ceylon Pekoe-Tee-Extrakt und 5 mg Eisen(II)-chlorid vor und nach der Diffusion.

Tabelle 4.23: Konzentrationen der Catechine [mmol/I] (x % s) vor und nach der Diffusion
eines Gemisches aus Ceylon Pekoe-Tee-Extrakt und Eisen(II)-chlorid (n = 5)

EGC C EGCG EC ECG

Vor Diffusion 0,90+ 0,09 023+ 0,04* 090+ 0,02*% 147+ 0,07* 024+ 0,02%

Nach Diffusion 0,83+ 005* 022+ 005* 074+ 001® 146+ 010* 0,18+ 0,02°

Mittelwerte in Spalten mit verschiedenen hochgestellten Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05),
berechnet mit ANOVA

Wie bereits bei dem Ansatz zwischen Ceylon Pekoe-Tee-Extrakt und Eisen(III)-chlorid
beschrieben, sanken die Konzentrationen von Epigallochatechingallat und Epicatechingallat

nach der Diffusion signifikant verglichen mit den Ausgangswerten.

4.2.3 Ergebnisse zu Versuchsreihe 111

In der Versuchsreihe I1I wurden die Wechselwirkungen zwischen den Teepolyphenolen und
einem Lebensmittel gepriift. Als Lebensmittel dienten zwei verschiedene Sduglingsnahrungen
(Rezepturen s. Arbeitsvorschriften 8.3), die mit dem Tee-Extrakt von Ceylon Pekoe versetzt

und wie die Proben der Versuchsreihen I und II behandelt wurden. Ein Ansatz enthielt 50 ml
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Tee-Extrakt und 6,75 g Pre-Siuglingsnahrung bzw. 6,25 g Milchbrei'’. Die Diffusion dieser
Proben dauerte jeweils 2 - 3 h aufgrund der viskosen Konsistenz. Sduglingsnahrungen wurden
aufgrund ihrer relativ guten Loslichkeit als Lebensmittel gewéhlt, da diese fiir den
Versuchsansatz unabdingbar war. Diese Séuglingsnahrungen besitzen zusdtzlich einen

definierten Eisengehalt.

4.2.3.1 Ansatze mit Pre-Siduglingsnahrung und Ceylon Pekoe

Die fiir diese Untersuchung eingesetzte Pre-Sauglingsnahrung eignet sich als Nahrung fiir den
Saugling direkt nach der Geburt. Aufgrund der Triibung wurden alle Proben aufler dem Eluat
vor der Analyse mit Wasser verdiinnt, zentrifugiert und filtriert. Die bei Versuchsreihe I und
IT beschriebene blau-schwarze Farbung der Ansitze trat in dieser Versuchsreihe nicht auf.
Tabelle 4.24 zeigt die Eisengehalte, Gesamtphenolgehalte sowie die antioxidative Aktivitét
vor und nach der Diffusion eines Gemisches aus Pre-Sduglingsnahrung und Ceylon Pekoe-

Tee-Extrakt.

Tabelle 4.24: Eisengehalte [mmol/l], Gesamtphenolgehalte (GAE) [mmol/l] und TEAC-
Werte [mmol/I] (x + s) vor und nach der Diffusion eines Gemisches aus Pre-
Sduglingsnahrung und Ceylon Pekoe-Tee-Extrakt (n = 5)

2 Fe(II+I1I) [mmol/l] GAE [mmol/] TEAC [mmol/l]
Vor Diffusion 0,27 £ 0,194 453+ 0,55* 3,41 + 0,26 4
Nach Diffusion 0,05 + 0,02 8 133+ 029" 1,27+ 0,208

Mittelwerte in Spalten mit verschiedenen hochgestellten Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05),
berechnet mit ANOVA

In dieser Versuchsreihe war ebenfalls ein signifikanter Abfall der Eisenkonzentration, des
Gesamtphenolgehaltes und der antioxidativen Aktivitdt nach der Diffusion zu verzeichnen.
Tabelle 4.25 présentiert die dazugehorigen Konzentrationen der Flavanole vor und nach der

Diffusion eines Gemisches aus Pre-Sduglingsnahrung und Ceylon Pekoe-Tee-Extrakt.

Tabelle 4.25: Konzentrationen der Catechine [mmol/l] (x + s) vor und nach der Diffusion
eines Gemisches aus Pre-Sduglingsnahrung und Ceylon Pekoe-Tee-Extrakt
(n=5)

EGC C EGCG EC ECG

Vor Diffusion 095+ 0,12* 020+ 0,06* 1,04+ 0,16* 141+ 008* 030+ 000"

Nach Diffusion 0,18+ 0,04® 001+ 0,01® 034+ 005% 002+ 000® 005+ 001"

Mittelwerte in Spalten mit verschiedenen hochgestellten Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05),
berechnet mit ANOVA

19 Aufgrund der schlechteren Loslichkeit des Milchbreis wurde weniger eingewogen als bei der Pre-Siuglingsnahrung.
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Die Gehalte aller analysierten Catechine wiesen einen signifikanten Abfall auf. Die Reduktion
der Catechinkonzentrationen sind nicht nur auf die Komplexbildung mit Eisen zuriickzufiih-
ren, sondern vermutlich auch auf die Komplexbildung mit den Proteinen [SERAFINI et al.
1996] und mit anderen zweiwertigen lonen wie z. B. Magnesium und Calcium [ZEYUAN et

al. 1998b].

4.2.3.2 Ansiatze mit Milchbreipulver und Ceylon Pekoe

Die in diesem Versuch eingesetzte Sduglingsnahrung ist fiir Sduglinge nach dem 4. Monat als
Nahrungszusatz geeignet. Das viskose Probenmaterial wurde ebenfalls vor der Analyse mit
Wasser verdiinnt, zentrifugiert und filtriert. Die folgende Tabelle zeigt die Eisen- und
Gesamtphenolgehalte sowie die antioxidative Aktivitit als TEAC-Werte vor und nach dem

Diffusionsprozess eines Gemisches aus Milchbrei und Ceylon Pekoe-Tee-Extrakt.

Tabelle 4.26: Eisengehalte [mmol/l], Gesamtphenolgehalte (GAE) [mmol/l] und TEAC-
Werte [mmol/l] (x + s) vor und nach der Diffusion eines Gemisches aus
Milchbreipulver und Ceylon Pekoe-Tee-Extrakt (n = 5)

Y. Fe(II+111) [mmol/l] GAE [mmol/l] TEAC [mmol/l]
Vor Diffusion 0,19"'+  0,08* 3,57 + 0,814 3,14+ 029"
Nach Diffusion 0,07 £ 0,068 1,95+ 0,118 1,6 030"

Mittelwerte in Spalten mit verschiedenen hochgestellten Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05),
berechnet mit ANOVA

Die Konzentrationen der untersuchten Parameter waren im FEluat deutlich reduziert. Der
Eisengehalt sowie der Gesamtphenolgehalt und die antioxidative Aktivitit wiesen einen signi-
fikanten Abfall nach der Diffusion auf. Tabelle 4.27 stellt die dazugehdrigen Konzentrationen
der Flavanole vor und nach der Diffusion eines Gemisches aus Milchbrei und Ceylon Pekoe-

Tee-Extrakt dar.

Tabelle 4.27: Konzentrationen der Catechine [mmol/l] (X % s) vor und nach der Diffusion
eines Gemisches aus Milchbreipulver und Ceylon Pekoe-Tee-Extrakt (n = 5)

EGC C EGCG EC ECG

Vor Diffusion 095+ 025% 020+ 0,09* 1,01+ 023* 120+ 0,08* 020+ 000*

Nach Diffusion 045+ 014®% 0,10+ 007* 069+ 028" 024+ 0,00° 0,02+ 0,01°

Mittelwerte in Spalten mit verschiedenen hochgestellten Buchstaben sind signifikant verschieden (p < 0,05),
berechnet mit ANOVA

Die Catechine im Eluat sanken, wobei signifikante Verdnderungen nur bei Epigallocatechin,

Epicatechin und Epicatechingallat vorlagen.

"' Wegen der niedrigeren Einwaage enthilt dieser Milchbreiansatz weniger Eisen als der Ansatz mit der Pre-
Séuglingsnahrung (s. Tabelle 4.24).
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Die signifikanten Reduktionen von Epigallocatechin, Epicatechin und Epicatechingallat sind
auf die Komplexbildung mit Eisen zuriickzufiihren, wobei auch in diesem Ansatz
Wechselwirkungen mit den Milchproteinen [SERAFINI et al. 1996] und mit zweiwertigen
Ionen moglich sind [ZEYUAN et al. 1998b]. Des weiteren ist die Komplexbildung zwischen
den in dem laut Zutatenliste glutenhaltigen Milchbrei enthaltenen Phytaten aus Weizenmehl,

Bananenflocken und Hartweizengriell und Eisen denkbar [DAVIDSSON et al. 2001].

In allen drei Versuchsreihen wurde die Komplexbildung zwischen Eisen und Teepolypheno-
len aufgrund der signifikanten Verdnderungen der untersuchten Parameter festgestellt. Die
Ergebnisse dieser in vitro-Untersuchungen gaben Anlass flir die Humanstudie ,,Wechsel-
wirkungen zwischen Teepolyphenolen und Eisen unter physiologischen Bedingungen®, deren

Ergebnisse im folgenden Abschnitt dargestellt werden.

4.3 Wechselwirkungen zwischen Teepolyphenolen und Eisen unter physiologischen
Bedingungen

4.3.1 Charakterisierung der Tees

Fiir diese Studie standen als griiner Tee ,,China Gunpowder* und als schwarzer Tee ,,India

Oothu* zur Verfligung. Der griine Tee enthielt 512 mg/l Gesamtphenole und der schwarze

Tee 467 mg/l Gesamtphenole. Der TEAC-Wert des griinen Tees betrug 3,02 mmol/l und der

des schwarzen Tees 2,05 mmol/l.

4.3.2 Analyse des Eisenstatus und des antioxidativen Status

Die Humanstudie sollte in vivo die Wechselwirkungen zwischen Teepolyphenolen und Eisen
untersuchen. An der Humanstudie nahmen 34 Probanden teil, 20 Mischkostler und 14 Vegeta-
rier. Die Mischkost ist durch den Konsum aller Lebensmittelgruppen gekennzeichnet. Die
Vegetarier erndhrten sich nach einer lakto-ovo-vegetabilen Kostform, die durch einen Ver-
zicht auf Fleisch, Wurstwaren und Fisch und Fischwaren gekennzeichnet ist. Eier, Milch- und
Milchprodukte waren erlaubt. Zur Beurteilung des Eisenstatus der Probanden und Probandin-
nen wurden folgende Parameter bestimmt: Himoglobin (Hb) und Hamatokrit (Hkt) im Voll-
blut, Ferritin, Transferrin (TF), Freies Eisen und Freie Eisenbindungskapazitit (EBK) im

Plasma. Tabelle 4.28 zeigt die Referenzbereiche fiir die genannten Parameter.
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Tabelle 4.28: Referenzbereiche der Parameter des Eisenstatus fiir Frauen (w) und Ménner (m)
[KRAPF et al. 1995, GREILING und GESSNER 1995, BUDDECKE und FISCHER 1992]

Parameter des Eisenstatus Referenzbereich
Himoglobin (Hb) [mmol/l] w 74 - 10,7
m 8,6 - 12,1
Himatokrit (Hkt) [%] w 35,0 - 47,0
m 40,0 - 52,0
Ferritin [pg/1] w 10,0-  260,0
m 46,0- 310,0
Transferrin (TF) [g/1] w/m 2,5 - 4,3
Freies Eisen [pmol/l] w/m 11,0 - 27,0
Freie Eisenbindungskapazitit (EBK) [umol/l] w/m 55,0 - 75,0

Zu den Parametern Superoxiddismutase (SOD) und Glutathion sowie zu der antioxidativen
Aktivitdt mit dem FRAP-Test existieren bislang keine Referenzwerte. Eine gute Vitamin C-
Versorgung ist bei einer Plasmakonzentration ab 36,8 umol/l gegeben [HESEKER et al.
1994]. Die Studie war in zwei Teile (je 5 Wochen) untergliedert. Zu Beginn der Studie
erndhrten sich die Probanden flavonoidarm, v. a. Verzicht auf Flavanole, (Verzicht auf
schwarzen und griinen Tee, kakaohaltige Lebensmittel, Kaffee, weile und rote Trauben,
Weil3- und Rotwein, Sifte aller Art), und ab der zweiten Woche konsumierten die Probanden

8 - 10 Tassen (1 Liter/d) griinen oder schwarzen Tee zu den Mahlzeiten (s. Abbildung 3.7).

4.3.2.1 Eisenstatus und antioxidativer Status nach einer Woche flavonoidarmer
Ernidhrung

Im folgenden wird der Eisenstatus und der antioxidative Status der weiblichen und ménnli-

chen Probanden, unterteilt nach ihrer Kostform, nach einer Woche flavonoidarmer Ernédhrung

im ersten und zweiten Teil der Interventionsstudie dargestellt. Die folgende Tabelle zeigt die

ermittelten Parameter des FEisenstatus im Vollblut und Plasma nach einer Woche

flavonoidarmer Erndhrung im ersten Teil der Interventionsstudie.
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Tabelle 4.29: Eisenstatusparameter Himoglobin (Hb), Himatokrit (Hkt) im Vollblut, Ferritin,
Transferrin (TF), Freies Eisen und Freie Eisenbindungskapazitit (EBK) im
Plasma (x , min. - max.) der weiblichen und ménnlichen Probanden, unterteilt
nach der Kostform, nach einer Woche flavonoidarmer Erndhrung im ersten Teil
der Interventionsstudie

Hb Hkt Ferritin TF Eisen EBK
[mmol/l] [%] [ug/1] [g/1] [umol/l] [umol/l]
Mischkostlerinnen 8,5 40,24 25,34 2,64 21,6 4 68,34
w (n = 15) 7,7- 95 360- 440 3,1-760 13- 38 84-369 50- 978
Vegetarierinnen 8,34 40,14 21,6 4 2,94 1524 68,5*
w (n = 10) 71- 91 370- 450 41-804 14- 41 61-256 450-1013
Mischkostler 9,6° 444" 37,54 324 1514 63,04
m (n = 5) 89-103 41,0- 480 139-648 19- 63 103-21,0 546- 757
Vegetarier 9,458 44,8 ® 53,38 2,14 18,14 54,0 *
m (n = 4) 9,1- 97 440- 450 103-992 15- 28 11,8-233 469- 56,0

Mittelwerte in Spalten mit verschiedenen hochgestellten Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05),
berechnet mit ANOVA und anschlieBendem LSD-Test

Nach der Woche flavonoidarmer Erndhrung im ersten Teil der Interventionsstudie unterschie-
den sich die Mischkostlerinnen und die Vegetarierinnen nicht signifikant in Hdmoglobin,
Hématokrit, Ferritin, Transferrin, Eisen und Eisenbindungskapazitit (p > 0,05). Zwischen
Minnern und Frauen wurden keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Parameter
Transferrin, Eisen und Eisenbindungskapazitit festgestellt (p > 0,05). Die Mischkdstler und
die Vegetarier hatten demgegeniiber signifikant hohere Hdmoglobin- und Hamatokritwerte
verglichen mit den Mischkostlerinnen und Vegetarierinnen (p < 0,05). Beziiglich der Ferri-
tinwerte zeichneten sich die vegetarisch lebenden Ménner durch signifikant hohere Plas-
maspiegel verglichen mit den Mischkdstlern, Mischkostlerinnen und Vegetarierinnen aus
(p <0,05). Sowohl die Minner als auch die Frauen beider Kostformen lagen mit ihren
Héamoglobin-, Hadmatokrit-, Eisen- und Eisenbindungskapazitdtswerten nach der ersten Woche
der Studie im Rahmen der Referenzbereiche. Vier Vegetarierinnen und zwei Mischkostlerin-
nen hatten bereits Ferritinspiegel im Plasma unter 10 pg/l nach der ersten Woche der Studie.
60 % der Mischkdstlerinnen und 70 % der Vegetarierinnen wiesen zu Beginn der Studie
Ferritinspiegel unter 25 pg/l auf. 40 % der weiblichen und ménnlichen Mischkdstler und
30 % der weiblichen Vegetarier und 75 % der ménnlichen Vegetarier zeigten Transferrinplas-
maspiegel unter 2,5 g/l. Die Initialwerte der ersten Blutabnahme im ersten Teil der
Interventionsstudie (s. Abbildung 3.7) unterschieden sich nicht signifikant von den Werten

der zweiten Blutabnahme, die in der Tabelle 4.29 dargestellt wurden (p > 0,05) (Daten nicht

gezeigt).

Tabelle 4.30 zeigt die ermittelten Parameter des Eisenstatus im Vollblut und Plasma nach

einer Woche flavonoidarmer Erndhrung im zweiten Teil der Interventionsstudie.
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Tabelle 4.30: Eisenstatusparameter Himoglobin (Hb) Hématokrit (Hkt) im Vollblut, Ferritin,
Transferrin (TF), Freies Eisen und Freie Eisenbindungskapazitit (EBK) im
Plasma (x , min. - max.) der weiblichen und méannlichen Probanden, unterteilt
nach der Kostform, nach einer Woche flavonoidarmer Erndhrung im
zweiten Teil der Interventionsstudie

Hb Hkt Ferritin TF Eisen EBK
[mmol/l] [%] [ug/1] [g/1] [umol/l] [umol/l]

Mischkostlerinnen 8,3 4 40,24 24,1 *B 3,44 21,34 67,34

w (n = 15) 76- 92 320-440 49- 618 28- 46 7,0-351 490- 806
Vegetarierinnen 7,94 37,78 149" 3,34 14,9 4 67,6 *

w (n = 10) 70- 89 320-430 3,7-29,7 23- 42 23-252 539- 871
Mischkéostler 9,6 " 44,6 € 37,24€ 2,948 23,04 53,9°

m (n =5) 88- 102 41,0-46,0 21.1-622 24- 41 86-405 387- 724
Vegetarier 10,0® 45,0 ¢ 52,6 ¢ 2,68 16,14 56,1 *®

m (n = 4) 9,1- 10,6 44,0-470 145- 955 22- 34 135-17,8 462- 642

Mittelwerte in Spalten mit verschiedenen hochgestellten Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05),
berechnet mit ANOVA und anschlieBendem LSD-Test

Nach der Woche flavonoidarmer Erndhrung im zweiten Teil der Interventionsstudie unter-
schieden sich die Mischkostlerinnen und die Vegetarierinnen nicht signifikant in Himoglobin,
Ferritin, Transferrin, Eisen und Eisenbindungskapazitit (p > 0,05). Die Mischkdstlerinnen
hatten dagegen hohere Hidmatokritwerte als die Vegetarierinnen (p < 0,05). Beim Vergleich
der weiblichen und ménnlichen Probanden zeigten die Ménner signifikant hohere Himoglo-
bin- und Hamatokritwerte bei beiden Kostformen (p < 0,05). Sowohl die Ménner als auch die
Frauen beider Kostformen lagen mit ihren Hamoglobin-, Hdmatokrit-, Eisen- und Eisenbin-
dungskapazitidtswerten nach der ersten Woche der Studie im Rahmen der Referenzbereiche.
Fiinf Vegetarierinnen und eine Mischkostlerin hatten bereits Ferritinspiegel im Plasma unter
10 pg/l nach der ersten Woche der Studie. 60 % der Mischkostlerinnen und 70 % der Vegeta-
rierinnen wiesen zu Beginn des zweiten Teils der Interventionsstudie Ferritinspiegel unter
25 pg/l auf. 50 % der Vegetarier, 10 % der Vegetarierinnen und 20 % der Mischkostler zeig-
ten Transferrinspiegel unter 5 g/l. Die Vegetarier hatten signifikant hohere Ferritinspiegel im
Plasma als die Vegetarierinnen und die Mischkdstlerinnen nach der ersten Woche der Studie
(p <0,05). Die Ferritinspiegel der Vegetarier und Mischkostler lagen in einem vergleichbaren
Bereich. Die Initialwerte der ersten Blutabnahme im zweiten Teil der Interventionsstudie
(s. Abbildung 3.7) unterschieden sich nicht signifikant von den Werten, die in der Tabelle
4.30 préasentiert wurden (p > 0,05) (Daten nicht gezeigt). Ausnahme bildeten die
Ferritinspiegel der Frauen, die den schwarzen Tee konsumierten, da deren Initialwerte

signifikant hoher waren als die Ferritinspiegel nach der flavonoidarmen Woche.

Beim Vergleich der flavonoidarmen Phasen im ersten und zweiten Teil der Interventions-

studie zeigten nur die Mischkostlerinnen signifikant hohere Transferrinspiegel nach der
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zweiten flavonoidarmen Phase verglichen mit den Transferrinspiegeln nach der ersten flavo-
noidarmen Phase. Die anderen analysierten Parameter des Eisenstatus wiesen keine signifi-
kanten Unterschiede bei der Gegeniiberstellung der flavonoidarmen Phasen im ersten und

zweiten Teil der Interventionsstudie auf.

LARSSON und JOHANSSON [2002] beschreiben eine vergleichbare Privalenz zu einem
niedrigen Eisenstatus bei Veganern und Mischkostlern. Demgegeniiber beschreiben BALL
und BARTLETT [1999] bei Vegetarierinnen niedrigere Ferritinspiegel als bei Mischkdstle-
rinnen. In der beschriebenen Humanstudie zeigten Mischkdstlerinnen und Vegetarierinnen
vergleichbare Ferritinspiegel. In der Studie von BALL und BARLETT [1999] hatten sowohl
18 % der Vegetarierinnen als auch 13 % der Mischkdostlerinnen depletierte Ferritinspiegel
unter 12 pg/l, was in der vorgestellten Studie bestitigt wurde. HALLBERG et al. [1995]
sehen bei Frauen, die eine Kost mit einer niedrigen Eisenbioverfiigbarkeit konsumieren, einen

addquaten Eisenstatus nicht gewéhrleistet.

Die folgenden Abbildungen zeigen die GSH- und SOD-Gehalte im Vollblut aller Gruppen
nach einer Woche flavonoidarmer Erndhrung im ersten und zweiten Teil der Interventionsstu-

die.
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Abbildung 4.9: GSH- [umol/mmol Hb] und
SOD- [U/umol Hb] Gehalte der weiblichen
und ménnlichen Probanden, unterteilt nach
der Kostform, nach der Woche flavonoidar-
mer Erndhrung im ersten Teil der Interven-
tionsstudie (Boxplots'?> mit verschiedenen
Buchstaben unterscheiden sich signifikant
(p< 0,05), berechnet mit ANOVA und
anschlieBendem LSD-Test (MK = Misch-
kostler, VG = Vegetarier))

Abbildung 4.10: GSH- [pmol/mmol Hb]
und SOD- [U/umol Hb] Gehalte der weib-
lichen und ménnlichen Probanden, unterteilt
nach der Kostform, nach der Woche flavo-
noidarmer Erndhrung im zweiten Teil der
Interventionsstudie  (Boxplots mit ver-
schiedenen Buchstaben unterscheiden sich
signifikant (p < 0,05), berechnet mit
ANOVA und anschlieBendem LSD-Test
(MK = Mischkéstler, VG = Vegetarier))

12 Boxplots prisentieren den Median mit der 25" und 75" Perzentile, kleine Kreise zeigen Ausreifer und Kreuze Ex-

tremwerte
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Nach der Woche flavonoidarmer Erndhrung im ersten Teil der Interventionsstudie zeigten die
Vegetarierinnen signifikant hohere GSH-Spiegel verglichen mit den 3 anderen Gruppen
(p <0,05). Demgegeniiber unterschieden sich die SOD-Konzentrationen nicht in den Grup-
pen. Nach der Woche flavonoidarmer Erndhrung im zweiten Teil der Interventionsstudie
zeigten die Vegetarierinnen signifikant hohere GSH-Spiegel verglichen mit den weiblichen
und ménnlichen Mischkdstlern (p < 0,05), wohingegen sich die GSH-Spiegel der ménnlichen
Vegetarier von denen der ménnlichen und weiblichen Mischkostler nicht unterschieden
(p > 0,05). Die GSH-Spiegel aller Gruppen waren signifikant hoher nach der flavonoidarmen
Phase im zweiten Teil der Interventionsstudie gegeniiber denen im ersten Teil der Studie. Die
Mischkostler hatten hohere SOD-Spiegel im zweiten Teil verglichen mit dem ersten, demge-
geniiber waren diese bei den Vegetariern in dem zweiten Teil signifikant niedriger als im

ersten Teil.

Die Abbildungen 4.11 und 4.12 zeigen die Vitamin C-Konzentrationen im Plasma der Frauen
und Minner beider Kostformen nach einer Woche flavonoidarmer Erndhrung im ersten und

zweiten Teil der Interventionsstudie.
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Abbildung 4.11: Vitamin C-Gehalte im
Plasma [pumol/l] der weiblichen und ménnli-
chen Probanden, unterteilt nach der Kost-
form, nach einer Woche flavonoidarmer
Erndhrung im ersten Teil der Interventions-

Abbildung 4.12: Vitamin C-Gehalte im
Plasma [pumol/l] der weiblichen und
mannlichen Probanden, unterteilt nach der
Kostform, nach einer Woche flavonoidar-
mer Erndhrung im zweiten Teil der Inter-

studie (Boxplots mit verschiedenen Buch- ventionsstudie

staben unterscheiden sich signifikant, berech-
net mit ANOVA und anschlieBendem LSD-
Test)

Frauen zeigten signifikant héhere Vitamin C-Gehalte im Plasma als Ménner nach der Woche
flavonoidarmer Erndhrung im ersten Teil der Interventionsstudie (p < 0,05), wohingegen nach

der Woche flavonoidarmer Erndhrung im zweiten Teil der Interventionsstudie die Vitamin C-
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Gehalte im Plasma aller Gruppen vergleichbar waren. Ein signifikanter Unterschied in
Abhingigkeit der Kostform wurde nicht festgestellt. Beim Vergleich der Vitamin C-
Konzentrationen im Plasma aller Gruppen konnte kein Unterschied zwischen beiden flavo-

noidarmen Phasen festgestellt werden.

Tabelle 4.31 zeigt die FRAP-Werte der weiblichen und minnlichen Probanden, unterteilt nach
der Kostform, nach der ersten Woche flavonoidarmer Erndhrung im ersten und zweiten Teil

der Interventionsstudie.

Tabelle 4.31: FRAP-Werte [umol/l F ¢*"]1 (X * s) der weiblichen und méinnlichen Probanden,
unterteilt nach der Kostform, nach der ersten Woche flavonoidarmer Erndhrung
im ersten und zweiten Teil der Interventionsstudie

FRAP-Werte [umol/l Fe*']

1. Teil Interventionsstudie 2. Teil Interventionsstudie
FRAP 2 FRAP 2
MK w (n = 15) 1493 + 1744 1179 + 2814
VG w (n = 10) 1605 + 161 ~8 946 + 157"
MK m (n =5) 1757 + 988 1430 + 185¢€
VG m (n=4) 1774 + 1035 1135+ 26548

Mittelwerte in Spalten mit verschiedenen hochgestellten Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05),
berechnet mit ANOVA und anschlieBendem LSD-Test

Nach der Woche flavonoidarmer Erndhrung des ersten Teils der Studie zeigten die Misch-
kostler und Vegetarier signifikant hohere FRAP-Werte verglichen mit den Mischkostlerinnen.
Die FRAP-Werte der Vegetarierinnen lagen in einem vergleichbaren Bereich mit den FRAP-
Werten aller drei Gruppen. Im zweiten Teil der Studie hatten die Mischkostler signifikant
hohere FRAP-Werte verglichen mit den drei Gruppen. Nach der flavonoidarmen Erndhrung
des zweiten Teils der Interventionsstudie waren die FRAP-Werte der Mischkdstler, Vegetarier
und Vegetarierinnen signifikant niedriger verglichen mit den FRAP-Werten nach der flavo-
noidarmen Phase des ersten Teils der Inverventionsstudie. Die FRAP-Werte der Mischkostle-

rinnen waren nach der flavonoidarmen Woche im ersten und zweiten Teil vergleichbar.

4.3.2.2 Analyse des Eisenstatus und des antioxidativen Status im Verlauf der Studie

Im folgenden wird der Einfluss eines iiber 4 Wochen andauernden tdglichen Konsums von
einem Liter griinem bzw. schwarzem Tee auf den Eisenstatus und den antioxidativen Status
der weiblichen und minnlichen Probanden, unterteilt nach der Kostform, dargestellt. Der
Konsum von griinem oder schwarzem Tee beeinflusste den Eisenstatus in Abhadngigkeit von
dem Geschlecht und der Kostform unterschiedlich. Deswegen werden im folgenden die ein-

zelnen Gruppen getrennt nach Kostform, Geschlecht und Teesorte betrachtet.
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Die folgenden Abbildungen zeigen die Ferritingehalte der Mischkostler bei Konsum von grii-

nem bzw. schwarzem Tee und bei Verzicht auf Tee im Verlauf der Studie.
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Abbildung 4.13: Ferritingehalte [pg/l] im  Abbildung 4.14: Ferritingehalte [pg/l] im
Plasma der Mischkostler nach Konsum von Plasma der Mischkostler bei Verzicht auf
grimem bzw. schwarzem Tee im Laufe der  griinen bzw. schwarzen Tee im Laufe der
Studie nach einer Woche flavonoidarmer Studie nach einer Woche flavonoidarmer
Erndhrung Erndhrung

Die Ferritingehalte im Plasma der Mischkdstler verdnderten sich nicht signifikant bei Konsum
von griinem bzw. schwarzem Tee, und die entsprechende Kontrollgruppe zeigte ebenfalls
keine signifikanten Verdnderungen der Ferritinspiegel im Plasma (p > 0,05). Der Konsum von
griinem oder schwarzem Tee beeinflusste die anderen Parameter des Eisenstatus ebenfalls
nicht. Somit beeinflusste der tégliche, tiber 4 Wochen andauernde, Konsum von griinem bzw.
schwarzem Tee den Eisenstatus von Mischkdstlern nicht. Auf die alleinige Betrachtung des
Einflusses von griinem oder schwarzen Tee wurde aufgrund der ebenfalls nicht signifikanten
Veridnderung der Eisenstatusparameter verzichtet. Die Ferritinspiegel der Vegetarier wurden
ebenfalls nicht durch den Konsum von schwarzem bzw. griinem Tee beeinflusst. Die
Ferritinspiegel, die Freie Eisenbindungskapazitit und die Freie Eisenkonzentration werden im

Anhang dargestellt.

Bei den Mischkostlerinnen wurde der Eisenstatus durch den tdglichen, tiber 4 Wochen
andauernden, Konsum von schwarzem Tee beeinflusst. Abbildung 4.15 zeigt den Einfluss des
Konsums von schwarzem Tee auf die Ferritinkonzentrationen im Plasma der Mischkdstlerin-
nen. Abbildung 4.16 stellt die entsprechenden Ferritinspiegel der Mischkostlerinnen bei Ver-

zicht auf Tee dar.
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Abbildung 4.15: Ferritingehalte [pg/l] im  Abbildung 4.16: Ferritingehalte [pg/l] im
Plasma der Mischkostlerinnen nach Konsum  Plasma der Mischkdstlerinnen bei Verzicht
von schwarzem Tee im Laufe der Studie nach ~ auf schwarzen Tee im Laufe der Studie
einer Woche flavonoidarmer Erndhrung (Box-  nach einer Woche flavonoidarmer Erndh-
plots mit verschiedenen Buchstaben unter-  rung

scheiden sich signifikant (p < 0,05), berechnet

mit dem allgemeinen linearen Modell mit

Messwiederholungen)

Bereits nach 2-wochigem Konsum von schwarzem Tee zeigten sich signifikant niedrigere
Ferritinspiegel im Plasma der Mischkdstlerinnen (Ferritin 4) verglichen mit den Basiswerten
(Ferritin 1). Diese Ferritinkonzentrationen unterschieden sich nicht signifikant von denen der
letzten Blutabnahme (Ferritin 6). Somit fithrte der tégliche, iiber 4 Wochen andauernde, Kon-
sum von schwarzem Tee bei den Mischkdstlerinnen zu signifikant niedrigeren Ferritinspie-
geln im Vergleich zu den Basiswerten. Die entsprechende Kontrollgruppe zeigte keine signi-
fikanten Verdanderungen der Ferritingehalte im Plasma. Die Freie Eisenbindungskapazitit, ein
weiterer sensibler Parameter des Eisenstatus, zeigte noch keine signifikanten Verédnderungen

bei den Mischkostlerinnen nach Konsum von schwarzem Tee.

Zu Beginn der Studie waren 4 Vegetarierinnen in die Gruppe ,,Konsum von schwarzem Tee*
eingeteilt worden. Eine Vegetarierin vertrug aus gesundheitlichen Griinden das Trinken von
einem Liter schwarzem Tee pro Tag nicht, und deswegen standen fiir die Auswertung nur
3 Vegetarierinnen, die schwarzen Tee konsumierten, zur Verfiigung. Die folgende Tabelle
zeigte die Ferritinkonzentrationen, die Freie Eisenbindungskapazitéit und die Freie Eisenkon-

zentration der Vegetarierinnen nach Konsum von schwarzem Tee bzw. bei Verzicht auf Tee.
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Tabelle 4.32: Ferritingehalte [ug/l], Freie Eisenbindungskapazitit [umol/l] und Freie Eisen
konzentrationen [pmol/l] (X £ s) der Vegetarierinnen nach Konsum von
schwarzem Tee bzw. bei Verzicht auf Tee

Blutabnahmen Vegetarierinnen (n = 3) Konsum von schwarzem Tee

Ferritin [pg/1] EBK [umol/l] Eisen [pmol/l]
1 16,89 + 19,194 4963+ 36,62* 2503+  1,63*
2 13,83 + 12,014 62,43+ 11,994 19,53+  8,62%
3 10,90 + 9,964 66,50 + 22,164 26,10+  538%
4 11,53 + 8,77 6537+ 18,29* 1980+  721*
5 10,37 + 8,084 67,00+ 13,094 18,10+  4,86*
6 16,13 + 18,924 64,40+ 16,77 22,00+ 5444
Blutabnahmen Vegetarierinnen (n = 3) Verzicht auf Tee

Ferritin [pg/1] EBK [umol/l] Eisen [pmol/1]
1 13,77 + 12,634 6720+ 1423* 1593+ 12,02%
2 12,10 + 11,984 7587+ 16,28* 1783+ 516"
3 9,37 + 8,534 8097+  8,09* 1943+  434*
4 9,13 + 5,864 70,50 + 17,134 2437+ 5224
5 12,53 + 14,00 60,07 + 8,794 1907+  871*
6 10,67 + 8,624 76,00+ 11,344 1537+  5,89%

Mittelwerte in Spalten mit gleichen hochgestellten Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant (p > 0,05),
berechnet mit dem allgemeinen linearen Modell mit Messwiederholungen

Die Parameter Ferritin, Freie Eisenbindungskapazitit und Freies Eisen wurden durch den tég-
lichen, iiber 4 Wochen andauernden, Konsum von schwarzem Tee nicht signifikant beein-
flusst. Die Mittelwerte der Ferritingehalte lagen im unteren Grenzbereich. Aufgrund der
groBen individuellen Schwankungsbreite wurden keine signifikanten Anderungen festgestellt.
Bei den 3 Vegetarierinnen wurde somit der negative, bei den Mischkdstlerinnen beschriebene,
(s. Abbildung 4.16) Einfluss des Konsums von schwarzem Tee auf den Eisenstatus nicht

bestitigt.

Die folgenden Abbildungen zeigen den Einfluss von téglichem, {iber 4 Wochen andauerndem,

Konsum von griinem Tee auf den Eisenstatus von Mischkdstlerinnen und Vegetarierinnen.
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Abbildung 4.17: Ferritingehalte [ug/l] im  Abbildung 4.18: Ferritingehalte [pg/l] im
Plasma der Mischkdstlerinnen nach Konsum ~ Plasma der Vegetarierinnen nach Konsum
von grimem Tee im Laufe der Studie nach  von griinem Tee im Laufe der Studie nach
einer Woche flavonoidarmer Erndhrung einer Woche flavonoidarmer Erndhrung

Die Ferritinspiegel der Mischkostlerinnen und Vegetarierinnen wurden durch den téglichen,
tiber 4 Wochen andauernden, Konsum von griinem Tee nicht signifikant beeinflusst. Somit
zeigte der liber 4 Wochen andauernde Konsum von griinem Tee keinen negativen Einfluss auf

den Eisenstatus der Mischkostlerinnen und Vegetarierinnen.

Tabelle 4.33 stellt die Ferritingehalte, Freie Eisenbindungskapazitit und Freien Eisenkon-

zentrationen der Vegetarierinnen bei Konsum von grilnem Tee bzw. bei Verzicht auf Tee dar.

Tabelle 4.33: Ferritingehalte [pg/l], Freie Eisenbindungskapazitit [umol/I] und Freie
Eisenkonzentrationen [umol/l] (X % s) der Vegetarierinnen nach Konsum
von griilnem Tee bzw. bei Verzicht auf Tee

Blutabnahmen Vegetarierinnen (n = 6) Konsum von griinem Tee

Ferritin [pg/l] EBK [umol/l] Eisen [pumol/1]
1 3915+  5691% 66,88+  20,06* 12,13+  6,45%
2 23,02+ 28914 67,55+  20,69* 23,65+ 22,68
3 1930+  19,82* 6490+  19,70* 1535+ 880"
4 17,05+  13,19* 60,80+  16,07* 1572+  8,16*
5 13,55 + 9,934 6468+  1535% 1640+ 7,11
6 17,93+  21,79* 67,65+  21,55% 11,40+  6,50*
Blutabnahmen Vegetarierinnen (n = 6) Verzicht auf Tee

Ferritin [pg/l] EBK [umol/l] Eisen [umol/1]
1 14,14 + 7,404 69,52+  16,76* 1642+  4,84*
2 1686+  1128* 69,48+  19,08* 13,72+  3,.28%
3 12,88 + 9,484 7382+ 20,094 13,56+ 4,66
4 13,36 + 7,914 6798+  19,72* 1466+  4,05*
5 17,64 + 9,704 66,08+ 12,074 13,68+  5,15%
6 13,82 + 828" 7556+  12,83* 1386+  443*

Mittelwerte in Spalten mit gleichen hochgestellten Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant (p > 0,05),
berechnet mit dem allgemeinen linearen Modell mit Messwiederholungen
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Bei den drei dargestellten Parametern wurden sowohl bei Konsum von griinem Tee als auch

bei Verzicht auf Tee keine signifikanten Unterschiede im Verlauf der Studie festgestellt.

Zu Beginn der Interventionsstudie zeigten 60 % der Mischkostlerinnen und 70 % der Vegeta-
rierinnen bereits Ferritinspiegel unter 25 pg/l. Abbildung 4.19 veranschaulicht den Einfluss
eines 4-wochigen Teekonsums auf den Eisenstatus bei Mischkdstlerinnen und Vegetarierin-
nen mit niedrigen Ferritinspiegeln (<25 pg/l). Abbildung 4.20 zeigt die Transferrinkon-

zentrationen dieser Frauen im Verlauf der Studie.
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Abbildung 4.19: Ferritingehalte [pg/l] im  Abbildung 4.20: Transferringehalte [g/l] im
Plasma der Frauen mit Ferritin-Ausgangs-  Plasma der Frauen mit Ferritin-Ausgangs-
werten unter 25 pg/l zu Beginn der Studie  werten unter 25 pg/l zu Beginn der Studie
nach Konsum von griinem bzw. schwarzem  nach Konsum von griinem bzw. schwarzem
Tee (Boxplots mit verschiedenen Buchstaben = Tee (TF = Transferrin)

sind signifikant verschieden (p < 0,05),

berechnet mit dem allgemeinen linearen

Modell mit Messwiederholungen)

Bereits nach 2-wochigem Konsum von griinem bzw. schwarzen Tee unterschieden sich die
Ferritingehalte (Ferritin 4) signifikant von den Basiswerten (Ferritin 1). Somit bewirkte der
Konsum von griinem bzw. schwarzem Tee eine Reduktion der Ferritingehalte im Plasma von
Mischkostlerinnen und Vegetarierinnen, bei denen zu Beginn der Studie bereits Ferritinspie-
gel unter 25 pg/l vorlagen. Die Transferrinspiegel dieser Frauen zeigten noch keine signifi-
kanten Verdnderungen im Verlauf der Studie nach Konsum von griinem bzw. schwarzem Tee.
Die Konzentrationen an Freier Eisenbindungskapazitit sowie an Freiem Eisen im Plasma die-
ser Frauen verdnderten sich ebenfalls nicht im Verlauf dieser Studie. Somit lag bei diesen
Frauen ein prilatenter Eisenmangel vor. Schlussfolgernd ist der Eisenstatus der Frauen ent-

scheidend, inwieweit ein 4-wochiger Teekonsum die Parameter des Eisenstatus beeinflusst.



Ergebnisse 82

TEMME und VAN HOYDONCK [2002] schlussfolgern bei der Auswertung verschiedener
Humanstudien zu Wechselwirkungen zwischen Teepolyphenolen und Eisen, dass bei einer
addquaten Eisenversorgung der Konsum von Tee keinen Einfluss auf den Eisenstatus besitzt.

Eine addquate Eisenversorgung war bei diesen Frauen nicht gegeben.

Tabelle 4.34 stellt die Eisenkonzentrationen der Probandinnen und Probanden beider Kost-

formen nach Konsum von griinem bzw. schwarzem Tee dar.

Tabelle 4.34: Freie Eisenkonzentrationen [umol/l] (x + s) der Probandinnen und Probanden
nach Konsum von grilnem bzw. schwarzem Tee

Blutab- Mischkostle- Mischkostle- Mischkostler Vegetarierinnen Vegetarier
nahmen rinnen rinnen (n=5) n=9) (n=4)
(n=8) n="7)
Griintee Schwarztee
Eisenkonzentration [umol/l]
Eisen1 2035+ 669" 2920+ 2543" 1566+ 444" 1643+ 826" 1525+ 276"
Eisen2 2233+ 10,75" 2543+ 628" 18,72+ 1048"% 2228+ 18,56" 16,80+ 0,99
Eisen3 1649+ 752" 2254+ 644% 1854+ 7,95% 1893+ 9,19 20,68+ 3,80"
Eisen4 1980+ 1246" 2299+ 4,76® 13,62+ 3,51% 17,08+ 7,67% 18,03+ 459"
Eisen5 1981+ 1404" 2539+ 10,01® 2532+ 13,67% 1697+ 6,18% 1545+ 664"
Eisen6 1685+ 6,12" 2273+ 7,74B 14,54+ 7,05% 1493+ 787" 1857+ 958"

Mittelwerte in Spalten mit verschiedenen hochgestellten Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05),
berechnet mit dem allgemeinen linearen Modell mit Messwiederholungen

Die Eisenkonzentrationen im Plasma verénderten sich bei den Mischkdstlerinnen nach Kon-
sum von griinem Tee nicht signifikant (p > 0,05). Demgegeniiber fiihrte der vierwdchige
Konsum von schwarzem Tee bei den Mischkdstlerinnen zum einem zu signifikant niedrigeren
Ferritinspiegeln (s. Abbildung 4.16) und zum anderen zu signifikant niedrigeren Eisenkon-
zentrationen im Vergleich zu den Plasmakonzentrationen zu Beginn der Studie (p <0,05).
Bereits nach 1-wochigem Konsum von schwarzem Tee lagen die Freien Eisenkonzentrationen
(Eisen 3) signifikant niedriger verglichen mit den Ausgangswerten (Eisen 1). Die Eisenkon-
zentrationen im Plasma der Mischkostler, Vegetarier und Vegetarierinnen zeigten keine signi-
fikant niedrigeren Konzentrationen im Verlauf der Studie. Bei diesen Probanden wurden auch

keine signifikanten Verdnderungen der Ferritingehalte im Lauf der Studie festgestellt.

Tabelle 4.35 zeigt die Hadmoglobinkonzentrationen der Mischkdstlerinnen, Mischkdstler,

Vegetarierinnen und Vegetarier nach Konsum von griinem bzw. schwarzem Tee.
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Tabelle 4.35: Hamoglobinkonzentrationen (Hb) [mmol/l] (X % s) der Probandinnen und
Probanden im Verlauf der Studie, unterteilt nach der Kostform

Blutabnahmen Mischkéstlerinnen Mischkéstler Vegetarierinnen Vegetarier
(n =15) (n=5) (n=9) (n=4)
Himoglobinkonzentration [mmol/1]
Hb 1 g4+ 06° 96+ 0,6% 82+ 074 93+ 04°
Hb 2 84+ 04° 95+ 0,7 82+ 0,7% 100+ 07"
Hb 3 g4+ 05% 93+ 0,54 81+ 05% 95+ 02°
Hb 4 83+ 05" 94+ 04° 80+ 06" 92+ 02"
Hb 5 83+ 04% 94+ 04° 78+  06° 93+ 05"
Hb 6 8,1+ 06" 95+ 0,6° 79+ 06" 94+ 01"

Mittelwerte in Spalten mit gleichen hochgestellten Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant (p > 0,05),
berechnet mit dem allgemeinem linearen Modell mit Messwiederholungen

Die Hamoglobinkonzentrationen im Vollblut aller Probandinnen und Probanden zeigten keine
signifikanten Verdnderungen (p > 0,05). Auch der Hamatokrit aller Probanden verénderte sich
nicht signifikant (p > 0,05) (Daten nicht gezeigt). Die folgende Tabelle zeigt die Ascorbinsiu-
rekonzentrationen der Probanden im Verlauf der Studie nach Konsum von griinem oder

schwarzem Tee.

Tabelle 4.36: Ascorbinsdurekonzentrationen [umol/I] (x + s) im Plasma der Probandinnen
und Probanden, unterteilt nach der Kostform

Blutabnahmen Mischkostlerinnen Mischkostler Vegetarierinnen Vegetarier
(n=15) (n=15) (n=9) (n=4)
Ascorbinsiurekonzentrationen [pmol/l]
Vitamin C 1 76,16 + 14,57 * 69,81 + 10,03 4 78,93 + 10,97 4 70,60 + 24,10%
Vitamin C 2 88,62+ 21,25 ABC 6827+ 21,324 87,66+ 16,13 ® 7377+ 1021%
Vitamin C 3 86,66+ 9,38° 69,14+ 683" 93,71+ 21,042 7402+ 13,194
Vitamin C 4 75,72 + 14,53 * 68,03+ 21,00* 101,33+ 28,23 ¢ 8361+ 873"
Vitamin C 5 78,79 + 10,63 *€ 74,04+ 10,11% 95,68 + 33,60 “BC 8309+ 24,194
Vitamin C 6 78,48 + 10,89 A€ 69,63+ 13,65" 92,10 + 24,39 A8 86,55+ 728"

Mittelwerte in Spalten mit verschiedenen hochgestellten Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05),
berechnet mit dem allgemeinen linearen Modell mit Messwiederholungen

Signifikante Verdnderungen in den Plasmakonzentrationen der Ascorbinsdure zeigten die
Mischkdstlerinnen im Verlauf der Studie, wobei sich die Plasmaspiegel der zweiten Blutab-
nahme von denen der letzten Blutabnahme nicht signifikant unterschieden. Die Vegetarierin-
nen zeigten ebenfalls signifikante Unterschiede in den Plasmakonzentrationen der Ascorbin-
sdure im Laufe der Studie, wobei sich auch hier die Spiegel am Anfang (Vitamin C 1) und am
Ende der Studie (Vitamin C 6) nicht unterschieden. Die Mischkostler und Vegetarier zeigten
keine signifikanten Verdnderungen der Ascorbinsdurekonzentrationen im Plasma im gesam-

ten Verlauf der Studie. Abbildung 4.21 zeigt den Verlauf der FRAP-Werte im Plasma der
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Probandinnen und der Probanden unterteilt nach ihren Kostformen nach Konsum von griinem

Tee.
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Abbildung 4.21: FRAP-Werte [umol/l Fe*'] der Probandinnen und Probanden unterteilt nach
ihrer Kostform nach Konsum von griinem Tee im Verlauf der Studie nach
einer Woche flavonoidarmer Erndhrung (MKGT = Mischkdstler nach
Konsum von griinem Tee, VGGT = Vegetarier nach Konsum von griinem
Tee) (Punkte mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant
(p<0,05), berechnet mit dem allgemeinen linearen Modell mit
Messwiederholungen)

Bei den weiblichen und méinnlichen Mischkdstlern zeigten sich nach der Woche flavonoidar-
mer Erndhrung signifikant niedrigere FRAP-Werte (FRAP 2) verglichen mit den FRAP-
Werten der ersten Blutabnahme (FRAP 1) (p < 0,05). Somit bewirkte der Verzicht auf die
flavonoidhaltigen Lebensmittel bei den Mischkostlern ein Absinken der antioxidativen Akti-
vitdt des Plasmas verglichen mit den Ausgangswerten. Im Verlauf der Studie stiegen die
FRAP-Werte wieder an und unterschieden sich ebenfalls signifikant von FRAP 2. Der iiber
4 Wochen andauernde Konsum von einem Liter griimem Tee pro Tag bewirkte einen
Wiederanstieg auf die Ausgangswerte. Die FRAP-Werte waren vergleichbar mit den FRAP-
Werten der ersten Blutabnahme (p > 0,05). Hingegen unterschieden sich die FRAP 1- und
FRAP 2-Werte der Vegetarierinnen nach der Woche flavonoidarmer Erndhrung nicht
signifikant (p > 0,05). Die flavonoidarme Erndhrung zwischen FRAP 1- und FRAP 2-Werten

bewirkte keine Verringerung der antioxidativen Aktivitit des Plasmas, wie bei den Misch-
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kostlern beschrieben. Im Verlauf der Studie stiegen die FRAP-Werte und FRAP 5 und
FRAP 6 unterschieden sich signifikant von den FRAP-Werten zu Beginn der Studie (FRAP 1)
(p <0,05). Die Steigerung der antioxidativen Aktivitit des Plasmas war infolge des tiiber
4 Wochen andauernden Konsum von einem Liter grinem Tee pro Tag stirker als bei den

Mischkostlern.

Abbildung 4.22 zeigt die FRAP-Werte der Probandinnen und Probanden, unterteilt nach ihren

Kostformen, nach Konsum von schwarzem Tee.
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Abbildung 4.22: FRAP-Werte [umol/l Fe*'] der Probandinnen und Probanden unterteilt nach
threr Kostform nach Konsum von schwarzem Tee im Verlauf der Studie
nach einer Woche flavonoidarmer Erndhrung (MKST = Mischkost mit
Konsum von schwarzem Tee, VGST = Vegetarier mit Konsum von
schwarzem Tee)

Die Woche flavonoidarme Erndhrung und der vierwdchige Konsum von schwarzem Tee

beeinflusste die FRAP-Werte dieser Probanden nicht signifikant (p > 0,05).

4.4 Bestimmung der antioxidativen Aktivitit und deren Bewertung

Die grof3e Zahl verschiedener Tests zur Bestimmung der antioxidativen Aktivitdt macht deren
Vergleich notwendig. Um den Beitrag antioxidativer Verbindungen unterschiedlicher Struktur
an dem Summenparameter antioxidative Aktivitit zu ermitteln, wurde die Wirksamkeit von

vier Einzelverbindungen in sechs verschiedenen in vitro-Tests liberpriift: Trolox, ein wasser-
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16sliches Vitamin E-Analog, Ascorbinsdure als ein weit verbreitetes Vitamin in Obst und
Gemiise, Gallussdure als Vertreter der Polyphenole und Harnsdure als Antioxidans im
menschlichen Plasma. Die Wirkungen dieser Einzelverbindungen wurden mit Hilfe des
TEAC-Test I, II und III, TRAP-Test, DPPH-Test, DPMD-Test, FRAP-Test und PCL-Test
analysiert. Die 6 dargestellten in vitro-Tests konnen in zwei Gruppen eingeteilt werden.
5 Methoden benutzen Radikale (TEAC I-III, TRAP, DPPH, DMPD, PCL) und eine Methode
nutzt Metallionen (FRAP). Ein anderes Differenzierungsmerkmal ist das Reaktionsprinzip.
3 Methoden bestimmen die Verzégerung der Oxidation und verwenden die Lagphase als Maf3
der antioxidativen Wirkung (TEAC I, TRAP, PCL). In dem TEAC II- und III-Test, sowie in
dem DPPH-, DMPD-Test wird die Radikalabfangende Wirkung von Antioxidantien gemes-
sen, was in der Abnahme der Extinktion zu sehen ist. Die Zunahme der Extinktion aufgrund

der Bildung von Fe(II)-Ionen wird im FRAP-Test analysiert.

Beim Vergleich von TEAC I-, TRAP- und PCL-Test sind Unterschiede in der Empfindlich-
keit und der Messzeit zu finden. Der PCL-Test misst die antioxidative Wirksamkeit im nano-
molaren Bereich und die Lagphasen liegen im Minutenbereich. Der TEAC-Tests misst in
micromolaren Konzentrationen mit Lagphasen im Minutenbereich, wohingegen der TRAP-

Test fiir vergleichbare Konzentrationen eine Messdauer von 1 Stunde benoétigt.

Die folgende Tabelle zeigt die antioxidative Wirksamkeit der vier Substanzen in den ver-

schiedenen TEAC-Tests.

Tabelle 4.37: TEAC-Werte [mmol/l] der vier Antioxidantien Trolox, Gallussidure, Harnsiure
und Ascorbinsédure

Test \ Antioxidans Trolox Gallussiure Harnsiure Ascorbinsiure
TEACI 1,00 2,24+0,27 0,86 0,13 1,06 £ 0,09
TEACII 1,00 4,35+0,22 0,86 £0,11 0,99 £ 0,09
TEAC III (hydrophil) 1,00 3,83+£0,10 0,83 £ 0,06 0,31 £0,03
TEAC III (lipophil) 1,00 3,35+0,32 0,99 +£0,17 1,14 £ 0,06

Der TEAC-Wert von Trolox in den vier Versionen des TEAC-Testes ist definitionsgemal
1,00. Gallussdure, der Vertreter der Phenolcarbonsduren, besall die stirkste antioxidative
Wirksamkeit in allen 4 in vitro-Tests. Harnsdure reagierte in den Tests vergleichbar. Die
TEAC-Werte der Ascorbinsdure waren im TEAC I, II und TEAC III (lipophile Version)
vergleichbar, wohingegen die Wirksamkeit der Ascorbinséure in dem hydrophilen TEAC III-
Test deutlich schwicher war. Abbildung 4.23 zeigt die antioxidative Wirksamkeit der Harn-
sdure in den TEAC-Tests II, III (hydrophil und lipophil) und im DPPH-Test.
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Abbildung 4.23: Antioxidative Aktivitdt der Harnsdure bei verschiedenen Konzentrationen in
dem DPPH-, TEAC II-, TEAC III-Test (hydrophil und lipophil)

Die antioxidative Wirksamkeit der Harnsdure war in den drei Versionen des TEAC-Tests ver-
gleichbar, wohingegen die Wirkung der Harnsdure in dem DPPH-Test sehr schwach war. In

dem DMPD-Test zeigte die Harnsdure keine antioxidative Wirksamkeit.

Die weitere Bewertung der vorgestellten in vitro-Tests zur Bestimmung der antioxidativen
Aktivitit erfolgte mit Getrdnken. Dazu standen Johannisbeersaft und -nektar, 2 Apfelsifte,
2 Tomatenséfte sowie griiner und schwarzer Tee der Provenienzen Assam und Darjeeling zur
Verfligung. Neben der Analyse der antioxidativen Aktivitdt der beschriebenen Getrdanke wur-
den auch die Ascorbinsdurekonzentration und die Gesamtphenolgehalte der Getrénke ermit-
telt. Der Summenparameter Gesamtphenole nach Folin-Ciocalteu erfasst neben den phenoli-
schen Gruppen auch Ascorbinsdure. Deshalb wurde auch der Anteil der Ascorbinsdure an
dem Summenparameter Gesamtphenolgehalt ermittelt. Eine Losung von 1 mg Ascorbinsédure
pro Liter ergibt in dem Folin-Ciocalteu-Test einen Gesamtphenolwert von 0,506 £ 0,068 mg/1.
Tabelle 4.38 zeigt die Ascorbinsduregehalte und den Anteil der Ascorbinsidurekonzentration
der Getrinke an dem Gesamtphenolgehalt sowie die Gesamtphenolgehalte der untersuchten

Getrianke und die um die Ascorbinsdure korrigierten Gesamtphenolgehalte.
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Tabelle 4.38: Ascorbinsduregehalte [mg/l], Anteil der Ascorbinsduregehalte an dem
Gesamtphenolgehalt [mg/l] und Gesamtphenolgehalte (GAE) [mg/l] der
Getranke und die um die Ascorbinséure korrigierten Gesamtphenolgehalte
(GAE) [mg/1]

Getrinke Ascorbinsiure Anteil der Ascor- GAE [mg/l] Um Ascorbinsiure
[mg/] binsdure am GAE korrigierte GAE
[mg/1] [mg/1]
SJS 2408 + 38 1219+ 3 5198 + 45 3980
SJIN 458 + 8 232 + 1 1122 + 5 890
AS, 311 + 5 158 + 0 749 + 11 491
ASyp 76 £ 3 38+ 0 492 + 3 454
TS, 84 + 4 42 + 0 256 + 1 214
TS, 75+ 3 38+ 0 199 + 5 161
Griiner Darjeeling 60 + 1 30+ 0 532+ 23 502
Griiner Assam 58 + 1 30 £ 0 492 + 6 463
Schwarzer Darjeeling 33+ 0 19+ 0 469 + 51 450
Schwarzer Assam 38+ 2 16 + 0 411 + 61 395

SJS = Schwarzer Johannisbeersaft, SIN = Schwarzer Johannisbeernektar, Apfelsaft = AS, und AS,, Tomatensaft
=TS, und TS,

Schwarzer Johannisbeersaft hatte den hochsten Gehalt an Ascorbinsdure und an Gesamtphe-
nolen. In allen in vitro-Tests zur Ermittlung der antioxidativen Aktivitit hatte dieser Saft auch
die hochste Aktivitdt. Die Séfte wiesen hohere Gehalte an Ascorbinsdure auf als die Tees.
Demgegeniiber hatten die Tees gleich hohe oder hohere Gesamtphenolgehalte verglichen mit
den Apfel- und Tomatenséften. Der Anteil der Ascorbinsdure an dem Summenparameter
Gesamtphenole war in Abhdngigkeit von der Ascorbinsdurekonzentration der Getrénke
unterschiedlich. 23 % des Gesamtphenolgehaltes des schwarzen Johannisbeersaftes sind auf
den Ascorbinsduregehalt zuriickzufiihren und bei dem schwarzen Johannisbeernektar, bei
beiden Tomatensdften und einem Apfelsaft (AS,) liegt der Ascorbinsdureanteil an den
Gesamtphenolgehalten bei ~20 %. Dadurch werden die Interaktionen der Ascorbinsdure mit
den Folin-Reagenz deutlich. Die alleinige Betrachtung des protektiven Potenzials dieser Sifte
mit der Folin-Ciocalteu-Methode ist zur Beurteilung des Polyphenolgehaltes unzureichend.
Demgegeniiber ist der Beitrag der Ascorbinsdure an den Gesamtphenolgehalten (~5 %) der
Tees zu vernachldssigen und liegt innerhalb der Schwankungsbreite. Somit bietet die
Bestimmung der Gesamtphenolgehalte eine gute Methode zur schnellen Einschitzung des

protektiven Potenzials von Tees.

Die verschiedenen in vitro-Tests ergaben unterschiedliche Rangfolgen der Getrinke beziiglich
ihrer antioxidativen Aktivitit. Tabelle 4.39 zeigt die antioxidative Aktivitit der Getrdnke im
TEAC-Test, im DPPH-Test und im DMPD-Test sowie den jeweiligen Beitrag der Ascorbin-

sdure zu dem antioxidativen Potenzial.
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Tabelle 4.39: Antioxidative Aktivitdt als TEAC [mmol/l], und Anteil der Ascorbinsdure daran
als TEAC ascorbinsiure [Mmol/l] in den Getranken im TEAC II-, TEAC III-Test
(hydrophil und lipophil), DPPH-Test und DMPD-Test

TEACII TEACIII TEACIII DPPH DMPD
hydrophil lipophil
SJS TEAC 54,70 38,33 49,28 130,28 138,85
TEAC Ascorbinsiiare 13,54 422 15,59 14,08 48,81
SIN TEAC 13,13 6,44 8,58 55,83 49,90
TEAC Ascorbinsiiure 2,58 0,81 2,97 2,68 9,29
Griiner TEAC 7,56 4,41 9,69 16,33 3,31
Assam TEAC Ascorbinsiare 0,33 0,10 0,38 0,34 1,18
Schwarzer TEAC 7,43 3,88 7,50 16,82 2,35
Assam TEAC A scorbinsiiure 0,21 0,07 0,24 0,22 0,76
Schwarzer = TEAC 6,67 5,76 7,70 16,72 2,05
Darjeeling  TEAC ,corbinsiure 0,18 0,06 0,21 0,19 0,66
Griiner TEAC 6,76 5,11 7,82 17,02 3,35
Darjeeling  TEAC,corbinsiure 0,33 0,10 0,39 0,35 1,21
AS, TEAC 5,11 4,36 3,02 6,86 8,59
TEAC Acorbinsiare 1,75 0,55 2,02 1,82 6,32
AS, TEAC 3,63 2,64 4,91 8,40 8,35
TEAC Ascorbinsiiure 0,43 0,13 0,49 0,44 1,53
TS. TEAC 4,79 0,68 1,33 1,39 8,81
TEAC Ascorbinsiiure 0,50 0,15 0,54 0,49 1,70
TS, TEAC 2,15 0,49 1,10 1,46 7,70
TEAC Acorbinsiiare 0,42 0,13 0,49 0,44 1,53

Die untersuchten Getranke, mit Ausnahme der Tomatenséifte, hatten in allen Varianten des
TEAC-Tests vergleichbare antioxidative Aktivititen. Ascorbinsdure hatte im DMPD-Test die
starkste antioxidative Wirksamkeit, was sich in den relativen hohen Anteilen der Ascorbin-
sdure am antioxidativen Potenzial der Getranke im DMPD-Test widerspiegelt. Selbst niedrige
Ascorbinsdurekonzentrationen in den Tees waren fiir ungefdhr ein Drittel der Aktivitét
verantwortlich, was dem relativen Anteil der Ascorbinsdure am antioxidativen Potenzial des
schwarzen Johannisbeersaftes entspricht. Die antioxidative Aktivitit im DPPH-Test war
sowohl fiir die Tee-Extrakte (16,33 - 17,02 mmol/l) als auch die Tomatenséfte (1,39 -
1,46 mmol/l) jeweils innerhalb der Getrdnkegruppe vergleichbar. Der Anteil der Ascorbin-
sdure an der antioxidativen Aktivitidt der Tee-Extrakte in dem DPPH-Test lag bei 2 %. Die
bereits beschriebene schwache Wirksamkeit der Ascorbinsdure in der hydrophilen Version
des TEAC III-Tests spiegelt sich auch in den Anteilen der Ascorbinsdure an dessen TEAC in
allen Getrédnken wider. Der Beitrag der Ascorbinsédure an den TEAC-Werten ermittelt mit den
TEAC II- und TEAC III-Tests (lipophile Version) war hingegen fiir alle Getrinke

vergleichbar.
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5 Diskussion

5.1 Untersuchungen zu Teepolyphenolen

5.1.1 Einfluss von Herkunft, Sorte, Temperatur und Anzahl der Extraktionsvorginge
Die vier griinen Tee-Extrakte und die 14 schwarzen Tee-Extrakte unterschieden sich nicht
signifikant in ithren Gesamtphenolgehalten und in ihrer antioxidativen Aktivitit. Die zwei
Oolong-Tee-Extrakte zeigten signifikant niedrigere Gesamtphenolgehalte und antioxidative

Aktivitét.

SINGLETON und ROSSI [1965] erlduterten in der Originalarbeit der Folin-Ciocalteu-
Methode die Interaktionen zwischen Folin-Ciocalteu-Reagenz bzw. Folin-Denis-Reagenz und
Reduktionsmitteln, z. B. Ascorbinsdure, Eisen(II)-Ionen und Schwefeldioxid. Diese Inter-
ferenzen sind bei dem Einsatz des Folin-Denis-Reagenz stirker ausgeprédgt, und deswegen
bevorzugten die Autoren das Folin-Ciocalteu-Reagenz, das auch in den eigenen Untersuchun-
gen eingesetzt wurde. SINGLETON [1973] schlidgt die Bestimmung der Ascorbinsdure mit
dem sogenannten Tillman’s Reagenz vor, um so den Beitrag der Ascorbinsédure in der Folin-
Ciocalteu-Methode zu ermitteln und zu subtrahieren. VINSON et al. [2001] stellten die Inter-
ferenzen des Folin-Ciocalteu-Reagenz mit Schwefeldioxid, das hauptsdchlich in Wein und
getrockneten Friichten vorkommt, fest. Somit ist diese Interferenz fiir die in dieser Arbeit
untersuchten Tee-Extrakte unbedeutend. Die Reaktion von Zucker mit dem Folin-Ciocalteu-
Reagenz ist bei einem basischen pH besonders ausgeprigt. Nach SINGLETON [1973] ist der
Einfluss der reduzierenden Zucker bei Verwendung des Folin-Ciocalteu-Reagenz zu ver-
nachlissigen. Die Interferenzen des Reagenz mit den genannten Reduktionsmitteln sind auf-
grund der geringen Gehalte an Ascorbinsidure und Zucker in Tee zu vernachldssigen. Aus die-
sem Grund stellt die Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes von Tee-Extrakten einen Sum-

menparameter zur schnellen Charakterisierung dar.

Der Einfluss von Sorte und Herkunft der 20 Teeproben wurde anhand der Parameter Gesamt-
phenolgehalte und antioxidative Aktivitdt beurteilt. Die Einteilung der Teesorten hinsichtlich
ithrer Provenienzen ergab mit Hilfe der untersuchten Parameter Gesamtphenole und antioxi-
dative Aktivitdt keinen eindeutigen Zusammenhang. FERNANDEZ et al. [2002] beurteilten
den Einfluss von Herkunft und Sorte anhand von 13 Griintees und 32 fermentierten Tees
(Schwarz- und PuErh-Tee) der Provenienzen China, Japan, Kenia, Sri Lanka und Indien. Mit
Hilfe der multivariaten Datenanalyse wurden die nichtfermentierten und fermentierten Tees
anhand ihrer Gehalte an Gallussdure, Theobromin, Koffein und Teecatechinen unterteilt.

Teeproben der gleichen Provenienzen lagen in vergleichbaren Bereichen. Somit reichten die
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Anzahl der in der eigenen Studie eingesetzten Teeproben und die Analysen der zwei
Parameter Gesamtphenole und antioxidative Aktivitdt fiir die Zuordnung nach Provenienzen

nicht aus.

Das angewandte Extraktionsverfahren zur Herstellung der Tee-Extrakte wurde von LIEBERT
et al. [1999] beschrieben und hinsichtlich verschiedener Aspekte iiberpriift. Die Autoren
untersuchten Gesamtphenolgehalte und antioxidative Aktivitdt von griinen und schwarzen
Tee-Extrakten bei Aufbriihzeiten von 0,5 min bis 10 min und zuséitzlich mit und ohne Bewe-
gen der Teeblitter. Die Gesamtphenolgehalte und die antioxidative Aktivitit der Tee-Extrakte
stiegen bei langeren Ziehzeiten und beim Bewegen der Teeblétter an. 70 - 80 % der nach
10 min extrahierten Polyphenole im Tee sind bereits nach 3 min Ziehzeit im Teegetrdnk ent-
halten [BOHM 1999]. Bei einer Ziehzeit von 2 min war die Extraktion der Polyphenole inef-
fektiv und lag zwischen 35 - 55 % bezogen auf den Gesamtpolyphenolgehalt des Teeblattes
(zweimalige, 10-miniitige Extraktion von 0,2 g Teebléttern mit 70 %igen Methanol bei 70 °C)
[LAKENBRINK et al. 2000].

Die Tee-Extrakte, die in dieser Arbeit diskutiert werden, wurden nach dem iiblichen Extrak-
tionsverfahren (1,3 g in 100 ml, Ziehzeit von 3 min) hergestellt. Die Extraktion der phenoli-
schen Verbindungen mit der Aufbriihzeit von 3 min ist effektiv. Die Teeblitter wurden mit
destilliertem Wasser aufgebriiht, da Wechselwirkungen zwischen zweiwertigen Ionen und den
phenolischen Verbindungen in eigenen Untersuchungen festgestellt wurden. Zur Priifung des
Einflusses der Aufbriihtemperatur wurde sowohl mit siedendem destilliertem Wasser als auch

mit auf 80 °C abgekiihltem destilliertem Wasser aufgebriiht.

HENN und STEHLE [1998] beschrieben, wie in der eigenen Arbeit, vergleichbare Gesamt-
phenolgehalte und antioxidative Aktivitdt fiir 5 griine und 18 schwarze Tee-Extrakte. Die
beiden Oolong-Tee-Extrakte hatten niedrigere antioxidative Aktivitdt und Gesamtphenol-
gehalte als die griinen und schwarzen Tee-Extrakte. Die Anzahl der untersuchten Tees bei
HENN und STEHLE [1998] stimmt in etwa mit der untersuchten Probenzahl der eigenen

Untersuchungen iiberein.

KHOKHAR und MAGNUSDOTTIR [2002] zeigten signifikant niedrigere Gesamtphenolge-
halte von 3 griinen Tee-Extrakten verglichen mit denen von 4 schwarzen Tee-Extrakten. Die
hochsten Gesamtphenolgehalte hatte der schwarze Ceylon-Tee, der auch in der eigenen Arbeit
hohe Gesamtphenolgehalte aufwies. Die unterschiedliche statistische Aussage zu der eigenen
Arbeit ist auf die geringere Anzahl an untersuchten Teesorten bei KHOKHAR und
MAGNUSDOTTIR zuriickzufiihren.
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MANZOCCO et al. [1998] beschrieben hohere Gesamtphenolgehalte eines griinen Tees
verglichen mit Gesamtphenolgehalten eines schwarzen Tees. Die Aussage dieser Arbeit ist

sehr begrenzt, da nur jeweils ein Tee untersucht wurde.

ROBINSON et al. [1997] untersuchten das antioxidative Potenzial von 2 griinen und
18 schwarzen Tee-Extrakten unter verschiedenen Aufbrithbedingungen mit Hilfe von
Chemolumineszenz. In ihren Untersuchungen hatte der Ceylon-Tee-Extrakt hohere antioxi-
dative Aktivitdt als der Darjeeling-Tee-Extrakt. Die Autoren untersuchten den Einfluss ver-
schiedener Autfbriihtemperaturen (50, 20, 10 °C) auf die antioxidative Aktivitit der Tee-
Extrakte, wobei diese Temperaturen flir die Teezubereitung uniiblich sind. Die Extraktion der

phenolischen Verbindungen stieg bei hoheren Aufbriihtemperaturen.

LANGLEY-EVANS [2000] untersuchte einen Griintee und zwei Schwarztees hinsichtlich
ihres antioxidativen Potenzials mit dem FRAP-Test. Der griine Tee zeigte signifikant hohere
antioxidative Aktivitét als der schwarze Tee. Lange Zicehzeiten bis zu 15 min bewirkten eine
Steigerung des antioxidativen Potenzials. Die FRAP-Werte des Griintees stiegen bei

steigenden Temperaturen linear an.

VON GADOW et al. [1997] bestimmten die antioxidative Aktivitit von Rooibos Tee (unfer-
mentiert, halbfermentiert und fermentiert) und von griinem, Oolong- und schwarzem Tee mit
dem DPPH-Test. Griiner Tee-Extrakt zeigte die stirkste antioxidative Wirkung gefolgt von
dem unfermentierten Rooibos-Tee-Extrakt. Die fermentierten und halbfermentierten Rooibos-
Tee-Extrakte sowie die schwarzen und die Oolong-Tee-Extrakte zeigten geringere Aktivitit in

dem DPPH-Test.

Die Mehrfachextraktion der griinen Tees, ein iibliches Verfahren bei der Zubereitung von
griimem Tee, wurde erstmals in den eigenen Untersuchungen durchgefiihrt. Die Gesamtphe-
nolgehalte, die antioxidative Aktivitit und die Gehalte der Catechine nahmen von Aufguss zu
Aufguss ab. In den fiinften Aufgiissen aller griinen Tee-Extrakte wurden ~20 % der Gesamt-
phenolgehalte und der antioxidativen Aktivitdt verglichen mit dem erstem Aufguss nach-
gewiesen. Cirka 10 % der Catechine des ersten Aufgusses waren in den flinften Aufgiissen

enthalten.

HICKS et al. [1996] untersuchten den Einfluss der Mehrfachextraktion auf den Koffein- und
Theobromingehalt in Griin-, Oolong- und Schwarz-Tee, wobei die Koffein- und Theobromin-
gehalte von Aufguss zu Aufguss abnahmen. Bereits 69 % des Koffeins und 67 % des

Theobromins waren mit der ersten Extraktion der griinen, Oolong- und schwarzen Tees extra-
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hiert. Die Autoren analysierten die verschiedenen Aufgiisse der Tee-Extrakte nicht hinsicht-

lich ihrer Polyphenolgehalte.

ASTILL et al. [2001] untersuchten den Einfluss der Aufbriihtemperatur auf die Gesamtphe-
nolgehalte in griinem und schwarzem Tee. Die niedrigere Aufbrithtemperatur fiir die Herstel-
lung des griinen Teegetrinks bewirkte eine verringerte Extraktion der phenolischen Verbin-
dungen. Auerdem beeinflusste die GroBle der Teeblitter die Effektivitdt der Extraktion. Aus
den kleineren Teebldttern der schwarzen Tees wurden mehr phenolische Inhaltsstoffe extra-

hiert als aus den groB3en Teeblittern der griinen Tees.

Der in den eigenen Untersuchungen analysierte Assam CTC zeichnete sich durch ein feines
Teeblatt aus und hatte hohere Gesamtphenolgehalte und antioxidative Aktivitdt als der Assam
BOP mit einem grofBeren Teeblatt. Der griine Ceylon, charakterisiert durch ein gut verarbei-
tetes Blatt, zeigte die hochsten Gesamtphenolgehalte, antioxidative Aktivitdt und Gehalte der

Catechine der griinen Tees.

5.1.2 Tee aus einer Rohware - Griin- und Schwarztee

Fiir diese Untersuchungen standen zwei griine und schwarze Darjeelings und ein griiner und
schwarzer Assam aus jeweils identischen Teeblittern zur Verfiigung. Ublicherweise ist ein
Teegarten nur auf die Produktion einer Teesorte spezialisiert. Zur Herstellung der genannten
Teesorten wurde in den jeweiligen Teegérten innerhalb einer Produktionswoche von
Schwarztee- auf Griinteeproduktion umgestellt. Die in dieser Studie verwendeten Teeblatter
stammen jeweils aus dieser einen Woche. Somit beruhen die in den Ergebnissen dargestellten
Unterschiede in Gesamtphenolgehalten, antioxidativer Aktivitit und Gehalten an Gallussdure
und Catechinen auf den Unterschieden bei der Produktion von Griin- bzw. Schwarztee. Die
griinen und schwarzen Tee-Extrakte zeigten eine grole Spannbreite in Gesamtphenolgehalten,

antioxidativer Aktivitit und in ihren Gehalten an Gallussdure und Catechinen.

Die folgende Abbildung zeigt die Reaktionen der Catechine Epicatechin, Epicatechingallat
und Catechin sowie der Gallocatechine Epigallocatechingallat und Epigallocatechin bei der

Herstellung von Schwarztee.
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Abbildung 5.1: Reaktionen der Polyphenole bei der Herstellung von schwarzem Tee
[modifiziert nach ROBERTSON 1983a, GRAHAM 1992, KUHR 1993, OPIE et al. 1995]

EGC = Epigallocatechin, EGCG = Epigallocatechingallat, C = Catechin, EC = Epicatechin ECG = Epicatechin-
gallat, CH = Chinon, TR = Thearubigene

Catechine bzw. Gallocatechine reagieren durch die Polyphenoloxidase zu den Chinonen, aus
denen die hohermolekularen Theaflavine bzw. Theaflavingallate entstehen. Die farblosen
Bisflavanole entstehen aus der Reaktion zweier Gallocatechine. Die Gallussdure ist kein
Substrat fiir die Polyphenoloxidase. Die Phenolcarbonsdure entsteht u. a. aus der durch die
Fermentation bedingte Abspaltung der Gallatreste der Flavanole. Die entstandene Gallussiure
wird durch Catechin-Chinone zu Gallussidure-Chinonen oxidiert, die u. a. mit Epicatechin-
Chinon zu der Epitheaflavinsdure reagieren konnen. Mit fortschreitender Oxidation nehmen
die Gehalte der Theaflavine, Theaflavinsduren und Bisflavanole ab, und es werden vorwie-
gend die hohermolekularen Thearubigene gebildet [ROBERTSON 1983a, GRAHAM 1992,
KUHR 1993, OPIE et al. 1995].

In den eigenen Untersuchungen war Gallussdure in hoheren Konzentrationen in den
Schwarztees als in den Griintees enthalten, was durch den Abbau der Gallatgruppen der Cate-

chine bedingt war.

Nach Robertson [1983b] ist ein dquimolares Verhéltnis zwischen Catechin und Gallocatechin

in frischen Teeblittern optimal fiir die Bildung von Theaflavinen, da die Bildung von einem
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Mol Theaflavin die Oxidation und Kondensation von einem Mol Gallocatechin und einem
Mol Catechin benotigt. In griinen Teebléttern liegt zwischen Catechin und Gallocatechin ein
niedrigeres molares Verhiltnis vor. Die Gehalte an Catechinen variieren je nach Alter der
Teeblitter. Die Konzentrationen an Epigallocatechingallat, Epicatechingallat und Epicatechin
nehmen mit zunehmendem Alter ab, wohingegen die Konzentration von Epigallocatechin

steigt.

Die Gehalte der Catechine nahmen von Griintee zum Schwarztee in Folge der Fermentation
ab. In den griinen Tee-Extrakten dominierte Epigallocatechingallat, gefolgt von Epigallocate-
chin. Die Verhiéltnisse zwischen Catechinen (C) und Gallocatechinen (GC) waren in dem grii-
nen Darjeeling-Tee-Extrakt A (C : GC = 0,30 : 1), dem griinen Darjeeling-Tee-Extrakt B
(C:GC =0,35: 1) und dem griinen Assam-Tee-Extrakt (C : GC = 0,48 : 1) vergleichbar.
Durch die Fermentation zu den schwarzen Darjeelings A und B verdnderte sich dieses
Verhiltnis in den Tee-Extrakten unwesentlich (A schwarz, C : GC = 0,45 : 1, B schwarz,
C:GC =0,38:1). 43 % der Catechine des griinen Darjeeling A wurden in dem schwarzen
Darjeeling A nachgewiesen und 56 % der Catechine des griinen Darjeeling B in dem
entsprechenden schwarzen Tee-Extrakt. Demgegeniiber verdnderte sich das Verhiltnis
zwischen Catechinen und Gallocatechinen zugunsten der Catechine in dem schwarzem Assam
deutlich (C schwarz, C : GC = 3,15 : 1). Dieses Verhiltnis resultiert aus dem anderen, bei
dem schwarzen Assam angewandten, Fermentationsverfahren, dem sogenannten CTC-

Verfahren.

ASTILL et al. [2001] untersuchten ebenfalls Griin- und Schwarztee aus identischen Teeblét-
tern. Thre Untersuchungen ergaben ebenfalls eine Reduktion von Catechinen bei der Schwarz-
teeproduktion. Besonders das CTC-Verfahren (C = Crushing, T = Tearing, C = Curling)
bewirkte aufgrund der starken Zerkleinerung der Teeblitter eine starke Oxidation, die zu
einem fast volligen Abbau der Catechine fiihrte. Hingegen fiihrte das orthodoxe Herstellungs-
verfahren, das durch eine schwichere Fermentation gekennzeichnet ist, zu einem hohen
Gehalt an Catechinen in Schwarztee. Bei den schwarzen Darjeelings der eigenen Arbeit

wurde ein orthodoxes Fermentationsverfahren angewandt.

Der schwarze Assam C hatte dennoch vergleichbare Gesamtphenolgehalte und antioxidative
Aktivitit wie der grilne Assam und der griine Darjeeling. Dies ist auf die durch die Fermenta-
tion entstandenen Theaflavine zuriickzufiihren, die ebenfalls antioxidative Wirksamkeit besit-
zen [WISEMAN et al. 1997]. Gallussdure wurde in allen griinen und schwarzen Tee-Extrak-

ten nachgewiesen. Der schwarze Assam enthielt die hochsten Gehalte an Gallussdure vergli-
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chen mit den anderen Tee-Extrakten. Die antioxidative Wirkung von Gallussdure wurde von

ARUOMA et al. [1993] beschrieben.

LAKENBRINK et al. [2000] untersuchten den Einfluss der Schwarzteeherstellung auf die
Gesamtphenolgehalte, Gehalte der Catechine, Theaflavin- und Thearubigengehalte der Tee-
blatter. Das CTC-Verfahren bewirkte ebenfalls eine starke Reduktion der Catechingehalte und

eine Erhohung der Thearubigengehalte.

LEUNG et al. [2001a] untersuchten die antioxidative Aktivitidt griiner und schwarzer Tee-
Extrakte und deren Einzelsubstanzen mit der LDL-Oxidation und dem Thiobarbitursiure-
Test. Die phenolischen Verbindungen zeigten unterschiedliche antioxidative Wirksamkeit in
folgender Reihenfolge: Theaflavin-3-,3’digallat > Epicatechingallat > Epigallocatechingallat
> Theaflavin-3’-gallat > Theaflavin-3-gallat > Epicatechin > Epigallocatechin. Somit war die

antioxidative Wirksamkeit von griinen und schwarzen Teepolyphenolen vergleichbar.

5.1.3 Tee aus einer Rohware - Griin-, Oolong- und Schwarztee
Zur Untersuchung des Einflusses des Herstellungsverfahrens auf die Parameter Gesamtphe-
nolgehalte, antioxidative Aktivitidt und Gehalte an Gallussédure und Catechinen standen Griin-,

Oolong- und Schwarztee aus zwei Provenienzen zur Verfiigung.

Innerhalb der Darjeeling-Tee-Extrakte zeigten der grine und der schwarze Tee-Extrakt
second flush vergleichbare Gesamtphenolgehalte, FRAP- und TEAC-Werte. 70 % der Cate-
chine des griinen Darjeeling-Tee-Extraktes wurden in dem schwarzen Darjeeling-Tee-Extrakt
second flush, 51 % in dem schwarzen Darjeeling-Tee-Extrakt first flush und 44 % in dem
Oolong-Tee-Extrakt nachgewiesen. Somit waren die Gehalte der Catechine des Oolong-Tee-
Extraktes und des schwarzen Darjeeling-Tee-Extraktes first flush vergleichbar. Dennoch
ergaben der FRAP- und der TEAC-Wert des Oolong-Tee-Extraktes niedrigere Werte als beim
schwarzen Tee-Extrakt. Dies kann auf die durch die vollstindige Fermentation entstandenen
antioxidativ wirksamen Theaflavine in dem schwarzen Tee zuriickgefiihrt werden. Die Kon-
zentration an Gallussdure war in dem Oolong-Tee-Extrakt und in den beiden schwarzen Tee-

Extrakten vergleichbar, aber in allen Féllen hoher als im griinen Tee-Extrakt.

Der griine China-Tee-Extrakt zeigte hohere Gesamtphenolgehalte, FRAP- und TEAC-Werte
und Gehalte der Catechine gegeniiber dem schwarzen Tee-Extrakt Nr. 2. Die Oolong-Tee-
Extrakte Nr.1 und Nr.2 aus China hatten niedrigere Gesamtphenolgehalte, antioxidative
Aktivitdt, Gallussdure- und Gehalte der Catechine als der Darjeeling-Oolong-Tee-Extrakt. Die

Gehalte der Catechine des schwarzen Tee-Extraktes Nr. 1 waren niedriger als die des Oolong-
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Tee-Extraktes Nr. 2. Die hohere antioxidative Aktivitdt des schwarzen Tee-Extraktes Nr. 1 ist
auf die durch die Fermentation entstandene Gallussdure zuriickzufiihren. Der Oolong-Tee-

Extrakt Nr. 2 und der schwarze Tee-Extrakt Nr. 2 hatten dhnliche Gehalte an Catechinen.

In der Literatur sind bis jetzt keine Daten zu Griin-, Oolong- und Schwarztee aus einer Roh-

ware beschrieben.

ARTS et al. [2000] zeigten eine groBe Spannbreite in den Gehalten an Catechinen von
schwarzen Tee-Extrakten. KUHR und ENGELHARDT [1991] stellten ebenfalls unterschied-
liche Gehalte an Catechinen in schwarzen Tee-Extrakten fest, wobei ein Oolong-Tee-Extrakt
vergleichbare Gehalte an Catechinen aufwies wie die schwarzen Tee-Extrakte. In der eigenen
Arbeit besal ein schwarzer Tee-Extrakt niedrigere Catechingehalte als ein Oolong-Tee-

Extrakt.

Griine, Oolong- und schwarze Tee-Extrakte fangen Superoxidanionen ab, wobei die Aktivitét
von Oolong-Tee-Extrakt stirker war als die von griinem und schwarzem Tee-Extrakt. Bei
dem DPPH-Test zeigte der griine Tee-Extrakt groBeres antioxidatives Potenzial als der
Oolong-Tee-Extrakt gefolgt von dem schwarzen Tee-Extrakt [YEN und CHEN 1995]. Aus
diesem Grund sind diese Ergebnisse nicht ohne weiteres mit den eigenen Untersuchungen
vergleichbar, da diese griinen, Oolong- und schwarzen Tees von YEN und CHEN [1995]

nicht aus einer Rohware stammten.

STANDLEY et al. [2001] untersuchten den Einfluss der einzelnen Verfahrensschritte bei der
Herstellung von schwarzem Tee verglichen mit unfermentiertem, dampfpasteurisiertem und
sonnengetrocknetem Tee. Der unfermentierte Tee zeigte in dem DPPH-Test eine stdrkere
wasserstoffabgebende Wirkung als die Tees der anderen Verfahrensstufen. Der dampfpasteu-
risierte Tee bewies eine signifikant hohere antioxidative Wirksamkeit als der fermentierte und

der sonnengetrocknete Tee.

XIE et al. [1993] beschrieben hohere Gehalte an Catechinen in Oolong-Tee als in griinem Tee
und schwarzem Tee. Das angewandte Aufbriihregime mit 100 g Teebldttern in 300 ml
kochendem Wasser 15 h geschiittelt ist uniiblich und nicht direkt mit den eigenen Untersu-
chungen zu vergleichen. Der schwarze Tee-Extrakt enthielt hohe Mengen an Theaflavinen

und Thearubigenen.

CHEN et al. [2001] untersuchten die Gehalte an Catechinen in griinem, Oolong- und schwar-
zen Tee-Extrakten und in industriell hergestellten Teegetranken (Tee-Extrakt in Dosen bzw.

Flaschen). Diese Tees stammten nicht aus identischer Rohware. Die Autoren stellten den Tee-
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Extrakt durch dreimaliges Aufbrithen von 10 g Teeblittern in je 140 ml auf 80 °C abgekiihl-
tem, destilliertem Wasser her [ZHANG et al. 1997]. Die hochsten Gehalte an Catechinen
enthielten die griinen Tee-Extrakte, gefolgt von den Oolong- und schwarzen Tee-Extrakten.
Die industriell hergestellten Teegetrianke aus Japan zeigten hohere Gehalte der Catechine als
die anderen Tee-Extrakte und Teegetrinke. Das Catechin-Verhéltnis innerhalb des griinen
Teegetranks unterschied sich von dem griinen Tee-Extrakt. Das Autoklavieren und die Sterili-
sation des Teegetranks infolge des Herstellungsprozesses fiihrte zu einer Epimerisierung von

Epigallocatechingallat zu Gallocatechingallat [CHEN et al. 2001].

Die molaren Verhéltnisse zwischen Catechinen und Gallocatechinen in den griinen, Oolong-
und schwarzen Tee-Extrakten beider Provenienzen werden im folgenden diskutiert. Nach
ROBERTSON [1983b] ist, wie bereits erldutert, ein dquimolares Verhéltnis zwischen Cate-
chin und Gallocatechin in frischen Teebléttern optimal flir die Bildung von Theaflavinen
(s. 5.1.2). Das Verhiltnis zwischen Catechin und Gallocatechin war in dem griinen Darjee-
ling-Tee-Extrakt (C : GC = 0,74 : 1) und in dem griinem Tee-Extrakt aus China (C: GC =
0,37 : 1) jeweils kleiner als 1 : 1. Dieses Verhéltnis ist mit den Tee-Extrakten der griinen Dar-
jeelings und des griinen Assams (s. 5.1.2) vergleichbar. In dem schwarzen Tee-Extrakt Nr. 1
aus China verschob sich dieses Verhéltnis unwesentlich (C : GC = 0,46 : 1) und lag in einem
entsprechenden Bereich mit den schwarzen Darjeeling-Tee-Extrakten (s. 5.1.2). Demgegen-
tiber hatte sich das molare Verhéltnis zwischen Catechinen und Gallocatechinen zugunsten
der Catechine verschoben und war dquimolar in dem Oolong-Tee-Extrakt und dem schwarzen
Darjeeling-Tee-Extrakt first flush. In den Oolong-Tee-Extrakten und dem schwarzen Tee-
Extrakt Nr. 2 aus China sowie in dem schwarzen Darjeeling-Tee-Extrakt second flush lag ein

Uberschuss an Catechinen vor (C : GC ~ 1,4 : 1).

Die griinen Tee-Extrakte aus Darjeeling, Assam und China (s. 4.1.4. und 4.1.5) enthielten
deutlich niedrigere Catechinkonzentrationen als die griinen Tees der ersten Untersuchungen
(s. 4.1.3). Die Spannbreite an Gehalten der Catechine in grilnem Tee liegt laut ENGEL-
HARDT [1999] zwischen 5 und 20 % und in schwarzem Tee bei 1 - 10 %. Catechine werden
sowohl in griinem als auch in schwarzem Tee nachgewiesen, sie liegen generell in griinem

Tee in hoheren Konzentrationen vor [KUHR 1993].

Der Oolong-Darjeeling-Tee-Extrakt enthielt deutlich mehr Catechine als die Oolong-Tee-
Extrakte aus China, was auf eine unterschiedliche Verarbeitung zuriickgefiihrt werden kann.
KUHR [1993] stellte ebenfalls deutliche Unterschiede im Catechingehalt von Oolong-Tees

unterschiedlicher Provenienzen fest.
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LIN et al. [1998] beschreiben eine Abnahme der Gehalte der Catechine infolge der Herstel-
lung von Oolong-Tee und eine Zunahme der Gallussdurekonzentration. In den eigenen Unter-
suchungen nahmen die Gehalte der Catechine in den Oolong-Tee-Extrakten ebenfalls ab,

beziiglich der Gallussdure wurde sowohl eine Abnahme als auch eine Zunahme festgestellt.

5.1.4 Anteil der Catechine am antioxidativen Potenzial

Aus den TEAC-Werten der einzelnen Catechine wurde iiber deren Gehalte in den Teesorten
ihr Anteil am antioxidativen Potenzial der Tee-Extrakte berechnet. Mittels der Kalibriergera-
den der einzelnen Catechinstandardsubstanzen war eine Kalkulation des TEAC-Wertes fiir die

Tee-Extrakte moglich.

In den ersten Untersuchungen waren die kalkulierten Werte vergleichbar mit den TEAC-
Werten der entsprechend den HPLC-Ergebnissen zusammengesetzten Catechinmischungen.
Sie lagen aber deutlich hoher als die gemessenen TEAC-Werte der vier griinen Tee-Extrakte.
Die antioxidativen Aktivititen der Tee-Extrakte betrugen 10 - 20 % der jeweils kalkulierten

TEAC-Werte (s. 4.1.3).

In den zweiten Untersuchungen waren die TEAC-Werte der griinen, des Darjeeling-Oolong-
und der schwarzen Tee-Extrakte sowohl hoher als der TEAC-Wert der Catechinmischung als
auch hoher als die kalkulierten, aus den fliissigchromatographischen Catechingehalten ermit-
telten, TEAC-Werte. Der Anteil der Catechine an dem protektiven Potenzial dieser griinen
Tees lag bei ~46 %. Somit stehen die hier vorgestellten Ergebnisse im Widerspruch zueinan-
der. Die Gehalte an Catechinen dieser griinen, Oolong- und schwarzen Tee-Extrakte waren

deutlich niedriger als die der vier griinen Tee-Extrakte.

Die Korrelation zwischen den Catechingehalten und den kalkulierten TEAC-Werten war fiir
die 6 untersuchten griinen Tee-Extrakte und eine selbsthergestellte Catechinmischung in den
eigenen Untersuchungen gut (r = 0,9955). Bei der Zugabe dieser Catechinmischung zu zwei
griinen Tee-Extrakten ergab sich eine Addition der antioxidativen Aktivitdten resultierend aus
der antioxidativen Aktivitdt der Catechinmischung und der des Tee-Extraktes. Theanin und
Koffein zeigten keine Wirkung in dem TEAC I-Test und der Zusatz von einer Theanin- bzw.

Koffeinlosung zu den Catechinmischungen verdnderte deren antioxidative Aktivitat nicht.

In der Literatur wurden bisher beide Ergebnisse beschrieben. FRANKEL et al. [1997] zeigten
im Lipidsystem ebenfalls niedrigere antioxidative Aktivitdt von griinen Tee-Extrakten vergli-
chen mit vergleichbaren Catechinlésungen. Die Autoren fiihrten dieses Ergebnis auf antago-

nistische Wechselwirkungen zwischen Teecatechinen und anderen Tee-Inhaltsstoffen, z. B.
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Pheophytinen, Metallen und Koffein, zuriick. Die Wirkungen dieser Tee-Inhaltsstoffe auf die
antioxidative Wirkung untersuchten die Autoren in dem Lipidsystem nicht. Sie sahen drin-
genden Forschungsbedarf in der antioxidativen Wirkung von Nicht-Catechin-Verbindungen

in Tee-Extrakten.

RICE-EVANS et al. [1996] ermittelten einen 73 - 78 %igen Anteil der Catechine an dem
protektiven Potenzial des Tee-Extraktes. Der kalkulierte TEAC-Wert und der analysierte
TEAC-Wert der Mischung waren vergleichbar und 22 - 27 % niedriger als der TEAC-Wert
des Tee-Extraktes. Den grofBten Beitrag an dem protektiven Potenzial hatten Epigallocatechin
und Epigallocatechingallat. In den eigenen Untersuchungen hingegen leistete nur Epigalloca-
techin den hochsten Beitrag. Catechin besal sowohl bei RICE-EVANS et al. [1996] als auch
in der eigenen Arbeit einen geringen Anteil an dem antioxidativen Potenzial. Die Wirksam-
keit der einzelnen Catechine war in den eigenen Untersuchungen in folgender Reihenfolge
abzustufen: Epigallocatechin = Epicatechingallat > Epicatechin > Epigallocatechingallat =
Catechin. Demgegentiber zeigten RICE-EVANS et al. [1996] die stirkste Wirksamkeit fiir
Epigallocatechin, Epicatechingallat und Epigallocatechingallat.

Der verbleibende Teil der antioxidativen Aktivitét der griinen Tee-Extrakte konnte auf nicht-
polyphenolische Fraktionen des griinen Tees zuriickgefithrt werden, die mdglicherweise
antioxidative Wirksamkeit aufweisen. Untersuchungen zu nicht-polyphenolischen, lipidlos-
lichen Fraktionen des griinen Tees wurden bislang nur von HIGASHI-OKALI et al. [2000]
bzw. OKAI und HIGASHI-OKAI [1997] durchgefiihrt. Zu den nicht-polyphenolischen
Verbindungen zéhlen die Chlorophylle, Pheophytine, B-Carotin und Lutein. Die antioxidative
Wirkung dieser nicht-polyphenolischen Verbindungen gegen die Bildung von
Wasserstoffperoxid verlduft in folgender Reihenfolge: Chlorophyll a > Lutein > Pheophytin a
> Chlorophyll b > B-Carotin > Pheophytin b [HIGASHI-OKAI et al. 2001].

RECORD und LANE [2001] stellten ebenfalls analoge Bereiche fiir die kalkulierten TEAC-
Werte und die analysierten TEAC-Werte der Mischungen fest. Aber im Gegensatz zu FRAN-
KEL et al. [1997] und zu den ersten eigenen Untersuchungen (s. 4.1.3) wiesen die Autoren
hohere antioxidative Aktivitdt von griinen und schwarzen Tee-Extrakten verglichen mit der
kalkulierten antioxidativen Aktivitit von Polyphenolmischungen nach, was bei den Tees aus
einer Rohware in der eigenen Arbeit bestitigt wurde (s. 4.1.5). Die Autoren untersuchten die
antioxidative Aktivitdt mit dem FRAP-Test und Epicatechingallat zeigte stirkste antioxidative
Wirksamkeit, gefolgt von Epigallocatechingallat. Die niedrigste antioxidative Wirkung wie-

sen Epigallocatechin und Epicatechin auf.
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In den eigenen Untersuchungen zeigte Catechin den hochsten FRAP-Wert gefolgt von Epica-
techingallat. Epigallocatechingallat und Epigallocatechin reagierten vergleichbar und schwé-
cher als Epicatechingallat. Epicatechin besall den niedrigsten FRAP-Wert. Die Reihenfolge
stimmte mit der von RECORD und LANE [2001] iiberein. Die Autoren untersuchten die anti-
oxidative Wirkung von Catechin in dem FRAP-Test nicht und bestimmten diese Substanz

auch nicht fliissigchromatographisch.

UNNO et al. [2002] untersuchten die antioxidative Wirkung von Teecatechinen, griinem Tee-
Extrakt und einer Catechinmischung mit Elektronenspinresonanz. Die stirkste Radikalfdn-
gereigenschaft hatte Epigallocatechingallat, gefolgt von Epigallocatechin, Epicatechingallat
und Epicatechin. 86 % des protektiven Potenzials des Tee-Extraktes sind auf die Catechine
zuriickzufiihren, wobei Epigallocatechingallat (48 %) und Epigallocatechin (26 %) den

grofBiten Beitrag leisten.

Der Anteil der Catechine an der antioxidativen Aktivitit von Tee-Extrakten lag in einer
weiteren Studie flir den griinen Tee-Extrakt bei 77 % und bei dem schwarzen Tee-Extrakt bei
47 % [GARDNER et al. 1998]. In den eigenen Untersuchungen lag der Beitrag der Catechine
an dem antioxidativen Potenzial der schwarzen Tee-Extrakte bei 32 %. Der restliche Teil der
antioxidativen Aktivitdt ist auf die durch die Fermentation entstandenen Theaflavine
zuriickzufiihren, die ebenfalls antioxidative Wirksamkeit zeigen [LEUNG et al. 2001a,
WISEMAN et al. 1997].

Untersuchungen zum Einfluss von griinem Tee-Extrakt, Catechinen und einer Catechinmi-
schung auf die durch einen Radikalbildner induzierten Proteinschdden wurden von NAKA-
GAWA et al. [2002] durchgefiihrt. Epicatechin und Catechin inhibierten die Entstehung von
glycosilierten Produkten schwicher als Epigallocatechingallat und Epicatechingallat. Die
Catechinmischung zeigte stirkere antioxidative Wirksamkeit als der Tee-Extrakt, wobei Kof-
fein und Theanin die Bildung der glycosilierten Proteine schwach behinderten. In den eigenen

Messungen zeigten diese beiden Tee-Inhaltsstoffe keine antioxidative Wirkung.

In den eigenen Untersuchungen lag bei den griinen Tee-Extrakten aus einer Rohware
(s. 4.1.5) der Anteil der Catechine an dem protektiven Potential der griinen Tee-Extrakte bei

~46 %.

Die antioxidative Aktivitit der Oolong-Tee-Extrakte aus China ist hauptsédchlich auf die Cate-
chine zuriickzufiihren, da die kalkulierten TEAC-Werte und die TEAC-Werte des Tee-
Extraktes vergleichbar waren. Der Beitrag der Catechine an dem antioxidativen Potenzial des

Darjeeling-Oolong-Tees liegt in den eigenen Untersuchungen ungefédhr bei der Hélfte der



Diskussion 102

antioxidativen Aktivitit. Die andere Hilfte der antioxidativen Aktivitét ist auf die durch die
Fermentation entstandenen Kondensationsprodukte wie z. B. Theaflavine zuriickzufiihren, die

auch antioxidative Wirksamkeit zeigen [LEUNG et al. 2001a].

ZHU et al. [2002] untersuchten die antioxidative Aktivitdt von nach dem Molekulargewicht
getrennten Fraktionen von Oolong-Tee. Die Fraktion mit einem Molekulargewicht unter
1 kDA zeigte starke antioxidative Wirksamkeit und die Autoren fiithrten dies auf die Cate-

chine zuriick.

Die niedrigere antioxidative Aktivitit der vier griinen Tee-Extrakte ist vermutlich auf anta-
gonistische Wirkungen mit anderen Tee-Inhaltsstoffen zurlickzufiihren, die zum heutigen

Zeitpunkt nicht genauer spezifiziert werden konnen.

5.2 In vitro-Untersuchungen zu Wechselwirkungen zwischen Teepolyphenolen und
Eisen

5.2.1 Einsatz der Standardsubstanzen

Die Untersuchungen der Versuchsreihe I zeigten einen deutlichen Abfall der Eisen- und
Gesamtphenolgehalte, der Konzentration von Catechin sowie der antioxidativen Aktivitdt im
Verlauf der Diffusion der Ansitze in einem molaren Verhéltnis von Catechin zu zweiwerti-
gem Eisen von 3,4 : 1 und von Catechin und dreiwertigem Eisen von 4 : 1. Bei beiden Ansit-
zen sank der Eisengehalt nach der Diffusion um ~80 %. Cirka 70 % der Gesamtphenole und
der antioxidativen Aktivitit wurden nach der Diffusion nachgewiesen. Alle Proben der

Versuchsreihe I farbten sich nach Zugabe der Eisensalze sofort blau-schwarz.

DISLER et al. [1975b] beschrieben die blau-schwarze Farbentwicklung nach Mischung von
Eisen mit pflanzlichen Lebensmitteln aufgrund der Bildung eines Eisen-Polyphenol-Komple-
xes. Die Entwicklung dieser intensiven Farbe stellten JOVANOVIC et al. [1998] bei der Her-
stellung von Losungen aus Gallocatechinen und Eisensulfat bzw. Eisenchlorid fest. Die Auto-
ren beschrieben Komplexe bestehend aus dreiwertigem Eisen und drei Molekiilen Catechin,
deren Stabilitdt bei pH 7 besonders ausgeprigt war. Des weiteren wiesen JOVANOVIC et al.
[1998] die Bildung eines Eisen-Polyphenol-Komplexes und den daraus resultierenden Verlust
der antioxidativen Wirkung der Gallocatechine nach. Sie begriinden den Verlust der antioxi-
dativen Aktivitit mit dem hohen Oxidationspotential der Komplexe bei pH 7,0 und den nicht

eintretenden reversiblen Ein-Elektronen-Redoxreaktionen.
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Die antioxidative Aktivitit sank bei den Ansétzen mit einem molaren Verhéltnis von Catechin
zu Eisen (3,1 : 1 bzw. 4 : 1) signifikant nach der Diffusion. Somit geht die antioxidative

Wirksamkeit der Eisen-Polyphenol-Komplexe verloren.

Aufgrund der nicht verfiigbaren Standardsubstanzen fiir Polyphenole des schwarzen Tees
wurde in dieser in vitro-Studie auf die Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen Tee-

polyphenolen aus schwarzem Tee bzw. schwarzem Tee-Extrakt und Eisen verzichtet.

BRUNE et al. [1989] untersuchten die Wirkung von Standardsubstanzen wie z. B. Gallus-
sdure, Catechin, Chlorogensdure und Tanninsdure auf die Behinderung der Nicht-Hameisen-
aufnahme beim Menschen. Gallussdure und Chlorogensdure zeigten eine inhibierende Wir-
kung auf die Eisenabsorption. 5 mg, 25 mg bzw. 100 mg Tanninsdure reduzierten dosisab-
héngig die Eisenabsorption um 20 %, 67 % bzw. 88 %. Die Autoren erkannten eine Bezie-
hung zwischen dem errechneten Gehalt an Galloylgruppen des eingesetzten Testmahles und
deren inhibierendem Effekt auf die Eisenabsorption. Sie verglichen die Fihigkeit der Eisen-
hemmung von Tanninsdure (M = 1701 g/mol) und Gallussdure (M = 170 g/mol) in Abhéngig-
keit von der Anzahl der Galloylgruppen. Tanninsdure besitzt zehn Galloylgruppen und hemmt
somit die Eisenabsorption zehnmal stirker als Gallussdure, die nur eine Galloylgruppe auf-
weist. Catechin wurde kein Hemmeffekt zugesprochen, was im Widerspruch zu den eigenen
Untersuchungen steht. Die Autoren fiihrten dies auf die Unloslichkeit des Catechins in Wasser
zuriick, die eine Komplexbildung verhindert. Die eigene Studie zeigte eine gute Loslichkeit
von Catechin in Wasser. Auch HURRELL et al. [1999] zweifelten an der Hypothese des
fehlenden Hemmeffekts von Catechin auf die Nicht-Hameisenaufnahme. Die Autoren wiesen
in vivo catechinhaltigen Getranken, wie Kakao und rotem Wein, Hemmeffekte auf die Auf-

nahme von pflanzlichem Eisen nach.

LUCARINI et al. [2000] beschrieben in vitro bei Zusatz von Rotwein zu Broccoli und zu
Kartoffeln eine Zunahme der Gesamtphenolgehalte und eine darauf zuriickfiihrende Abnahme

der Verfiigbarkeit von Eisen bei Broccoli um 45 % und bei Kartoffeln um 25 %.

RECORD et al. [1996] stellten bei Ratten keinen Einfluss des Konsums von griinem bzw.

schwarzem Tee auf die Eisenaufnahme aus der Nahrung fest.

5.2.2 Einsatz von Tee-Extrakten und Eisensalz
Die Ansitze der Versuchsreihe II wiesen sowohl filir die China Gunpowder-Extrakt- als auch
fiir die Ceylon Pekoe-Extrakt-Ansétze eine Hemmung der Eisenabsorption um 90 % auf. Des

weiteren sanken die Gesamtphenole nach der Diffusion um 25 %, und die antioxidative Akti-
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vitdt fiel um 10 %. Nach Zugabe des Eisensalzes zu den Tee-Extrakten stellte sich die fiir
Eisen-Polyphenol-Komplexe charakteristische blau-schwarze Farbung ein. Epigallocatechin-
gallat und Epicatechingallat mit den hochsten Konzentrationen im Tee-Extrakt zeigten einen
signifikanten Abfall im Verlauf des Diffusionsprozesses. Die Gehalte der anderen Catechine
Epigallocatechin, Catechin und Epicatechin sanken auch nach der Diffusion, wobei diese
Konzentrationsédnderungen nicht signifikant gegeniiber der Konzentration vor der Diffusion

waren.

GILLOOLY et al. [1983] dokumentieren eine inverse Korrelation zwischen dem Gesamtpo-
lyphenolgehalt von Gemiise und der Eisenabsorption. Die Verfasser zeigten bei Zugabe einer
Eisenchloridlosung zu Gemiise, das mit einer niedrigen Eisenaufnahme in Zusammenhang

gebracht wird, die Ausbildung der blau-schwarzen Farbe.

DISLER et al. [1975a] beschrieben bei Menschen die Behinderung der Eisenaufnahme aus
Eisenchloridlosungen bei gleichzeitigem Konsum von 200 ml schwarzem Tee. In den eigenen
Untersuchungen wurden die Wechselwirkungen zwischen Eisenchlorid bzw. pflanzlichem

Eisen und Teepolyphenolen iiberpriift.

ZEYUAN et al. [1998b] wiesen ebenfalls in Untersuchungen an Ratten einen hemmenden
Effekt der Griintee-Extrakte und auch der Griintee-Blitter auf die Absorption und die Verfiig-
barkeit von Eisen nach, wobei diese Wirkung bei Gabe von schwarzem Tee-Extrakt bzw.
schwarzen Teebléttern noch stiarker war. Die Autoren fiihrten dies auf das unterschiedliche

Polyphenolspektrum in griinen und schwarzen Tees zuriick.

Der Genuss von Griintee-Extrakten wahrend einer Mahlzeit fiihrte zu einer signifikanten Ver-
ringerung der Nicht-Hédmeisenresorption. SAMMAN et al. [2001] schlussfolgern daraus, dass
der Einsatz von polyphenolreichen Extrakten als Antioxidantien in Nahrungsmitteln immer

mit einer Verringerung der Nutzbarkeit des pflanzlichen Nahrungseisens einhergeht.

MACPHALIL et al. [1981] untersuchten, ob der stabile Fe(Ill)-EDTA-Komplex vor den eisen-
absorptionshemmenden Liganden geschiitzt ist. Die Absorption des Komplexes wurde nicht
durch phytathaltigen Mais- oder Kleiebrei inhibiert, wihrend polyphenolreicher Tee die

Resorption des Eisens aus dem Komplex um 85 % verringerte.

Die in den eigenen Untersuchungen eingesetzten Tee-Extrakte enthielten die Catechine Epi-
catechingallat, Epigallocatechin und Epigallocatechingallat, welche ebenfalls Galloylgruppen
besitzen. Vor allem die Konzentrationen von Epicatechingallat und Epigallocatechingallat

wiesen nach der Diffusion durch die Ultrafiltrationsmembran erniedrigte Gehalte auf. Diese
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Verianderungen resultieren aus Komplexbildungen. Aufgrund der Grofe der Komplexe konn-

ten diese die Membran nicht passieren.

DISLER et al [1975b] erkldren, dass die unldslichen und nicht absorbierbaren Eisen-Polyphe-
nolkomplexe ein Molekulargewicht von 1500 - 5000 Dalton besitzen. Die in dieser Studie
eingesetzte Ultrafiltrationsmembran lie3 Molekiile mit einem Molekulargewicht {iber

1000 Dalton nicht mehr passieren.

Die Polymerisation zwischen den Eisenionen und Polyphenolen findet nach DISLER et al.
[1975b] bei einem hoheren pH (ab 5,5) bis zur Bildung eines stabilen octahedralen Komplex
statt. Je alkalischer der pH-Wert ist, desto groBer werden die Komplexe aufgrund der Ligan-
den. Daraus folgt eine geringere Absorption der Komplexe durch die Membran bzw. die

Darmmukosa.

5.2.3 Einsatz von Sauglingsnahrungen

Aufgrund des Versuchsaufbaues war es notig, in der Versuchsreihe III auf ein Eisenhaltiges
Lebensmittel zuriickzugreifen, das zusammen mit dem Tee-Extrakt eine Suspension bildet.
Exemplarisch wurde als Lebensmittel Formulakost fiir Sduglinge gewdihlt, um die
Wechselwirkungen zwischen Teepolyphenolen und einem definierten Nicht-Hameisenhalti-

gen Lebensmittel zu priifen.

Die eigenen Untersuchungen zeigten die Verringerung der Eisenabsorption (55 - 85 %) durch
die Gabe von Griintee zu den Sduglingsnahrungen. Sowohl die Gesamtphenolgehalte als auch
die antioxidative Aktivitit wiesen nach der Diffusion deutliche Konzentrationsverdnderungen
auf. Die charakteristische blau-schwarze Farbung der Versuchsreihe I und II als Indikator der
Komplexbildung [DISLER et al. 1975, JOVANOVIC et al. 1998] trat in beiden Siuglings-
nahrungsansitzen nicht ein. Griinde dafiir liegen zum einem in dem geringen Eisengehalt
verglichen mit den Ansidtzen der Versuchsreihe I und II und zum anderen in der stark weil3-
milchigen Farbung der Suspension. Die Konzentrationen der Teecatechine waren nach der
Diffusion verdndert, wobei besonders Epigallocatechin, Epicatechingallat und Epigallocate-
chingallat sowohl bei den Milchbreiansitzen als auch bei den Pre-Sauglingsnahrungsansétzen

signifikant abfielen.

MINIHANE et al. [1993] bestimmten in vitro mit der AMICON-Riihrzelle die Verfiigbarkeit
von Eisen aus Sduglingsnahrung unter physiologischen Bedingungen durch Simulation von
gastrointestinalen Bedingungen. Zuerst erfolgte die Zugabe von Pepsin und die anschlieBende

Inkubation fiir zwei Stunden bei 40 °C mit anschlieender Zugabe von Pankreatin und pH-
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Einstellung auf 7,0. Die Verfiigbarkeit des in der Sduglingsnahrung enthaltenen Eisens wurde
durch den Zusatz von Tanninsdure verschlechtert. Diese Wirkung konnte durch den Zusatz
von Ascorbinsdure bzw. Zitronensdure aufgehoben werden. Fiir Catechin und Chlorogenséiure

wiesen die Autoren keine negative Wirkung auf die Verfiigbarkeit von Eisen nach.

Dies steht im Widerspruch zu den eigenen Studien. In der Versuchsreihe I zeigte Catechin
deutliche Inhibierung der Eisenverfiligbarkeit durch Ausbildung eines Catechin-Eisen-Kom-
plexes, der auch in anderen Arbeiten beschrieben wurde [JOVANOVIC et al. 1998, HUR-
RELL et al. 1999]. Im Rahmen der Versuchsreihe III zeigten v. a. Epicatechingallat, Epigal-
locatechingallat und Epicatechin eine Behinderung der Eisenaufnahme. Ursachen dafiir liegen
in den hoheren Konzentrationen dieser Flavanole verglichen mit dem Catechin und in einer
hoheren Affinitit zu den Galloylgruppen von Epicatechingallat und Epigallocatechingallat
[BRUNE et al. 1989].

MINIHANE et al. [1993] sahen in der beschriebene Methode einen guten Versuchsansatz, um
die Verfiigbarkeit aus Lebensmitteln schnell und kostengiinstig zu bestimmen. Auch im Rah-
men einer Untersuchung mit 9 Labors wurde die Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit
von dieser in vitro-Methode zur Beurteilung der Verfligbarkeit von Eisen gepriift, die in
Anlehnung an MILLER et al. [1981] modifiziert wurde. Die gastrointestinalen Bedingungen
wurden hinsichtlich der Auswahl an Enzymen, Inkubationszeit, pH-Wert und Gerédten prazi-
siert. Beim Vergleich der Ergebnisse verschiedener Labors war die Reproduzierbarkeit
akzeptabel und vergleichbar mit Bio-Assay-Methoden. Die Reproduzierbarkeit war abhingig
von dem Gehalt an dialysierbarem Eisen. Die exakte Einstellung des pH-Wertes bei der
Simulation der intestinalen Verdauung war ein kritischer Faktor der in vitro-Studie [LUTEN
et al. 1996]. Die gute Reproduzierbarkeit dieses in vitro-Modells wurde auch in der eigenen

Arbeit bestétigt.

GIL-IZQUIERDO et al. [2002] sahen einen Nachteil in der von Miller et al. [1981] beschrie-
benen Methode, da bei festen Lebensmitteln der stdndige Kontakt zwischen dem Dialysat und
der Membran nicht gegeben ist. In der Methode von GIL-IZQUIERDO et al. [2002] ist ein
enger Kontakt zwischen Lebensmittel und Membran verglichen mit den Bedingungen des
Gastrointestinaltraktes gegeben. In den eigenen Untersuchungen wurden suspendierbares
Lebensmittel eingesetzt und somit sind die von GIL-IZQUIERDO et al. [2002] geduBerten

Bedenken bei der in dieser Arbeit eingesetzten Methode nicht relevant.

Untersuchungen von BRUNE et al. [1989] ergaben fiir gleichzeitigen Konsum von

schwarzem Tee zu einer definierten Mahlzeit einen hemmenden Effekt von 68 % auf die
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Eisenabsorption. HALLBERG und HULTHEN [2000] bestimmten fiir einen Griintee eine
Eisenresorptionshemmung von 83 %. MORCK et al. [1983] beschrieben fiir eine Hamburger-
Mabhlzeit die Reduktion der Eisenabsorption um 64 % durch eine Tasse schwarzen Tee.

100 ml Grintee-Extrakt verabreicht mit einer Cerealien-Milch-Mahlzeit reduzierten das

dialysierbare Eisen in vitro um 63 % [BROWN et al. 1990].

WANG und KIES [1991] fanden in ihrer Studie einen signifikant erniedrigten Serumeisen-
spiegel nach dem Konsum von schwarzem Tee. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind
nicht vergleichbar mit den eigenen Untersuchungen, da die Wechselwirkungen auf die Eisen-
absorption mit Griintee untersucht wurden. Schwarztee enthélt aufgrund von Oxidations-
vorgédngen wihrend der Fermentation weniger Catechine, dafiir mehr Theaflavine. Sowohl die
Strukturen als auch die Wirkungsmechanismen dieser Theaflavine sind noch nicht vollsténdig

aufgeklart.

HALLBERG und HULTHEN [2000] und RECORD et al. [1996] bestitigen, dass vor allem
die Galloylgruppen mit Eisen Komplexe bilden. Flavonoide mit einer Catecholgruppe am B-

Ring gelten als gute Chelatoren fiir zweiwertiges Eisen [VAN ACKER et al. 1996].

Diese Aussagen beweisen, dass die Catechine der in den eigenen Versuchen eingesetzten Tee-
Extrakte Wechselwirkungen mit Eisenionen eingehen, da die Catechine sowohl Galloyl- als
auch Catecholgruppen besitzen. Die gezeigten Verdnderungen der Gesamtphenolgehalte, der
antioxidativen Aktivitit sowie der Konzentrationen der Catechine dieser Versuchsreihe
beruhen zum einen auf Wechselwirkungen zwischen dem Eisen und den Catechinen und zum
anderen auf Wechselwirkungen zwischen Eisen und den Inhaltsstoffen Protein, Phytinsdure,
Calcium und Magnesium. Die Gesamtphenolgehalte, die antioxidative Aktivitdt sowie die
Konzentrationen der Catechine dieser Versuchsreihe wiesen im Unterschied zu den Versuchs-
reihen I und II nach der Diffusion grole Konzentrationsverdnderungen auf. Die gebildeten
Komplexe weisen ein Molekulargewicht von {iber 1000 Dalton auf und konnen nicht die

Ultrafiltrationsmembran passieren.

HALLBERG et al. [1992] untersuchten in vivo den Effekt von Calcium auf die Nicht-Him-
eisenabsorption und zeigten eine starke dosisabhéngige Beziehung zwischen dem Gehalt an
Calcium in einem Nahrungsmittel und der Reduktion der Eisenabsorption. Die Hemmung der
Eisenabsorption hatte ihr Maximum bei 300 - 600 mg Calcium. HALLBERG und HULTHEN
[2000] beschreiben einen Algorithmus iiber den Effekt von Calcium auf die Eisenaufnahme.
Calcium ist der einzige Faktor, der sowohl die Nicht-Hdmeisen- als auch die Hameisen-

absorption beeinflusst [ZIJP et al. 2000].
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Der in den eigenen Untersuchungen verwendete, laut Zutatenliste glutenhaltige Milchbrei ent-
hielt u. a. Weizenmehl, Bananenflocken und HartweizengrieB. Die in diesen Komponenten
enthaltenen Phytate konnen ebenfalls mit Eisen unldsliche und nicht-absorbierbare Komplexe

bilden.

MATUSCHEK and SVANBERG [2002] stellten in vitro bei Zugabe von Tanninsidure bzw.
Griintee-Extrakt die Verschlechterung der Verfiigbarkeit von Eisen aus Weizenbrot fest. Die
Oxidation der Polyphenole durch Tyrosinaseinkubaktion verbesserte die Verfligbarkeit des

Eisens wieder.

In vitro-Studien von HAZELL und JOHNSON [1987] zeigten ebenfalls die inhibierende Wir-
kung von Phytat auf die Eisenabsorption. DAVIDSSON et al. [2001] wiesen in vivo auch die
Inhibierung der Eisenresorption durch Phytinsdure nach, wobei durch das Entfernen der Phy-
tinsdure aus dem Sojapulver die Eisenabsorption erhoht wurde. BOTHWELL et al. [1989]
und GILLOOLY et al. [1983] bestétigten in vivo eine Hemmung der Eisenabsorption durch
Komplexbildung der Phytate mit dem Mineralstoft.

Studien zur Untersuchung, ob die Zugabe von Milch zu Tee oder zu einer polyphenolreich-
haltigen Mabhlzeit die Eisenabsorption fordern, zeigten unterschiedliche Ergebnisse.
CHRISTIAN und SESHADRI [1989] wiesen in vitro eine Erh6hung der Eisenverfiigbarkeit
nach Zugabe von Milch nach und fiihrten dies auf die Proteinfraktion der Milch zuriick. Bei
gleichzeitiger Zugabe von Ascorbinsdure addierte sich die Steigerung der Eisenverfiigbarkeit.
SERAFINI et al. [1996] erldutern die Moglichkeit der Komplexbildung zwischen Polyphe-
nolen und Milchproteinen, was von HURRELL et al. [1999] und DISLER et al. [1975a] nicht

bestdtigt wurde.

Die Ergebnisse der eigenen Studie beruhen auf in vitro-Untersuchungen, die nicht ohne
weiteres auf den Menschen zu libertragen sind. Aber es wurden deutlich die signifikante
Hemmung der Eisenresorption durch Teepolyphenole gezeigt. Untersuchungen der
Eisenresorption und deren Beeinflussung an Caco-2 Zellen bieten eine andere Mdglichkeit, in
vitro die Wechselwirkungen zwischen Teepolyphenolen und Eisen zu priifen [JOVANI et al.

2001, GLAHN et al. 1999, GLAHN et al. 1998].
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5.3 Wechselwirkungen zwischen Teepolyphenolen und Eisen unter physiologischen
Bedingungen
5.3.1 Eisenstatus und antioxidativer Status nach einer Woche flavonoidarmer
Ernihrung
Nach der Woche flavonoidarmer Erndhrung im ersten Teil der Interventionsstudie unterschie-
den sich die Mischkostlerinnen und Vegetarierinnen nicht signifikant in den Parametern
Héamoglobin, Hématokrit, Ferritin, Transferrin, Eisen und Eisenbindungskapazitit. Ein
vergleichbares Ergebnis wurde nach der Woche flavonoidarmer Erndhrung im zweiten Teil
der Interventionsstudie beziiglich der Parameter Himoglobin, Ferritin, Transferrin, Eisen und
Eisenbindungskapazitit ermittelt. Die Hamatokritwerte der Mischkdstlerinnen waren héher

als die der Vegetarierinnen.

Die Mischkdstler und Vegetarier hatten signifikant hohere Hamoglobin- und Hdmatokritwerte
verglichen mit den Mischkdstlerinnen und Vegetarierinnen. Die Ferritinspiegel der Vegetarier
waren signifikant hoher als die der Mischkdstler, Mischkostlerinnen und Vegetarierinnen
nach der Woche flavonoidarmer Erndhrung im ersten Teil der Interventionsstudie. Dieser
Unterschied war im zweiten Teil der Studie nicht mehr so deutlich, da die Ferritinspiegel der

Mischkostler und Vegetarier in einem analogen Bereich lagen.

HUANG et al. [1999] stellten vergleichbare Ferritinspiegel bei 16 Vegetariern und 14 Misch-
kostlern fest. Die Hdmoglobinkonzentrationen der Vegetarier und Mischkostler waren signifi-
kant hoher als die der Vegetarierinnen und Mischkostlerinnen. Die Ferritinspiegel von
20 Mischkostlerinnen waren signifikant hoher als die von 22 Vegetarierinnen. Dies steht im
Wiederspruch zu den eigenen Ergebnissen, was moglicherweise auf die in der eigenen Studie
niedrigere Probandenzahl von 15 Mischkdstlerinnen und 10 Vegetarierinnen zuriickzufiihren

ist.

In der Untersuchung von BALL und BARTLETT [1999], durchgefiihrt in Australien,
beschrieben die Autoren eine vergleichbare Eisenaufnahme bei 24 Mischkostlerinnen und
50 Vegetarierinnen, wobei 80 % des Eisens bei beiden Gruppen aus Getreide bzw. Getreide-
produkten stammte. 16 % des Eisens war bei den Mischkdstlerinnen tierischer Herkunft.
Hinsichtlich Hamoglobin- und Hamatokritwerten unterschieden sich die Mischkostlerinnen
und Vegetarierinnen nicht signifikant, wohingegen die Ferritinspiegel der Vegetarierinnen
signifikant niedriger waren als die der Mischkostler. 12 % der Mischkostlerinnen zeigten
Ferritinspiegel unter 12 pg/l. In der eigenen Studie wiesen 13 % der Mischkostlerinnen Ferri-

tinspiegel unter 10 pg/l auf.
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LARSSON und JOHANSSON [2002] stellten in einer Studie in Schweden mit 15 méinnlichen
und 15 weiblichen Veganern und 15 minnlichen und 15 weiblichen Mischkdstlern eine ver-

gleichbare Priavalenz fiir einen niedrigen Eisenstatus fest.

SHAW et al. [1995] ermittelteten bei, 32 weiblichen und 23 ménnlichen, vegetarisch lebenden
Buddhisten signifikant niedrigere Himoglobinkonzentrationen und Ferritinspiegel verglichen
mit 20 Mischkdstlerinnen und 39 Mischkostlern. 13 % der Mischkostlerinnen und 31 % der

Vegetarierinnen waren andmisch.

In einer in 6 europdischen Lindern durchgefiihrten Studie, der sogenannten Caleur Studie,
wurde der Eisenstatus von Médchen und Frauen gepriift. Ein latenter Eisenmangel wurde fiir

4,3 % der Miadchen und 7,4 % der Frauen festgestellt [VAN DE VIJVER et al. 1999].

In Frankreich wurde der Eisenstatus von 6648 Frauen im Alter von 35 - 60 Jahren und von
3283 Minnern im Alter von 45 - 65 Jahren anhand der Himoglobin- und Ferritinspiegel iiber-
priift. Die Ménner zeigten einen guten Eisenstatus. 22,7 % der menstruierenden Frauen und
5,3 % der postmenopausalen Frauen zeigten Ferritinspiegel unter 15 pg/l. Die Einnahme von
oralen Kontrazeptiva fiihrte zu hoheren Ferritinspiegeln bei Frauen verglichen mit denen, die

keine oralen Kontrazeptiva einnahmen [GALAN et al. 1998].

HALLBERG et al. [1995] stellten bei Frauen, die orale Kontrazeptiva einnehmen, eine
schwichere Monatsblutung fest verglichen mit denen, die keine oralen Kontrazeptiva benut-
zen. Dennnoch hatten diese Frauen eine vergleichbare Privalenz fiir einen niedrigen Eisen-
status, was auf die Einnahmedauer zuriickgefiihrt wurde. In der eigenen Studie nahmen 80 %

der Mischkdstlerinnen und 70 % der Vegetarierinnen orale Kontrazeptiva.

CRAIG [1994] sah ein vergleichbares Risiko fiir Eisenmangel bei einer ausgewogenen Misch-

kost und einer ausgewogenen vegetarischen Kost.

Die 4 untersuchten Gruppen zeigten einen unterschiedlichen antioxidativen Status, wobei
Literaturdaten zu den GSH- und den SOD-Werten zum heutigen Zeitpunkt relativ begrenzt
sind [WINNEFELD et al. 1999].

Frauen zeigten nach der Woche flavonoidarmer Erndhrung im ersten Teil der
Interventionsstudie signifikant hhere Ascorbinsdurekonzentrationen im Plasma als Ménner.
Die Ascorbinsdurekonzentrationen im Plasma aller Gruppen waren nach der Woche
flavonoidarmer Erndhrung im zweiten Teil der Interventionsstudie vergleichbar. Ein

signifikanter Unterschied in Abhédngigkeit von der Kostform wurde nicht festgestellt.
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LU et al. [2000] stellten ebenfalls vergleichbare Ascorbinsdurekonzentrationen fiir Vegetarier
und Mischkdstler fest. Hingegen beschriecben KOVACIKOVA et al. [1998] hohere Ascorbin-
sdurespiegel bei Vegetarierinnen verglichen mit Mischkdstlerinnen, wobei die Ascorbinsdure-
konzentrationen beider Gruppen niedriger waren als die Ascorbinsduregehalte im Plasma der

Probanden in der eigenen Studie.

Nach der Woche flavonoidarmer Erndhrung des ersten Teils der Studie zeigten die Misch-
kostler und Vegetarier signifikant hohere FRAP-Werte verglichen mit den Mischkostlerinnen.
Die FRAP-Werte der Vegetarierinnen lagen in einem vergleichbaren Bereich mit den FRAP-
Werten der Gruppen. Im zweiten Teil der Studie hatten die Mischkdstler signifikant hohere
FRAP-Werte verglichen mit den Probanden der drei anderen Gruppen.

HERRMANN et al. [2001] ermittelten signifikant niedrigere antioxidative Aktivitit im
Plasma von Halbvegetariern verglichen mit Mischkdstlern mit hohem Fleischkonsum. Dieses
Ergebnis ist nicht direkt vergleichbar mit den eigenen Untersuchungen, da bei HERRMANN
et al. [2001] ein kommerzieller, in Anlehnung an die Methode von MILLER et al. [1993]
entwickelter, TEAC-Test angewandt wurde und in der eigenen Arbeit der FRAP-Test.
Demgegentiber stellten NAGYOVA et al. [1998] im Plasma signifikant hohere antioxidative
Aktivitdit bei Vegetariern verglichen mit Mischkostlern fest. Hier wurde ebenfalls der

kommerzielle TEAC-Test angewandt.

5.3.2 Eisenstatus und des antioxidativen Status im Verlauf der Studie
Die Probanden sollten den griinen und schwarzen Tee ohne Zusatz von Milch und parallel zu
der Mabhlzeit trinken. Zu den Wechselwirkungen zwischen Teepolyphenolen und Proteinen,

z. B. aus der Milch, gibt es widerspriichliche Ergebnisse.

RICHELLE et al. [2001] untersuchten die antioxidative Aktivitit mit Hilfe der LDL-Oxida-
tion von haufig konsumierten polyphenolreichen Getranken wie Kaffee, Kakao und Tee. Alle
Getrinke zeigten eine weite Spannbreite in der Lagphasenverlingerung in Abhéngigkeit von
der Konzentration des Getrdanks. Der Zusatz von Milch zu den genannten Getrénken verén-
derte die antioxidative Aktivitdt nicht. ARTS et al. [2002] stellten eine niedrigere antioxida-
tive Aktivitdt einer Polyphenol-Protein-Mischung verglichen mit der Summe der antioxidati-
ven Aktivitdt aus Polyphenolen und Proteinen fest. Das Ausmal} der Verringerung ist abhin-
gig von der Polyphenolstruktur und der Art des Proteins, wobei Epigallocatechingallat und

Epicatechingallat eine starke Affinitdt zu B-Casein aufweisen.
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SERAFINI et al. [1996] erlduterten die Mdglichkeit der Komplexbildung zwischen Polyphe-
nolen und Milchproteinen. Die Autoren beschrieben signifikant niedrigere AUC-Werte im
Plasma nach Konsum von griinem oder schwarzem Tee bei Zusatz von Milch verglichen mit
den AUC-Werten im Plasma nach Teekonsum ohne Milchzusatz. Die Autoren vermuteten die
Komplexbildung zwischen den Polyphenolen und den Milchproteinen, die im Magen nicht
hydrolysiert werden konnen. Dagegen ermittelten HURRELL et al. [1999] und DISLER et al.
[1975a] geringen oder gar keinen Einfluss der Milch auf die Hemmung der Eisenresorption

durch Tee.

DISLER et al. [1975b] wiesen die hemmende Wirkung von Tee auf die Eisenabsorption sogar
nach, wenn der Tee eine Stunde nach der Mahlzeit konsumiert wurde. In der eigenen Studie

sollten die Probanden ihren Tee parallel zur Mahlzeit trinken.

GABRIELLI und DE SANDRE [1995] berichten von einer Patientin, die trotz Eisenbehand-
lung in Form von Eisensulfat, Symptome einer Eisenmangelandmie entwickelte. Ursachen
sahen die Autoren im hohen Konsum von Tee (1,5 I/d) und in der Einnahme der Eisentablet-
ten mit Tee, denn nach dem Verzicht auf Tee stabilisierte sich der Eisenstatus der Patientin

wieder.

Die Ferritingehalte im Plasma der Mischkostler und der Vegetarier verdnderten sich nicht
signifikant bei Konsum von griinem bzw. schwarzem Tee. Der Konsum von griinem oder
schwarzem Tee beeinflusste die anderen Parameter des Eisenstatus ebenfalls nicht. Somit
hatte der tégliche, iiber 4 Wochen andauernde, Konsum von griinem bzw. schwarzem Tee

keinen Einfluss auf den Eisenstatus von Mischkdstlern und Vegetariern.

Untersuchungen zum Einfluss von Tee auf den Eisenstatus von Ménnern sind sehr begrenzt,

da Ménner nicht zu den vulnerablen Bevolkerungsgruppen beziiglich des Eisenstatus gehoren.

TUNTAWIROON et al. [1991] untersuchten bei Médnnern die Inhibierung der Eisenresorption
aus einer radioaktiv markierten Eisensulfatlosung durch die Gabe des Gemiises ,,Yod Kratin*
(Thailéndisches Gemiise mit hohem Polyphenolgehalt). Die Eisenaufnahme sank mit steigen-
der Menge an ,,Yod Kratin“, was auf den hohen Gehalt an Polyphenolen mit Galloylgruppen
zuriickzufiihren ist. Diese Untersuchung ist nicht ohne weiteres auf die eigene Humanstudie
ibertragbar, da es sich um eine einmalige Gabe von einer Eisensulfatlésung und einem poly-

phenolreichen Lebensmittel handelt.

Der Eisenstatus von 31 gesunden Mannern wurde iiber einen Zeitraum von 10 Wochen bei

gleichzeitigem Konsum von Mahlzeiten mit einer niedrigen Eisenverfiigbarkeit und schwar-
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zem Tee iiberpriift. Die Ferritinspiegel sowie Himoglobin und die Transferrinsittigung wur-
den durch die Mahlzeit mit niedriger bzw. hoher Eisenverfiigbarkeit nicht beeinflusst [HUNT
und ROUGHEAD 2000]. Dadurch werden die Ergebnisse der eigenen Studie, dass der Eisen-
status der Mischkdstlern durch den Konsum von grilnem bzw. schwarzem Tee nicht beein-

flusst wurde, bestatigt.

Der tégliche, iiber 4 Wochen andauernde, Konsum von schwarzem Tee fiihrte bei den Misch-
kostlerinnen zu signifikant niedrigeren Ferritinspiegeln im Vergleich zu den Basiswerten. Die
Freie Eisenbindungskapazitit, ein weiterer sensibler Parameter des Eisenstatus, zeigte noch
keine signifikanten Verdnderungen bei dieser Gruppe. Demgegeniiber waren die
Konzentrationen an Freiem Eisen nach Konsum von schwarzem Tee signifikant niedriger im
Verlauf der Studie verglichen mit den Basiswerten bei den Mischkdstlerinnen. Bei den
3 Vegetarierinnen wurde aufgrund der groBien individuellen Schwankungsbreite und der
geringen Probandenanzahl der negative Einfluss des Konsums von schwarzem Tee auf den

Eisenstatus nicht bestitigt.

Die Ferritinspiegel der Mischkostlerinnen und Vegetarierinnen wurden durch den tiglichen,
iiber 4 Wochen andauernden, Konsum von griinem Tee nicht signifikant beeinflusst. Somit
zeigte der iiber 4 Wochen andauernde Konsum von griinem Tee keinen negativen Einfluss auf

den Eisenstatus der Mischkostlerinnen und Vegetarierinnen.

Vor allem Studien mit radioaktiv-markiertem Eisen zur Untersuchung der Wirkungen der
Polyphenole auf die Eisensaufnahme sind in der Literatur beschrieben. Desweiteren handelt
es sich bei den folgenden Arbeiten um Untersuchungen, die den Einfluss von Tee auf die
Eisenaufnahme anhand einer einmaligen Gabe von Tee iiberprifen. HALLBERG und
ROSSANDER [1982] untersuchten verschiedene Getrdnke in Bezug auf die Eisenabsorption
mit radioaktiv-markiertem Eisen. Schwarzer Tee hemmte mit 62 % die Absorption des Nicht-

Hémeisens nach Konsum eines Hamburgers am stirksten verglichen mit Kaffee (35 %).

HURREL et al. [1999] beschrieben in vivo eine dosisabhingige Beziehung zwischen der
Hemmung der Eisenabsorption aus radioaktiv-markiertem Eisen und dem Gehalt an Polyphe-
nolen von polyphenolreichen Getrénken. Eine Tasse schwarzer Tee (~200 mg Polyphenole)
zu einer Mahlzeit fithrte aufgrund des hohen Gehaltes an Galloylestern zu einer besonders
ausgepriagten Behinderung der Nicht-Hdmeisenaufnahme (79 - 94 %). Bei vergleichbaren
Konzentrationen von Polyphenolen inhibierten schwarzer Tee und Pfefferminztee die Nicht-
Hameisenaufnahme analog und stérker als Kakao (~71 %). Der Einfluss von Griintee wurde

nicht untersucht.
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Den Effekt von 200 ml Tee (Pot O’Gold) auf die Eisenabsorption untersuchten DISLER et al.
[1975a] an indischen Hausfrauen. Der Konsum einer mit radioaktiv-markiertem Eisen(III)-
chlorid bzw. Eisensulfat angereicherten Mahlzeit und das gleichzeitige Trinken von schwar-

zem Tee fithrten zur einer 80 %igen Verringerung der Eisenabsorption.

ROSSANDER et al. [1979] untersuchten den Einfluss von 150 ml schwarzen Tee bzw.
150 ml Kaffee auf die Verfiigbarkeit von radioaktiv-markierten Eisen aus einem Friihstiick
bei Mannern und Frauen. Beide polyphenolhaltigen Getrénke behinderten die Eisenaufnahme,

wobei die Wirkung des schwarzen Tees die des Kaffees tibertraf.

SAMMAN et al. [2001] wiesen fiir Griintee die Behinderung der Nicht-Hédmeisenaufnahme
mit Hilfe von radioaktiv-markiertem Eisen bei Frauen nach. Diese Arbeit ist nicht ohne weite-
res mit der eigenen Studie zu vergleichen, da es sich bei SAMMAN et al. [2001] um einen

Zeitraum von 4 Tagen handelte.

Die statistische Auswertung der Probandinnen, die bereits zu Beginn der Studie Ferritinspie-
gel unter 25 pg/l hatten, zeigte signifikant niedrigere Ferritinspiegel im Verlauf der Studie

nach Konsum von schwarzem bzw. griinem Tee verglichen mit den Ausgangswerten.

TEMME und VAN HOYDONCK [2002] evaluierten 16 Studien, in denen die Wechselwir-
kungen zwischen Teepolyphenolen und Eisen gepriift wurden. Bei einer addquaten Eisenver-
sorgung wurde kein Einfluss eines hohen Teekonsums auf den Eisenstatus der westlichen

Bevolkerung festgestellt.

In der Caleur Studie konnte keine Beziehung zwischen dem Teekonsum und dem Eisenstatus
von Méidchen und Frauen festgestellt werden. Hingegen wurde eine schwache inverse Bezie-
hung zwischen der Calciumaufnahme und den Ferritinspiegeln bei Méadchen und Frauen

beschrieben [VAN DE VIJVER et al. 1999].

In einer in 5 Regionen von China durchgefiihrten Studie wurde bei 405 Frauen ebenfalls keine
signifikante Beziehung zwischen der Eisenaufnahme, erhoben mit einem 3-Tage-Wiegeproto-
koll, und den Parametern des Eisenstatus festgestellt. Des weiteren wurde der Zusammenhang
zwischen einem hohen Teekonsum und einer damit verbundenen schlechteren Aufnahme von

Eisen aus der Nahrung nicht bestétigt [ROOT et al. 1999].

DANGOUR et al. [2001] erlduterten eine signifikant negative Beziehung zwischen den

Hamoglobinkonzentrationen und dem Konsum von Tee bei 3625 nicht-schwangeren Frauen
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aus Kazakhstan, von denen bereits zu Beginn der Studie bei 40,2 % Animie diagnostiziert

wurde.

Die antioxidative Aktivitdt des Plasmas, ermittelt mit dem FRAP-Test, wurde ebenso wie der
Eisenstatus durch den Konsum von griinem bzw. schwarzem Tee unterschiedlich beeinflusst.
Der tédgliche, iiber 4 Wochen andauernde, Konsum von griinem Tee steigerte die antioxidative
Aktivitit des Plasmas verglichen mit den Ausgangswerten. Dieses Ergebnis konnte bei dem

Konsum von schwarzem Tee nicht bestétigt werden.

YOUNG et al. [2002] zeigten bei Rauchern ebenfalls eine Steigerung der antioxidativen Akti-
vitdt im Plasma nach drei-wochigem Konsum von grilnem Tee. BENZIE et al. [1999] stellten
eine Steigerung der antioxidativen Aktivitit nach einer einmaligen Gabe von griinem Tee bei

Nichtrauchern fest.

LEENEN et al. [2000] ermittelten eine Steigerung der FRAP-Werte nach einmaligem
Konsum von griinem bzw. schwarzem Tee unabhidngig von der Zugabe von Milch zum
Teegetrank. In den eigenen Untersuchungen wurde die Erhohung der antioxidativen Aktivitit

nur nach tiglichem, iiber 4 Wochen andauerndem, Konsum von griinem Tee nachgewiesen.

In der vorgestellten Studie unterschieden sich die Ascorbinsdurekonzentrationen nach der

Woche flavonoidarmer Erndhrung nicht signifikant von den Werten der letzten Blutabnahme.

Zum Einfluss der Ascorbinsdure auf die Aufnahme von pflanzlichem Eisen gibt es wider-
spriichliche Ergebnisse. COOK und REDDY [2001] ermittelten eine 8 %ige Variation in der
Eisenaufnahme, die durch Ascorbinsdure bedingt war. Durch das Trinken von Orangensaft
wurde die Aufnahme von Nicht-Hameisen bei gleichzeitigem Konsum von Kaffee oder Tee
gesteigert [HALLBERG et al. 1986]. Ascorbinsdure ist sowohl in ihrer natiirlichen Form im
Lebensmittel als auch als Supplement der effektivste Forder der Eisenaufnahme [HURRELL
1997]. Bei weiblichen Lakto-Ovo-Vegetariern wurde die Aufnahme von Eisen aus Tofu durch
den Zusatz von Ascorbinsdure verbessert, was durch einen Anstieg der Himoglobinkonzen-

tration gezeigt wurde [KANDIAH 2002].

5.4 Bestimmung der antioxidativen Aktivitit und deren Bewertung

Die 6 in vitro-Verfahren wurden zuerst mit 4 Antioxidantien, Ascorbinsdure, Gallussiure,
Harnsédure und Trolox, tiberpriift. Innerhalb der TEAC-Tests ist der TEAC-Wert von Trolox
definitionsgemall 1,00. Die Wirksamkeit von Harnsdure war in den Tests vergleichbar.
Ascorbinsédure reagierte in dem TEAC I-, TEAC II- und TEAC III-Test (lipophile Version)

analog. In der hydrophilen Version des TEAC III-Tests zeigte Ascorbinsdure eine niedrigere
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Wirkung. Gallussdure war das stirkste Antioxidans in den TEAC-Tests, wobei ihre Wirksam-
keit in dem TEAC I-Test um das zweifache niedriger war als in den TEAC II- und III-Tests
[SCHLESIER et al. 2002].

Einige Antioxidantien sind in der Lage, die Bildung freier Radikale zu verhindern, wohinge-
gen andere Antioxidantien bereits gebildete Radikale abfangen konnen. Manche Antioxidan-
tien zeigen beide Reaktionen (z. B. Quercetin). Somit ist es in dem TEAC I-Test nicht mog-
lich, zwischen diesen beiden Reaktionswegen zu differenzieren [STRUBE et al. 1997]. Durch
die vorherige Bildung des Radikalkations wird in den TEAC II- und III-Tests lediglich das
Abfangen der Radikale als Mal3 der antioxidativen Wirkung bestimmt.

Dennoch zeigten die in der eigenen Arbeit untersuchten Antioxidantien teilweise vergleich-
bare Reaktivitit in den verschiedenen Versionen des TEAC-Tests. Harnsdure reagierte in
allen TEAC-Tests vergleichbar, was ebenfalls von RE et al. [1999] festgestellt wurde. Diese
Autoren stellten fiir Ascorbinsdure in allen Versionen analoge antioxidative Wirkung fest,
aber eigene Untersuchungen zeigten eine schwichere Reaktion der Ascorbinsdure in der

hydrophilen Version des TEAC III-Tests.

Bisher sind in der Literatur relativ wenig Studien publiziert, die Tests zur Bestimmung der
antioxidativen Aktivitit vergleichen. In der Ubersichtsarbeit von WISEMAN et al. [1997]
wird ebenfalls ein TEAC-Wert von 1 mM fiir Ascorbinsdure beschrieben. Theaflavin 3-3°-
digallat besal den hochsten TEAC-Wert (6,2 mM), gefolgt von Epicatechingallat und
Epigallocatechingallat.

KIM et al. [2002] wiesen vergleichbar mit den eigenen Arbeiten stirkere antioxidative Wirk-
samkeit der Gallussdure gegeniiber der Ascorbinsdure in dem TEAC III- und dem DPPH-Test
nach. Die Autoren schlugen als Wert fiir die antioxidative Wirkung den VCEAC-Wert
(VCEAC = vitamin C equivalent antioxidant capacity) vor aufgrund der besseren Verstind-
lichkeit fiir den Laien. Des weiteren sahen die Verfasser Vorteile in dem TEAC-Test aufgrund
der kiirzeren Messzeit, der Wellenldnge und der Loslichkeit von ABTS in Wasser und organi-

schen Losungsmitteln.

PRIOR und CAO [1999] verglichen verschiedene Tests, wie z. B. den FRAP-, TEAC-,
TRAP-, ORAC-Test, anhand ihrer Reaktionsprinzipien. Die Autoren zogen den ORAC-Test
vor, da durch die Auswertung mit einer AUC-Technik (Area under the curve-Technik) sowohl
die Stirke der Behinderung als auch die Dauer dieser Behinderung der Antioxidantien
berechnet wird. Als MaB fiir die antioxidative Wirksamkeit dient bei dem TEAC- und dem

TRAP-Test die sogenannte Lagphase.
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RICE-EVANS [2000] verglich den TEAC-, ORAC- und FRAP-Test anhand deren Reaktions-
prinzipien und der antioxidativen Aktivitdt von Plasma oder Serum, die mit den drei genann-
ten Tests bestimmt wurde. Nachteile des FRAP-Tests sah die Autorin in dem unphysiologi-
schen pH (3,6) und in der nicht vorhandenen Reaktion von Albumin in dem Test. Die Dauer
des ORAC-Tests ist ldnger als die des TEAC Tests, wobei die Version II bzw. III des TEAC-
Tests dem TEAC I-Test vorgezogen wird. Die antioxidative Aktivitdt von Plasma ermittelt
mit dem FRAP-Test und die antioxidative Aktivitdt von Plasma und Serum bestimmt mit dem
TEAC-Test lagen in einem vergleichbaren Bereich. Die antioxidative Aktivitdt von Serum
war im FRAP-Test deutlich niedriger. Die Wirkung von Ascorbinsdure, Tocopherol und
Harnsdure war analog in den Tests, wohingegen Albumin und Bilirubin unterschiedlich rea-
gierten. Die drei Tests bieten zu dem heutigen Zeitpunkt keinen gesicherten Nachweis einer
Steigerung der antioxidativen Aktivitit nach Aufnahme von sekundiren Pflanzenstoffen

[RICE-EVANS 2000].

Im Rahmen einer europdischen Laborstudie wurden 8 verschiedene in vitro-Tests zur Mes-
sung der antioxidativen Aktivitit verglichen wie z. B. der DPPH-, FRAP-, TEAC-, TRAP-
Test. Die Autoren kamen zu der Schlussfolgerung, dass zum heutigen Zeitpunkt der perfekte
Test noch nicht existiert und dass die Ergebnisse verschiedener Testverfahren zusammenge-

tragen werden sollten [SERAFINI et al. 2001].

Demgegeniiber sehen PULIDO et al. [2000] trotz des unphysiologischen pH-Werts in dem
FRAP-Test einige Vorteile gegeniiber anderen Methoden. Der FRAP-Test ist eine einfache
und reproduzierbare Methode fiir die Bestimmung der antioxidativen Aktivitit von Plasma,
Lebensmittelextrakten, Getrdnken und auch Standardsubstanzen. Dieser Test ist weiterhin
unabhingig von der enzymatischen und nicht-enzymatischen Bildung von freien Radikalen.

Dies ist nicht der Fall z. B. bei dem Xanthin/Xanthinoxidase-Test und dem TEAC-Test.

Die Wirkung der Harnséure, als das Haupt-Antioxidans im Plasma, ist in vielen in vitro-Tests
sehr ausgepridgt und mit Ascorbinsdure vergleichbar. Eigene Untersuchungen zeigten eine
schwache Reaktion von Harnsdure in dem DPPH-Test, und in dem DMPD-Test besall die
Harnsédure iiberhaupt keine Wirkung. Moglicherweise konnen mit diesen Tests Verdnde-
rungen der antioxidativen Aktivitit durch mit der Nahrung aufgenommene Polyphenole

erfasst werden.

Die Sensitivitdt der 6 in vitro-Verfahren ist sehr unterschiedlich, nur der PCL-Test misst die

antioxidative Wirkung in einem nanomolaren Bereich.
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Zusitzlich zur Uberpriifung der verschiedenen Tests wurde die antioxidative Wirkung von
Getranken ermittelt. Dazu standen Johannisbeersaft und -nektar, 2 Apfelsifte, 2 Tomatensifte
sowie griiner und schwarzer Tee der Provenienzen Assam und Darjeeling zur Verfligung.
Neben der Analyse der antioxidativen Aktivitidt der beschriebenen Getrinke wurden auch

deren Ascorbinsidurekonzentration und deren Gesamtphenolgehalte analysiert.

Schwarzer Johannisbeersaft hatte den hochsten Gehalt an Ascorbinsdure und an Gesamtphe-
nolen und auch die hochste Aktivitit. Die Sifte wiesen hohere Gehalte an Ascorbinsdure auf
als die Tees. Demgegeniiber hatten die Tees gleich hohe oder hohere Gesamtphenolgehalte als
die Apfel- und Tomatensifte. 23 % des Gesamtphenolgehaltes des schwarzen Johannisbeer-
saftes und ~20 % des Gesamtphenolgehaltes der Tomatenséfte und eines Apfelsaftes sind auf

den Ascorbinsduregehalt zuriickzufiihren.

MILLER und RICE-EVANS [1997] zeigten, wie in der eigenen Arbeit, hohere antioxidative

Aktivitdt von schwarzen Johannisbeergetrinken verglichen mit Apfelsiften.

VINSON et al. [2001] schlagen die Analyse der Ascorbinsdure mit einer HPLC-Methode vor,
um dadurch die Konzentration der Ascorbinsdure von dem Gesamtphenolgehalt abzuziehen.
In der eigenen Arbeit wurde eine photometrische Methode zur Bestimmung der Ascorbin-

sdure in Getrdnken eingesetzt.

PROTEGGENTE et al. [2002] sehen v. a. bei Erdbeeren aufgrund der hohen Ascorbinsédure-
konzentration die Gefahr der Interaktionen der Ascorbinsdure in dem Gesamtphenoltest,
schwarze Johannisbeeren wurden in dieser Arbeit nicht analysiert. Somit ist die alleinige
Analyse der Gesamtphenolgehalte von ascorbinsdurereichen Getrdnken, wie z. B. der
Johannisbeersaft in der eigenen Studie, unzureichend zur Beurteilung des protektiven

Potenzials.

Die untersuchten Getrinke, mit Ausnahme der Tomatenséfte, hatten in allen Varianten des
TEAC-Test vergleichbare antioxidative Aktivititen. Ascorbinsdure hatte im DMPD-Test die
starkste antioxidative Wirksamkeit, was sich in den relativen hohen Anteilen der Ascorbin-
sdure am antioxidativen Potenzial im DMPD-Test wiederspiegelt. Selbst niedrige Ascorbin-
sdurekonzentrationen in den Tees waren fiir ungefiahr ein Drittel der Aktivitdt verantwortlich,
was dem relativen Anteil der Ascorbinsdure am antioxidativen Potenzial des schwarzen
Johannisbeersaftes entspricht. Die antioxidative Aktivitit in dem DPPH-Test war sowohl fiir
die Tee-Extrakte als auch die Tomatensifte vergleichbar. Der Anteil der Ascorbinsdure an der
antioxidativen Aktivitit der Tee-Extrakte in dem DPPH-Test lag bei 2 %. Die bereits

beschriebene schwache Wirksamkeit der Ascorbinsdure in der hydrophilen Version des
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TEAC III-Tests spiegelt sich auch in den Anteilen der Ascorbinséure an dessen TEAC-Wer-
ten in allen Getrdnken wider. Der Beitrag der Ascorbinsdure an den TEAC-Werten ermittelt
mit den TEAC II- und TEAC III-Tests (lipophile Version) war hingegen fiir alle Getrinke

vergleichbar.

Nach Zufuhr des hier untersuchten Johannisbeersaftes wurde in Arbeiten des Arbeitskreises
eine maximale Erhéhung der antioxidativen Aktivitit des Plasmas um 48 % gemessen [NET-

ZEL et al. 2002].

Die Korrelation zwischen den Gesamtphenolgehalten und den antioxidativen Aktivitaten,

ermittelt mit den TEAC II-, III-, DPPH- und DMPD-Tests, war gut (Mittelwert: r = 0,987).

ALONSO et al. [2002] beschreiben ebenfalls fiir Weill- und Rotwein eine gute Korrelation
zwischen Gesamtphenolgehalten nach Folin-Ciocalteu, einem kommerziellen TEAC-Test und

einer elektrochemischen Methode zur Bestimmung der antioxidativen Aktivitit.

In Gemiise- und Frucht-Extrakten war die Korrelation zwischen TEAC-Werten und Gesamt-
phenolgehalten nach Folin-Ciocalteu gegeben. Die Korrelation zwischen FRAP-Werten und
Gesamtphenolgehalten nach Folin-Ciocalteu dieser Extrakte war ebenfalls hoch (r = 0,95)
[PROTEGGENTE et al. 2002], was eigene Messungen ebenso zeigten. Die
Ascorbinsduregehalte der pflanzlichen Extrakte korrelierten ebenso gut mit den FRAP-Werten
(r = 0,99) und etwas schwicher mit den TEAC-Werten (r = 0,89). Eigene Untersuchungen

zeigten fiir beide Kombinationen gute Korrelationen.

GIROTTI et al. [2002] zeigten eine relativ gute Korrelation zwischen Gesamtphenolgehalten
nach Folin-Ciocalteu und der Messung der antioxidativen Aktivitdt mit Chemolumineszens
(r= 0,8525). Diese Methode ist mit der in der eigenen Arbeit angewandten PCL-Methode
vergleichbar. Eigene Untersuchungen zeigten ebenfalls eine gute Korrelation zwischen den

beiden Parametern dort.

KAHKONEN et al. [1999] hingegen stellten in pflanzlichen Extrakten keine Korrelation zwi-
schen den Gesamtphenolgehalten und der antioxidativen Aktivitit, ermittelt mit dem Methyl-
Linolensdure-Test, fest. Die Autoren fiihrten dies auf den Summenparameter Gesamtphenol-
gehalt zuriick und schlugen eine fliissigchromatographische Analyse der polyphenolischen

Verbindungen der pflanzlichen Extrakte vor.

CAO et al. [1998] untersuchten die antioxidative Aktivitdt in Serum und Urin alterer Frauen
mit ORAC-, FRAP- und TEAC I-Test nach Konsum von Erdbeeren, Spinat, Rotwein und
Vitamin C. Die FRAP- und ORAC-Werte stiegen infolge des Konsums aller Produkte vergli-



Diskussion 120

chen mit den Werten der Kontrollgruppe signifikant an. Bei dem TEAC-Test wurde nur nach
Konsum von Spinat eine signifikante Steigerung festgestellt. Die ORAC-Werte des Urins
stiegen je nach Lebensmittel um 10 - 45 %. Dies macht die Notwendigkeit des Einsatzes

zweier Methoden zur Bestimmung der antioxidativen Aktivitdt deutlich.

OU et al. [2002] verglichen den ORAC-Test und den FRAP-Test anhand von
927 gefriergetrockneten Gemiiseproben. Die Analyse ergab eine unterschiedliche Rangfolge
in dem ORAC-Test verglichen mit dem FRAP-Test. Die Autoren wiesen somit eine schlechte
Korrelation zwischen den beiden Methoden nach. Ausnahmen bildeten Rote Beete, Karotte
und weille und rote Zwiebeln. Grund fiir die schlechte Korrelation sahen OU et al. [2002] in

den verschiedenen Reaktionsprinzipien beider Tests.

STUPANS et al. [2002] untersuchten verschiedene phenolische Verbindungen, die Bestand-
teil der mediterranen Erndhrung sind, mit dem DPPH-Test und der LDL-Oxidation. Die Mes-
sungen fithrten zu unterschiedlichen Rangfolgen der phenolischen Verbindungen in Abhén-
gigkeit vom Testsystem. Somit existiert nicht unbedingt eine Korrelation zwischen Tests zur

Messung der antioxidativen Aktivitét.

Alle Untersuchungen zum Vergleich antioxidativer Testverfahren zeigten Unterschiede von
Test zu Test [OU et al. 2002, RICE-EVANS 2000, SERAFINI et al. 2001, STUPANS et al.
2002, SCHLESIER et al. 2002]. Deswegen wird empfohlen, mindestens 2 verschiedene Tests
zur Ermittlung der antioxidativen Aktivitit von Plasma, Urin und Lebensmittelextrakten
anzuwenden. Diese sollten in Hinblick der zu untersuchenden Matrix ausgewihlt werden.
Eine Bewertung der antioxidativen Aktivitdt von Plasma, Urin und Lebensmittelextrakten
mittels einer Rangfolge innerhalb eines Tests ist jedoch mdglich. Dennoch ist die Ubertra-
gung dieser in vitro-Ergebnisse auf den menschlichen Organismus nicht ohne weiteres mog-

lich.
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6 Zusammenfassung

Tee ist aufgrund seines guten Aromas und seiner gesundheitsfordernden Effekte weltweit ein
sehr beliebtes Getrdnk. 4 Griintee-Extrakte und 14 Schwarztee-Extrakte verschiedener
Provenienzen unterschieden sich nicht signifikant in ihren Gesamtphenolgehalten und in ihren
antioxidativen Aktivititen. 2 Oolong-Tee-Extrakte zeigten demgegeniiber signifikant
niedrigere Gesamtphenolgehalte und antioxidative Aktivititen. Die Einteilung der Teesorten
hinsichtlich ihrer Provenienzen brachte mit Hilfe der untersuchten Parameter Gesamtphenole

und antioxidative Aktivitit keine genaue Zuordnung.

Die Mehrfachextraktion der griinen Tees, ein {iibliches, bei Verbrauchern angewandtes,
Verfahren bei der Zubereitung von grilnem Tee, wurde erstmals in den eigenen
Untersuchungen durchgefiihrt. Die Gesamtphenolgehalte, die antioxidative Aktivitidt und die
Gehalte der Catechine nahmen von Aufguss zu Aufguss ab. In den fiinften Aufgiissen aller
grimen Tee-Extrakte wurden ~20 % der Gesamtphenolgehalte und der antioxidativen
Aktivitdt verglichen mit dem erstem Aufguss nachgewiesen. Cirka 10 % der Catechine des
ersten Aufgusses waren in den fiinften Aufgiissen enthalten. Hohe Aufbriihtemperaturen

bewirkten eine vermehrte Extraktion der phenolischen Verbindungen.

Griin- und Schwarztee-Extrakte sowie Griin-, Oolong- und Schwarztee-Extrakte aus jeweils
einer Rohware wurden auf Gesamtphenolgehalte, antioxidative Aktivitit, Gehalten an Gallus-
sdure und Catechinen untersucht. Die Fermentation von Griin- zu Schwarztee bewirkte einen
Abbau der Catechine und einen damit verbundenen Konzentrationsanstieg der Gallussdure in
schwarzem Tee und teilweise im Oolong-Tee. Bei orthodoxen Fermentationsverfahren
wurden ~50 % der Catechine des griinen Tees in den entsprechenden schwarzen Tees
nachgewiesen. Das CTC-Verfahren bewirkte einen sehr starken Abbau der Catechine,
dennoch wies dieser schwarze Tee noch hohe Gesamtphenolgehalte und antioxidative
Aktivitdt auf. Aus einem fein geschnittenen Blatt werden mehr phenolische Verbindungen

extrahiert als aus einem grof3en Teeblatt.

Die griinen Tee-Extrakte aus Darjeeling, Assam und China enthielten deutlich niedrigere
Catechinkonzentrationen als die vier griinen Tees der Provenienzen China Chun Mee, China
Gunpowder, Japan Bancha und Ceylon Pekoe. Die Rohware, die Art der Verarbeitung und die
damit verbundene GroBe des Teeblattes sowie die Provenienz beeinflussen

Gesamtphenolgehalte, antioxidative Aktivitit, Gehalte an Gallussdure und Catechinen von
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griinen, Oolong- und schwarzen Tee-Extrakten. Folge ist die unterschiedliche Spannbreite der

analysierten Parameter bei den untersuchten Tees.

Aus TEAC-Werten der einzelnen Catechine wurde iiber deren Gehalte in den Tee-Extrakten
ihr Anteil am antioxidativen Potenzial der Tee-Extrakte berechnet. Die kalkulierten Werte
waren vergleichbar mit den gemessenen TEAC-Werten der Catechinmischungen. Sie lagen
aber deutlich hoher als die gemessenen TEAC-Werte der vier griinen Tee-Extrakte. Die
antioxidativen Aktivititen der Tee-Extrakte betrugen 10 - 20 % der jeweils kalkulierten
TEAC-Werte. Die TEAC-Werte der grinen Tee-Extrakte, des Darjeeling-Oolong-Tee-
Extraktes und der schwarzen Tee-Extrakte waren sowohl hoher als der TEAC-Wert der
Catechinmischung als auch hoher als die kalkulierten TEAC-Werte. Ausnahmen bildeten die
Oolong-Tee-Extrakte aus China, deren antioxidative Aktivititen hauptséchlich auf die Cate-
chine zuriickzufiihren sind, da die kalkulierten TEAC-Werte und die TEAC-Werte der Tee-
Extrakte in einem vergleichbaren Bereich lagen. Somit stehen die hier vorgestellten Ergeb-
nisse im Widerspruch zueinander. Die niedrigere antioxidative Aktivitit der vier griinen Tee-
Extrakte ist vermutlich auf antagonistische Wirkungen mit anderen Tee-Inhaltsstoffen

zurlickzufiihren, die zum heutigen Zeitpunkt nicht genauer spezifiziert werden kdnnen.

Eisenmangel zihlt in unserer heutigen Zeit zu den hdufigsten Mangelerkrankungen innerhalb
der Mikronéhrstoffe. Ursachen dafiir liegen sowohl in einer zu geringen Aufnahme als auch in
der schlechten Resorption vor allem des pflanzlichen Nicht-Hdmeisens. Zu den vulnerablen

Bevolkerungsgruppen zahlen u. a. Frauen, Schwangere, Stillende und Vegetarier.

In in vitro-Modellversuchen wurden die Wechselwirkungen zwischen Teepolyphenolen und
Eisen untersucht. Diese Untersuchungen sollten kldren, inwieweit der Konsum von griinem
Tee die Verfligbarkeit von Eisen aus der Nahrung fiir den Menschen beeinflusst. Diese
Membranversuche wurden mittels Ultrafiltration in einer Riihrzelle durchgefiihrt. Ansétze mit
Catechinlosungen bzw. Tee-Extrakten reduzierten den membrangéngigen (verfiigbaren)
Eisenanteil. Gesamtphenolgehalte, antioxidative Aktivitdt und Gehalte an Catechin bzw.
Catechinen fielen signifikant nach der Diffusion ab. In den Ansdtzen mit eisenhaltiger
Sduglingsnahrung und Tee-Extrakten wiesen Eisengehalte, Gesamtphenolgehalte,
antioxidative Aktivitdt und Konzentrationen der Catechine signifikante Verdanderungen nach
der Diffusion durch die Ultrafiltrationsmembran auf. Somit zeigten diese Modell-

untersuchungen eine signifikante Hemmung der Eisenresorption durch Teepolyphenole.

Die Ergebnisse der in vitro-Untersuchung gaben Anlass fiir die Studie ,,Wechselwirkungen

zwischen Teepolyphenolen und Eisen unter physiologischen Bedingungen®. In der Human-
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studie wurden die Auswirkungen eines tdglichen Teegenusses von einem Liter griinen oder

schwarzen Tee auf den Eisenstatus bei 20 Mischkdstlern und 14 Vegetariern untersucht.

Nach der Woche flavonoidarmer Erndhrung unterschieden sich die Mischkostlerinnen und
Vegetarierinnen nicht signifikant in den Konzentrationen von Hamoglobin, Ferritin, Transfer-
rin, Freiem Eisen und Eisenbindungskapazitit. Die Mischkostler und Vegetarier hatten signi-
fikant hohere Himoglobin- und Himatokritwerte verglichen mit den Mischkdostlerinnen und
Vegetarierinnen. Die Ferritinspiegel der Vegetarier und der Mischkostler waren signifikant
hoher als die der Mischkdstlerinnen und Vegetarierinnen nach der Woche flavonoidarmer
Erndhrung. 60 % der Mischkdstlerinnen und 70 % der Vegetarierinnen wiesen zu Beginn der

Studie Ferritinspiegel unter 25 pg/l auf.

Der Eisenstatus von Mischkostlern und Vegetariern wurde durch Konsum von griinem bzw.
schwarzem Tee im Verlauf der Studie nicht beeinflusst. Der tdgliche, iiber 4 Wochen
andauernde, Konsum von schwarzem Tee fiihrte bei den Mischkdstlerinnen zu signifikant
niedrigeren Ferritinspiegeln und zu signifikant niedrigeren Freien Eisenkonzentrationen im
Vergleich zu den Ausgangswerten. Der negative Einfluss des schwarzen Tees auf den Eisen-
status wurde bei den Vegetarierinnen nicht bestétigt. Das Trinken von griinem Tee hatte
einerseits keine Auswirkungen auf den Eisenstatus von Mischkdstlerinnen und
Vegetarierinnen, andererseits wurde die antioxidative Aktivitit des Plasmas dieser
Probandinnen gesteigert. Die Ferritinspiegel von Frauen, die bereits zu Beginn der Studie
Werte unter 25 pg/l hatten, fielen nach Konsum von schwarzem bzw. grilmem Tee im Verlauf
der Studie signifikant ab. Somit ist der Eisenstatus ausschlaggebend fiir die Wirkung eines
Teekonsums. Bei einem addquaten Eisenstatus sind die Auswirkungen eines taglichen Kon-

sums von 1 Liter Tee zu vernachlissigen.

Die grof3e Zahl verschiedener Tests zur Bestimmung der antioxidativen Aktivitdt macht deren
Vergleich notwendig. Die antioxidative Aktivitdt von 6 verschiedenen in vitro-Verfahren,
TEAC I-, II-, IlI-, TRAP-, FRAP-, DPPH-, DMPD- und PCL-Test, wurde mit Standard-
substanzen und Getranken getestet. Beim Vergleich von TEAC I-, TRAP- und PCL-Test sind
Unterschiede in der Empfindlichkeit und der Messzeit zu finden. Nur der PCL-Test misst die
antioxidative Wirksamkeit im nanomolaren Bereich mit Lagphasen im Minutenbereich. Der
TEAC-Tests misst bei vergleichbaren Lagphasenzeiten in micromolaren Konzentrationen.
Der TRAP-Test bendtigt fiir analoge Konzentrationen wie im TEAC I-Test Messzeiten von
1 Stunde. Eine Bewertung der antioxidativen Aktivitit mit einer Rangfolge ist jedoch

innerhalb eines Tests moglich.
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7 Schlussfolgerung

Griiner, Oolong- und schwarzer Tee bieten eine gute Quelle fiir Polyphenole. Die Catechine
sind die Hauptphenole in griinem Tee, wobei diese Substanzen teilweise auch in nicht zu ver-
nachldssigenden Konzentrationen in Oolong- und schwarzem Tee vorkommen. Die Fermen-
tation bedingt den Abbau der Catechine und dadurch hohere Konzentrationen von aus den
Gallatresten entstandener Gallussdure in Oolong- bzw. schwarzem Tee. Die Art der Fermenta-
tion ist entscheidend fiir das Polyphenolspektrum im Tee. Ein fein geschnittenes Teeblatt
ermdglicht eine bessere Extraktion der polyphenolischen Verbindungen. Dieser Aspekt sollte
in Zukunft fiir die Beurteilung von Teequalitit bedacht werden. Niedrigere antioxidative Akti-
vitidt von Tee-Extrakten verglichen mit antioxidativer Wirksamkeit von Catechinmischungen

lassen auf noch zu kldrende antagonistische Wechselwirkungen im Tee-Extrakt schliessen.

Die in vitro-Untersuchungen zu Wechselwirkungen zwischen Teepolyphenolen und Eisensal-
zen bzw. eisenhaltiger Sduglingsnahrung stellten die Behinderung der Eisenaufnahme durch
Catechin bzw. griinen Tee-Extrakt mit der Bildung von Eisen-Polyphenol-Komplexen fest.
Nach vollstindiger Identifizierung der phenolischen Verbindungen in schwarzem Tee und
Verfiigbarkeit der Standardsubstanzen sollten diese in vitro-Untersuchungen auch mit

schwarzem Tee durchgefiihrt werden.

Aus den Ergebnissen der Humanstudie zu den Wechselwirkungen zwischen Teepolyphenolen
und Eisen unter physiologischen Bedingungen lédsst sich ableiten, dass der Eisenstatus aus-
schlaggebend ist fiir die Wirkung eines Teekonsums. Der Konsum von schwarzem oder
grimem Tee zu einer Mahlzeit fiihrte bei Mischkdstlerinnen und Vegetarierinnen mit
niedrigen Ferritinspiegeln zu Beginn der Studie zu einer Verschlechterung des Eisenstatus.
Zukiinftige Untersuchungen sollten den Einfluss von anderen polyphenolhaltigen Getrénken,

wie z. B. Kaffee, Kakao und Fruchtsiften, auf den Eisenstatus von Frauen priifen.

Die Untersuchungen zum Vergleich antioxidativer Testverfahren zeigten Unterschiede von
Test zu Test. Deswegen ist es notwendig, mindestens 2 verschiedene Tests zur Ermittlung der
antioxidativen Aktivitit unter Beriicksichtigung der zu untersuchenden Matrix anzuwenden.
Diese in vitro-Tests geben Hinweise auf ein mdgliches protektives Potenzial von pflanzlichen
Lebensmitteln. Darliber hinaus sind aber im Rahmen von Interventionsstudien
Untersuchungen tiber die Verfiigbarkeit von polyphenolischen Verbindungen und deren
Metabolismus im menschlichen Korper notwendig, da die in vitro-Ergebnisse nicht ohne

weiteres auf den menschlichen Organismus iibertragbar sind.
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8 Arbeitsvorschriften

Hiufig verwendete Losungsmittel, alle HPLC-Qualitit
Methanol CH;0H
Hexan C¢H 4
Ethylacetat CH;COOC,Hjs
Ethanol CH;CH,OH

8.1 Photometrische Bestimmungsmethoden
Hiiufig verwendete Gerite und Hilfsmittel:
Fluorimeter: TD 700 (Firma GAT, Bremerhaven)
Metallblockthermostat: Modell 2103-DA (Firma Liebisch, Bielefeld)
Mikrotiterplattenphotometer mit Filter 595 nm: Modell anthos ht2 (Anthos, Krefeld)
pH-Meter: WTW pH Meter Microprocessor, Modell pH 537 (Wissenschaftlich-Technische Werk-
stitten GmbH & Co. KG, Weilheim), pH-Elektrode (Nr. FB67 107-S7 Gesellschaft Ingold MeB-
technik, Steinbach)
Photochem® (Analytik Jena AG, Jena)
Reagenzglasschiittler: RS 1 (IDL GmbH & Co. KG, Nidderau)
Spektralphotometer: zu Beginn Uvidec-610 (Firma Jasco, Grof3-Umstadt), spiter V 530 (Firma
Jasco, GroB3-Umstadt)
Thermomixer: Modell 5436 (Firma Eppendorf, Hamburg)
Ultraschallbad: Sonorex RK 100, Bandelin (Firma Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin)
Zentrifuge: Modell 5415 C (Firma Eppendorf, Hamburg)
Fluoreszenzkiivetten 1cm
Glassédule (& 5 mm, etwa 30 cm lang), 20 cm hoch mit Sephadex G-15 gefiillt
Glastrichter
Kunststoffkiivetten, halbmikro, 1 cm Schichtdicke
Kunststoffkiivetten, makro, 1 cm Schichtdicke
Mehrfachpipette
Membranfilter 0,2 um, & 25 mm (Schleicher & Schuell, Ref. Nr. 401306, Firma Schleicher &
Schuell, Dassel)
Mikrotiterplatten (96 wells)
pH-Papier
Reagenzgliaser SVL 16 (16 x 100 mm), mit Schraubdeckel und PTFE-beschichteter Gummidich-
tung (Firma Pyrex, Nr. 1636/26 MP, QVS Labortechnik, [Imenau)
Reaktionsgefifie 1,25 ml
Reaktionsgefifie 1,5 ml
Reaktionsrohrchen
Stoppuhr

8.1.1 Bestimmung der Gesamtphenolgehalte

Chemikalien:
Folin-Ciocalteu-Reagenzlosung: Folin-Ciocalteu-Reagenz (Nr. 47641, Fluka, Sigma-Aldrich,
Taufkirchen) wird 1:10 mit destilliertem Wasser verdiinnt.
Natriumcarbonat-Losung, 75g/1: 40,5 g Na,CO; x 10 H,O werden in 200 ml destilliertem Wasser
gelost.
Gallussdure-Monohydrat-Stammlésung, 10,5 mg/100 ml: 5,25 mg Gallussdure-Monohydrat
(Nr. 48630, Fluka) werden in 50 ml destilliertem Wasser gelost.
Gallussdure-Monohydrat-Standardlésungen, 2,1/4,2/6,3/8,4 und 10,5 mg/100 ml: Stammldsung
(10,5 mg/100 ml) wird 1+4/2+3/3+2/4+1 mit destilliertem Wasser verdiinnt, die Konzentration
10,5 mg/100 ml wurde auch eingesetzt (tdglich frisch herzustellen).

Arbeitsweise:
200 pl Tee-Extraktlosung bzw. Gallussdure-Monohydrat-Standardlosung bzw. destilliertes Wasser fiir
den Blindwert werden in einer Kiivette mit 1 ml verdiinnter Folin-Ciocalteu-Reagenzlosung und
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800 pl Natriumcarbonatlésung gemischt und 2 h bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die Extinktion
wird anschliefend bei 750 nm gemessen.

Uber die Kalibrierung mit Gallussiure-Monohydrat wird der Gesamtphenolgehalt in Gallussiureiqui-
valenten (GAE) in mmol/l, mg/l bzw. mg/g angegeben. Der Linearitétsbereich liegt zwischen 2,1 und
10,5 mg/100 ml (r = 0,999) und der Variationskoeffizient liegt unter 5 %.

8.1.2 Bestimmung der Vitamin C-Gehalte in Getrinken und in Plasma

Chemikalien:
Schwefelsdure, 9 n: zu 3 Volumenteilen destilliertem Wasser wird vorsichtig 1 Volumenteil
konzentrierte Schwefelsdure H,SO,4 (Eisbad) gegeben.
2,4-Dinitrophenylhydrazin-Losung: 220 mg 2,4-Dinitrophenylhydrazin p.a. (Nr. 42210, Fluka)
werden in 10 ml H,SO4 (9 n) gel6st und vor Gebrauch filtriert (ca. 3 Wochen haltbar).
Trichloressigsdure-Losung, 5 g/100 ml: 5 g TCA p.a. werden im Messkolben in destilliertem
Wasser gelst und auf 100 ml aufgefiillt.
Messschwefelsdure: zu 100 ml destilliertem Wasser werden 875 ml konzentrierte H,SO, p.a. (Eis-
bad) vorsichtig hinzugefiigt und auf 1000 ml mit destilliertem Wasser aufgefiillt.
Thioharnstoff-Losung, 5 g/100 ml: 5 g Thioharnstoff p.a. werden in ca. 20 ml destilliertem Wasser
gelost und auf 100 ml aufgefiillt.
Kupfersulfat-Losung: 0,6 g CuSO4 x 5 H,O p.a. werden im Messkolben in destilliertem Wasser
gelost und auf 100 ml aufgefiillt.
DNP-Reagenz: 1 Volumenteil (z. B. 0,1 ml) Thioharnstoff-Losung (5 g/100 ml), 1 Volumenteil
(z. B. 0,1 ml) Kupfersulfat-Losung und 20 Volumenteile (z. B. 2,0 ml) Dinitrophenylhydrazin-
Losung (2,2 g/100 ml) werden gemischt (gekiihlt ca. 1 Woche haltbar).
Ascorbinsdurestammlosung, 1 mg/ml: 50 mg Ascorbinsdure werden in 50 ml TCA (5 g/100 ml)
gelost, diese Stammlosung wird tiefgefroren gelagert. Diese Losung ist tiefgefroren mehrere
Monate haltbar.
Ascorbinsdurestandardlosungen, 2/6/12/20 pg/ml: 0,1/0,3/0,6/1,0 ml Ascorbinsdurestammldsung
(1 mg/ml) wird in 50 ml Messkolben mit destilliertem Wasser verdiinnt (tdglich frisch herzustel-
len).

Arbeitsweise:

Jeweils 200 pl Tee-Extraktlosung, Getrank, Ascorbinsdurestandardlosung sowie destilliertes Wasser
fiir den Blindwert werden in einem Reaktionsgefall mit 300 pl TCA (5 g/100 ml) versetzt, auf einem
Reagenzglasschiittler gemischt und 5 min mit 12000 U/min zentrifugiert. Jeweils 200 ul Plasma wer-
den vor dem Einfrieren mit jeweils 300 ul TCA versetzt. Die Plasmaproben werden nach dem Auf-
tauen wie die anderen Proben behandelt. 300 pl des Probeniiberstandes werden mit 100 ul DNP-Rea-
genz versetzt und gemischt. Dieser Ansatz wird 1 Stunde auf dem Thermomixer bei 60 °C temperiert.
Danach werden die Proben im Eisbad gekiihlt, nach 5 min mit 400 pl Messschwefelsdure versetzt und
kréftig gemischt. Die Proben werden zur Reaktion 20 min dunkel gestellt und anschlieBend photome-
trisch bei 520 nm gemessen. Uber die Kalibrierung mit Ascorbinséure wird der Ascorbinséuregehalt in
Tee-Extraktlosungen und Getrdnken in mg/l und in Plasma in umol/l angegeben. Der Linearitits-
bereich liegt zwischen 2 und 20 pg/ml (r = 0,996) und der Variationskoeffizient liegt unter 5 %.

8.1.3 Bestimmung der antioxidativen Aktivitit

8.1.3.1 TEAC I-Test

Chemikalien:
Phosphatpuffer pH 7,3: 200 ml KH,PO,4-Losung (9,073 g/l KH,POy, in destilliertem Wasser geldst)
und 800 ml Na,HPO4 x 2 H,O-Loésung (11,87 g/l Na,HPO, x 2 H,O in destilliertem Wasser
gelost) werden gut gemischt.
ABTS-Stammlésung, 5 mmol/l: 27,4 mg ABTS [2,2'-Azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfon-
sdure)] (Nr. A 1888, Sigma, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) werden in 10 ml destilliertem Wasser
gelost.
ABTS-Arbeitslosung, 500 pmol/l: ABTS-Stamm-Losung (5 mmol/l) wird 1:10 mit dem
Phosphatpuffer verdiinnt (téglich frisch herzustellen).
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Kaliumhexacyanoferrat(Ill)-Losung, 2,5 mg/10 ml: 2,5 mg Kj;[Fe(CN)¢] werden in 10 ml
Phosphatpuffer gelost (tdglich frisch herzustellen).

Myoglobin-Losung: 6,8 mg Myoglobin (Nr. M 1882, Sigma) werden in 1 ml Phosphatpuffer
gelost (tiglich frisch herzustellen).

Metmyoglobin-Losung, ca. 40 umol/l: 1 ml Myoglobin-Lésung und 1 ml Kaliumhexacyanofer-
rat(Il1)-Losung werden zusammengegeben und 5 min dunkel stehen gelassen, diese Losung wird
iiber eine mit Sephadex gefiillte Glassédule gegeben und mit Phosphatpuffer eluiert. Die Extinktion
der Metmyoglobin-Losung wird bei 490 nm, 560 nm, 580 nm und 700 nm gemessen. Die Extink-
tion bei 700 nm wird von den iibrigen Extinktionen abgezogen. Die Konzentration ergibt sich nach
folgender Formel:

C [Mm01/1]2146 X E490 - 108 x E560 + 2,1 X E580

Trolox-Stammlosung, 2,5 mmol/l: 12,5 mg Trolox® (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylsdure) (Nr. 39,192-1, Aldrich) werden in 20 ml destilliertem Wasser im Ultraschallbad
gelost.

Trolox-Standardlosungen, 0,250/0,417/0,625/0,833/1,250 mmol/I: Trolox-Stammlosung
(2,5 mmol/l) wird 1:10/1:6/1:4/1:3/1:2 mit destilliertem Wasser verdiinnt (tdglich frisch herzu-
stellen).

Wasserstoffperoxid-Losung, 0,5 g/100 ml Puffer: Eine H,0,-Losung 10 % wird 1:20 mit
Phosphatpuffer verdiinnt (tdglich frisch herzustellen).

Arbeitsweise:

600 ul ABTS-Arbeitslosung, 70 ul Metmyoglobinldsung, 20 ul Tee-Extraktlosung bzw. Getrank bzw.
Trolox-Standardlosung bzw. destilliertes Wasser fiir den Blindwert und 1 ml Phosphatpuffer werden
in eine Kiivette pipettiert und gemischt. Nach Zugabe von 300 pl Wasserstoffperoxid-Losung wird die
Messung bei 734 nm sofort gestartet und 3 min lang aufgezeichnet. Fiir alle Analysen werden gra-
phisch die Lagphasen ermittelt. Uber die Kalibrierung mit Trolox wird der TEAC-Wert in mmol/l
ermittelt. Der Linearitétsbereich liegt zwischen 0,1 und 1,25 mmol/I (r = 0,995) und der Variationsko-
effizient liegt unter 5 %. Abbildung 8.1 veranschaulicht den Extinktionsverlauf beim TEAC I-Test.

0,8

0,6 | - m BLW
| A Substanz

Extinktion

Lagphase Zeit [min]

Abbildung 8.1: Schematische Darstellung des Extinktionsverlaufs des Blindwertes (BLW) und der
Substanz beim TEAC I-Test

8.1.3.2 TEAC II-Test

Chemikalien:
LDL-Phosphatpuffer pH 7,4: 218 mg KH,PO, wasserfrei (oder 221 mg NaH,PO, Monohydrat),
1,494 g Na,HPO, x 2 H,0 und 8,766 g NaCl werden in einem Liter destilliertem Wasser gelost.
ABTS-Stammlosung: Eine Spatelspitze ABTS wird in einem kleinem Becherglas in einigen
Millilitern LDL-Phosphatpuffer gelost.
Mangandioxid MnO,
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ABTS""-Stammldsung: Ein Loffelspatel MnO, wird in ein Filterpapier gegeben und mit einigen
Millilitern LDL-Phosphatpuffer befeuchtet. Dieser Puffer wird verworfen. Dann wird die ABTS-
Stammlosung in das Filterpapier mit dem Mangandioxid gegossen und mit einigen Millilitern Puf-
fer nachgewaschen. Die entstandene griine ABTS" -Stamml6sung wird durch einen Membranfilter
(0,2 um) filtriert. Diese ABTS""-Stammldsung hélt sich mehrere Wochen im Kiihlschrank in einer
dunklen Flasche.

ABTS""-Arbeitslosung: Die ABTS®'-Stammldsung wird mit LDL-Phosphatpuffer verdiinnt, bis
die Extinktion bei 734 nm ~0,700 £ 0,020 betrdgt. Diese Arbeitslosung wird 2 h bei Raumtempe-
ratur in einer dunklen Flasche stehen gelassen, um dann fiir den Test eingesetzt zu werden (tdglich
frisch herzustellen).

Trolox-Stammlésung, 2,5 mmol/l: s. TEAC I-Test.

Trolox-Standardldsungen, 0,0125/0,025/0,05/0,1/0,125 mmol/I: Trolox-Stammldsung
(2,5 mmol/l) wird 1:200/1:100/1:50/1:25/1:20 mit destilliertem Wasser verdiinnt (tdglich frisch
herzustellen).

Arbeitsweise:

Alle Arbeitsschritte werden unter reduziertem Licht durchgefiihrt.

Wasserlosliche Antioxidantien

Vor Beginn der Messung wird die Extinktion der ABTS"'-Arbeitslosung notiert. 1 ml ABTS'-
Arbeitslosung und 100 pl Tee-Extraktlosung bzw. Getrdank bzw. Troloxstandardlosung bzw. destil-
liertes Wasser fiir den Blindwert werden in ReaktionsgefaBBe pipettiert und 30 s geschiittelt. Nach
2 min wird die Losung in Halbmikrokunststoffkiivetten {iberfiihrt und die Extinktion gemessen.

Lipophile Antioxidantien

Vor Beginn der Messung wird die Extinktion der ABTS®'-Arbeitslosung notiert. 1 ml ABTS"'-
Arbeitslosung und 100 pl Getrink bzw. Trolox-Standardlosung bzw. destilliertes Wasser fiir den
Blindwert bzw. Hexan fiir den Blindwert werden in Reaktionsgefaf3e pipettiert und 30 s auf dem Rea-
genzglasschiittler geschiittelt. Danach wird 1 min bei 14000 U/min zentrifugiert, und die Schicht unter
dem Losungsmittel wird mittels Pasteurpipette bzw. Pipette in Halbmikrokiivetten iiberfiihrt. Die
Extinktion wird nach 2 min gemessen.

Uber die Kalibrierung mit Trolox wird der TEAC-Wert ermittelt, der angibt, welche Troloxkonzentra-
tion in mmol/l der antioxidativen Aktivitit des Lebensmittelextraktes entspricht. Der Linearititsbe-
reich liegt zwischen 0,0125 und 0,125 mmol/l (r = 0,994) und der Variationskoeffizient liegt unter
5 %.

8.1.3.3 TEAC III-Test

Chemikalien:
LDL-Phosphatpuffer pH 7,4: 218 mg KH,PO, wasserfrei (oder 221 mg NaH,PO, Monohydrat),
1,494 g Na,HPO,4 x 2H,0 und 8,766 g NaCl werden in einem Liter destilliertem Wasser gelost.
ABTS-Stammlésung, 7 mmol/l: 384 mg ABTS werden in 100 ml destilliertem Wasser gelost.
Kaliumpersulfat-Losung, 2,45 mmol/l: 66,2 mg Kaliumpersulfat K,OgS, (Nr. 60489, Fluka) wer-
den in 100 ml destilliertem Wasser gelost.
ABTS""-Arbeitslésung: 100 ml ABTS-Stammldsung und 100 ml Kaliumpersulfat-Losung werden
in einem Becherglas gemischt, diese Losung wird bei Raumtemperatur gelagert und in einer
dunklen Flasche aufbewahrt. Das ABTS*'-Radikal ist nach 24 h vollstindig gebildet. Vor dem
Messen wird die Extinktion dieser Losung auf 0,700 + 0,100 eingestellt. Fiir die wasserlosliche
Variante wird das ABTS*"-Radikal mit LDL-Phosphatpuffer verdiinnt und fiir die lipidlosliche
Variante wird das ABTS""-Radikal mit Ethanol verdiinnt.
Trolox-Stammlésung, 2,5 mmol/l: s. TEAC I-Test.
Trolox-Standardldsungen, 0,125/0,250/0,500/0,833/1,250 mmol/I: Trolox-Stammlosung
(2,5 mmol/l) wird 1:20/1:10/1:5/1:3/1:2 mit destilliertem Wasser verdiinnt (tdglich frisch herzu-
stellen).

Arbeitsweise:
Alle Arbeitsschritte werden unter reduziertem Licht durchgefiihrt.
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Wasserlosliche und lipidlosliche Antioxidantien

1 ml ABTS""-Arbeitsldsung und 100 ul Tee-Extraktlosung bzw. Getriink bzw. Trolox-Standardldsung
bzw. destilliertes Wasser fiir den Blindwert bei wasserloslichen Antioxidantien bzw. Ethanol fiir den
Blindwert bei lipidloslichen Antioxidantien werden in Reaktionsgeféfie pipettiert und 45 s auf dem
Reagenzglasschiittler geschiittelt. Die Extinktion dieser Losungen wird nach 1 min bei 734 nm abgele-
sen.

Uber die Kalibrierung mit Trolox wird der TEAC-Wert ermittelt, der angibt, welche Troloxkonzentra-
tion in mmol/l der antioxidativen Aktivitidt des Lebensmittelextraktes entspricht. Der Linearititsbe-
reich liegt zwischen 0,125 und 1,250 mmol/l (r = 0,993), der Variationskoeffizient liegt unter 5 %.

8.1.3.4 TRAP-Test

Chemikalien:
Phosphatpuffer, pH 7,0: 4,216 g KH,PO, und 7,832 g Na,HPO, x 2 H,O werden in einem Liter
destilliertem Wasser gelost.
ABAP-Stammldsung, 130 mmol/l: 705 g ABAP [2,2'-Azo-bis(2-amidinopropan)-hydrochlorid]
(Nr. 08963, Polysciences, Warrington, USA) werden in 20 ml Phosphatpuffer geldst.
ABAB-Arbeitslosung, 26 mmol/l: ABAP-Stammlésung wird 1:5 mit Phosphatpuffer verdiinnt
(téglich frisch herzustellen).
Trolox-Stammlésung, 2,5 mmol/l: s. TEAC I-Test.
Trolox-Standardlésung, 0,25/0,42/0,5/0,625 mmol/l: Trolox-Stammlésung (2,5 mmol/l) wird
1:10/1:6/1:5/1:4 mit Phosphatpuffer verdiinnt (tdglich frisch herzustellen).
R-Phycoerythrin-Losung: ca. 100 pl Suspension (Nr. P-0159, Aldrich) werden mit 100 ml
Phosphatpuffer verdiinnt. Die Extinktion dieser Losung wird bei 565 nm gegen den Phosphatpuf-
fer (pH 7,0) gemessen und sollte 0,010 betragen.

Arbeitsweise:

1,5 ml R-Phycoerythrin und 0,6 ml Phosphatpuffer werden in eine Fluoreszenzkiivette gegeben und
gemischt. Als Blindwert wird destilliertes Wasser eingesetzt. Mit Hilfe dieser zwei Losungen wird der
gerdtespezifische Messbereich von ,,0 bis 800 eingestellt. 750 ul R-Phycoerythrin, 250 ul Phosphat-
puffer und 50 ul Tee-Extraktlosung bzw. Getrdnk bzw. Trolox-Standardlosung bzw. destilliertes
Wasser fiir den Blindwert werden in Fluoreszenzkiivetten pipettiert, gemischt und 10 min im Metall-
blockthermostat bei 37 °C vorgewiarmt. Nach Zugabe von ABAP-Arbeitslosung wird die Messung
sofort begonnen (Anregung 495 nm, Emission 575 nm). Die Fluoreszenzmessung wird alle 5 min
durchgefiihrt. Die Kiivetten bleiben in der Zwischenzeit im Metallblockthermostat bei 37 °C stehen.
Die Messung wird solange fortgesetzt, bis die Fluoreszenzsignale iiber einen ldngeren Zeitraum (etwa
20 min) gleichméaBig fallen. Abbildung 8.2 veranschaulicht den Fluoreszenzverlauf beim TRAP-Test.
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Abbildung 8.2: Schematische Darstellung des Fluoreszenzverlaufs des Blindwertes (BLW) und der
Substanz beim TRAP-Test
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Die Lagphasen der Analysen werden graphisch erfasst (s. Abbildung 8.2) und mittels Trolox kalibriert.
Die so ermittelten TEAC-Werte (vgl. TEAC) werden mit ,2¢ ) dem stochiometrischen Faktor von
Trolox, sowie dem Verdiinnungsfaktor der untersuchten Probe multipliziert und ergeben die molare
Menge an Radikalen, die von einem Liter der untersuchten Probe abgefangen werden, den sogenann-
ten TRAP-Wert. Der Linearitdtsbereich liegt zwischen 0,25 und 0,625 mmol/l (r = 0,992), der Varia-
tionskoeffizient liegt unter 5 %.

8.1.3.5 DPPH-Test

Chemikalien:
DPPH"-Arbeitslosung, 0,0609 mmol/l: 2,4 mg DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazil) (Nr. D
9132, Sigma) werden in 100 ml Methanol geldst.
Trolox-Stammlosung, 2,5 mmol/l: s. TEAC I-Test.
Trolox-Standardlésungen 0,125/0,250/0,500/0,833/1,25 mmol/I: Trolox-Stammldsung
(2,5 mmol/l) wird 1:20/1:10/1:5/1:3/1:2 mit destilliertem Wasser verdiinnt (tdglich frisch herzu-
stellen).

Arbeitsweise:

1,95 ml DPPH’-Arbeitslosung werden in Kunststoffkiivetten pipettiert, die Anfangsextinktion wird
notiert (Ag) bei A = 515 nm. Danach erfolgt die Zugabe von jeweils 20 pl Tee-Extraktlosung bzw.
Getrank bzw. Trolox-Standardlosung. Nach dem Mischen der Losungen wird die Extinktion nach
2/3/4/5/10 und 15 min aufgezeichnet bis AE < 0,003/min betriagt. Die Extinktionsdifferenzen werden
graphisch erfasst und auf die Kalibrierung mit Trolox bezogen. Der Linearititsbereich liegt zwischen
0,125 und 1,25 mmol/l (r = 0,999) und der Variationskoeffizient liegt unter 5 %. Abbildung 8.3 zeigt
den Extinktionsverlauf des Blindwertes (BLW) und der Substanz beim DPPH-Test.
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Abbildung 8.3: Schematische Darstellung des Extinktionsverlaufs des Blindwertes (BLW) und der
Substanz beim DPPH-Test

8.1.3.6 DMPD-Test

Chemikalien:
DMPD-Stammlosung, 100 mmol/l: 209 mg DMPD (N,N-Dimethyl-p-phenylendiamin oder 4-
Amino-N,N-dimethylanilin-dihydrochlorid) (Nr. 07767, Fluka) werden in 10 ml destilliertem
Wasser gelost.
Natriumacetat wasserfrei, 0,1 mol/l: 8,204 g NaOOC,H; bzw. 13,61 g NaOOC,Hj; x 3 H,O werden
in einem Liter destilliertem Wasser gelost (= A).
Essigséure, 0,1 mol/l: 6,005 g TCA werden in einem Liter destilliertem Wasser geldst (= B).

31 mol Trolox ist in der Lage 2 mol Radikale abzufangen. Aufgrund der Definition des TRAP-Wertes (er gibt an, wie viel
mol Radikale abgefangen werden) ergibt sich der stéchiometrische Faktor von 2 verglichen mit dem TEAC-Test.
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Acetat-Puffer, pH 5,25: x Teile A + (100-x) Teile B, d. h. 76,8 ml Natriumacetatlosung (0,1 mol/l)
wird mit 0,1 M Essigsdure auf 100 ml aufgefiillt.

Eisen(IlI)-chloridlésung, 0,05 mol/l: 81,1 mg FeCl; werden in 10 ml destilliertem Wasser gelost
bzw. 135 mg FeCl; x 6 H,O werden in 10 ml destilliertem Wasser geldst.

DMPD*®"-Arbeitslosung: 1 ml von der DMPD-Stammlésung (100 mmol/l) wird zu 100 ml 0,1 M
Acetat-Puffer (pH 5,25) gegeben. Zu dieser Losung werden 0,2 ml der Eisen(IlI)-chloridlésung
(0,05 mol/l) gegeben. Diese Losung wird 1 h stehen gelassen. 1 ml dieser Losung wird in eine
Halbmikrokiivette pipettiert, bei 505 nm wird die Extinktion gemessen. Der Extinktionswert sollte
bei 0,900 £ 0,100 liegen. Diese Losung ist bei Raumtemperatur 12 h stabil (tdglich frisch herzu-
stellen).

Trolox-Stammlosung, 2,5 mmol/l: s. TEAC I-Test.

Trolox-Standardlosungen, 0,050/0,125/0,250/0,500/0,833 mmol/l: Trolox-Stammldsung
(2,5 mmol/l) wird 1:50/1:20/1:10/1:5/1:3 mit destilliertem Wasser verdiinnt (tiglich frisch herzu-
stellen).

Arbeitsweise:

50 ul Tee-Extraktlosung bzw. Getrank bzw. Trolox-Standardldsung bzw. destilliertes Wasser werden
in ReaktionsgefiBe pipettiert. Nach Zugabe von 1 ml DMPD*"-Ldsung werden die Reaktionsgefife im
Thermomixer bei 25 °C 10 min bei 1000 U/min geschiittelt. Nach 10 min wird die Losung in Halb-
mikrokiivetten umgefiillt und die Extinktion bei 505 nm abgelesen. Uber die Kalibrierung mit Trolox
wird der TEAC-Wert ermittelt, der angibt, welche Troloxkonzentration in mmol/l der antioxidativen
Aktivitdt des Lebensmittelextraktes entspricht. Der Linearitdtsbereich liegt zwischen 0,05 und
0,833 mmol/I (r = 0,995), der Variationskoeffizient liegt unter 5 %.

8.1.3.7 FRAP-Test

Chemikalien:
Acetatpuffer, 300 mmol/l, pH 3,6: 3,1 g NaOOC,H; x 3 H,O und 16 ml konzentrierte Essigsdure
werden in einem Liter destilliertem Wasser gelost.
Salzsdure, 40 mmol/l: 320 pl rauchende Salzsdure (37 %) werden mit destilliertem Wasser auf ein
Endvolumen von 100 ml verdiinnt.
TPTZ-Stammlésung, 10 mmol/l: 31,2 mg TPTZ (2,4,6-Tripyridyl-s-triazin) (Nr. S 1253, Sigma)
werden in 10 ml HCI gelost.
Eisen(II)-chloridlosung, 20 mmol/l: 54,1 mg FeCl; x 6 H,O werden in 10 ml destilliertem Wasser
gelost.
FRAP-Reagenz: 10 Volumenteile Acetatpuffer werden mit 10 Volumenanteilen Eisen(IIl)-
chloridlésung und 1 Volumenteil TPTZ-Losung gemischt (téglich frisch herzustellen).
Eisen(Il)-sulfatstammldsung, 5 mmol/l: 13,9 mg FeSO, x 7 H,O werden in 10 ml destilliertem
Wasser gelost (tdglich frisch herzustellen).
Eisen(Il)-sulfatstandardlosung, 500/625/1000/1667/2500 umol/l: Eisen(Il)-sulfatstammldsung
(5 mmol/l) wird 1:10/1:8/1:5/1:3/1:2 mit destilliertem Wasser verdiinnt.

Arbeitsweise:

Mit Hilfe der Mehrfachpipette werden 30 ul Wasser und 10 pul Tee-Extraktlosung bzw. Getrank bzw.
Plasma bzw. Urin bzw. Standardlésung bzw. Wasser fiir den Blindwert in die Vertiefungen (wells) der
Mikrotiterplatte pipettiert. Die Mikrotiterplatte wird in das Mikrotiterplattenphotometer gestellt. Nach
Zugabe von jeweils 200 ul FRAP-Reagenz mit der Mehrfachpipette wird die Messung sofort gestartet.
Das Photometer ist so programmiert, dass zundchst 10 s geschiittelt (low) wird und nach weiteren
470 s, also nach einer Gesamtzeit von 8 min, der Messwert bei 595 nm ermittelt wird. Anhand der
Eisen(Il)-sulfat-Kalibrierung wird der FRAP-Wert in umol/l fiir die Proben ermittelt. Der Linearitéts-
bereich liegt zwischen 500 und 2500 umol/I (r = 0,995) und der Variationskoeffizient liegt unter 5 %.

8.1.3.8 PCL-Test (ACW-Kit)
Chemikalien:
Reagens 1: ACW Diluent
Reagens 2: Puffer PL-1
Reagens 3: PS-1 Stammldsung (Photosensibilisator und Detektorsubstanz)
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PS-1 Arbeitslosung: Die PS-1 Stammldsung wird aufgetaut, mit 750 pl der Reagens 1 aufgefiillt
und kurz geschiittelt.

Reagens 1 und 2 sind einsatzfertig.

Reagens 4: Trolox-Stammlosung, 2,5 mmol/l: s. TEAC I-Test.

Trolox-Standardlosungen, 0,025/0,050/0,100/0,179 mmol/l: Trolox-Stammldsung (2,5 mmol/l)
wird 1:100/1:50/1:25/1:14 mit destilliertem Wasser verdiinnt (tdglich frisch herzustellen).

Arbeitsweise:
Die folgende Tabelle veranschaulicht das Pipettierschema beim PCL-Test.
Tabelle 8.1: Pipettierschema beim PCL-Test

Reagenz [ul] 1 2 PS-1 Trolox H,0 Plasma
BLW 1500 1000 25 10

Standard 1500 1000 25 10

Probe ACW 1500 1000 25 10

Die Reagenzien werden in Reaktionsréhrchen nach obigem Schema pipettiert, gemischt und gemes-
sen. Die folgende Abbildung zeigt den Verlauf des Blindwertes und der Substanz beim PCL-Test.
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Abbildung 8.4: Verlauf des Blindwertes (BLW) und der Substanz beim PCL-Test

Die zur Verfiigung stehende Software ,,PCL-soft” ermittelt die Lagphasen der Trolox-Standardlosun-
gen. Mit diesen Lagphasen wird eine Kalibriergerade ermittelt, mit deren Hilfe die antioxidative
Aktivitdt der untersuchten Substanz in mmol/l ermittelt wird. Der Linearitétsbereich liegt zwischen
0,025 und 0,179 mmol/l (r = 1) und der Variationskoeffizient liegt unter 5 %.

8.1.4 Bestimmung von Eisen

Chemikalien:
Schwefelsdure, verdiinnt: 1 Volumenteil Schwefelsdure (98 %) wird vorsichtig mit 3 Volumen-
teilen destilliertem Wasser verdiinnt.
Essigsdure 96 % (Eisessig)
Ammoniumacetat-Eisessig-Losung: 40 g Ammoniumacetat CH;COONH, wird in 100 ml
Messkolben eingewogen, in 50 ml Eisessig geldst und mit destilliertem Wasser aufgefiillt.
Hydroxylammoniumchlorid-Losung: 10 g Hydroxylammoniumchlorid NH,OH x HCI werden in
einem 100 ml Kolben mit destilliertem Wasser gelost, Losung ca. 1 Woche haltbar.
Phenanthrolin-Losung: 0,25 g 1,10-Phenantrolin (Nr. 1.07225, Merck, Darmstadt) werden in
einem Becherglas eingewogen und in kochendem destilliertem Wasser gelost, in einen 100 ml
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Messkolben iiberfiihrt, gegebenenfalls vor der Messung nochmals filtriert, Losung ist im Dunklen
eine Woche haltbar.

Eisen(Il)-Stammlésung, 1000 mg Fe*/l: 0,70215 g Ammoniumeisen(Il)-sulfat-Hexahydrat
(NH4),Fe(S04), x 6 H,O (Mohrsches Salz) werden in einem 100 ml Kolben in destilliertem Was-
ser gelost, mit 15 ml Hydroxylammoniumchlorid und 1 ml Schwefelsdure (98 %) und mit destil-
liertem Wasser aufgefiillt, Losung ist etwa 6 Monate haltbar. Von dieser Losung wird fiir die
photometrische Bestimmung eine Eisen(Il)-Standard-Lésung I (¢ = 20 mg Fe *"/I) und eine
Eisen(II)-Standard-Losung 11 (c = 1 mg Fe /1) hergestellt.

Eisen(Il)-Standard-Losung I, 20 mg Fe*"/I: 2ml der Eisen(Il)-Stammlosung werden in einem
100 ml Messkolben mit destilliertem Wasser aufgefiillt (tdglich frisch herzustellen).
Eisen(II)-Standard-Losung II, 1 mg Fe®"/1: 100 ul der Eisen(II)-Stammldsung werden in einem
100 ml Messkolben mit destilliertem Wasser aufgefiillt (tdglich frisch herzustellen).
Eisen(Il)-Standardlosungen, verdiinnt: Zur Erstellung der Kalibrierkurve wird jeweils entspre-
chend der zu erwartenden Eisenkonzentrationen der Probe die Eisen(Il)-Standard-Lésung I oder 11
hergestellt. In sechs 10 ml Messkolben werden zunédchst 100 pl verdiinnte Schwefelsdure pipet-
tiert, danach werden 0 ml (BLW) sowie 500 ul, 1 ml, 1,5 ml, 2 ml und 2,5 ml der Eisen(II)-Stan-
dardlésung I zugegeben und mit destilliertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt (tiglich frisch her-
zustellen).

Arbeitsweise:

Bestimmung des geldsten Eisens (Fe(Il))

2,5 ml Probe, Standard, BLW werden in einem 5 ml Messkolben pipettiert. Nach Zugabe von 250 pl
Ammoniumacetat-Eisessig-Losung soll der pH-Wert zwischen 3,4-5,5 liegen. Nach Zugabe von
100 pl Phenanthrolin-Lésung wird bis zur Marke mit destilliertem Wasser aufgefiillt, gemischt und die
Losung 15 min stehen gelassen. AnschlieBend wird die Extinktion der Losung bei 510 nm gemessen.
Der Linearitétsbereich liegt zwischen 1 und 5 mg/l (r = 0,993), der Variationskoeffizient liegt unter
5 %.

Bestimmung des gesamten gelosten Eisens (Fe(ll) + Fe(Ill))

2,5 ml der Probe, Standard, BLW werden in einen 5 ml Messkolben pipettiert. Nach Zugabe von
250 ul Ammoniumacetat-Eisessig-Losung sowie 100 pl Hydroxylammoniumchlorid-Losung soll der
pH-Wert bei 3,4-5,5 liegen. Nach Zugabe von 100 pl Phenanthrolin-Losung wird mit destilliertem
Wasser aufgefiillt, gemischt und die Lésung 15 min stehen gelassen. Anschlieend wird die Extinktion
der Losung bei 510 nm gemessen.

Anhand der Kalibrierung mit dem Eisenstandard wird der Eisengehalt als Fe*" oder Fe'" in den unter-
suchten Proben ermittelt.

8.2 HPLC-Methoden

8.2.1 Isokratische HPLC-Methode zur Bestimmung der Catechine in Tee

Hiiufig verwendete Geriite und Hilfsmittel:
Reagenzglasschiittler: RS 1 (IDL GmbH & Co. KG, Nidderau)
pH-Meter: WTW Microprocessor Modell pH 537 (Wissenschaftlich-Technische Werkstétten
GmbH & Co. KG, Weilheim), pH-Elektrode (Nr. FB67 107-S7 Gesellschaft Ingold Meftechnik,
Steinbach)
Ultraschallbad: Branson 8210 (Firma Branson Ultrasonics B.V., Soest, Niederlande)
Ultraschallbad: Sonorex RK 100, Bandelin (Firma Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin)
Wasseranlage: Modell Millipore-Q RG (Laboratory Water Division, Millipore GmbH, Eschborn)
Reaktionsgefille

HPLC-Anlage:
Pumpe: L-6200 (Merck, Darmstadt)
UV-Detektor: Lambda 1000 (Bischoff, Leonberg)
Integrator: Chromatopac C-R6A (Shimadzu, Duisburg)
Saule: Ultrasep ES 100 RP 18 (250 x 4,0 mm, 6,0 um) (Bischoff, Leonberg)
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HPLC-Bedingungen:
Mobile Phase: isokratisch, Wasser : Methanol (72+28, v/v), Wasser mit Phosphorsdure (85 %) auf
pH 2,7 eingestellt
FluBrate: 1,0 ml/min
Injektionsvolumen: 20 pl
Wellenldnge: UV 280 nm
Saulentemperatur: Raumtemperatur

Chemikalien:
(-)-Epigallocatechin, 0,848 mmol/l: 1,3 mg Epigallocatechin ([2R, 3R]-2-[3,4,5,-Trihydroxyphe-
nyl]-3,4-dihydro-1-[2H]-benzopyran-3,5,7-triol) C;sH;40; (Nr. E 3768, Sigma) werden in 5 ml
Methanol geldst.
(+)-Catechin, 1,834 mmol/l: 2,13 mg Catechin ([2R, 3S]-2-[3,4-Dihydroxyphenyl]-3,4-dihydro-1-
[2H]-benzopyran-3,5,7-triol) C;sH ;404 (Art. 6200.1, Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe) werden in
4 ml Methanol gelost.
(-)-Epigallocatechingallat, 1,523 mmol/l: 3,49 mg Epigallocatechingallat ([2R, 3R]-2-[3.4,5-Tri-
hydroxyphenyl]-3,4-dihydro-1-[2H]-benzopyran-3,5,7-triol-3-[3,4,5-trihydroxybenzoat])
Cx»H; 504, (Nr. E 4143, Sigma) werden in 5 ml Methanol gelost.
(+)-Epicatechin, 0,826 mmol/l: 1,20 mg Epicatechin ([2S, 3S]-2-[3,4-Dihydroxyphenyl]-3,4-
dihydro-1-[2H]-benzopyran-3,5,7-triol) C;sH;4O0¢ (Nr. E 4143, Sigma) werden in 5 ml Methanol
gelost.
(-)-Epicatechingallat, 0,610 mmol/l: 1,35 mg Epicatechingallat ([2R, 3R]-2-[3,4-Dihydroxyphe-
nyl]-3,4-dihydro-1-[2H]-benzopyran-3,5,7-triol-3-[3,4,5-trihydroxybenzoat]) C,,H;s015 (Nr.
3893, Sigma) werden in 5 ml Methanol geldst.

Arbeitsweise:

Die Tee-Extrakte werden fiir die HPLC-Analyse mit bidestilliertem Wasser verdiinnt. Die Stammlo-
sungen der Catechine werden entsprechend der zu erwartenden Konzentration in den Tee-Extraktlo-
sungen mit mobiler Phase verdiinnt. Mittels dieser chromatographischen Bedingungen ist die Elution
der genannten 5 Catechine innerhalb von 15 min in folgender Elutionsreihenfolge moglich: Epigallo-
catechin, Catechin, Epigallocatechingallat, Epicatechin und Epicatechingallat.

Lebensmittel:
Griner Tee verschiedener Provenienzen
China Chun Mee, China Gunpowder, Ceylon Pekoe, Japan Bancha

8.2.2 Gradienten-HPLC-Methode zur Bestimmung der Catechine und Phenol-
carbonsiuren in Tee

HPLC-Anlage
Pumpe: L-6200 (Merck, Darmstadt)
UV-Detektor: zu Beginn Lambda 1000 (Bischoff, Leonberg), spiter UV-Detektor L-7400 (Firma
Merck Hitachi, Darmstadt)
Integrator: zu Beginn Chromatopac C-R6A (Firma Shimadzu, Duisburg), spidter HSM-Manager
unter Windows NT
Sdulenthermostat: zu Beginn L-5025 (Merck, Darmstadt), spiter Shimadzu CTO-10 AC (Firma
Shimadzu, Duisburg)
Sédule: Prontosil RP 18 (250 x 4 mm, Sum) (Bischoff, Leonberg)
Vorsdule: Phenomenex C18 (ODS, Octadecyl) 4 mm L x 3,0 mm ID (Firma Phenomenex, Hos-
bach)

HPLC-Bedingungen:
Mobile Phase: Gradientenprogramm s. folgende Tabelle
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Tabelle 8.2: Gradientenprogramm zur Analyse von Catechinen und Phenolcarbonséuren

Zeit [min] Wasser pH 2,7 [%] Methanol [%] Flow [ml]
0,0-24,0 82 18 1,000
25,0 - 40,0 75 25 1,000
41,0 - 51,0 82 18 1,000

FluBrate: 1,0 ml/min
Injektionsvolumen: 20 pl
Wellenlénge: UV 280 nm
Saulentemperatur: 35 °C

Chemikalien:
Methanol CH;0H
Gallussdure, 2,55 mmol/l: 4,8 mg Gallussdure-Monohydrat (3,4,5-Trihydroxybenzoesiure)
(Nr. 48630, Fluka) werden in 10 ml Methanol geldst.
Protocatechuséure, 4,08 mmol/l: 6,3 mg Protocatechusiure (3,4-Dihydroxybenzoesdure) (Nr. P
5630, Sigma) werden in 10 ml Methanol gelost.
Gentisinsdure, 4,61 mmol/l: 7,1 mg Gentisinsdure (2,5-Dihydroxybenzoesdure) (Nr. G 5244,
Sigma) werden in 10 ml Methanol gelost.
p-Hydroxybenzoeséure, 5,28 mmol/l: 7,3 mg p-Hydroxybenzoesiure (para-Hydroxybenzoesédure)
(Nr. H 5376, Sigma) werden in 10 ml Methanol geldst.
Chlorogensaure, 1,83 mmol/l: 6,5 mg Chlorogensiure (1,3,4,5-Tetrahydroxycyclohexancarboxyl-
sdure-3-, 5-O-Caffeoylzimtsdure) (Nr. C 3878, Sigma) werden in 10 ml Methanol geldst.
Vanillinsdure, 3,12 mmol/l: 5,8 mg Vanillinsdure (4-Hydroxy-3-methoxybenzoesdure) (Nr. V
2250, Sigma) werden in 10 ml Methanol gelost.
Kaffeesdure, 2,66 mmol/l: 4,8 mg Kaffeesdure (3,4-Dihydroxyzimtsdure) (Nr. C 0625, Sigma)
werden in 10 ml Methanol geldst.
Syringaséure, 3,23 mmol/l: 6,4 mg Syringasdure (4-Hydroxy-3,5-dimethoxybenzoesédure) (Nr. S
6881, Sigma) werden in 10 ml Methanol gelost.
p-Cumarsdure, 4,38 mmol/l: 7,2 mg p-Cumarséure (4-Hydroxyzimtsdure) (Nr. C 9008, Sigma)
werden in 10 ml Methanol geldst.
Ferulasdure, 4,09 mmol/l: 7,95 mg Ferulasdure (4-Hydroxy-3-methoxyzimtsdure) (Nr. F 3500,
Sigma) werden in 10 ml Methanol geldst.
Sinapinsdure, 2,58 mmol/l: 5,8 mg Sinapinséure (3,5-Dimethoxy-4-Hydroxyzimtsdure) (Nr. D
7927, Sigma) werden in 10 ml Methanol gelost.
p-Hydroxybenzoesduremethylester, 5,55 mmol/l: 8,4 mg p-Hydroxybenzoesduremethylester
(Nr. H 5501, Sigma) werden in 10 ml Methanol gelost.
Konzentrationen der Stammldsungen der Catechine: s. 8.2.1

Lebensmittel:
Tee verschiedener Provenienzen

8.3 In vitro-Untersuchungen zu Wechselwirkungen zwischen Teepolyphenolen und
Eisen

Geriite:
Membranfilter: Ultrafiltrationsmembran & 44,5 mm, Material: regenerierte Cellulose Kat. Nr.
13322 (Firma Milipore Corporation, Bedford, USA)
Reagenzglasschiittler (heizbar): MEA 11 (IDL GmbH & Co. KG, Nidderau)
Ultrafiltrationskammer: AMICON-Riihrzelle Typ Nr. 805 (Firma Amicon Inc, Beverly, USA)
Thermometer
Wasserbad: GFL Typ 1003 (GFL Gesellschaft fiir Labortechnik mbH, Burgwedel)

Chemikalien:
Stickstoff 4.6 (gasformig)
Eisen(Il)-chlorid-Tetrahydrat (Nr. 1.03861.0250, KMF Laborchemie Handels-GmbH, Leipzig)
Eisen(III)-chlorid-Hexahydrat (Nr. 1.03943.0250, KMF)
1,10-Phenanthrolin-Monohydrat (Nr. 1.07225.0005, KMF)
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Phosphatpuffer pH 7,3: 200 ml KH,PO4-Lésung (9,073 g/l KH,PO, in Wasser) und 800 ml
Na,HPO, x 2 H,O-Losung (11,87 g/l Na,HPO, x 2 H,O in Wasser) werden gut gemischt.
Methanol CH;OH

Konzentrationen der Stammlosungen der Catechine: s. Arbeitsvorschriften 8.2.1
Aufbewahrungslosung fiir die Biomembran: Wasser : Ethanol = 80 : 20 (v/v)

Lebensmittel:
Griiner Tee: China Gunpowder und Ceylon Pekoe
Sauglingsnahrung: pre Milasan (Milasan, Stendal)
Milchbrei: Milasan Milchbrei Banane (Milasan, Stendal)

Die folgende Tabelle zeigt die Zusammensetzung der verwendeten Sduglingsnahrungen laut Rezeptur.

Tabelle 8.3: Zusammensetzung laut Rezeptur der Pre-Sauglingsnahrung und des Milchbreis

Pre-Sauglingsnahrung Milchbrei

[100 g Pulver] [100 g Pulver]
Brennwert [kJ] 2150 1840,0
Eiweill [g] 11,9 13,0
Kohlenhydrate [g] 58,0 66,0
Fett [g] 26,0 13,7
Natrium [mg] 170 -
Kalium [mg] 490 -
Calcium [mg] 410 380
Magnesium [mg] 40 -
Phosphor [mg] 256 -
Chlorid [mg] 300 -
Eisen [mg] 4,00 7,5
Kupfer [mg] 0,30 -
Zink [mg] 3,10 2,5
Jod [ng] 70,00 62
Vitamin A [ng] 510 310
Vitamin D [ng] 8 5,0
Vitamin E [mg] 4,3 3,0
Vitamin K [ng] 40 -
Vitamin C [mg] 55 35
Vitamin B, [mg] 0,4 0,8
Vitamin B, [mg] 0,55 0,3
Vitamin B¢ [mg] 0,4 0,3
Vitamin B, [ng] 1,3 0,8
Niacin [mg] 6,0 4,0
Folsdure [ug] 42 37
Biotin [ng] 12 25
Pantothensdure [mg] 2,7 1,5
Taurin [mg] 44 -

Bestimmung der Eisengehalte: s. 8.1.4

HPLC-Anlage:

- Integrator: zu Beginn Chromatopac C-R6A (Firma Shimadzu, Duisburg), spiter HSM-Manager
unter Windows NT
Pumpe: L-6200 (Merck, Darmstadt)
Sédule: Prontosil RP 18 (250 x 4 mm, Sum) (Bischoff, Leonberg)
Saulenthermostat: zu Beginn L-5025 (Merck, Darmstadt), spater Shimadzu CTO-10 AC (Firma
Shimadzu, Duisburg)
UV-Detektor: zu Beginn Lambda 1000 (Bischoff, Leonberg), spiter UV-Detektor L-7400 (Firma
Merck Hitachi, Darmstadt)
Vorsdule: Phenomenex C18 (ODS, Octadecyl) 4 mm L x 3.0 mm ID (Firma Phenomenex, Hos-
bach)
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HPLC-Bedingungen:
Fiir Versuchsreihe I (Ansatz Catechin und Eisensalz)
Isokratische HPLC-Methode: s. 8.2.1

Fiir Versuchsreihe Il (Ansatz Tee-Extraktlosung und Eisensalz) und III (Ansatz Tee-Extraktlosung
und Lebensmittel)
Gradienten-HPLC-Methode: s. 8.2.2

8.4 Bestimmungsmethoden zur Beurteilung von Eisenstatus, Superoxiddismutase und
Glutathion

Die Bestimmung des Hamatokrit wurde im Labor des Lehrbereichs Humanerndhrung durchgefiihrt.

Die Bestimmung der anderen Parameter des Eisenstatus, des Glutathions und der Superoxiddismutase

wurde im Labor des Instituts fiir Klinische Chemie, Bachstrasse 18, durchgefiihrt. Nur teilweise stehen

die genauen Vorschriften zur Bestimmung der Parameter zur Verfligung.

8.4.1 Bestimmung des Himatokrits

Geriite:
Hématokrit-Zentrifuge: Typ 2010 (Firma Hettich, Tuttlingen)
Héamatokrit-Kappillaren: Na-heparinisierte Hadmatokrit-Kappillaren Lange 75 = 1,00 mm, Innen &
1,15 = 0,05 mm, AuBlen & 1,55 = 0,05 mm (Nr. 7493, Firma Brand GmbH + Co, Fabrik fiir
Laborgerite, Wertheim)
Versiegelungswachsplatte: (Nr. 749500, Firma Brand)

Arbeitsweise:

Aus einer Vollblutmonovette wird eine Himatokrit-Kapillare bis zu etwa % mit Blut gefiillt. An der
mit Blut gefiillten Seite wird die Kapillare durch Eindriicken in die Versiegelungswachsplatte ver-
schlossen, mit der verschlossenen Seite nach aufien in die Kerbe des Zentrifugenaufsatzes gelegt und
5 min mit 12000 U/min zentrifugiert. Mit Hilfe einer Schablone wird der Hdmatokrit in % abgelesen.

8.4.2 Bestimmung des Himoglobins
Die Bestimmung des Himoglobin im Vollblut erfolgte im Blutbildautomaten.

8.4.3 Bestimmung des Ferritins

Die Bestimmung des Ferritins wurde mit Hilfe von Antigen-Antikérper-Chemolumineszens durchge-
fiihrt. Die Messung des Ferritins erfolgt mittels eines Testkits der Firma Chiron Diagnostics Corpora-
tion, East Walpole, USA. Das Prinzip dieses Tests beruht auf einem Chemolumineszens-Immunoas-
say, der zwei verschiedene Anti-Ferritin-Antikorper benutzt. Die Kalibrationskurve verlauft zwischen
0,5 bis 1650 ug/1 linear (r = 0,999) und der Variationskoeffizient liegt bei 5 %.

8.4.4 Bestimmung des Transferrins

Die Bestimmung des Transferrins erfolgte mittels Immunonephelometrie. Die Transferrinbestimmung
erfolgt mittels eines Testkits (Immage, Beckman Coulter GmbH, Unterschleissheim-Lohdorf) im
Nephelometer. Die Kalibrationskurve verlduft zwischen 0,75 bis 7,5 g/l linear (r = 0,994) und der
Variationskoeffizient liegt bei 3,3 %.

8.4.5 Bestimmung des Freien Eisens
Geriite:
Flammenatomabsorptionsspektrometer AASS FL (Analytik Jena AG, Jena)

Chemikalien:
Salzsdure 32 %, Selectipur, (Nr. 1.00322.2500, Merck) (= Ch 1)
Trichloressigsdure > 99 %, p.a., (Nr. 8789.1, Roth) (= Ch 2)
Eisen-Stammlosung (Titrisol Nr. 109972, Merck) 1g Fe/l (FeCl ;in verd. HCI) (= Ch 3)
Kontrollserum L und LP von Dade-Behring (Dade Behring Holding GmbH, Liederbach) (= Ch 6)
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HCI, 0,1 n :11,4 ml HCI (32 %) (Ch 1) werden mit bidestilliertem Wasser auf einen Liter aufge-
fillt (=S 1).

HCIl, 4 n: 114 ml HCI (32 %) (Ch 1) werden mit bidestilliertem Wasser auf 250 ml aufgefiillt
(=S2).

Trichloressigsdurelosung, (10 %): 100 g Trichloressigsdure (Ch 2) werden mit bidestilliertem
Wasser auf einen Liter aufgefiillt (= S 3).

Fe-Arbeitslosung, 1000 pmol/l Fe: 28,206 ml Eisenstammlosung (Ch 3) werden mit HCI (0,1 n)
(S 1) auf 500 ml aufgefiillt (= Fe 0).

Fe-Bezugslosungen: 5; 10; 20; 30 und 50 umol/l Fe: Jeweils 0,5, 1, 2, 3 und 5 ml Fe-Arbeitslo-
sung (Fe 0) werden mit HCI (0,1 n) (S 1) auf 100 ml aufgefiillt (= Fe 1-5).

Arbeitsweise:

Eisen im Serum ist eiweilgebunden und muss durch Sdurebehandlung vom Protein abgespalten wer-
den. 1 ml Serum wird in ein 3 ml Probenrdhrchen pipettiert und zur Trennung der Metall-Eiweif3bin-
dung wird 0,1 ml HCI (4 n) (S 2) zugesetzt. Nach 30 min werden 0,5 ml Trichloressigsdure (10 %)
(S 3) hinzugegeben, um das Eiweill auszufillen. Priiflosung ist der nach Zentrifugation (5 min bei
5000 U/min) verbleibende klare Uberstand. Die Kalibrierstandards werden analog den Seren mit HCI
(4 n) (S 2) und Trichloressigsdure (10 %) (S 3) versetzt. Eine Zentrifugation ist nicht erforderlich.

Messungen am Flammenatomabsorptionsspektrometer AAS5 FL:

Die angegebenen Geréteparameter haben orientierenden Charakter, die erforderlichen Optimierungen
sind entsprechend der Bedienungsanleitung auszufiihren. Wichtig ist die exakte Justierung der Pipet-
tiereinrichtung, damit die Kaniile des Probengebers in den Uberstand und nicht in den eiweiBhaltigen
Unterstand taucht. Der Ablauf der Analyse sollte nach einem gleichbleibenden Schema erfolgen:

Einstellen der Geréteparameter (Methode ,,Fe+Cu+Zn Multielementmessung‘ aufrufen)
Bestiickung des Probentellers:

Pos. 89 = Blindwert

Pos. 78 - 82 = Standard 1-5

Pos. 1-4 = je 2x Kontrollen L und LP
bis Pos. 5... = Plasma

Auswahl des Arbeitsbereiches (Anzahl der Proben)

griindliches Spiilen

Start, automatischer Analysenablauf mit:

Doppelbestimmung der Kalibrierlosungen (Aufnahme der Kalibrationskurve fiir Eisen )

Vermessen von maximal 20 Priiflsungen

Rekalibrierung nach 20. Priiflosung
Smd am Brenner Verunreinigungen zu erkennen, ist dieser zu reinigen. Die Messzeit fiir eine Probe
betrdgt 35 s. So lassen sich durchschnittlich 50 Priiflésungen pro Stunde analysieren.
Die Kalibrationskurve von 5 bis 50 pmol/l Fe-Standardldsung verlduft nicht linear. Die serielle Prézi-
sion liegt bei 4,6 %.

Geriteeinstellungen des Flammenatomabsorptionsspektrometer AASS FL

Linie: 2483 nm Mess-Mode: max Flamme: C,H,/Luft

Spalt: 0,2 nm Int.-Zeit: 6,0s Gasfluss: 82 NL/h

Lampe/HKL: 5,0 mA AZ-Zeit: 1,0s Zus.Luft: 120 NL/h

PTM: 441V Lfd. Mitt.: 2 Brenner: 50 mm

D2HKL: aus Goly-Sav.: 19 Hohe: 6 mm
Winkel: 0°
Zerstauber: 5,0 ml/min

Statistik: aus Probengeber Typ: AS 51/89 Positionen

Zyklen: 1 Tauchzeit: 1,0s

Leerzyklen: 0 Spiilung: nach Messung/5 s

8.4.6 Bestimmung der Freien Eisenbindungskapazitit
Geriite:
Flammenatomabsorptionsspektrometer AASS FL (Analytik Jena AG, Jena)
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Chemikalien:
Eisenstammlésung (Titrisol Nr. 9972, Firma Merck Darmstadt), 1 g Fe/l (FeCl; in verdiinnter
HCI)
HCI (32 %), Selectipur (Nr. 1003222500, Merck) (= Chemikalie = Ch 1)
MgCl, (BZr 63064, Fluka) (Ch 2)
Na,CO; (Nr. A947791739, Merck) (Ch 3)
96 % Essigsdure (Nr. 6085, J.T.Baker) (Ch 4)
Kontrollserum L und LP (Dade Behring) (Ch 5)
HCI, 0,1 n: 11,4 ml HCI1 32 % (Ch 2) wird mit bidestilliertem Wasser auf einen Liter aufgefiillt
(S1).
HCI, 4 n: 114 ml HCI 32 % (Ch 2) wird mit bidestilliertem Wasser auf 250 ml aufgefiillt (S 2).
Eisen-Arbeitslosung, 1000 umol/l Fe: 55,89 ml Fe-Stammlosung (Ch 1) wird mit HCI1 (0,1 n) (S 1)
auf einen Liter aufgefiillt (= EBK 0) (0 Verdiinnung).
Eisen-Bezugslosungen, 30; 60; 90; 120 pmol/l Fe: Jeweils 3, 6, 9, 12 ml Eisen-Arbeitslosung
(EBK 0) wird mit HCI (0,1 n) (S 1) auf 100 ml aufgefiillt (= EBK 1-4).
Eisenchlorid-Magnesiumchlorid-Reaktionslosung (Fe-Mg-RL): 5 ml Fe-Stammlosung (Ch 1),
47,5 g MgCl, (Ch 3), 1 ml HCI (4 n) (S 2) werden mit bidestilliertem Wasser auf 500 ml aufgefiillt
(=EBK ).
Magnesiumchlorid-Reaktionslésung fiir Eichkurve (Mg-RL): 47,5 g MgCl, (Ch 3), 1 ml HC1 4 n
(S 2) werden mit bidestilliertem Wasser auf 500 ml aufgefiillt (= EBK 6).
Na,CO;-Losung, 20 %: 100 g Na,COs (Ch 4) werden mit bidestillertem Wasser auf 500 ml aufge-
fiillt (= EBK 7).
Essigsdure, 30 %: 30 ml Essigsdure (96 %) werden mit bidestilliertem Wasser auf 100 ml aufge-
fiillt (= EBK 8).

Arbeitsweise:

500 pl Plasma werden in 3 ml Probenréhrchen pipettiert und 1 ml der Eisenchlorid-Magnesium-
chlorid-Reaktionslosung (EBK 5) und 500 pl Na,COs-Losung (20 %) (EBK 7) zugegeben. Nach
Riihren ldsst man zur vollstindigen Fillung des Magnesiumcarbonats und Absorption des Eisen(III)-
hydroxids die Proben 40 min stehen. 500 ul des nach Zentrifugation gebildeten Uberstandes werden in
ein sauberes Probenrdhrchen iiberfithrt und 50 pl der Essigsdure (30 %) (EBK 8) zugegeben. Es
kommt zu einer Schd@umungsreaktion. Die Priiflosung wird vor der Untersuchung am Flammen-
atomabsorptionsspektrometer 45 min stehen gelassen und zwischendurch mehrmals geschiittelt. Die
Kalibrierstandards werden analog den Plasmaproben vorbereitet. Anstelle der Eisen-Magnesiumchlo-
rid-Reaktionslosung wird jedoch die eisenfreie Magnesiumchloridlésung (EBK 6) zugegeben. Nach
Natriumcarbonatzugabe (EBK 7) werden die Standardldsungen geriihrt und 40 min stehen gelassen.
Eine Zentrifugation ist nicht erforderlich. Zum Ansatz (2 ml) wird das 4-fache Volumen Essigsdure
(EBK 8) gegeben und die Standards wie die Serumproben weiterbehandelt. Die Kalibrationskurve
verlauft zwischen 30 und 120 umol/l nicht linear. Der Variationskoeffizient liegt bei 4,0 %.

8.4.7 Bestimmung der Superoxiddismutase
Geriite:
Spektrometer: Model UV2 (UNICAM Chromatography GmbH & Co. KG, Kassel)

Chemikalien:

- 3-(Cyclohexylamino)-propan-1-sulfonsdure 99 % Caps (= Ch 1) (Nr. 16,376-7, Aldrich)

- Dinatrium-EDTA (Ethylendiamin-N,N,N‘ N‘-tetraessigsdure Dinatriumsalz Dihydrat (Nr. 10,631-
3, Aldrich) (= Ch 2)

- Xanthin 98 % (2,6 Dihydroxypurin) (Nr. 38420, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg)
(=Ch3)

- 2-(-4-lodophenyl)-3-(-4-nitrophenyl)-5-phenyl-tetrazoliumchlorid (INT) (Nr. 1-1,040-6, Aldrich)
(=Ch4)

- Xanthinoxidase (1,0 U/mg Protein = 10,7 mg/ml) (Nr. 38418, SERVA) (= Ch 5)

- Natriumdihydrogenphosphat (Nr. 22,990-2, Aldrich), (= Ch 6)

- Superoxiddismutase, 3220 U/mg (Nr. 35700, SERVA) (= Ch 7)
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- RanSOD Control (Randox) (RanSOD Control) Kontrolle in 2 ml Wasser l6sen; in
250 pl Portionen einfrieren. Kontrolle tiglich mitfithren (Ergebnis x 2, da in 2 ml und nicht in
1 ml geldst) (Nr. SD126, Randox Laboratories GmbH, Krefeld) (= Ch ).

- RanSOD Kit (Nr. SD125, Randox) (= Ch 9).

- Caps-Puffer, pH 10,2: 11,066 g 3-(Cyclohexylamino)-propan-1-sulfonsdure (Ch 1) und 350 mg
Dinatrium-EDTA (= Ch 2) werden in einem Liter bidestilliertem Wasser gelost, der pH wird auf
10,2 eingestellt (= SOD 1).

- Mix-Substrat: 7,6 mg Xanthin (Ch 3) und 12,6 mg 2-(-4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-phenyl-
tetrazoliumchlorid (INT) (Ch 4) werden in einem Liter Caps-Puffer (SOD 1) geldst (= SOD 2).

- Xanthinoxidase-Losung: 100 pul Xanthinoxidase (Ch 5) werden in 10 ml bidestilliertem Wasser
gelost (= SOD 3).

- Phosphatpuffer, pH 7,0: 1,2 g Natriumhydrogenphosphat (0,01 mmol) (Ch 6) werden in einem
Liter bidestilliertem Wasser gelost und auf pH 7,0 eingestellt (= SOD 4).

- SOD-Arbeitslosung, 32,2 U/100 pl: 1 mg Superoxiddismutase werden in 10 ml bidestilliertem
Wasser gelost, dies entspricht 3220 U/10 ml bzw. 322 U/ml bzw. 32,2 U/100 ul (= SOD 5).

- SOD-Bezugslosung 1: 0 ul SOD 5/10 ml SOD 4 z. B. 0 U/ml (= SOD 6)

- SOD-Bezugslosung 2: 20 pl SOD 5/10 ml SOD 4 0,54 U/ml (=SOD 7)
- SOD-Bezugslosung 3: 50 ul SOD 5/10 ml SOD 4 1,35 U/ml (= SOD 8)
- SOD-Bezugslosung 4: 50 ul SOD 5/5 ml SOD 4 2,70 U/ml (= SOD 9)
- SOD-Bezugslosung 5: 100 pul SOD 5/5 ml SOD 4 5,40 U/ml (= SOD 10)

- Kalibrierkurve SOD 7 bis SOD 10 wird mit RanSOD-Kit (Ch 9) eingestellt.

Arbeitsweise:

Vollblut wird 1:50 mit Phosphatpuffer (SOD 4) verdiinnt. In Quarzhalbmikrokiivetten (1 cm Schicht-
dicke) werden 800 pl Mix-Substrat (SOD 2) pipettiert, danach werden 20 ul verdiinnte Probe bzw.
20 pl Bezugslosung (SOD 6 - SOD 10) zur Erstellung der Kalibrierkurve dazugegeben. Die Kiivetten
(8 Kiivetten konnen gleichzeitig vermessen werden) werden in das Gerdt gestellt, 60 pl
Xanthinoxidase-Losung (SOD 3) werden zugegeben, gemischt und sofort am UNICAM Spektrometer
UV 2 (UNICAM Chromatography GmbH & Co. KG, Kassel) bei der Wellenldnge von 505 nm
gemessen. Mit den Messwerten der Kalibrierkurve wird die Probenkonzentration berechnet. Die
Kontrolle (Ch 8) wird taglich mitgefiihrt. Der Himoglobingehalt des Blutes wird bestimmt. Die SOD-
Konzentration (U/ml) wird in U/umol Hb umgerechnet. Die Kalibrationskurve verlduft zwischen 0,54
bis 5,40 U/ml nicht linear. Der Variationskoeffizient liegt bei 8,7 %.

8.4.8 Bestimmung des Glutathions
Geriite:
Spektrometer: Model UV2 (UNICAM Chromatography GmbH & Co KG, Kassel)

Chemikalien:
Methaphosphorsaure in Stiicken (Nr. 100456, Merck) (= Ch 1)
Natriumdihydrogenphosphat (Nr. 33,198-8, Aldrich) (= Ch 2)
Dinatrium-EDTA (Nr. 10,631-3, Aldrich) (= Ch 3)
5,5¢-Dithiobis-(2-Nitrobenzoesédure) (Ellman‘s Reagens = 5°5-Dithio-bis-(2-nitrobenzoesiure))
(Nr. 104477, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) (= Ch 4)
NADPH-Na-Salz (Nr. 107816, Roche Diagnostics) (= Ch 5)
Glutathion-Reduktase (Nr. 697788, Roche Diagnostics) (= Ch 6)
Glutathion reduziert (Nr. 2315002, SERVA) (= Ch 7)
Metaphosphorsdure-Losung, 5 %: 5 g Metaphosphorsdure (Ch 1) wird in 100 ml bidestilliertem
Wasser gelost (= GSH 1).
Phosphatpuffer fir GSH, pH 7,5: 11,9 g Natriumdihydrogenphosphat (100 mmol/l) (Ch 2) und
1,86 g EDTA-Na, (5 mmol/l) (Ch 3) werden in einem Liter bidestilliertem Wasser gelost und mit
NaOH auf einen pH von 7,5 eingestellt (= GSH 2).
Ellman’s Reagens-Losung, 1,26 mmol/l: 50 mg Ellman’s Reagenz (Ch 4) werden in 100 ml
bidestilliertem Wasser gelost (= GSH 3).
NADPH-L6sung, 0,72 mmol/l: 30,6 mg NADPH-Na-Salz (Ch 5) werden in 50 ml Phosphatpuffer
(GSH 2) gelost (= GSH 4).
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Glutathion-Reduktase-Losung: 50 pl Glutathionreduktase (Ch 6) werden in 40 ml Phosphatpuffer
(GSH 2) gelost (= GSH 5).

Glutathion-Standard-Losung, 1,63 mmol/l: 5 mg Glutathion reduziert (Ch 7) wird in 10 ml
bidestilliertem Wasser gelost (= GSH 6).

Arbeitsweise:

Die Bestimmung des Glutathions erfolgt im Vollblut. In Eppendorfreaktionsgefdfien werden je 200 ul
Blut oder Glutathion-Standard-Losung (GSH 6) bzw. bidestilliertes Wasser (Leerwert) pipettiert und
800 pul Metaphosphorsdure-Losung (GSH 1) (zur Fillung des Eiweil) zugegeben. Der Probenansatz
wird kurz geschiittelt und nach 20 min mit 13000 U/min zentrifugiert. Der nach Zentrifugation gebil-
dete Uberstand wird mit Phosphatpuffer (GSH 2) im Verhiltnis 1 : 21 (50 ul Uberstand + 1000 pl
Puffer) verdiinnt. Zur Bestimmung von Glutathion im Vollblut werden Quarzmikrokiivetten (1 cm
Schichtdicke) verwendet, in denen 300 pl Ellman’s Reagenz-Losung (GSH 3), 300 ul Glutathion-
Reduktase-Losung (GSH 5), 50 pl verdiinnter Probeniiberstand und 300 ul NADPH-Losung (GSH 4)
pipettiert werden. In den Kiivetten wird der Messansatz mit einem Spatel geriihrt, der Kiivettenhalter
des Spektrometers UV2 (Unicam) wird mit den Proben bestiickt und bei 412 nm die Extinktion
photometrisch bestimmt. So konnen gleichzeitig 8 Kiivetten d. h. 4 Doppelbestimmungen gemessen
werden. Von den gemessenen Absorptionswerten fiir die Blutproben und dem Standard wird zunéchst
die Absorption des Leerwertes subtrahiert. Die so gebildeten Differenzen fiir Probe und Standard
werden dividiert und mit 1630 umol/l (GSH-Konzentration im Standard) multipliziert. Ergebnis ist die
GSH-Konzentration im Vollblut. Um diese Konzentration auf den Hb-Wert zu berechnen, wird der
Hamoglobingehalt des Vollblutes bestimmt. Der Quotient aus den Konzentrationen von Glutathion
und Hamoglobin entspricht der GSH-Menge in (umol/l)/mmol/l Hb. Eine Aussage iiber die Linearitat
der Kalibrationskurve kann nicht getroffen werden, da nur ein Blindwert und ein Standard zur Kali-
brierung eingesetzt wird. Der Variationskoeffizient liegt bei 9,0 %.

8.5 Statistische Analyse

Die statistische Berechnung erfolgte mit SPSS fiir Windows 10.0.5 (Freigabe 27.11.1999), SPSS Inc.,
Chicago, USA. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt. Der jeweils angewandte Test zur
statistischen Berechnung ist bei den Tabellen und Abbildungen angegeben.
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Anhang

Tabelle A 1: Gehalte der Catechine [umol/lI] (X =+s)inden 1. - 5. Aufgiissen des China Gunpowder

Catechine China Gunpowder
Tumol/I Siedendes Wasser
1. Aufguss 2. Aufguss 3. Aufguss 4. Aufguss 5. Aufguss

EGC 979,43 + 2,77 325,58+ 3,35 207,23+ 10,97 7329+ 2,54 5349+ 3,04
C 178,58 + 9,00 9427+ 727 53,71+ 231 18,28+ 2,08 9,22 + 1,27
EGCG 798,40+ 27,93 83,41+ 2,77 45,11+ 2,93 13,14+ 1,85 522+ 0,46
EC 1077,62 + 2,89 192,62 + 18,24 117,53+ 9,89 4505+ 0,69 22,61+ 0,35
ECG 300,93+ 12,81 101,37+ 7,62 77,716 £ 2,66 43,18+ 1,73 24,65 £ 1,15

China Gunpowder
80 °C-Wasser

EGC 105191+ 25,62 339,86 £ 16,85 189,44+ 11,43 140,06 £ 4,39 51,26+ 2,08
C 216,70 £ 16,74 3232+ 3,92 2742+ 3,00 15,18 2,31 6,28+ 035
EGCG 953,07+ 37,05 76,64 £ 6,81 28,89+ 2,77 51,99+ 7,50 21,06 = 1,66
EC 1046,03 £ 16,16 171,35+ 11,24 112,47+ 6,46 51,99+ 7,50 21,06 = 1,66
ECG 337,09 £ 13,16 110,84 £ 2,31 80,53+ 5,15 53,79+ 3,66 22,74+ 2,17

Tabelle A 2: Gehalte der Catechine [umol/lI] (X +s) in den 1. - 5. Aufgiissen des Japan Bancha

Catechine Japan Bancha

[pmol/1] Siedendes Wasser

1. Aufguss 2. Aufguss 3. Aufguss 4. Aufguss 5. Aufguss
EGC 1856,84 + 40,40 728,62 £ 47,44 195,56 £ 22,62 104,55+ 10,04 43,15+ 7,26
C 62,52 £ 3,92 34,85+ 0,35 743+ 0,58 n.n n. n.
EGCG 965,15+ 557,37 418,87 £ 76,87 144,19+ 6,03 94,52+ 0,00 29,18+ 0,09
EC 1512,49+ 60,60 574,60 £ 9,23 149,09 = 4,27 101,10+ 7,27 6522+ 5,50
ECG 27995+ 2543 84,39 £ 11,07 42,17+ 0,50 32,24 + 1,05 15,20 £ 1,10

Japan Bancha

80 °C-Wasser

EGC 1701,35 = 89,69 591,90 £ 0,00 119,49 + 7,62 67,99 £ 1,27 47,34 + 0,00
C 37,22+ 3,92 28,97+ 2,42 10,53 £ 1,27 n.n n.n.

EGCG 798,16 £ 25,28 333,09 £ 27,36 13440+ 11,83 97,05+ 4,50 60,24 = 5,94
EC 1351,86 = 64,52 352,19 £ 18,58 152,79+ 13,67 9387+ 645 65,87 6,39

ECG 237,59 £ 25,51 101,86+ 0,23 49,87 + 4,50 56,26+ 32,58 31,31+ 0,18
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Abbildung A 1: HPLC-Chromatogramm des griinen
Darjeeling A bei einer Aufbrithtemperatur von 100 °C
(1=GS, 2=EGC, 3 =C, 4 =Koffein, 5 = EGCG, 6 =
EC, 7=ECQ)
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Abbildung A 2: HPLC-Chromatogramm des schwarzen
Darjeeling A bei einer Aufbrithtemperatur von 100 °C
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Abbildung A 3: Aufbau der verwendeten AMICON-Riihrzelle
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Tabelle A 3: Ferritingehalte [pg/l], Freie Eisenbindungskapazitit [umol/l] und Freie Eisenkonzentrationen
[umol/l] (X = s) der Vegetarier nach Konsum von griinem und schwarzem Tee bzw. Verzicht

auf Tee

Blutabnahmen Vegetarier (n = 4) Konsum von griinem bwz. schwarzem Tee

Ferritin [pg/1] EBK [umol/] Eisen [umol/l]
1 59,50 + 42,794 51,25+ 8,414 16,73 + 3,384
2 53,55+ 34,984 53,85+ 8,79* 16,80 + 0,994
3 62,85 + 41,544 59,00 + 11,894 20,68 + 3,804
4 48,93 + 33,384 53,58 + 7,384 18,03 + 4,594
5 65,35+ 50,254 52,58 + 10,574 15,45 + 6,644
6 72,58 + 47,86* 53,78 + 12,754 18,85 + 7,844
Blutabnahmen Vegetarier (n = 4) Verzicht auf Tee

Ferritin [pg/1] EBK [umol/l] Eisen [pmol/l]
1 68,70 + 41,54* 54,13 + 6,034 13,45 + 4,924
2 52,38 + 34,824 56,18 + 1,014 17,38 + 5,594
3 48,55+ 32,844 51,60 + 544" 17,65 + 7,094
4 66,23 + 45,544 51,83 + 4,75% 15,50 + 3,01*
5 55,95+ 42,934 54,08 + 2,26 16,83 + 5454

6 62,90 £ 45324 57,28 + 7,994 16,88 + 5234
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