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Abkürzungsverzeichnis 

 

2D    zwei‐dimensional 

ACN    Acetonitril 

ABTS    2,2’‐azinobis‐(3‐ethylbenzothiazoline‐6‐sulphonat) 

BPC    Base Peak Chromatogram 

bspw.    beispielsweise 

ButOH    Butan‐1‐ol 

CQA    Caffeoylquinic Acid 

DAD    Diodenarray‐Detektor 

DMF    Dimethylformamid 

EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure     

EIC    Extracted Ion Chromatogram 

ESI    Elektrospray‐Ionisation 

EtOAc    Ethylacetat 

EW    Einwaage 

FRAP    Ferric Reducing Ability of Plasma Assay 

‐glu    ‐glucosid 

‐gal    ‐galactosid 

H2O    Wasser  

H3PO4    Phosphorsäure 

HAT    Wasserstoffatomtransfer 

HPLC    High Performance Liquid Chromatography 

HSCCC    High‐Speed Countercurrent Chromatography 

LC    Liquid Chromatography 

LPH    Lactase‐Phlorizin‐Hydrolase 

LS    Lichtschutz 

LSRCCC   Low‐Speed Rotary Countercurrent Chromatography 

MeOH    Methanol 

min    Minuten 

MS    Massenspektrometrie 

ORAC    Oxygen Radical Absorbance Capacity Assay     

p. A.    pro analysi 

RP    Reversed Phase 

rpm    rounds per minute   

RT    Raumtemperatur 

SD    Schwankungsbreite 

SPE    Solid Phase Extraction 

TE    Tocopheroläquivalent 

TEAC    Trolox Equivalent Antioxidative Capacity 

TIC    Total Ion Chromatogram 

TK    Tiefkühl (‐lagerung) 

TS    Trockenschrank 
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1. Einleitung  

1.1 Rooibos 

Rooibos  (Aspalathus  linearis)  ist ein zu den Leguminosen  (Fabaceae) gehörender Busch, der  in den 

Zederbergen  im  Südwesten  der  Republik  SCdafrika  beheimatet  ist.  Die  Pflanze  gehört  der 

Unterfamilie  der  Schmetterlingsblütler  an,  die  wiederum  in  die  Familie  der  Hülsenfrüchtler 

eingegliedert ist.  

Andere  Bezeichnungen  für  Rooibos  sind  Rotbusch,  Redbush‐,  Redbos‐  und  Koopmans‐Tea. 

Ursprünglich  kommt  der Name  aus  dem Afrikaans,  einer  der  elf Amtssprachen  in  Südafrika  (rooi: 

"rot"; bos: "Busch″). 

Die Pflanze gedeiht insbesondere auf sauren, nährstoffarmen Böden im Bergland und sammelt über 

ihr  reich  verzweigtes,  zwei Meter  tief  reichendes Wurzelsystem mit Hilfe  von  Knöllchenbakterien 

Stickstoff im Boden. 

Es handelt sich vom Aussehen her um einen niedrigen Strauch mit Wuchshöhen von etwa 1 m und 

rutenartigen Zweigen. Die Blütezeit  liegt  im Oktober.  In dieser Phase trägt die Pflanze gelbe Blüten 

auf kurzen Stielen. 

Zur  Teeproduktion  wird  nur  die  Art  Aspalathus  linearis  unter  Verwendung  von  Blättern  und 

Pflanzenstängel eingesetzt. 

Dabei erfolgt die Ernte in der Wachstumsruhephase des Strauches vom Sommer bis zum Frühherbst. 

Die Zweige werden dann  zur Sammelstelle gebracht, auf 3‐4 mm geschnitten, gequetscht und mit 

Wasser  befeuchtet.  Anschließend  findet  zur  Herstellung  des  fermentierten  Rooibos  eine  8‐24‐

stündige  „Fermentation“ durch Blattenzyme  statt, während grüner Rooibos keiner  „Fermentation“ 

unterzogen  wird.  Abschließend  wird  das  Pflanzenmaterial  auf  Trocknungsfeldern  in  der  Sonne 

getrocknet, mittels Sieben gereinigt und  schließlich mit Wasserdampf pasteurisiert  [Bramati et al., 

2002].  

Es gibt  in der Literatur einige Untersuchungen über die Flavonoide  in Rooibos [Bramati et al., 2002 

und 2003]. Die mengenmäßig wichtigsten Flavonoide sind das Dihydrochalkon Aspalathin, daneben 

Isoorientin,  Orientin,  Rutin,  Isovitexin,  Vitexin  u.a.m.  [Bramati  et  al.,  2003].  Fermentierter  und 

nichtfermentierter Rooibos unterscheiden sich in erster Linie hinsichtlich ihres Gehalts an Asphalatin. 

Dieser  ist  in  nichtfermentiertem  Rooibos mit  5‐12  %  etwa  40‐fach  höher  als  im  fermentiertem. 

Aspalathin  trägt zu rund 40 % zum antioxidativen Potential des grünen Rooibos bei  [Joubert et al., 

2005].  

Die  Ursache  des  hohen  antioxidativen  Potentials  von  Aspalathin  liegt  zum  einen  an  der  3,4‐

Dihydroxy‐Anordnung des B‐Rings und zum anderen an der Möglichkeit zur Keto‐Enol‐Tautomerie an 

der Carbonylgruppe  (siehe Abb. 1). Beide Effekte ermöglichen eine Stabilisierung des entstandenen 

Aspalathin‐Radikals [Joubert et al., 2005]. 

Bei einem Vergleich der antioxidativen Aktivität von Aspalathin mit anderen Flavonoiden des Rooibos 

sowie  α‐Tocopherol,  BHT  und  BHA  wies  Aspalathin  neben  Kaffeesäure  die  größten 

Radikalfängereigenschaften  im DPPH  (α,α‐diphenyl‐β‐picrylhydrazyl) ‐ Test, dagegen weniger Schutz 

als BHT und α‐Tocopherol gegen Lipidoxidation auf [von Gadow et al., 1997].  

Auch die Gehalte anderer vorliegender Flavonoide (u.a. die Flavon‐C‐glucoside Isoorientin, Orientin, 

Vitexin,  Isovitexin  sowie  das  Flavonol‐O‐glykosid) waren  höher  als  in  fermentiertem  Rooibos. Die 

Gesamtgehalte der quantifizierten Flavonoide  lagen  für die unfermentierte Probe bei 59 mg/g und 

bei 5,5 mg/g für die fermentierte Probe [Bramati et al., 2003].  
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Aufgrund des hohen Gehalts an Flavonoiden wird Rooibos für eine Vielzahl gesundheits‐fördernder 

Wirkungen verantwortlich gemacht. Über antioxidative [von Gadow et al., 1997] und antimutagene 

[Snijman et al., 2007] Aktivitäten in vitro wurde bereits berichtet. 

Zur Evaluierung der Bioverfügbarkeit und des Metabolismus von Flavonoiden aus grünem Rooibos in 

vivo spielt die Identifizierung der zirkulierenden Metaboliten eine wichtige Rolle. Vor kurzem wurden 

einige Metaboliten des Aspalathins in Tierversuchen nachgewiesen [Kreuz et al., 2008]. 

1.1.1 Weitere Inhaltsstoffe des Rooibos  

Neben den oben aufgeführten Substanzen enthält Rooibos noch weitere Flavonoide,  insbesondere 

Flavon‐di‐C‐glykoside,  in  geringen Mengen, die bislang  in der  Literatur  nicht beschrieben wurden. 

Daher wird eine  Isolierung und Strukturaufklärung dieser Verbindungen angestrebt  (Ergebnisse  im 

Rahmen dieses Berichts nicht vorgestellt). 

Basis  für  solche  Isolierungen  ist  die  Vorfraktionierung  des methanolischen  Extrakts  von  Rooibos 

durch Fest‐flüssig‐ und Flüssig‐flüssig‐Extraktion mit Lösungsmitteln unterschiedlicher Polarität nach 

dem in Abb. 2 dargestellten Schema. 

 
Abb. 2: Vorfraktionierung durch Fest‐füssig‐ und Flüssig‐flüssig‐Extraktion 

 

Abb. 1: Chemische Struktur wichtiger Flavonoide des Rooibos 

1. Dihdrochalkone 1. Dihydrochalcone 
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Die  resultierenden  Extrakte  wurden  anschließend  mittels  HPLC‐DAD  und  HPLC‐ESI‐MS  zur 

Substanzidentifizierung untersucht. Die Extrakte stellen das Ausgangsmaterial für nachfolgende CCC‐

Trennungen (HSCCC und LSRCCC) zur weiteren Auftrennung bis hin zur Isolierung von Reinsubstanzen 

mit Hilfe präperativer HPLC dar. Daneben bietet sich eine Größenauschlusschromatographie mittels 

Sephadex LH‐20‐Material als weitere Technik zur Vorfraktionierung an (Abb. 3). 

 

 
Abb. 3: Strategie zur Isolierung von Reinsubstanzen 

 
Beispielhaft gezeigt sind hier die HPLC‐DAD‐Chromatogramme des Butanol‐Extraktes bei 354 und 287 

nm (Abb. 4 und 5) sowie das ESI‐BPC‐Chromatogramm des Ethylacetat‐Extrakts von grünem Rooibos 

(Abb. 6).  

 

 
Abb. 4: HPLC‐DAD‐Chromatogramm des ButOH‐Extraktes von grünem Rooibos (354 nm) 

 

 
Abb. 5: HPLC‐DAD‐Chromatogramm des ButOH‐Extraktes von grünem Rooibos (287 nm) 
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Abb. 6: HPLC‐ESI‐MS‐Chromatogramm des EtOAc‐Extraktes von grünem Rooibos (BPC) 

 

Tab. 1  gibt  einen  Überblick  über  die  identifizierten  Verbindungen,  wobei  die mit  (1) markierten 

Substanzen nur  im Butanol‐Extrakt, die mit  (2) ausschließlich  im Ethylacetat‐Extrakt nachgewiesen 

werden konnten.  

 
Tab. 1: Überblick über die im Ethlyacetat‐ und Butanol‐Extrakt identifizierten Verbindungen 

Nr.  RTDAD  

(min) 

RTESI  

(min) 

MS 

(neg.) 

MS/MS   Verbindung 

          Flavone  und  Flavon‐C‐

glykoside 

2  16,4  16,1  609  591, 519, 489, 399, 369  Luteolin‐6,8‐di‐C‐glucosid 

(Lucenin‐2) 

3  18,9  18,6  593  575, 503, 473, 383, 353  Apigenin‐6,8‐di‐C‐glucosid 

(Vicenin‐2) 

4  19,3  19,1  579  561,  489,  459,  441,  429,  399, 

369 

Luteolin‐C‐hexosid‐C‐pentosid 

7  21,1  20,9  563  545, 503, 473, 443, 383, 353  Isoschaftosid1 

8  21,3  21,0  447  429, 357, 327  Isoorientin 

9  21,6  22,0  563  545, 503, 473, 443, 383, 353  Schaftosid 

12  22,9  22,6  447  357, 327  Orientin 

15  25,0  24,8  431  413, 341, 311  Isovitexin 

16  25,4  25,1  431  341, 311  Vitexin 

26  38,0  37,7  285  271,  241,  217,  199,  175,  167, 

151, 125 

Luteolin 2 

27  41,6  41,3  299  284  Chrysoeriol 2 

29  41,2  41,0  269  241, 225, 201, 149, 117  Apigenin 2 

          Dihydrochalkone 

5  19,7  19,4  613  523, 493  Aspalathin‐C‐hexosid 

10  21,7  21,5  613  523, 493  Aspalathin‐C‐hexosid 

11  22,5  22,2  613  523,  505,  493,  475,  433,  403, 

373 

Aspalathin‐C‐hexosid 

13  23,7  23,4  451  361, 331  Aspalathin 
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20  28,2  28,0  435  345, 315  Nothofagin 

21  29,2  29,0  739  721,  649,  619,  613,  595,  523, 

493, 361, 331 

Aspalathin‐di‐C‐glykosid 

22  29,8  29,6  451  361, 331  Aspalathin 

(Konstitutionsisomer) 

24  32,7  32,5  723  705,  633,  603,  597,  579,  507, 

477, 345, 315 

Nothofagin‐di‐C‐glykosid 

          Flavonole und ‐O‐glykoside 

14  24,5  24,3  609  301  Rutin 

17  26,0  25,8  463  301  Quercetin‐O‐galactosid 

18  26,3  26,0  463  301  Quercetin‐O‐glucosid 

19  27,0  26,7  447  285  Luteolin‐O‐galactosid 

23  30,5  30,3  431  269  Apigenin‐O‐glu/gal2 

25  n. i.  35,0  477  315  Isorhamnetin‐O‐glu/gal2 

30  38,3  38,1  301  273,  257,  229,  193,  179,  151, 

107 

Quercetin2 

          Flavanone und ‐C‐glykoside 

6  19,6  19,4  449  359, 329  R/S‐Eriodictyol‐6/8‐C‐glucosid 

6  20,5  20,3  449  359, 329  R/S‐Eriodictyol‐6/8‐C‐glucosid 

31  38,7  38,5  287  151, 135, 125, 107  Eriodictyol2 

          Hydroxyzimtsäurederivat 

1  9,1  8,8  355  235, 192, 164  Ferulasäure‐O‐glu/gal 

          Catechine 

28  15,9  15,8  289  245, 205, 179  (‐)‐Epicatechin2 

 

Mit Blick auf Tab. 1 bleibt  festzuhalten, dass die Flavon‐C‐glykoside  im Rooibos einen bedeutenden 

Stellenwert  besitzen.  Je  nachdem  von  welchem  Aglykon  sich  die  Verbindungen  ableiten,  unter‐

scheidet man u. a. den Apigenin‐ und Luteolin‐Typ.  

Vorzufinden  sind dabei  sowohl Mono‐ als auch Diglykoside, die unter den gewählten Bedingungen 

vorwiegend im Retentionszeitenbereich von 16 ‐ 25 min eluieren. Als Beispiele seien an dieser Stelle 

die  Isomerenpaare  Orientin / Isoorientin  (Luteolin‐Typ)  als  Mono‐C‐glucoside  und  Schaftosid / 

Isoschaftosid als Di‐C‐glykoside (Apigenin‐Typ) genannt.  

Im Rooibos sind mit dem (R)‐ und (S)‐Eriodictyol‐6‐C‐glucosid und (R)‐ und (S)‐Eriodictyol‐8‐C‐glucosid 

auch Flavanon‐C‐glucoside enthalten. Das 6‐C‐Glucosid entsteht aus Aspalathin durch eine oxidative 

Cyclisierung während des Fermentationsprozesses. Diese Reaktion kann auch im Labormaßstab unter 

simulierten Bedingungen induziert werden [Marais et. al., 2000]. Im Ethylacetat‐ und Butanolextrakt 

konnten je zwei der vier Isomere identifiziert werden; im Dichlormethanextrakt alle vier. 

Ein Blick auf die dargestellten Chromatogramme zeigt, dass als Hauptverbindungen  im Rooibos die 

Flavon‐C‐glucoside Orientin (Luteolin‐8‐C‐glucosid, Nr. 12),  Isoorientin (Luteolin‐6‐C‐glucosid, Nr. 8), 

Vitexin  (Apigenin‐8‐C‐glucosid,  Nr.  16)  und  Isovitexin  (Apigenin‐6‐C‐glucosid,  Nr.  15)  sowie  die 

Dihydrochalkon‐C‐glucoside  Aspalathin  (Nr.  13)  und  Nothofagin  (Nr.  20)  vorkommen.  Daneben 

spielen  die  Flavonol‐O‐glykoside  Rutin  (Quercetin‐O‐rutinosid, Nr.  14),  Isoquercitrin  (Quercetin‐O‐

glucosid, Nr. 18) und Hyperosid (Quercetin‐O‐galactosid, Nr. 17) mengenmäßig eine wichtige Rolle.  

Eine Übersicht über die ermittelten Gehalte der Hauptverbindungen im bearbeiteten Probenmaterial 

liefert folgendes Diagramm (Abb. 7): 
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Die mit rund 5 % mengenmäßig bedeutendste Verbindung im grünen Rooibos ist das Aspalathin. Der 

Gehalt im fermentierten Rooibos ist mit 0,2 % deutlich geringer, da nach Zerkleinerung des Materials 

und  in Gegenwart von Sonnenlicht und Sauerstoff die Dihydrochalkone Aspalathin und Nothofagin 

sofort oxidiert werden. 

Die  Ergebnisse  hinsichtlich  der  nachgewiesenen  Aspalathin‐  und  Nothofagingehalte  spiegeln  sich 

auch im Folin‐Wert als Summenparameter für den Gesamtphenolgehalt wieder: 

So ist der Wert mit rund 9,8 % beim fermentierten Rooibos im Vergleich zum grünem Rooibos (12 %) 

deutlich geringer. Ähnliches gilt ebenfalls für das antioxidative Potential.  

Die  bestimmten  Gehalte  von  Aspalathin  und  Nothofagin  entsprechen  etwa  den  in  der  Literatur 

beschriebenen Werten, wobei für Aspalathin teilweise auch noch deutlich höhere Werte angegeben 

werden (Aspalathin: bis zu 10 %, Nothofagin: bis zu 1 % im grünen Rooibos) [Schulz et al., 2003]. 

Weiterhin erwähnenswert sind die Gehalte der Flavonoide Orientin (0,51 %), Isoorientin (0,28 %) und 

Rutin (0,19 %) sowohl im grünen als auch im fermentierten Rooibos. 

1.1.2 Lagerungsversuche 

Die Quantifizierung  der  Flavonoide  in  den  Fertiggetränken  erfolgte  durch  Doppelbestimmung  für 

sämtliche  Messzeitpunkte  mittels  HPLC‐DAD.  Zur  sicheren  Peakzuordnung  wurden  für  jeden 

Messzeitpunkt HPLC‐ESI‐MSn‐Messungen durchgeführt. 

Exemplarisch  ist  in  den  Abb.  8‐10  die  Entwicklung  des Gehalts  an  Isoorientin  (Flavon‐C‐glucosid), 

Aspalathin (Dihydrochalkon‐C‐glucosid) und Quercetin‐O‐galactosid (Flavonol‐O‐galactosid) über den 

gesamten Messzeitraum dargestellt. Ähnliche Tendenzen lassen sich ebenso bei den anderen in den 

Fertiggetränken  quantifizierten  Flavonoiden  (Orientin,  Isovitexin,  Vitexin,  Quercetin‐O‐glucosid, 

Luteolin‐O‐galactosid und Nothofagin) beobachten. 

 

Abb. 7: Flavonoid‐Gehalte in grünem und fermentiertem Rooibos 
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Abb. 8: Gehalt an Isoorientin in Abhängigkeit von der Lagerdauer 

 

 
Abb. 9: Gehalt an Aspalathin in Abhängigkeit von der Lagerdauer 

 

 
Abb. 10: Gehalt an Quercetin‐O‐galactosid in Abhängigkeit von der Lagerdauer 
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Wie  zu  erwarten  ist,  nimmt  sowohl  der  Gehalt  an  Isoorientin  als  auch  der  an  Aspalathin  und 

Quercetin‐O‐galactosid  bei  Lagerung  im  Trockenschrank  (TS)  am  stärksten  (Aspalathin:  ‐ 57 %; 

Isoorientin: ‐ 32 %; Quercetin‐O‐galactosid: ‐ 42 %), bei Lagerung im Tiefkühlraum (TK) am geringsten  

(Aspalathin: ‐ 5 %; Isoorientin: ‐ 7 %; Quercetin‐O‐galactosid: ‐ 8 %) ab. 

Die  Lagerung  im Tiefkühlraum bietet gegenüber der  im Kühlschrank nur geringfügige Vorteile. Die 

ermittelten Gehalte weichen kaum voneinander ab. 

Andere Verhältnisse  liegen vor, wenn Raumtemperaturlagerung ohne Lichtschutz (RT o. LS) mit der 

mit  Lichtschutz  (RT m. LS)  verglichen  wird:  Interessanterweise  lässt  sich  bei  ersterer 

Lagerungsbedingung  eine  geringere  Abnahme  in  den  detektierten  Gehalten  als  bei  zweiterer 

ermitteln. Dieses macht sich insbesondere beim Aspalathin bemerkbar (Messpunkt 12. Monat: RT o. 

LS → 251 mg/L; RT m. LS → 205 mg/L). 

Insgesamt lassen sich bei den Dihydrochalkon‐C‐glucosiden Aspalathin und Nothofagin (Abnahme um 

‐ 52 % bei Trockenschranklagerung nach 22 Monaten)  im Vergleich zu den quantifizierten Flavon‐C‐

glucosiden und  Flavonol‐O‐glykosiden die  stärksten Abnahmen  in den Gehalten  (insbesondere bei 

RT‐ und TS‐Lagerung) registrieren. 

Die Ursache  ist  in dem auch  in der Literatur beschriebenen Abbau von Aspalathin zu den Flavonen 

(S)‐ und (R)‐Eriodictyol‐6‐C‐glucosid während der Fermentation zu sehen [Marais et. al., 2000]. Beim 

Nothofagin  ist entsprechend die oxidative Cyclisierung  zum  (S)‐ und  (R)‐Naringenin‐6‐C‐glucosid  zu 

beobachten.  

Bestätigen  lassen  sich  diese  Ergebnisse  auch  durch  Inkubation  von  isoliertem  Aspalathin  und 

Nothofagin.  Abb. 11  zeigt  erhaltene  HPLC‐DAD‐Chromatogramme  nach  Inkubation  von  Aspalathin 

(5 mg/mL)  exemplarisch  an  drei  verschiedenen Messpunkten.  Zur  Gewährleistung  einer  sicheren 

Peakzuordnung wurden HPLC‐ESI‐MSn‐Messungen der jeweiligen Proben vorgenommen. 

 

 

Abb. 11: HPLC‐DAD‐Chromatogramme (287 nm) nach Inkubation von isoliertem Aspalathin 
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(5 mg/mL) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

Die  Inkubation von Aspalathin  führt demnach unter den angegebenen Bedingungen zum einen zur 

verstärkten  Umsetzung  von  Aspalathin  zu  R/S‐Eriodictyol‐6/8‐C‐glucosiden,  die  teilweise  zu 

Isoorientin und Orientin weiterreagieren können (Abb. 12). 

Zum anderen  ist parallel die Bildung zweier verschiedener Dimere aus zwei Aspalathin‐Einheiten zu 

beobachten. Einen Überblick über den möglichen Bildungsweg gibt Abb. 13. 
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Abb. 12: Oxidative Cyclisierung von Aspalathin zu R/S‐Eriodictyol‐6/8‐C‐glucosiden 
und Weiterreaktion unter Bildung von Orientin (R = Glucose) 
 

Abb. 13: Möglicher Bildungweg von Aspalathin‐Dimeren 
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Aus  diesem  Grund  wurde  untersucht,  ob  ähnliche  Reaktionen  auch  während  der  Lagerung  der 

Fertiggetränke  ablaufen  und  demnach  im  Falle  des  Aspalathins  mit  der  Verringerung  des 

Aspalathingehalts  eine  Zunahme  des  Eriodictyol‐6‐C‐glucosid‐Gehalts  einhergeht.  Dazu wurde  TK‐ 

mit TS‐Lagerung an drei Messpunkten miteinander verglichen (Abb. 14). 

 

Abb. 14: Entwicklung des Gehalts an Eriodictyol‐C‐glucosid bei zunehmender Lagerdauer 

Abb. 14 zeigt einen deutlichen Anstieg der Peakflächen von Peak 3 und 5 über den Messzeitraum. 

Daher  ist  es  naheliegend,  dass  es  sich  bei  diesen  beiden  Peaks  um  R/S‐Eriodictyol‐6‐C‐glucosid 

handelt. Die Flächen der anderen Peaks bleiben annähernd konstant. Dieses wird im nachfolgenden 

Diagramm veranschaulicht: 

 

 

Abb. 15: Bildung von Eriodictyol‐6‐C‐glucosid 
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Zusammenfassend bleibt  festzuhalten, dass mit Blick auf den wertgebenden Bestandteil Aspalathin 

des  grünen  Rooibos  eine  Lagerung  des  Fertiggetränks  bei  8 °C  empfehlenswert  ist,  da  bei  Raum‐

temperaturlagerung und Lichtschutz nach einem Monat bereits 14 % des ursprünglich enthaltenen 

Aspalathins abgebaut werden. 

1.1.3 Isolierung der bioaktiven Fraktion 

Die  Isolierung  der  bioaktiven  Fraktion  aus  grünem  Rooibos  für  den  Einsatz  als  eines  der  drei 

Prüfprodukte bei der  in Hannover durchgeführten Humanstudie  im Crossover‐Design erfolgte nach 

dem in Abb. 16 gezeigten Fließschema. 

Dazu wurde  grüner  Rooibos  einer methanolischen  Extraktion  unter  standardisierten  Bedingungen 

(60 °C,  60 min,  70 % MeOH)  unterzogen.  Nach  Aufreinigung  des methanolischen  Extrakts mittels 

einer Amberlite XAD‐7‐Säule zur Abtrennung von Störsubstanzen wie organischen Säuren, Proteine 

oder  Kohlenhydrate, wurde  der  Extrakt  nach Gefriertrockung  einer HSCCC‐Trennung  zur weiteren 

Fraktionierung unterzogen. 

 

Zu diesem  Zweck wurde  zuerst  ein  geeignetes  Fließmittelsystem durch  entsprechende Vortests  in 

kleinem  Maßstab  entwickelt.  Hierbei  wird  der  Verteilungskoeffizient  K  (0,5 ≤ K ≤ 1,0  optimaler 

Bereich  im  Head‐to‐Tail‐Modus)  nach  der  Zugabe  von  Probenmaterial  in  ein  Gefäß mit  gleichen 

Volumina  an  oberer  und  unterer  Phase  sowie  nachfolgendem  Ausschütteln  mittels  HPLC‐DAD‐

Messung beider Phasen bestimmt [Ito, 2005]. 

Mit  0,5 ‐ 4 g  des  XAD‐7‐Extrakts wurden  schließlich  die CCC‐Separierungen  vorgenommen  und die 

resultierenden  Fraktionen mittels  des  TEAC‐Test  (Trolox  equivalent  antioxidative  capacity)  auf  ihr 

antioxidatives Potential untersucht. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der TEAC‐Test nach einer modifizierten Methode  [Re et al., 1999] 

ausgeführt. Hierbei wird das gefärbte Radikal durch Kaliumpersulfat erzeugt. Gemessen wird dann 

die Entfärbung des Radikals (Reduktion durch das Antioxidans) zur ungefärbten Ausgangsverbindung. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hauptverbindungen der Fraktionen 1 ‐ 4 der HSCCC‐Trennung (Abb. 16) waren Rutin (F 1), Isoorientin 

(F 2),  Aspalathin  und  Orientin  (F 3)  sowie  Isovitexin  und  Vitexin  (F 4).  Die  Coilfraktion  enthielt 

Abb. 16: Fließschema zur Isolierung der bioaktiven Fraktion aus grünem Rooibos 

+ Coil
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unpolarere  Verbindungen  wie  die  Glykoside  Nothofagin,  Quercetin‐O‐glucosid  und  ‐O‐galactosid 

sowie Luteolin‐O‐glucosid/galactosid sowie die Aglyka Luteolin und Quercetin. 

Fraktion 3  (200 mg)  zeigte den höchsten TEAC‐Wert der vier Fraktionen. Dieses  ist auf den hohen 

Gehalt an Aspalathin  (ca. 85 %, Abb. 17) zurückzuführen. Fraktion 3 wurde daher  in für die Human‐

studie erforderlichen Mengen (500 mg/Proband) isoliert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2 Holunderblüten 

Bei  dem  Holunder  (Sambucus  nigra  L.)  handelt  es  sich  um  ein  bis  zu  vier  Meter  hohes 

Strauchgewächs,  das  in  Nordafrika,  Nordamerika,  Asien  und  auf  dem  europäischen  Kontinent 

heimisch  ist.  Die  weißen  Blüten  sind  in  Trugdolden  angeordnet  und  können  in  geernteter  und 

getrockneter  Form  zur  Teebereitung  genutzt  werden.  Die  in  den  Holunderblüten  enthaltenen 

Flavonoide  stellen mit einem Anteil  von drei Prozent ein quantitativ bedeutenden  Inhaltsstoff dar 

[WHO 2002]. 

 

Um einen ersten Überblick über die Zusammensetzung von Holunderblüten zu bekommen, wurden 

etwa 5 g der Holunderblüten mit 200 mL Wasser extrahiert und mittels HPLC‐DAD analysiert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hauptverbindungen des wässrigen Teeaufgusses sind 5‐Caffeoylchinasäure  (1), Rutin  (2), Hyperosid 

(bzw.  Isoquercitrin)  (3),  Kämpferol‐rutinosid  (4),  Isorhamnetin‐diglucosid  (5)  und  di‐Caffeoyl‐

chinasäure (6). 

1.2.1 Quantitative Bestimmungen aus dem Rohextrakt 

a) Gehalte an Flavonol‐O‐glykosiden 
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Abb. 17: HPLC‐DAD‐Messung der bioaktiven Fraktion
(354 nm) 

Abb. 18: HPLC‐Chromatogramm eines wässrigen Holunderblütenextraktes (354 nm)
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Unter den Flavonol‐O‐glykosiden spielen Rutin und Hyperosid mengenmäßig die größte Rolle. 

Folgende Gehalte wurden im methanolischen Rohextrakt ermittelt: 

 
Tab. 2: Rutin‐ und Hyperosidgehalt eines methanolischen Holunderblütenextraktes 

  methanolischer Extrakt [g/100 g] 

Rutin  3,2 

Hyperosid  0,45 

 

Die Gehalte an Kämpferol‐rutinosid sowie Isorhamnetin‐diglucosid liegen bei ca. 0,2 g/ pro 100 g 

Rohextrakt. 

 

b) Gehalt an Hydroxyzimtsäurederivaten 

 

Hydroxyzimtsäurederivate  sind  in  den  Holunderblüten  zu  einem  großen  Anteil  enthalten  und 

spielen mengenmäßig eine sehr wichtige Rolle. 

Im methanolischen Rohextrakt wurden folgende Gehalte ermittelt:  
 

Tab. 3: Hydroxyzimtsäuregehalte eines methanolischen Holunderblütenextraktes 

 

 

 

 

 

 

1.2.2 Isolierung einer bioaktiven Fraktion für den Einsatz in der Humanstudie mittels HSCCC 

Abb. 19  zeigt  das  Chromatogramm  einer HSCCC‐Trennung mit  dem  optimierten  Fließmittelsystem 

Ethylacetat/Butanol/Wasser  (4,2/0,8/5, v/v/v).  Fraktion  2  wurde  aufgrund  der  höchsten  anti‐

oxidativen Kapazität für den Einsatz in der Humanstudie isoliert.  

 

 

 

         

 

 

 

                     
              

Tab. 4 zeigt die komplexe Zusammensetzung der einzelnen Fraktionen, wobei zu sehen  ist, dass die 

Trennung der  Inhaltsstoffe nach Polarität der einzelnen Verbindungen erfolgt  ist. Fraktion 1 enthält 

wenig polare Verbindungen,  Fraktion 2  semipolare Verbindungen wie  z.B. Rutin und auf dem Coil 

  methanolischer Extrakt 
[g/100 g] 

3‐Caffeoylchinasäure  0,2 

5‐Caffeoylchinasäure  1,5 

3,5‐di‐Caffeoylchinasäure  1,2 

Abb.  19:  HSCCC‐Chromatogramm  (354  nm)  des 
methanolischen Holunderblütenextraktes
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verbleiben polare Verbindungen wie verschiedene Hydroxyzimtsäurederivate. Um eine Aussage über 

die  antioxidativen  Kapazitäten  der  einzelnen  Faktionen  treffen  zu  können,  wurden  diese mittels 

TEAC‐Test getestet. 

 
Tab. 4: Hauptinhaltsstoffe der HSCCC‐Trennung zur Isolierung einer bioaktiven Fraktion 

  Hauptkomponenten 

Fraktion 1  Quercetin‐3‐O‐glucosid (Hyperosid) 

Isorhamnetin‐3‐O‐glucosid/galactosid 

di‐Caffeoylchinasäure 

Kämpferol‐glucosid/galactosid 

di‐Caffeoylchinasäure 

Naringenin 

Fraktion 2  5‐Caffeoylchinasäure 

5‐p‐Cumarylchinasäure 

Rutin 

Isorhamnetindiglucosid 

Fraktion Coil  3‐Caffeoylchinasäure 

5‐Caffeoylchinasäure 

4‐Caffeoylchinasäure 

3‐Feruloylchinasäure 

 

Abb.  20  zeigt  eine  graphische  Darstellung  der  antioxidativen  Kapazitäten  der  einzelnen  HSCCC‐

Fraktionen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
     
Abb. 20: Antioxidative Kapazitäten der einzelnen HSCCC‐Fraktionen 

 

Die  Bestimmung  der  antioxidativen  Aktivität  der  einzelnen  gefriergetrockneten  Fraktionen  ergab, 

dass  Fraktion  2,  welche  als  Hauptkomponenten  Rutin,  5‐Caffeoylchinasäure  sowie  Isorhamnetin‐

diglucosid enthält, die höchste antioxidative Aktivität besitzt. Die Coil‐Fraktion besitzt die geringste 

antioxidative Kapazität, wobei zu beachten  ist, dass diese Fraktion wiederum die höchste Ausbeute 

aller  Fraktionen  aufweist. Hauptinhaltsstoffe  dieser  Fraktion  sind  die Hydroxyzimtsäurederivate  3‐

CQA,  4‐CQA  und  5‐CQA.  Aufgrund  des  in  der  Literatur  mehrfach  diskutierten  positiven 

gesundheitlichen  Effektes  von  verschiedenen  Quercetinverbindungen,  sowie  der  höchsten  anti‐
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oxidativen  Kapazität  von  Fraktion  2, wurde  diese    in  größerem Maßstab  isoliert,  um  diese  in  die 

Humanstudie einzusetzen. 

Fraktion 2 der HSCCC‐Trennung enthält als Hauptkomponenten 5‐Caffeoylchinasäure  (7), Rutin  (8) 

sowie Isorhamnetindiglucosid (9), wie Abb. 21 zeigt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ausgehend von einem Gehalt an Rutin von etwa 0,3 g  in einem praxisüblichen Teeaufguss  (10 g  in 

500 mL  kochendem Wasser),  wurden  für  die  Humanstudie  pro  Proband  300  mg  der  bioaktiven 

Fraktion 2 isoliert. 

1.2.3 Versuche zur Lagerstabilität eines Holunderblüten‐Fertiggetränks  

Die  rein wässrig  hergestellten  Fertiggetränke  aus Holunderblüten werden  zu Beginn,  nach  1,  3,  6 

sowie nach 12 Monaten mittels HPLC analysiert  (Bestimmung der  Flavonoidgehalte)  sowie mittels 

Folin‐Ciocalteu‐Test auf den Gesamtphenolgehalt geprüft. 

 

Lagerbedingungen: 

- Lagerung bei Raumtemperatur, ohne Tageslichteinfluss 

- Lagerung bei Raumtemperatur, mit Tageslichteinfluss 

- Lagerung bei ‐20 °C 

- Lagerung bei 4 °C 

- Lagerung bei 40 °C  

Folgende  Abbildung  zeigt  Diagramme  einiger  Flavonoidgehalte  zu  Beginn,  nach  1 Monat,  nach  3 

Monaten, nach 6 Monaten sowie 12 Monaten Lagerzeit. 
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Abb. 21: HPLC‐Chromatogramm von Fraktion 2 der HSCCC‐Trennung (354 nm)
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Abb. 22: Flavonoidgehalte des Holunderblüten‐Fertiggetränks zu Beginn, nach 1 Monat,  
nach 3, nach 6 sowie nach 12 Monaten Lagerzeit 

 

Deutlich zu erkennen ist, dass der Gehalt an 5‐Caffeoylchinasäure bei Tiefkühllagerung (‐20 °C) sowie 

Kühlschranklagerung  (4 °C)  am wenigsten  sinkt. Nach  12 Monaten  Lagerzeit  scheinen  die Gehalte 

geringfügig zu steigen, was möglicherweise durch eine  Isomerisierung der enthalten 3‐CQA bzw. 4‐

CQA zu stande kommen könnte.  

Der Gehalt des Flavonol‐O‐glykosides Hyperosid zeigt nach 1 Jahr Lagerzeit einen deutlichen Anstieg, 

was durch einen möglichen partiellen Abbau des Rutins erklärt werden kann. Der größte Anstieg  ist 

bei der Raumtemperaturlagerung zu verzeichnen. Parallel dazu ist zu erkennen, dass der Rutingehalt 

nach 1  Jahr bis zu 45 % gesunken  ist, was den möglichen Abbau zusätzlich bestätigt. Die höchsten 

Gehalte wurden bei der Lagerung bei ‐20 °C sowie bei 4 °C ermittelt. 

 

Die  Gesamtpolyphenolgehalte  aller  untersuchten  Fertiggetränke  zeigten  keine  signifikante 

Veränderung. 
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2. Entwicklung einer Methode zur Untersuchung der Urin‐ und Plasmaproben 

2.1 Aufarbeitungsstrategien 

In  der  Literatur  sind  drei  verschiedene Aufarbeitungsstrategien  zur Untersuchung  von  Blutplasma 

beschrieben: 

 

1) Direktextraktion des Plasmas (Flüssig‐flüssig‐Extraktion): durch Ausschütteln mit organischen 

Lösungsmitteln  wie  Dichlormethan,  Ethylacetat  oder  Methanol  ist  es  möglich,  die 

Zielverbindungen  je  nach  Löslichkeit  selektiv  in  die  organische  Phase  zu  extrahieren  [z.B. 

Warden  et  al., 2001]. Die Gleichgewichtseinstellung  der  Phasentrennung wird dabei durch 

Zentrifugation beschleunigt. Nach Trocknung der organischen Phase  im Stickstoffstrom wird 

der  Rückstand  in mobiler  Phase  aufgenommen  und  in  das  HPLC‐ESI‐MSn‐System  injiziert 

(Abb. 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aufgrund  der  Vielzahl  von  Hydroxylgruppen  besitzen  Polyphenole  eine  hohe  Affinität  zu 

Plasmaproteinen,  insbesondere  zu  Plasmaalbumin.  Komplexe  dieser  Art wurden  schon  in 

einigen  in vitro‐Studien  [Manach et al., 1995 und 1996]   beobachtet. Ähnliche Verhältnisse 

können  daher  auch  in vivo  angenommen  werden.  Diese  postulierten  Polyphenol‐Protein‐

Komplexe  stellen  demnach  ein  Depot  dar,  aus  dem  Polyphenole  sukzessive  freigesetzt 

werden können [Eisenbrand und Hennecke, 2005].  

Polyphenole sind in ihrer komplexierten Form der ESI‐MSn‐Analytik nicht zugänglich. 

Die Zugabe eines  sauren Puffersystems dient daher der Spaltung der über elektrostatische 

Wechselwirkungen  entstandenen  Polyphenol‐Plasmaprotein‐Addukte.  Zu  diesen  Zweck 

werden daneben Säuren wie o‐Phosphorsäure, Salzsäure oder Trichloressigsäure verwendet 

[Roura et al., 2005]. Zusätzlich führt die Zugabe von Säure zur Denaturierung der Proteine. 

Abb.  23:  Schema  der  Plasmaaufarbeitung  durch  Direkt‐
extraktion mit organischen Lösungsmitteln 
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Zur  Erzielung  einer  zufriedenstellenden  Ausbeute  an  Zielverbindungen  ist  eine mehrfache 

und daher zeitintensive Extraktion des Plasmamaterials grundsätzlich erforderlich.   

 

2) Direktextraktion  mit  vorgeschalteter  Fällung:  Bei  der  zweiten  Methode  wird  die 

Direktextraktion mit einer vorgeschalteten Proteinfällung kombiniert [z.B. Li et al., 2000], um 

Plasmaproteine  als  Ursache  von Matrixeffekten,  hoher  Ionensuppression  und  Verlust  an 

Nachweisempfindlichkeit abzutrennen. Hierzu bieten sich Alkohole (Methanol, Ethanol, etc.) 

oder auch Acetonitril und Dimethylformamid [Zimmermann et al., 2009]  an. 

Zur  Fällung  von  Plasmaproteinen  hat  sich  Ethanol  bewährt.  Dabei  ist  zur  Vermeidung  zu 

hoher  lokaler  Konzentrationen  und  zu  großer  Wärmeentwicklung  von  entscheidender 

Bedeutung, dass das Fällungsreagenz eiskalt und langsam zugegeben wird. Nach Fällung und 

Zentrifugation des Niederschlags wird der Überstand abgenommen und dieser analog Abb. 

23 aufgearbeitet. 

Der Einsatz von Dimethylformamid als Fällungsreagenz kombiniert zwei Effekte: Ausfällung 

der Proteine und je nach Löslichkeit Solubilisierung der Zielverbindungen.  

 

 

3) Festphasenextraktion:  Die  dritte  Methode  beruht  auf  einer  Festphasenextraktion  des 

Plasmas  an RP‐Material. Der  dabei  durchgeführte Waschschritt  dient  der Abtrennung  von 

Störsubstanzen  und  Plasmaproteinen,  während  die  Zielverbindungen  auf  der  stationären 

Phase verbleiben und im nachfolgenden Schritt sukzessive von der Kartusche eluiert werden 

[z.B. Unno et al., 2005; Erlund et al., 2000]. Nach Trocknung des Eluats  im Stickstoffstrom 

und Wiederaufnahme des Rückstands in mobiler Phase kann die Messung am HPLC‐ESI‐MSn‐

System erfolgen (Abb. 24). 

 
 

Die  Festphasenextraktion  ist  eine  elegante  Technik  zur  Bestimmung  von  Analyten  in  komplexen 

Matrices mit hoher analytischer Leistungsfähigkeit; allerdings auch arbeitsintensiv und aufwendig. 

 

Im Hinblick auf die Urinaufarbeitung  spielen nur Methode 1 und 3 eine Rolle. Eine vorgeschaltete 

Fällung  nach  Methode 2  ist  aufgrund  der  Zusammensetzung  des  menschlichen  Urins  nicht 

erforderlich.  

Neben Methoden auf Basis einer Direkt‐ und Festphasenextraktion findet man  in der Literatur auch 

solche auf Basis einer Direktmessung des Urins [Mullen et al., 2004]. Problematisch ist hier allerdings, 

Abb. 24: Plasmaaufarbeitungdurch Festphasenextraktion 
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dass die HPLC‐ESI‐MSn‐Messung aus einer verdünnten Probe vorgenommen wird und es so zu einer 

Diskriminierung von Spurenkomponenten kommen kann.  

Grundsätzlich  gilt,  dass  ohne  Zusatz  von  Enzymen  nur  die  unveränderten,  frei  vorliegenden 

Flavonoide  im  Plasma  erfasst werden  können.  Die  nach Metabolisierung  konjugiert  vorliegenden 

Flavonoide  (z.B.  als  Sulfate  oder  Glucuronide)  können  nach  Vorschaltung  einer  enzymatischen 

Behandlung (in der Regel bei 37 °C über einen Zeitraum von 45 min) mit Sulfatase und Glucuronidase 

aus den Metaboliten freigesetzt werden. 

Diese  Metabolite  bilden  sich  im  Rahmen  der  Phase II‐Metabolisierung:  durch  Konjugation  mit 

körpereigenen  Verbindungen  (z. B.  Glucuronsäure  aus  Uridin‐diphosphat‐glucuronsäure)  wird  die 

Wasserlöslichkeit erhöht, so dass eine Ausscheidung über Galle und Darm ermöglicht wird (siehe 3. 

Metabolisierung und Suche nach möglichen Stoffwechselprodukten). 

 

Welche Substanzen mittels HPLC‐ESI‐MSn erfasst werden  können, wird grundsätzlich entscheidend 

bestimmt  durch  die  Wahl  des  Extraktionsmittels  bei  der  Flüssig‐flüssig‐Extraktion  bzw.  des 

Elutionsmittels  bei  der  Festphasenextraktion  sowie  durch  die  gewählten  Wiederaufnahme‐

bedingungen  des  im  Stickstoffstrom  eingeengten  Rückstands  (siehe  2.4.2  Variation  der 

Rückstandsaufnahme). 

2.2 Entwicklung einer Aufarbeitungsmethode zur Plasmaanalytik: Probleme 

Problematisch  hinsichtlich  der  Methodenentwicklung  ist  neben  dem  hohen  Proteingehalt  des 

Plasmas insbesondere dessen Gehalt an Phospholipiden (2 ‐ 3 mmol/L), die als amphiphile und damit 

grenzflächenaktive Verbindungen die Aufarbeitung stören. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zu Beginn der Methodenentwicklung wurde der Fokus auf die Festphasenextraktion gelegt, da mit 

dieser Technik die ersten Wiederfindungsversuche bei einem Zusatz von Aspalathin  zu Leerplasma 

zufriedenstellend  ausfielen.  Allerdings  muss  hier  einschränkend  angemerkt  werden,  dass 

ausschließlich Aspalathin als Standard zur Methodenentwicklung verwendet wurde und somit nicht 

die komplette Bandbreite wichtiger Flavonoide des Rooibos abgedeckt wurde. 

Abb. 25: Optimierte Plasmaaufarbeitung mittels Festphasenextraktion an RP‐Material 



27 

 

Die Optimierung des Waschschritts und der Elutionsbedingungen durch eine Wasch‐Elutionsstudie, 

der  Test  diverser  Kartuschenmaterialien  verschiedener  Hersteller  sowie  die  Anpassung  des 

eingesetzten Plasmavolumens führten schließlich zu dem eingesetzten Aufarbeitungsschema in Abb. 

25. 

Bei  der  Aufarbeitung  authentischer  Plasmaproben  traten  Probleme  in  Form  einer  mangelnden 

Reproduzierbarkeit  bei  der  Untersuchung  gleichen  Probenmaterials  auf.  Zur  Kontrolle,  ob 

möglicherweise  Zielverbindungen  schon  im Waschschritt  im  Zuge  der  SPE‐Aufarbeitung  eluieren, 

wurde die Waschflüssigkeit mittels ESI‐MS untersucht.  

Die  Ergebnisse  sind  in  Abb.  26  dargestellt. Wie  anhand  der  Abbildung  zu  erkennen  ist,  liegt  das 

Problem darin, dass schon  im Waschschritt Zielverbindungen wie z.B. Aspalathin eluieren (ZIM 4 B, 

mit Waschschritt, Wascheluat). Gleiches gilt auch  für  Isoorientin und Orientin. Desweiteren  ist das 

Verhältnis der  Konzentration dieser Verbindungen  im methanolischen  Eluat  (ZIM  4 B, mit Wasch‐

schritt) zu Wascheluat ungünstig: ca. 90 % der Zielkomponenten finden sich in letzterem wieder. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zur Lösung des Problems wurden folgende Schritte unternommen: 

 Anpassung  der  SPE‐Aufarbeitung  (insbesondere  des  Waschschritts:  Wasch‐Elutionsstudie 

nicht mit gesamtem Flavonoidspektrum des grünen Rooibos durchgeführt, so dass unter den 

gewählten Bedingungen möglicherweise Analyt schon im Waschschritt eluiert ist) 

 Austausch des Phosphatpuffers gegen 4 % H3PO4 zur Adduktspaltung 

 Verwendung von Kartuschen mit größerer Menge  stationärer Phase  (150 mg, 250 mg, 500 

mg)  

 Zusatz  einer  größeren  Puffermenge  (2 mL  bzw.  3 mL)  bzw.  Reduzierung  der  eingesetzten 

Plasmamenge (500 µL) 

 

Abb. 26: HPLC‐ESI‐MS‐Chromatogramme (BPC) nach SPE‐Aufarbeitung 
authentischer Plasmaproben 
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Nach zunächst positiven Ergebnissen insbesondere durch Erhöhung des zugesetzten Volumens auf 2 

mL in Kombination mit Kartuschen mit der doppelten Menge an Sorbens zeigten weitere Messungen 

erneut die beschriebenen Effekte. 

Aus diesem Grund wurde  eine  komplette Neuentwicklung  einer Methode  zur  Plasmaaufarbeitung 

vorgenommen. 

2.3 Neuentwicklung einer Aufarbeitungsmethode zur Plasmaanalytik 

Zur Ermittlung der  für die  im Rooibos vorkommenden Flavonoide am besten geeigneten Methode 

wurden  Wiederfindungsversuche durchgeführt und sieben Methoden auf Eignung getestet: 

 

- vier auf Basis einer Direktextraktion des Plasmas mit organischen Lösungsmitteln,  

- zwei  auf  Basis  einer  Fällung  und  anschließender  Flüssig‐Flüssig‐Extraktion mit  organischen 

Lösungsmitteln und 

- eine auf Basis einer Festphasenextraktion. 

 

Einen genauen Überblick liefert Tab. 5. 

Dazu wurde Leerplasma mit einem Mischstandard aus charakteristischen Rooibosinhaltsstoffen bzw. 

Metaboliten versetzt  (Tab. 6), die Aufarbeitung  in Doppelbestimmung nach Vorschrift durchgeführt 

und  die  Wiederfindungsrate  über  den  Vergleich  der  resultierenden  Peakflächen  unter  Berück‐

sichtigung  von Verdünnungs‐ bzw. Konzentrierungsfaktoren ermittelt. Die Einwaage orientiert  sich 

dabei  in  etwa  an  die  im  Plasma  zu  erwartenden,  theoretischen  Maximalgehalte  der  einzelnen 

Flavonoide (siehe 4.2 Qualitative und quantitative Analyse der Plasmaproben) und gestattet darüber 

hinaus eine sichere Identifizierung der Komponenten. 

Zwecks besserer Vergleichbarkeit wurden die für die einzelnen Methoden verwendeten Volumina für 

Leerplasma und Mischstandard sowie zur Wiederaufnahme des Rückstands nach Einengung konstant 

gehalten bzw. entsprechend angepasst. 

 
Tab. 5: Übersicht über die getesteten Methoden 

Nr.   Typ  Extraktions‐ bzw. Elutionsmittel  Literaturstelle 

1  Direktextraktion  1 x Dichlormethan, 2 x Ethylacetat  Lee et al., 1995 

2  Direktextraktion  2 x Ethylacetat  Henning et al., 2004 

3  Direktextraktion  3 x Ethylacetat  Moon et al., 2001 

4  Direktextraktion  1 x Methanol  Zhang et al., 2007b 

5  Fällung & Extraktion  Fällung mit Acetonitril, 1 x Methanol  Mullen et al., 2006 

6  Fällung & Extraktion  Fällung u. Extraktion mit Dimethylformamid Zimmermann et al., 2009

7  Festphasenextraktion  4 x Methanol  Miyake et al., 2000 
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Tab. 6: Zusammensetzung des Mischstandards 

Verbindung  c [mg/L]

Orientin  84 

Aspalathin  57 

Rutin  87 

Isovitexin  84 

Quercetin‐O‐glucosid  60 

Quercetin‐O‐glucuronid  117 

Chrysoeriol  61 

 

Die erfolgversprechendste Methode wurde anschließend hinsichtlich ihrer Parameter zur Steigerung 

der Wiederfindungsrate optimiert. 

2.3.1 Methodenscreening 

 

Die  graphische  Auftragung  der  ermittelten  Peakflächen  nach  Aufarbeitung  am  Beispiel  von 

Aspalathin,  Orientin  und  Quercetin‐O‐glucuronid  in  Abhängigkeit  von  den  einzelnen  getesteten 

Methoden ergibt folgende Diagramme: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Es  bleibt  bei  Betrachtung  von  Abb. 27  festzuhalten,  dass  es  in  Abhängigkeit  von  der  chemischen 

Struktur  und  der  damit  verbundenen  unterschiedlichen  Löslichkeit  im  Extraktions‐  bzw. 

Abb. 27: Vergleich der getesteten Methoden anhand der Ausbeute an Orientin, Aspalathin und Quercetin‐O‐
glucuronid (Methode 2‐7 in Doppelbestimmung) 
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Elutionsmittel  je  nach  verwendeter Methode  zu  unterschiedlichen Wiederfindungsraten  bezüglich 

der Standardsubstanzen kommt.  

Verhältnismäßig hohe Ausbeuten aller  im Mischstandard enthaltenen Flavonoide sind  im Mittel mit 

den Direktextraktionen zu erzielen, während Festphasenextraktion und Aufarbeitung mit Fällung hier 

schlechter abschneiden. 

Die  besten  Ergebnisse  bezüglich  der  Erfassung  von  Glucuroniden  liefert  dagegen  die 

Festphasenextraktion  (siehe  Abb. 27).  Allerdings  sind  die  Wiederfindungsraten  der  untersuchten 

Flavonoide  deutlich  geringer  im  Vergleich  zu  den  alternativen  Aufarbeitungsmethoden.  Eine 

Direktextraktion ist für die Glucuronide kaum geeignet. 

Die Aufarbeitung auf Basis einer vorgeschalteten Fällung sowie die alleinige Extraktion mit Methanol 

sind allgemein wenig brauchbar. 

Insgesamt  zeigt  sich  die  zweifache  Direktextraktion  des  Plasmas mit  Ethylacetat  (Methode  2)  als 

vielversprechendste  Aufarbeitungsmethode,  so  dass  diese  nachfolgend  in  ihren  Parametern 

optimiert wurde. 

2.4 Methodenoptimierung 

2.4.1 Variation der Extraktionsschritte und ‐zeit sowie des Extraktionsmittels 

Für die Optimierung der Methode werden nacheinander die Versuchsparameter Extraktionszeit und 

Anzahl der Extraktionsschritte bzw. das Extraktionsmittel variiert.  In Tab. 7  sind die verschiedenen 

Parameter  dargestellt. Die  Ergebnisse werden mit  einem  internen  Standard  (ISTD)  verglichen. Die 

Aufarbeitung des Standards  ist  identisch mit der Aufarbeitung der Proben. Der  ISTD wird allerdings 

nicht Leerplasma sondern Wasser zugesetzt. 
 
Tab. 7: Versuchsparameter für die Variation von Methode 2 

Methode 
Extraktions‐

schritte 

Extraktions‐

zeit [min] 

Extraktions‐ 

mittel 

2.3  2  15  Ethylacetat 

2.4  2  30  Ethylacetat 

2.5  2  60  Ethylacetat 

2.6  3  15  Ethylacetat 

2.7  3  30 
2 x Ethylacetat 

1 x Methanol 

STD  2  30  Ethylacetat 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 28: Detektierte Peakflächen von Aspalathin und Orientin nach Änderung der Versuchsparameter (Tab. 7) 



31 

 

Tab. 8: Wiederfindungsraten in Abhängigkeit von den Versuchsparametern 

Methode 
Orientin 

[%] 

Aspala‐

thin [%] 

Rutin

[%] 

Isovi‐

texin 

[%] 

Q‐O‐ 

glucosid 

[%] 

Q‐O‐

glucuronid 

[%] 

Chrysoeriol 

[%] 

2.3:  
2x15 min 

77  39  28  56  68  2  91 

2.4:  
2x30 min 

75  7  29  80  81  2  94 

2.5:  
2x60 min 

79  4  31  82  86  2  94 

2.6:  
3x15 min 

37  6  34  54  64  2  59 

2.7: MeOH  32  8  48  47  54  65  56 

 
Eine  Verlängerung  der  Extraktionszeit  auf  2 x 30 min  (Methode  2.4)  führt  zu  einer  deutlichen 

Steigerung  der Wiederfindungsraten  bei  Isovitexin  (+ 24 %)  und  Quercetin‐O‐glucosid  (+13 %)  im 

Vergleich  zu Methode 2.3, während  im Falle des Aspalathins eine deutliche Abnahme um 32 %  zu 

registrieren  ist.  Eine  weitere  Verlängerung  der  Extraktionsdauer  auf  2 x 60  min  erhöht  die 

Wiederfindungsraten nicht; die Werte bleiben annähernd konstant. Außerdem würde dies zu einer 

unverhältnismäßigen Steigerung des Zeitaufwands für eine Aufarbeitung führen. 

Eine  dreifache  15‐minütige  Extraktion  bewirkt  eine  deutliche  Abnahme  der  Orientin‐  (‐40 %), 

Aspalathin‐ (‐33 %) und Chrysoeriol‐ (‐32 %)‐Wiederfindungsraten  im Vergleich zu Methode 2.3 und 

ist daher nicht sinnvoll. 

Die  Verwendung  von  Methanol  zur  Extraktion  ermöglicht  im  Vergleich  zu  2.3  eine  deutlich 

verbesserte Erfassung von Quercetin‐O‐glucuronid (+ 63 %) und Rutin (+20 %). Im Gegensatz dazu ist 

ein Abfall bei allen anderen Bestandteilen des Mischstandards zu beobachten. 

Probleme  bereitet  grundsätzlich  die  Erfassung  von  Aspalathin.  Aufgrund  dessen  thermischer 

Instabilität  führt eine Verlängerung der Extraktionszeit  im Ultraschallbad möglicherweise  zu einem 

fortschreitenden Abbau. Ein weiterer Grund für die limitierten Wiederfindungsraten des Aspalathins 

könnte auch die Wahl des Extraktionsmittels und der Rückstandsaufnahmebedingungen sein. 

2.4.2 Variation der Rückstandsaufnahme 

Im Folgenden wird der Einfluss verschiedener Lösungsmittel auf die Güte der Wiederaufnahme des 

Rückstands nach dem Einengen im Stickstoffstrom überprüft (siehe Abb. 29) 
 
Tab. 9: Versuchsparameter für die Variation der Rückstandsaufnahmebedingungen 

Nr.  Extraktionsmittel 
Rückstandsaufnahme‐ 

bedingungen 
Medium 

1  2 x 30 min EtOAc  ACN/H2O (1/1; v/v)  Leerplasma 

2  2 x 30 min EtOAc  ACN/H2O (1/1; v/v)  Wasser 

3  2 x 30 min EtOAc  ACN/H2O/DMF  (3/4/3; v/v) Leerplasma 

4  2 x 30 min EtOAc  ACN/H2O/DMF  (3/4/3; v/v) Wasser 

5  2 x 30 min EtOAc/DMF (2/1; v/v)  ACN/H2O (1/1; v/v)  Leerplasma 

6  2 x 30 min EtOAc/DMF (2/1; v/v)  ACN/H2O (1/1; v/v)  Wasser 
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Die in Tab. 9 angegebenen Parameter wurden für die Testaufarbeitungen verwendet. Das Leerplasma 

wurde  für  jeden  untersuchten  Parameter  zusätzlich  auch  durch  Wasser  substituiert  und  die 

Aufarbeitung analog durchgeführt (Leerwert).  

Die  so  erhaltenen  Peakflächen wurden mit  dem  direkt  injizierten Mischstandard  verglichen.  Zum 

Einsatz kam hier folgender Mischstandard: 

 
Tab. 10: Verwendeter Mischstandard zur Variation der Rückstandsaufnahmebedingungen 

Verbindung  c [mg/L]

Orientin  21,2 

Isoorientin  21,0 

Aspalathin  19,6 

Rutin  20,0 

Isovitexin  12,2 

Quercetin‐O‐glucosid  19,8 

Quercetin‐O‐galactosid  19,6 

Luteolin‐O‐glucuronid  21,6 

Quercetin‐O‐glucuronid  20,6 

Chrysoeriol  19,4 

Eriodictyol  20,0 

 

Berechnet man die Wiederfindungsraten und  trägt  sie graphisch auf,  so ergibt  sich das  in Abb. 29 

abgebildete Diagramm, wobei die nach Direktmessung des Mischstandards erhaltenen Peakflächen 

auf 100 % normiert wurden. 

 

Betrachtet man  das Diagramm,  so  fällt  grundsätzlich  der  starke  Einfluss  des  Leerplasmas  auf  die 

Wiederfindungsraten  der  im Mischstandard  enthaltenen  Verbindungen  auf,  obwohl  der  Standard 

beiden Medien  nur  zugesetzt wurde.  Die Wiederfindungsraten  sind  bei  Zusatz  zu  Leerplasma  im 

Vergleich zur Aufarbeitung mit Wasser deutlich geringer. Dieses macht sich besonders drastisch  im 

Falle Aspalathins und der beiden Glucuronide bemerkbar, bei denen Abnahmen von über 90 % in den 

Leerplasmaproben ermittelt wurden. Teilweise  ist die Detektion einiger Bestandteile auch gar nicht 

mehr möglich (3 b: Aspalathin, 1 b und 3 b: Luteolin‐O‐glucuronid). 

Als Grund  für  diese Beobachtungen  sind Adsorptionen  der  Flavonoide  des Mischstandards  an  die 

Plasmaproteine anzusehen. 

Es bleibt demnach festzuhalten, dass sowohl die Detektion des Aspalathins als auch die der  

 

 

Glucuronide  mit  der  Direktextraktion  im  Vergleich  zur  Festphasenextraktion  Schwierigkeiten 

bereitet. 

 

Der Einsatz von Dimethylformamid als universelles, polar aprotisches Lösungsmittel  für Flavonoide 

bei  der  zweiten  Extraktion  im Gemisch mit  Ethylacetat  (3  a  und  3  b)  brachte  ebenfalls  nicht  den 

gewünschten  Effekt: Die Wiederfindungsraten  fallen  im Vergleich  zu Methode  1 deutlich  geringer 

aus. Der Nachweis des Aspalathins und Luteolin‐O‐glucuronids gelang bei Zusatz des Mischstandards 

zu Leerplasma gar nicht mehr. 
Abb.  29:  Graphische  Darstellung  der  Wiederfindungsraten  in  Abhängigkeit  von  den  Rückstandsaufnahme‐
bedingungen 
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Wird der Rückstand nach Trocknen im Stickstoffstrom mit einem Gemisch aus ACN/DMF/H2O (3/3/4; 

v/v/v  –  Methode 2)  anstatt  mit  ACN/H2O  (1/1;  v/v  –  Methode 1)  aufgenommen,  so  ist  eine 

signifikante Steigerung der Wiederfindungsraten sowohl bei Zusatz des Mischstandards zu Wasser als 

auch  ‐  in  abgeschwächter  Form  ‐  zu  Leerplasma  zu  erzielen.  Für  den  Leerwert  erhält man  unter 

diesen Bedingungen für alle Bestandteile des Mischstandards mit Ausnahme Rutins (65 %) Ausbeuten 

von  ca.  100 %.  Beim  Leerplasma  sind  die  Wiederfindungsraten  für  sämtliche  Bestandteile  des 

Mischstandards im Vergleich zu Methode 1 ebenfalls wesentlich besser; für Aspalathin (2 %) und die 

enthaltenen  Glucuronide  (9 %  für  Quercetin‐  und  7 %  für  Luteolin‐O‐glucuronid)  gilt  dies  jedoch 

nicht. Der Nachweis von Luteolin‐O‐glucuronid ist jedoch zumindest wieder möglich. 

2.4.3 Variation der Plasmamengen 

Aufgrund  des  hohen  Einflusses  des  Plasmas  auf  die  resultierenden  Wiederfindungsraten  der 

Bestandteile des Mischstandards ‐ insbesondere die des Aspalathins ‐ wurde überprüft, inwieweit die 

Variation der Leerplasmavolumina die berechneten Ausbeuten beeinträchtigen. 

Zu  diesem  Zweck wurden  Aufarbeitungen  unter  Zusatz  des Mischstandards  zu  500  und  1000  µL 

Leerplasma  durchgeführt  und  die  erhaltenen  Peakflächen  in  Abhängigkeit  vom  verwendeten 

Plasmavolumen  für  jede  Substanz  verglichen.  In  Tab. 11  wird  die  prozentuale  Abweichung  der 

Flavonoidgehalte bei unterschiedlicher Plasmamenge dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Tab. 11: Darstellung der prozentualen Abweichung der in 1 mL detektierten Flavonoidgehalte von denen in 0,5 
mL   

 
Orien‐

tin 

Aspala‐

thin 
Rutin 

Isovi‐

texin 

Q‐O‐

glucosid 

Q‐O‐

glucuronid 

Chry‐

so‐ 

eriol 

Abweichung 

[%] 
1  7  7  20  1  0  38 

 

Bei den  Flavonoiden Orientin, Aspalathin, Rutin, Quercetin‐O‐glucosid und Quercetin‐O‐glucuronid 

hat  die  Plasmamenge  einen  vernachlässigbar  kleinen  Einfluss  auf  den  Flavonoidgehalt.  Einzig  bei 

Isovitexin  und  bei  Chrysoeriol  ist  mit  20 %  bzw.  38 %  Abweichung  eine  starke  Abnahme  der 

detektierten Peakflächen bei 1 mL Plasma im Vergleich zu 500 µL Plasma festzustellen. 

Trotzdem  ist der Einsatz von 1 mL Plasma  insbesondere bei authentischem Probenmaterial sinnvoll, 

um für die Aufarbeitung eine ausreichende Probenmenge vorzulegen und so auch den Nachweis von 

Spurenkomponenten zu gewährleisten. 

Abb. 30: Einfluss des Plasmavolumens auf die detektierten Peakflächen 
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2.5 Zusammenfassung 

Berücksichtigt man  alle Optimierungen,  so  ergibt  sich  das  in  Abb.  31  dargestellte  Aufarbeitungs‐

schema. 

 

 
Abb. 31: Fließschema zur optimierten Plasmaaufarbeitungsmethode 

 

Als  interner Standard  (ISTD) wurde Eriodictyol bei  jeder Aufarbeitung zur Kontrolle aufgrund seiner 

Stabilität und strukturellen Ähnlichkeit zu den Zielverbindungen zugesetzt. Gerade die Stabilität des 

ISTD  hat  eine  entscheidende  Bedeutung.  Aus  dem  zuvor  als  ISTD  eingesetzten  Eriodictyol‐7‐O‐

glucosid entstanden während der Aufarbeitung zahlreiche Abbau‐ bzw. Umsetzungsprodukte  (Abb. 

32). 

 
 

Als  kritische  Punkte  sind  hier  die  insgesamt  60  minütige  Ultraschallbadbehandlung  und  die 

Zentrifugationsschritte (nicht temperierbar) anzusehen. Die Reproduzierbarkeit der Methode wurde 

im Folgenden überprüft. 

Abb.  32:  BPC  von  Eriodictyol‐7‐O‐glu  nach  Direktmessung
(oben) und nach Leerwertaufarbeitung (unten) 



35 

 

2.5.1 Überprüfung der Reproduzierbarkeit 

Die  Überprüfung  der  Reproduzierbarkeit  wurde  anhand  von  sechs  gleich  aufgearbeiteten 

Leerplasmaproben unter Zusatz des Mischstandards vorgenommen. Die Peakflächen einer der sechs 

aufgearbeiteten  Proben  (Abb. 33)  wurden  normiert  und  die  prozentualen  Abweichungen  der 

restlichen fünf Proben von der normierten Probe berechnet (Tab. 12).  

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

Tab. 12: Darstellung der prozentualen Abweichungen der Proben R2‐R5 von Probe R1 

Probe 
Orientin 

[%] 

Aspalathin 

[%] 

Rutin 

[%] 

Isovitexin 

[%] 

Q‐O‐

glucosid 

[%] 

Q‐O‐

glucuronid 

[%] 

Chrysoeriol 

[%] 

R1  100  100  100  100  100  100  100 

R2  ‐5  ‐30  ‐10  ‐5  ‐8  ‐17  ‐2 

R3  ‐7  ‐5  ‐17  ‐8  ‐9  ‐1  +5 

R4  ‐12  ‐25  ‐15  ‐14  ‐14  ‐4  +8 

R5  ‐10  ‐29  ‐23  ‐7  ‐9  ‐1  +16 

R6  ‐15  ‐48  ‐26  ‐12  ‐15  ‐3  +14 

Insbesondere  die  Werte  von  Probe  R1  zeigen  starke  Abweichungen  bezüglich  der  ermittelten 

Peakflächen  in Relation zu den anderen gleich aufgearbeiteten Proben. Bezieht man die Werte von 

Probe R1 nicht mit  in die Betrachtung ein, so  liegen die prozentualen Abweichungen mit Ausnahme 

der von Aspalathin immer unter 20 %.  

Für die maximale Abweichung ergibt sich dann für Orientin ‐10 %, für Rutin ‐16 %, für Isovitexin ‐9 %, 

für Quercetin‐O‐glucosid  ‐7 %, für Quercetin‐O‐glucuronid  ‐16 % und schließlich für Chrysoeriol +18 

%. 

Der Unterschied für Aspalathin beträgt unter diesen Bedingungen ‐30 %. 

2.5.2 Analyse authentischer Plasmaproben 

Bei  der  Analyse  authentischer  Plasmaproben  traten  gravierende  Probleme  auf,  wie  die 

nachfolgenden Diagramme (Abb. 34) am Beispiel des Probanden PEH zeigen.  

Jeweils  drei  Plasmaproben  (Nüchternprobe,  nach  1,5 h  und  3 h)  je  verabreichtes  Prüfprodukt 

(Placebo, Teeaufguss und bioaktive  Fraktion  [hier nicht dargestellt]) wurden nach der optimierten 

Aufarbeitungsmethode (siehe 2.5 Zusammenfassung) aufgearbeitet und per HPLC‐ESI‐MSn analysiert. 

 

 

 

 

 

Abb. 33: Überprüfung der Reproduzierbarkeit am Beispiel von Orientin und Isovitexin 
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Bei Betrachtung des Diagramms für das Prüfprodukt Teeaufguss fällt auf, dass in der Nüchternprobe 

entgegen  den  Erwartungen  charakteristische  Rooibosinhaltsstoffe wie  Aspalathin,  Isoorientin  und 

Isovitexin nachzuweisen sind.  

Dieses  führt  wie  im  Falle  des  Isoorientins  auch  teilweise  dazu,  dass  eine  stetige  Abnahme  der 

detektierten Peakflächen von Messzeitpunkt zu Messzeitpunkt zu beobachten  ist. Insbesondere der 

Nachweis des Dihydrochalkon‐C‐glucosids Aspalathin ist äußerst verwunderlich, da diese Verbindung 

bisher  ausschließlich  im  Rooibos  identifiziert  wurde  und  daher  nicht  in  der  Nüchternprobe  zu 

erwarten ist.  

Auch  im  Prüfprodukt  Placebo  lassen  sich  bei  diesem  Probanden  unverständlicherweise  zu  jedem 

Zeitpunkt größere Mengen typischer Rooibosbestandteile, u. a. auch Aspalathin, bestimmen.  

Dieses  hat  teilweise  zur  Folge,  dass  beispielsweise  die  detektierte  Peakfläche  für  Isovitexin  im 

Placebo deutlich größer ist als im Teeaufguss. 

Zur Problemlösung und Vorbeugung von Kontaminationen im Laufe der Aufarbeitung wurden diverse 

Verbesserungen und Optimierung der bestehenden Methodik vorgenommen: 

 vor Aufarbeitung  zusätzliches Waschen der Probengefäße durch Ausspülen mit Ethylacetat 

unter Ultraschallbehandlung neben dem obligatorischen Reinigen in der Spülmaschine  

 zur  Erfassung  von  Kontaminationen  durch  die  zugesetzten  Reagenzien  regelmäßiges 

Aufarbeiten eines Leerwerts (Substitution von Plasma durch H2O) 

 regelmäßige  Blankmessungen  während  einer  Messsequenz  zur  Erfassung  von 

Analytverschleppungen und gleichzeitiger Reinigung des Säulenmaterials 

 Verlängerung  des  Spülschritts  innerhalb  der  Messmethode  zur  Vermeidung  von 

Analytverschleppung 

Abb.  34:  Graphische  Darstellung  der  für  die  Proben  des  Probanden  PEH  bestimmten  Peakflächen  in
Abhängigkeit vom Blutabnahmezeitpunkt
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 Spülen  der  Injektionsschleife  mit  einem  Gemisch  aus  ACN/DMF/H2O  zur  vollständigen 

Entfernung von Analytrückständen 

 Verwendung einer neuen HPLC‐Säule 

Insbesondere die Anschaffung einer neuen HPLC‐Säule führte zum Durchbruch. Zur Kontrolle wurden 

erneut Plasmaproben des Probanden PEH aufgearbeitet und ausgewertet (Abb. 35). 

Es  ist  ersichtlich,  dass  in  allen  Prüfprodukten  (Teeaufguss  hier  nicht  aufgeführt)  in  den 

Nüchternproben keine rooibosspezifischen Verbindungen nachzuweisen sind. 

Die resultierenden Kurven bei Verabreichung von bioaktiver Fraktion zeigen den zu 

 erwartenden Verlauf: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ein Vergleich der Ergebnisse  für  Isoorientin und  Isovitexin nach Messung auf alter und neuer Säule 

zeigt, dass die detektierten Peakflächen auf  letzterer wesentlich niedriger  sind und das Maximum 

deutlich früher erreicht wird. 

Nach Durchlaufen eines Maximums nach 1,5 h für die hier aufgeführten vier Verbindungen setzt die 

Auswaschphase  ein,  so  dass  sich  beim  letzten  Blutabnahmezeitpunkt  nach  8 h  keine  Ziel‐

verbindungen mehr nachweisen lassen. 

Im  Placebo  liegen  mit  Ausnahme  des  Rutins  an  den  untersuchten  Zeitpunkten  keine 

Zielverbindungen  vor. 

2.6 Entwicklung einer Aufarbeitungsmethode zur Urinanalytik 

Bei  der  Entwicklung  einer Methode  zur  Urinanalytik  wurde  ähnlich  verfahren  wie  beim  Plasma. 

Getestet wurden die in Tab. 13 aufgeführten Methoden. Zum Einsatz kam der in Tab. 10 aufgelistete 

Mischstandard. 

 

Abb.  35:  Graphische  Darstellung  der  für  die  Proben  des  Probanden  PEH  bestimmten  Peakflächen  in
Abhängigkeit vom Blutabnahmezeitpunkt unter Verwendung der neuen HPLC‐Säule
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Tab. 13: Übersicht über die getesteten Methoden zur Urinaufarbeitung 

Methode  Typ  Extraktions‐ bzw. Elutionsmittel Literaturstelle 

1  Direktextraktion  2 x Ethylacetat  Warden et al.,2001 

2  Direktmessung  entfällt  Mullen et al., 2004 

3  Festphasenextraktion  Methanol  Roura et al., 2005 

4  Festphasenextraktion  Methanol  Miyake et al., 2000 

 

Es  zeigte  sich,  dass  eine  Direktmessung  des  Urins  aufgrund  fehlender  Probenkonzentrierung  und 

selektiver  Extraktion  der  Zielverbindung  aus  der  Matrix  ungeeignet  ist.  Direktextraktion  mit 

Ethylacetat und Festphasenextraktion mit Methanol erwiesen sich durch hohe Wiederfindungsraten 

der  Bestandteile  des  Mischstandards  als  günstige  Verfahren,  wobei  ähnlich  der  Ergebnisse  der 

Methodenentwicklung für die Plasmauntersuchung letzteres Verfahren Vorteile in der Erfassung von 

Aspalathin  und  Glucuroniden  bietet.  Nichtsdestotrotz  wurden  beide  Aufarbeitungstechniken  im 

nächsten Schritt in ihren Parametern optimiert. Tab. 14 gibt hierzu einen Überblick. 

 
Tab. 14: Überblick über die im Rahmen der Methodenentwicklung überprüften Parameter 

Nr.  Typ  Modifizierung von  Parameter 

1  Direktextraktion  Extraktionszeit  1) 0 min, 2) 15 min, 3) 30 min 

2  Direktextraktion 
Rückstandsauf‐

nahmebedingungen 

1)   ACN/H2O (1/1), 

2)   ACN/H2O/DMF (3/4/3) 

3  Direktextraktion 
Extraktionsmittel 

(zweiter Extraktionsschritt) 

1) EtOAc/DMF (2/1) 

2) EtOAc/DCM (3/1) 

3) EtOAc/n‐ButOH (3/1) 

4  Direktextraktion  Nr. 2 & 3 
1)   Extraktion: EtOAc/DMF (2/1), 

  Rückstand: ACN/H2O/DMF (3/4/3) 

5  SPE 
Elutionsmittel 

 

1)  1 x MeOH, 1 x DMF 

2)  1 x MeOH/DMF (1/1) 

3)   1 x MeOH, 1 x EtOAc 

4)  1 x MeOH/EtOAc (1/1) 

 

Eine Gesamtübersicht über die erhaltenen Ergebnisse liefert Abb. 36.  
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 Abb.  36:  Gesamtgraphik  der  Flavonoidextraktion  im  Rahmen  der Methodenentwicklung  für  die
Urinanalytik 
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2.6.1 Aufarbeitung durch Direktextraktion 

Abb. 36 wird  im  Folgenden  detaillierter  dargestellt  und  nachfolgend  das Hauptaugenmerk  auf  die 

Ergebnisse der Ethylacetatextraktion gerichtet. 

 

 
Abb. 37: Übersicht über die extrahierten Flavonoidanteile mit Ethylacetatextraktion 

 

Der größte Anteil an Flavonoiden (Abb. 37), ausgedrückt als Verhältnis des Anteils von extrahiertem 

Flavonoid zu dessen Anteil im Mischstandard, konnte bei den Aufarbeitungen mittels Extraktion mit 

Ethylacetat durch Zugabe von Phosphatpuffer (pH 6,8) zum Urin erzielt werden. Allerdings  ist diese 

Methode  zur Erfassung von Glucuroniden und Aspalathin als Hauptflavonoid des Rooibos  schlecht 

geeignet.  

Mit  Ausnahme  von  Luteolin‐O‐glucuronid,  Eriodictyol  und  Chrysoeriol  ist  eine  Extraktion  der 

restlichen Flavonoide mit Wiederfindungen von 43‐74 % mit einem Gemisch von Ethylacetat und n‐

Butanol (3/1; v/v) möglich. 

Allerdings gilt es zu beachten, dass Luteolin‐O‐glucuronid generell mit allen Aufarbeitungen auf Basis 

einer Direktextraktion des Urins nur wenig bis gar nicht, mit n‐Butanol aber wenigstens zu 5 % erfasst 

werden konnte. Die besten Ausbeuten bezüglich dieses Bestandteils  liefert allerdings mit 36 % das 

Gemisch aus Ethylacetat und Dimethylformamid im Verhältnis 3/1 (v/v), während die Ausbeuten der 

anderen Komponenten des Mischstandards  im Vergleich zu den anderen getesteten Elutionsmitteln 

jedoch deutlich geringer sind. 

Im  Mittel  sind  die  Anteile  extrahierter  Flavonoide  durch  Extraktion  mit  einem  Gemisch  aus 

Ethylacetat und n‐Butanol am höchsten.  

Die Verlängerung der Extraktionsdauer (0 → 15 → 30 min) bringt  im Gegensatz zu den Ergebnissen 

der Methodenentwicklung zur Plasmaanalytik keine Vorteile für die Erfassung der im Mischstandard 

enthaltenen  Flavonoide.  Teilweise  ist  sogar  eine  stetige  Abnahme  der  extrahierten  Anteile  mit 

zunehmender  Extraktionsdauer  zu  beobachten  (z.B.  im  Fall  des  Isoorientins,  Orientins  oder 

Aspalathins). 
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Abb. 38: Übersicht über die extrahierten Flavonoidanteile bei veränderten Aufnahmemedien 

 

Abb. 38 gibt eine Zusammenfassung der Ergebnisse bei veränderten Wiederaufnahmebedingungen 

des nach Einengen im Stickstoffstrom erhaltenen Rückstands. 

Die  Erhöhung  des  Anteils  von  Acetonitril  von  10 %  (EtOAc‐Extraktion:  Extraktionszeit  t0)  auf  ein 

Verhältnis  von  Acetonitril  und  Wasser  1/1  (v/v)  zur  Wiederaufnahme  bewirkt  eine  deutliche 

Verbesserung des Rücklösens der extrahierten Flavonoide.  Insbesondere  im Fall des Orientins und 

des Aspalathins lassen sich die Ausbeuten deutlich steigern. 

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Methodenentwicklung mit Plasma  ist mit einem Gemisch aus 

Acetonitril/Wasser/Dimethylformamid (3/4/3; v/v/v) keine Verbesserung zu erzielen. Gleiches gilt für 

die Kombination der Extraktion mit einem Gemisch aus Ethylacetat und Dimethylformamid (2/1; v/v) 

und Aufnahme des Rückstands mit Acetonitril/Wasser/Dimethylformamid (3/4/3; v/v/v). 

2.6.2 Aufarbeitung durch Festphasenextraktion 

Die  Aufarbeitung  der  Flavonoide  mittels  Festphasenextraktion  zeigt  besonders  gute  Wieder‐

findungen für die Glucuronide sowie Aspalathin und Orientin.  

Allgemein  ist  anzumerken,  dass  die  im  Verhältnis  1/1  (v/v)  gemischten  Elutionsmittel  höhere 

Extraktionsraten  als  die  aufeinanderfolgende  Elution mit  beiden  Lösungsmitteln  (Abb.  39)  liefern. 

Eine  Ausnahme  stellt  hier  nur  die  Elution  von  Eriodictyol mit  zuerst Methanol  und  anschließend 

Dimethylformamid  dar,  die  sich  mit  einer  Extraktionsrate  von  73 %  deutlich  von  den  anderen 

getesteten SPE‐Methoden abhebt. 

Die Elution mit einem Gemisch aus Methanol und Dimethylformamid im Verhältnis 1/1 (v/v) zeigt die 

höchsten Ausbeuten  für Quercetin‐O‐glucuronid, Orientin  und Aspalathin.  Ähnliches  gilt  für  Rutin 

und  Luteolin‐O‐glucuronid.  Bei  Verwendung  eines  Gemisches  aus  Methanol  und  Ethylacetat 

(1/1; v/v)  liegt  der  vom  Kartuschenmaterial  eluierte  Flavonoidanteil  für  Quercetin‐O‐glucuronid, 

Orientin  und  Aspalathin  ebenfalls  bei  rund  100 %,  jedoch  geringer  als  beim  Methanol‐

Dimethylformamid‐Gemisch.  Vorteile  liegen  mit  diesem  Elutionsmittel  in  der  Erfassung  von 

Quercetin‐O‐galactosid.  Luteolin‐O‐glucuronid und Rutin wurden bei beiden Methoden  in gleichen 

Mengen wiedergefunden. 
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Abb. 39: Übersicht über die mittels SPE extrahierten Flavonoidanteile 

 

Mit der wenig aufwendigen Methode 4, die lediglich eine Vorkonditionierung und Waschschritte mit 

Oxalsäure umfasst, konnten die Glucuronide und Eriodictyol nicht nachgewiesen werden; bei allen 

anderen Flavonoiden  lag die Wiederfindung  in einem Bereich von 38 % bis 72 %. Damit weist diese 

Methode im Bereich der SPE‐Extraktionen die höchsten Extraktionsraten für Isovitexin, Quercetin‐O‐

galactosid und Chrysoeriol auf. 

Großer Nachteil   der SPE‐Extraktion bleibt aber die  lange Trocknungszeit  im Stickstoffstrom. Durch 

Optimierung des Gasflusses könnte ein Zeitgewinn ermöglicht werden. 

2.6.3 Schlussbetrachtung 

Abb. 40 gibt einen Überblick über die besten Extraktionsmethoden. 

Mit  der  Solid  Phase  Extraction  (SPE)  bei  Elution  mit  einem  Gemisch  aus  Methanol  und 

Dimethylformamid  sowie  Methanol  und  Ethylacetat  in  gleichen  Anteilen  sind  die  höchsten 

Ausbeuten  für  die Glucuronide  von  Luteolin  und Quercetin  sowie  für  Aspalathin  und Orientin  zu 

verzeichnen.    Die  Flavonoide  Quercetin‐O‐galactosid  sowie  ‐glucosid,  Eriodictyol,  Chrysoeriol  und 

Isovitexin werden besonders gut mit der Direktextraktion unter Verwendung von Ethylacetat sowie 

Pufferung der Probe mit Phosphatpuffer  (pH 6,8) erfasst. Dabei bietet  sich  zur Konzentrierung die 

Wiederaufnahme  der  eingeengten  Probe mit  100 µL  eines Gemisches  aus Acetonitril  und Wasser 

(1/1; v/v) an. 

Zusammenfassend ergibt sich damit das in Abb. 41 dargestellte Fließschema zur Urinaufarbeitung. 
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Abb. 40: Übersicht über die mittels EtOAc‐Extraktion mit Phosphatpuffer, SPE mit MeOH/EtOAc‐Elution und SPE 
mit MeOH/DMF‐Elution extrahierten Flavonoidanteile 
 

 
Abb. 41: Fließschema zur optimierten Urinaufarbeitung 
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3. Metabolisierung und Suche nach möglichen Stoffwechselprodukten  

Flavonoide können  im Allgemeinen  in der  zugeführten Form nicht vom Organismus aufgenommen 

werden,  da  es  sich  um  höhermolekulare  bzw.  nur  schwer  wasserlösliche  Verbindungen  handelt. 

Flavonoide  unterliegen  daher  im  Körper  an  verschiedenen  Orten  biochemischen  Um‐  und 

Abbauprozessen. Der Fremdstoffmetabolismus findet vor allem in der Leber, aber auch in Darm und 

Niere statt. Ziel dieser Prozesse ist die Verbesserung der Ausscheidung aus dem Körper.  

Dabei  unterscheidet  man  Phase‐I‐Reaktionen  (Funktionalisierung)  und  Phase‐II‐Reaktionen 

(Hydrophilisierung).  Zu  den  Reaktionen  der  Phase  I  gehören  beispielsweise Oxidationsreaktionen, 

Reduktionsreaktionen  und  Hydrolyse.  Phase‐II‐Reaktionen  sind  beispielsweise  Glucuronsäure‐

Konjugationen,  Aminosäure‐Konjugationen,  Sulfatierungen  und  Acetylierungen,  die  vorwiegend  in 

der Leber stattfinden (Tab. 15). In der Tabelle finden sich auch die resultierenden Massendifferenzen, 

die  im  Rahmen  der  HPLC‐MSn‐Analytik  bei  der  Fragmentierung  der  entsprechenden  Metabolite 

beobachtet werden. 
 

Tab. 15: Phase‐II‐Reaktionen im Detail 

 
 

Auch Dickdarmbakterien besitzen Glykosidasen, Glucuronidasen und Sulfatasen, die zur Bildung der 

Aglykone führen. Somit ist durch die im Dickdarm ansässige Mikroflora eine Spaltung der Flavonoide 

zu niedermolekolaren, phenolischen Verbindungen möglich, die  in dieser Form ebenfalls  resorbiert 

werden können.  

Verdauungsvorgänge  im Magen‐Darm‐Trakt haben daher die Aufgabe, mit der Nahrung zugeführte 

Stoffe  durch  hydrolytische  Spaltung  zu  einer  für  die  anschließende  Absorption  im  Dünndarm 

geeigneten Form abzubauen. Die bei der Hydrolyse der Nahrungsstoffe entstehenden monomeren 

Einheiten können von den Zellen der Dünndarmmukosa absorbiert werden und gelangen so  in die 

Blutbahn bzw. das Lymphsystem, von wo aus sie über den gesamten Organismus verteilt werden. 

Insbesondere die Bioverfügbarkeit des Flavonols Quercetin wurde in vergangenen Studien eingehend 

untersucht, da Quercetin und seine Glucoside  in der Pflanzenwelt weit verbreitet sind. Hinsichtlich 

der Bioverfügbarkeit und Metabolisierung von Flavonolen gibt es  in der Literatur viele kontroverse 

Veröffentlichungen. Bei einer der ersten Studien vor etwa 30  Jahren, konnten Gugler et al.  (1975) 

nach Verabreichung von 4 g Quercetin weder im Blutplasma noch im Urin das intakte Flavonol oder 

Konjugate detektieren und schlossen daraus auf eine maximale Absorption von < 1%. Im Gegensatz 

dazu kommt eine neuere Studie von Hollman et al.  (1995) nach oraler Aufnahme von gedünsteten 

Zwiebeln,  die  verschiedene Quercetinglucoside  enthalten,  zu  dem  Ergebnis,  dass  bis  zu  52 %  der 



45 

 

applizierten Dosis resorbiert werden. Dabei konnten Metabolite wie Quercetin‐3‐O‐glucuronid, 3‐O‐

Methylquercetin‐3‐O‐glucuronid sowie Quercetin‐3‐O‐sulfat im Serum identifiziert werden. Lediglich 

in einer Studie gelang der Nachweis eines unveränderten Quercetin‐3‐glucosids [Mullen et al., 2004]. 

Einschlägig bekannt  ist weiterhin, dass während des Metabolismus  im Körper phenolische Säuren, 

wie  3,4‐Dihydroxyphenylessigsäure,  3‐Methoxy‐4‐Hydroxyphenylessigsäure  und  3‐Hydroxyphenyl‐

essigsäure aus Flavonolen gebildet werden [Olthof et al., 2003].  

Hauptausscheidungswege  sind die  renale und biliäre Exkretion.  Lipophile Substanzen müssen dazu 

erst  metabolisiert  werden.  Polare  Moleküle  mit  einem  Molekulargewicht  < 300‐500 D  werden 

zumeist über die Niere ausgeschieden, größere Substanzen mit einem Molekulargewicht von > 300‐

500 D und einer polaren Gruppe bevorzugt über die Galle. Daher kann es  im Dünndarm  ‐  teilweise 

auch  erst  nach  Dekonjugation  der  Phase‐II‐Metaboliten  ‐  zu  einer  Rückresorption  dieser 

Verbindungen kommen. Dieser sogenannte enterohepatische Kreislauf vermindert die Wirkung einer 

Fremdsubstanz, da so ein erheblicher Teil der Dosis im Kreislauf gefangen sein kann. 

 

Für  die  gezielte  Suche  nach  möglichen  Metaboliten  der  Inhaltsstoffe  von  Holunderblüten  und 

Rooibos war es notwendig, alle möglichen Phase‐I‐ und  II‐Metabolite zusammenfassend aufzulisten 

und darzustellen. Die unteren Abbildungen zeigen mögliche Phase‐I‐ und II‐Metabolite des Aglykons 

Quercetin, welches in Holunderblüten zu einem hohen Anteil sowie auch im Rooibos in glykosidisch 

gebundener Form vorkommt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 42: Phase‐I‐Metabolite des Quercetins (Beispiele) 
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Die erarbeitete Datenauflistung zur Erfassung möglicher Metabolite enthält alle wichtigen in Rooibos 

und  Holunderblüten  vorkommenden  Flavonoide.  Zusätzlich  sind  dort  molekulare  Massen  von 

Metaboliten aufgeführt, die aus diesen Verbindungen während des Metabolismus entstehen können 

wie  bspw.  Glucuronide,  Sulfate,  Methylierungsprodukte  oder  auch  Ringspaltungsprodukte  wie 

Phenylessigsäure oder Benzoesäure.  

Anhand dieser Datenauflistung konnte nach mehr als 100 Verbindungen anhand ihrer Massen gezielt 

gesucht werden. 

3.1 Studien mit Rooibos: Literatur 

Mit den  im Rooibos  zahlreich vertretenen Flavon‐C‐glykosiden wurde bereits eine Studie  zu deren 

Metabolismus durchgeführt  [Zhang et al., 2007b]. Danach werden die vier untersuchten  Flavon‐C‐

glucoside  (Isoorientin,  Orientin,  Isovitexin  und  Vitexin)  nur  sehr  schlecht  im  Gastrointestinaltrakt 

resorbiert; rund 50 % der vier C‐glucoside werden unverändert mit dem Stuhl ausgeschieden.  

Neben  der  Exkretion  in  ihrer  unveränderten  Form  wurde  der  restliche  Teil  der  Dosis  als 

Abbauprodukte  nach  Deglykosylierung  und  Ringöffnung  des  heterocyclischen  C‐Rings  durch  die 

Mikroflora des Dickdarms ausgeschieden. Als Beispiel zeigt Abb. 44 den Abbau von Isovitexin zu den 

niedermolekularen Abbauprodukten Phloroglucinol und Phloretinsäure. Ähnliche Reaktionen  lassen 

sich für die restlichen Flavon‐C‐glucoside aufstellen. 

 

Abb. 43: Phase‐II‐Metabolite des Quercetins (Beispiele) 



47 

 

 
Abb. 44: Abbau von Isovitexin zu niedermolekularen Produkten 

 

Flavonol‐O‐glykoside können nach Abspaltung des Zuckerbausteins  im Dünndarm resorbiert und als 

Glucuronid oder nach Abbau  im Dickdarm zu niedermolekularen Produkten ausgeschieden werden 

(Abb. 45). Daneben ist die Ausscheidung auf diesen beiden Wegen auch erst nach Methylierung des 

Aglykons möglich [Rechner et al., 2002]. 

 

 
Abb. 45: Schematische Übersicht über den postulierten Metabolismus von Flavonol‐O‐ 
Glykosiden (Rechner et al., 2002) 
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Die entstehenden niedermolekularen Abbauprodukte können daneben auch im Dickdarm resorbiert 

werden  und  lassen  sich  daher  auch  im  Urin  in  größeren  Mengen  nachweisen.  Zumeist  ist  ihre 

Konzentration  im Urin höher als die der  intakten Flavonoide  [Gonthier et al., 2003]. Grundsätzlich 

handelt es sich bei den entstehenden Verbindungen hauptsächlich um Derivate der Phenylpropion‐, 

Phenylessig‐ und Benzoesäure mit verschiedenen Hydroxylierungsmustern. 

Beim  bereits  gut  untersuchten  Quercetin  ist  vermutlich  der  Zuckerrest  ein  wichtiger  Faktor  für 

dessen  Bioverfügbarkeit.  Während  Quercetin‐3‐O‐glucosid  und  Quercetin‐4‘‐O‐glucosid  sofort 

resorbiert wurden, geschah dieses nicht bei Rutin (Quercetin‐3‐O‐rutinosid). Dessen Bioverfügbarkeit 

liegt trotz höherer Zufuhr nur bei 20 % von der des Quercetin‐4‘‐O‐glucosids [Hollman et al., 1997; 

Olthof et al., 2000].  

Verantwortlich  für  die  Deglykosilierung  von  Quercetin‐O‐glykosiden  sind  β‐Glykosidasen  (z.B. 

Lactase‐Phlorizin Hydrolase  (LPH)  und  Cytosolische β‐Glucosidase  (CBG)),  die  in  der  Bürsten‐

saummembran  des  Dünndarms  lokalisiert  sind  [Day  et  al.,  2003;  Németh  et  al.,  2003].  In  einer 

weiteren  Studie wurde  die  Fähigkeit  zellfreier  Extrakte  aus menschlichem  Dünndarm  untersucht, 

verschiedene (Iso)flavonoid‐O‐glykoside zu deglykosilieren [Day et al., 1998]. Quercetin‐4‘‐O‐glucosid 

sowie Naringenin‐  und Apigenin‐7‐O‐glucosid wurden  dabei  sofort  gespalten, während Quercetin‐

3,4‘‐di‐O‐glucosid, Quercetin‐ und Kämpferol‐3‐O‐glucosid  sowie Quercetin‐3‐ und Naringenin‐7‐O‐

rhamnoglucosid unverändert blieben.  In  einer  ähnlichen  Studie  an Ratten unter  Testung  von  fünf 

Quercetin‐O‐glykosiden  mit  einem  in  situ  Darmperfusionsmodell  ging  die  Abnahme  des  Gehalts 

intakter Quercetin‐O‐glykoside mit dem verstärkten Auftreten von  freiem Aglykon  im Perfusat und 

konjugierten Metaboliten des Quercetins im Plasma einher [Arts et al., 2004].   

Die  unterschiedliche  Bioverfügbarkeit  von  verschiedenen  Quercetin‐O‐glykosiden  lässt  sich  daher 

zusammenfassend  mit  der  Substratspezifität  der  Enzyme  erklären.  Ähnliche  Verhältnisse  liegen 

vermutlich auch bei anderen Flavonoiden vor. 

Es wurde bereits eine Humanstudie mit 10 Probanden unter Verabreichung von fermentiertem und 

grünem Rooibos durchgeführt [Stalmach et al., 2009]. Per HPLC‐MSn konnten acht Metabolite im Urin 

identifiziert  werden.  Dabei  handelte  es  sich  um  O‐methylierte,  sulfatierte  und  glucuronidierte 

Metabolite  des  Aspalathins  und  ein  Eriodictyol‐O‐sulfat.  Das  Hauptausscheidungsprodukt  nach 

Verabreichung von unfermentiertem Teegetränk war methyliertes und glucuronidiertes Aspalathin, 

dasjenige nach Verabreichung des fermentierten Teegetränks Eriodictyol‐O‐sulfat. Der Hauptteil der 

Metabolite des Aspalathin wurde innerhalb von 5 h nach Teegabe ausgeschieden. Im Plasma konnten 

keine Metabolite von Flavonoiden detektiert werden. 

Neben einer Humanstudie wurde ein Tierversuch mit oraler Gabe von einem aus unfermentiertem 

Rooibos hergestellten Extrakt an Schweinen über einen Zeitraum von 11 Tagen durchgeführt [Kreuz 

et  al.,  2008].  Per  HPLC‐MSn  konnten  insgesamt  sechs  Verbindungen  identifiziert  werden:  neben 

unverändertem  Aspalathin  gelang  der  Nachweis  von  methyliertem,  glucuronidiertem  sowie 

glucuronidiertem und methyliertem Aspalathin, einem glucuronidierten Aglykon von Aspalathin und 

einem Metaboliten  des  Eriodictyols.  Im  Plasma  konnten  keine Metabolite  des  Aspalathins  sowie 

unverändertes Aspalathin nachgewiesen werden.  
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4.  Analyse authentischen Probenmaterials 

4.1 Qualitative und erste quantitative Analyse der Urinproben 

In  Abb. 46  sind  Extracted  Ion  Chromatogramme  (EIC)  nach  Aufarbeitung  einer  Urinprobe  des 

Probanden „ONR“ abgebildet. Mit Hilfe der EIC ist eine gezielte Suche nach spezifischen Metaboliten 

möglich, da sich aufgrund des bei Urinproben komplexen Total  Ion Chromatogramms (TIC) und der 

nur im Spurenbereich auftretenden Metabolite eine Identifizierung andernfalls schwierig gestaltet. In 

der Regel liegen je nach ihrer Konzentration keine diskreten Peaks vor. 

 
Abb. 46: EIC nach Aufarbeitung einer Urinprobe eines Probanden 

 

In Tab. 16 sind die identifizierten Metabolite des Aspalathins aufgeführt. Im Einzelnen konnten neben 

unverändertem Aspalathin insgesamt drei verschiedene Metabolite dieser Verbindung (methyliertes, 

glucuronidiertes  sowie methyliertes  und  glucuronidiertes  Aspalathin)  nachgewiesen  werden.  Das 

Molekülion  [M‐H]‐ 641 m/z  konnte  bei  zwei  unterschiedlichen  Retentionszeiten  nachgewiesen 

werden,  was  auf  Konstitutionsisomere  hindeutet.  Daneben  gelang  auch  die  Erfassung  zweier 

Metabolite  des  Aglykons  von  Aspalathin  (2‘,3,4‘,4,6‘‐pentahydroxydihydrochalkon).  Bei  diesen 

Verbindungen handelt es sich um das glucuronidierte und sulfatierte Aglykon.  

Mit Phloretin‐O‐glucuronid war zudem die Detektion eines Metaboliten des Aglykons von Nothofagin 

möglich.  Unverändertes  Nothofagin  als  weiteres  neben  Aspalathin  in  Rooibos  enthaltenes 

Dihydrochalkon ließ sich nicht identifizieren.  

Mögliche chemische Strukturen einiger nachgewiesener Metabolite sind  in Abb. 47 dargestellt. Die 

genauen  Verknüpfungspositionen  von Methyl‐Gruppe  und  Glucuronsäure  am  Aglykon  lassen  sich 

anhand der HPLC‐MSn‐Daten nicht bestimmen. Dazu  ist eine Strukturaufklärung  in Form von NMR‐

Experimenten (2D‐Messungen) nötig. 

 

 

Tab. 16:  Tab. 16: Ausgewählte im Urin identifizierte Metabolite des Aspalathins bzw. Nothofagins 
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Abb. 47: Mögliche Strukturen identifizierter Metabolite des Aspalathin 

 

Zusätzlich  ließen  sich  auch  charakteristische  Abbauprodukte  von  Flavon‐C‐glucosiden  zu  jedem 

Messzeitpunkt  nachweisen.  Es  handelt  sich  dabei  u.a.  um  Phloroglucinol,  Phloretinsäure  und 

Hydrokaffeesäure (siehe 3.1 Studien mit Rooibos: Literatur)  

Als weitere  typische Metabolite  im Urin  konnten Hippursäure und Methylhippursäure  identifiziert 

werden.    Schon  in  einigen  Studien  konnte  gezeigt werden, dass die  Zufuhr  von Polyphenolen mit 

einem  Anstieg  der  Konzentration  an  Hippursäure  und  phenolischen  Säuren  im  Urin  einhergeht 

(Mulder et al., 2005). 

Eine Übersicht des Bildungswegs  von Hippursäure  aus  Flavonoiden bietet Abb. 48  (Rechner et al., 

2002).  

Die  großen  Peakflächen  detektierter  phenolischer  Abbauprodukte  in  den  bereits  untersuchten 

Urinproben  im Vergleich  zu  intakten  Flavonoiden  legten die Vermutung nahe, dass dieses  auf die 

schlechte Resorption unveränderter Flavonoide im Dünndarm zurückzuführen ist.  

 
Abb. 48: Schematische Übersicht über den postulierten Bildungsweg von Hippursäure aus Polyphenolen 

 
Darüber hinaus wurden Eriodictyol‐, Quercetin‐, Luteolin‐, Isorhamnetin‐, Apigenin‐ und Naringenin‐

O‐glucuronid nachgewiesen. Die Bildung von Naringenin‐O‐glucuronid  ist prinzipiell aus Nothofagin 

über  Naringenin  auf  zwei  Wegen  möglich:  zum  einen  nach  Deglykosylierung  zum  Aglykon  des 

Nothofagins und anschließendem Ringschluss,  zum anderen nach Ringschluss  zum Naringenin‐6‐C‐

glucosid und anschließender Deglykosylierung (Abb. 49).  
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Solche  Umsetzungen  sind  auch  für  Aspalathin möglich.  Über  beide  Reaktionswege  entsteht  hier 

Eriodictyol, das im Körper zum Eriodictyol‐O‐glucuronid metabolisiert werden kann. Es wurde bereits 

darüber  berichtet,  dass  Eriodictyol‐C‐glucosid  während  des  Fermentationsprozesses  über  die 

Oxidation  von  Aspalathin  gebildet  wird  (Marais  et  al.,  2000).  Bestätigen  lässt  sich  der  erste 

Reaktionsschritt zur Bildung von Naringenin‐ bzw. Eriodictyol‐C‐glucosid auch durch  Inkubation von 

isoliertem  Nothofagin  bzw.  Aspalathin  zur  Simulation  fermentativer  Bedingungen,  wobei  die 

Bräunungsreaktion bei Nothofagin aufgrund des Fehlens der Hydroxyfunktion am B‐Ring im Vergleich 

zum Aspalathin weniger stark ausgeprägt ist [Krafczyk et al., 2009].   

Dass  Eriodictyol‐O‐glucuronid  nicht  nur  nach  Verabreichung  von  Teeaufguss,  sondern  auch  von 

bioaktiver  Fraktion  nachgewiesen  werden  konnte,  zeigt,  dass  die  Oxidation  des  Aspalathins 

vermutlich  nicht  nur während  fermentativer  Prozesse,  sondern  auch  in  vivo  ablaufen  kann  (siehe 

1.1.2 Lagerungsversuche). Die verabreichte bioaktive Fraktion enthielt nativ kein Eriodictyol bzw.  ‐

glykoside  (wie  z.B.  R/S‐Eriodictyol‐6/8‐C‐glucosid),  aus  denen  sich  Eriodictyol‐O‐glucuronid  im 

Rahmen der Metabolisierung bilden könnte (Abb. 50). 

 
Abb. 49: Bildung von Naringenin‐O‐glucuronid aus Nothofagin 

 

 
Abb. 50: HPLC‐DAD‐Chromatogramm der bioaktiven Fraktion (354 nm) 

 

Hauptmetabolit des Aspalathins ist das O‐methylierte Aspalathin. Es wird über den längsten Zeitraum 

mit  dem  Urin  ausgeschieden.  Anhand  des  Diagramms  in  Abb. 51  ist  am  Beispiel  des  Probanden 

„ONR“  zu  erkennen,  dass Methylaspalathin  insbesondere  nach  Verabreichung  von  Teeaufguss  in 

großen Mengen  nachweisbar  ist  und  dessen Maximum  nach  2 ‐ 4 h  erreicht wird, während  nach 

Verabreichung der bioaktiven Fraktion die detektierten Peakflächen zumindest für die untersuchten 

Urinproben deutlich geringer sind und das Maximum später auftritt.  
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Abb. 51: Graphische Auftragung von detektierter Peakfläche gegen den Urinsammelzeitraum 

 
Das rechte Diagramm zeigt den zeitlichen Verlauf der detektierten Peakflächen des   unveränderten 

Orientins und Aspalathins. Für beide Substanzen werden sowohl nach Verabreichung der bioaktiven 

Fraktion  als  auch  nach  der  des  Teeaufgusses  die Maxima  nach  2 ‐ 4  h  erreicht.  Die  ermittelten 

Peakflächen sind dabei nach Gabe der bioaktiven Fraktion im Vergleich zum Teeaufguss größer. 

Aufgrund  der  hohen  Gehalte  an  methyliertem  Aspalathin  ist  das  antioxidative  Potential  dieser 

Metabolite  im  Vergleich  zum  intakten  Aspalathin  von  großem  Interesse.  Die  Synthese  dieser 

Verbindungen  ist  auf  enzymatischem Weg  möglich  (Standards  kommerziell  nicht  erhältlich).  Zur 

Isolierung  der  entstandenen  Produkte  bietet  sich  eine  HSCCC‐Trennung  mit  nachgeschalteter 

Aufreinigung  durch  präperative  HPLC  an  (Ergebnisse  im  Rahmen  des  Abschlussberichts  nicht 

vorgestellt).  

4.1.1 Zusammenfassung der Urinanalytik 

Aufgrund des Nachweises großer Mengen von Methylaspalathin als Ausscheidungsprodukt scheint 

die Methylierung ein wichtiger Konjugationsweg des Aspalathins zu sein. Hier wäre zu eruieren, wie 

sich das antioxidative Potential dieser Verbindung gegenüber dem des unveränderten Aspalathins 

verhält. Als weiteres Hauptausscheidungsprodukt ist Aspalathin an sich zu nennen. Dieses zeigt, dass 

die Absorption im Dünndarm als C‐Glucosid in unveränderter Form möglich ist. 

Aufgrund der sehr stabilen C‐C‐Bindung zwischen Zucker und Aglykon sind Deglykosilierungen bei C‐

Glykosiden  selten.  Dass  diese  Spaltung  dennoch  möglich  ist,  beweist  der  Nachweis  des 

glucuronidierten  Aglykons  von  Aspalathin.  In  der  Literatur  wurde  bereits  die  Spaltung  des  C‐

verknüpften Glykosids Mangiferin zu dessen Aglykon durch Darmbakterien beschrieben [Sanugul et 

al., 2005].   

Aufgrund des  geringen Nachweises des  glucuronidierten und  sulfatierten Aglykons  von Aspalathin 

lässt sich folgern, dass die Ausscheidung über das Aglykon keine nennenswerte Rolle spielt. 

Der Nachweis  einiger  Abbauprodukte  u. a.  von  Flavon‐C‐glucosiden  zeigt,  dass  diese  nicht  nur  in 

unveränderter  und  metabolisierter  Form,  sondern  vorwiegend  nach  Spaltung  in  Form  nieder‐

molekularer  phenolischer  Verbindungen  (siehe  3.1  Studien mit  Rooibos:  Literatur)  ausgeschieden 

werden können.  

4.2 Qualitative und quantitative Analyse der Plasmaproben 

Abb. 52 zeigt beispielhaft das ESI‐MS‐Chromatogramm einer mittels Direktextraktion aufgearbeiteten 

Plasmaprobe eines Probanden.  
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Abb. 52: ESI‐MS‐Chromatogramm nach Aufarbeitung einer Plasmaprobe 
 eines Probanden (BPC) 

 
In  den  Plasmaproben  der  Probanden  sind  bei  Verwendung  der  Direktextraktion  in  erster  Linie 

unveränderte Flavonoide nachweisbar. So  lassen sich die mengenmäßig wichtigsten Flavonoide des 

Rooibos  in  der  Regel  bei  allen  untersuchten  Probanden  detektieren.  Neben  den  in  Abb. 52 

aufgeführten Verbindungen sind das darüber hinaus vor allem Vitexin, Nothofagin sowie Luteolin‐O‐

galactosid.  

Dieses ist gerade mit Blick auf das antioxidative Potential wichtig. Im Idealfall korreliert die Menge an 

Flavonoiden im Plasma mit dem antioxidativen Potential zu einem definierten Messpunkt. Aufgrund 

ausgedehnter  Metabolisierung  von  Flavonoiden  zu  Produkten  mit  keinem  oder  geringerem 

antioxidativen Potential weichen die Ergebnisse von in vitro‐ und in vivo Studien allerdings ab [Lotito 

et al., 2006]. 

Unverändertes Rutin  konnte  bereits  im menschlichen  Plasma  in  einer  anderen  Studie nach oraler 

Gabe von 500 mg Rutin detektiert werden [Ishii et al., 2001].  

Ebenso konnte unverändertes Isoorientin und Orientin im Rahmen einer Humanstudie mit insgesamt 

sieben Probanden nach  intravenöser Verabreichung nachgewiesen werden  [Zhang et al., 2007a].  In 

einer weiteren Studie zur Metabolisierung der Flavon‐C‐glykoside Orientin,  Isoorientin, Vitexin und 

Isovitexin an Ratten konnte gezeigt werden, dass diese vier Verbindungen  im Gastrointestinaltrakt 

nur schlecht absorbiert und hauptsächlich mit dem Faeces in unveränderter Form oder nach Spaltung 

ausgeschieden werden [Zhang et al., 2007b]. 

Im  Hinblick  auf  Quercetin‐O‐glykoside  wurden  bereits  einige  Humanstudien  mit  Zwiebeln  als 

Prüfprodukt  durchgeführt.  Dabei  konnten  ausschließlich  Metabolite  des  Quercetins  (sulfatiertes, 

glucuronidiertes, zweifach glucuronidiertes, glucuronidiertes und sulfatiertes sowie glucuronidiertes 

und methyliertes Quercetin)  nachgewiesen werden  (z.B. Mullen  et  al.,  2006). Nur  in  einer  Studie 

gelang bei einem Probanden der Nachweis unveränderten Quercetin‐3‐glucosids  in Spuren  (Mullen 

et al., 2004).  

Der  Nachweis  unveränderten  Aspalathins  im  Plasma  ist  bislang  noch  nicht  in  der  Literatur 

beschrieben worden. 

Aufgrund  ihres  geringen Gehaltes  sind Metabolite wie Glucuronide oder  Sulfate  in  authentischem 

Probenmaterial durch die Direktextraktion mit der optimierten Aufarbeitungsmethode  (siehe 2.4.2 

Variation der Rückstandsaufnahme) nicht identifizierbar. 

Durch Aufarbeitung von authentischem Plasma mittels SPE kann nach Verabreichung von bioaktiver 

Fraktion  und  Teeaufguss  gezeigt  werden,  dass  im  Plasma  auch  Metabolite  wie  Glucuronide 

vorzufinden sind (Abb. 53). 
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Abb. 53: Im Plasma nach Aufarbeitung mittels SPE detektierte Metabolite (mit Strukturvorschlägen) 

 

Dieses zeigt, dass Flavonoide nicht nur  in unveränderter Form, sondern auch nach Deglykosilierung 

als Aglykon  im Dünndarm  resorbiert werden  können,  um  dann  im  Plasma  bevorzugt  als  Phase‐II‐

Metaboliten vorzuliegen. 

 Zur Quantifizierung wurden  zuerst die  theoretisch möglichen Maximalgehalte pro  Flavonoid nach 

Verabreichung  von  Teeaufguss  und  bioaktiver  Fraktion  unter  der  Annahme  einer  vollständigen 

Extraktion der Zielverbindungen aus dem Pflanzenmaterial und einer  vollständigen Resorption der 

Zielverbindungen  im Darmtrakt  berechnet.  Ein  gesunder,  durchschnittlich  schwerer  (70  kg) Mann 

besitzt rund 5 L Vollblut und damit ungefähr 2,75 L Plasma. Grundlage für die in Tab. 17 angegebenen 

Maximalwerte  in µg/mL Plasma  ist  im Falle des Prüfprodukts Teeaufguss eine analog den Vorgaben 

für die Humanstudie durchgeführte, wässrige Extraktion. Die Basis für die bioaktive Fraktion (Extrakt) 

ist eine vor dem Einsatz in der Humanstudie vorgenommene HPLC‐DAD‐Messung dieser Fraktion.  

Die möglichen Maximalgehalte des Aspalathins liegen aufgrund der normierten Dosis von bioaktiver 

Fraktion  (Extrakt) erwartungsgemäß  im ähnlichen Konzentrationsbereich. Für die bioaktive Fraktion 

lassen  sich  aufgrund  ihrer  definierten  Zusammensetzung  aus  den  vier  Hauptverbindungen 

Isoorientin,  Orientin,  Aspalathin  und  Isovitexin  natürlich  nicht  für  sämtliche  Flavonoide 

Maximalgehalte angeben. 
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Tab. 17: Berechnete Maximalgehalte an Rooibosinhaltsstoffen 

 
 

Abb. 54  zeigt  die  quantifizierten Maximalgehalte  in  ng/mL  Plasma  hinsichtlich  der  Flavonoide  Iso‐

orientin,  Orientin,  Aspalathin,  Rutin  und  Isovitexin  unter  Gegenüberstellung  von  Teeaufguss  und 

bioaktiver  Fraktion  (Extrakt). Hierbei    gilt  es  allerdings  zu  beachten,  dass  die  aufgeführten Werte 

noch  unter  Verwendung  der  alten  HPLC‐Säule  erhalten  wurden.  Erste  Tendenzen  lassen  sich 

allerdings auf Basis dieser Werte ableiten: 

Ein Blick auf die Gehalte macht deutlich, dass es  interindividuelle Unterschiede  im Stoffwechsel der 

Probanden  gibt.  So  sind  nicht  alle  Flavonoide  bei  jedem  Probanden  detektierbar;  das macht  sich 

insbesondere beim Aspalathin bemerkbar, das bei drei Probanden nach Gabe des Teeaufgusses nicht 

identifiziert werden kann.  

Daneben stellt man Schwankungen  in den Gehalten der aufgeführten Flavonoide fest. Das gilt auch 

hier vor allem für Aspalathin mit Standardabweichungen von ± 450 nach Verabreichung von Tee und 

± 89 nach Verabreichung von bioaktiver Fraktion. Bei den anderen Flavonoiden ist die Schwankungs‐

breite deutlich geringer und liegt zumeist bei σ < ± 10. Abb. 55 stellt dieses am Beispiel der Flavon‐C‐

glucoside  Isoorientin und Orientin unter Vergleich von Teeaufguss und bioaktiver Fraktion  (Extrakt) 

anschaulich dar. Bei den Probanden „ONR“, „MIT“, „FIC“ und „SCT“ sind nur geringe Abweichungen 

innerhalb der detektierten Gehalte  sowohl nach der Gabe  von  Teeaufguss  als  auch  nach der  von 

bioaktiver Fraktion zu registrieren. 

Bei  Betrachtung  der  durchschnittlichen  Gehalte  der  einzelnen  Flavonoide  fällt  auf,  dass  diese  im 

Teeaufguss mit  Ausnahme  von  Rutin  generell  höher  sind  als  in  der  bioaktiven  Fraktion.  Das  gilt 

insbesondere  für  Isovitexin,  das  im  Plasma  nach  Aufarbeitung  von  Teeaufguss  in  einer  ungefähr 

siebenfach höheren Menge im Vergleich zur bioaktiven Fraktion nachweisbar ist. 

Dieses ist auch deswegen eine interessante Beobachtung, da die berechneten Maximalgehalte für die 

bioaktive Fraktion hinsichtlich der Flavonoide Orientin und  Isovitexin ungefähr viermal so groß sind 

wie die für den Teeaufguss. Möglicherweise spielen hier Matrixeffekte eine bedeutende Rolle. 

Die bestimmten Gehalte  im authentischen Plasmaprobenmaterial  (ng/mL Plasma) sind  im Vergleich 

zu  den  berechneten  theoretischen  Maximalgehalten  (µg/mL Plasma)  wesentlich  geringer.  Die 

Wiederfindungsraten  liegen zumeist bei < 1 %, was die Annahme einer nur geringen Resorption der 

Flavonoide in intakter Form stützt. 
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Abb. 54: Übersicht über die berechneten Gehalte an unveränderten Flavonoiden
in  ng/mL  Plasma  nach  Verabreichung  von  Teeaufguss  und  bioaktiver  Fraktion 
(Extrakt) 
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Abb. 55: Vergleich der Maximalkonzentrationen zwischen Teeaufguss und bioaktiver Fraktion am Beispiel von 
Isoorientin und Orientin 
 

Tab. 18 gibt eine Übersicht darüber, zu welchem Blutabnahmezeitpunkt der Maximalgehalt  für die 

angegebenen  Flavonoide  im  Teeaufguss  und  bioaktiver  Fraktion  (Extrakt)  erreicht werden.  Dabei 

wird  aufgrund  der  angesprochenen  Probleme  bei  der Analyse  authentischer  Plasmaproben  (siehe 

2.5.2  Analyse  authentischer  Plasmaproben)  der Maximalgehalt  schon  bei  einigen  Probanden  zur 

Nüchternblutabnahme  erreicht.  Vernachlässigt  man  diese  markierten  Zeitpunkte,  so  kann  man 

dennoch  einige  Tendenzen  erkennen  (eingerahmte  Felder).  So  tritt  beispielsweise  für  Isoorientin 

nach Verabreichung der bioaktiven Fraktion das Maximum bei fast allen Probanden nach 3 h auf. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tab. 18: Zeitpunkt des Maximalgehalts: 1 = Nüchternprobe, 2 = nach 1,5, 3 = nach 3 h 
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4.2.1 Zusammenfassung der Plasmaanalytik 

Unveränderte Flavonoide (u. a. Aspalathin) konnten  in freier Form nachgewiesen werden. Dieses  ist 

vor dem Hintergrund, dass eine Metablisierung zu einer Abnahme, teilweise sogar vollständigen, des 

antioxidativen Potentials führt, ein wichtiges Ergebnis. 

Wie zu erwarten, sind  interindividuelle Unterschiede  im Stoffwechsel zu beobachten: zum einen  ist 

das  komplette  Flavonoidspektrum  nicht  bei  jedem  Probanden  detektierbar,  zum  anderen  sind 

Schwankungen  in  Gehalten  (insbesondere  bei  Aspalathin)  zu  registrieren.  Die  Maximalgehalte 

werden  daneben  auch  teilweise  zu  unterschiedlichen  Zeitpunkten  erreicht.  Generell  liegen  die 

ermittelten Gehalte mit Ausnahme des Rutins im Teeaufguss höher als in der bioaktiven Fraktion. Als 

Grund sind hier mögliche Matrixeffekte zu diskutieren. 

Die  Wiederfindungsraten  intakter  Flavon‐C‐glucoside  sind  in  Relation  zu  den  theoretischen 

Maximalgehalten mit  < 1 %  sehr  gering.  Dieses  spricht  zusammen mit  der  Erfassung  von  nieder‐

molekularen Abbauprodukten der Flavonoide in größeren Mengen im Urin für eine nur geringfügige 

Resorption unveränderter Flavonoide. Der überwiegende Teil wird vermutlich im Dickdarm durch die 

dortige Mikroflora  abgebaut  oder  nach Deglykosilierung  im Dünndarm  als Aglykon  resorbiert  und 

metabolisiert (Abb. 56). 

 

 
Abb. 56: Übersicht zum Metabolismus von Flavon‐C‐glucosiden 
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4.3  Analyse  des  Plasmas  nach  Verabreichung  von  Holunderblütentee,  einer  daraus  isolierten 

bioaktiven Fraktion sowie Placebo (Wasser) 

4.3.1 Untersuchung der Plasmaproben 

Identifizierte  unveränderte  Flavonoide  und  Metabolite,  die  während  der  Optimierung  der 

Aufarbeitungsmethode  unter  Verwendung  der  Proben  des  Probanden  „HET“  identifiziert wurden, 

wurden  im  letzten  Zwischenbericht  tabellarisch  aufgeführt  (Zwischenbericht,  Februar 2009). Darin 

aufgeführte unveränderte Flavonoide waren Verbindungen wie Rutin,  Isorhamnetindiglucosid oder 

auch  Feruloylchinasäure.  Weiterhin  konnten  Metabolite  wie  Quercetinglucuronid  oder  auch 

Cumarsäureglucuronid  identifiziert werden. Nachfolgende Untersuchungen weiterer Plasmaproben 

ergaben, dass diese Verbindungen bei weiteren Probanden nicht identifiziert werden konnten. Dabei 

könnte  einerseits  der  individuelle  Stoffwechsel  eines  jeden  Probanden  eine  Rolle  spielen, 

andererseits  wurde  eine  Kontamination  der  analytischen  Säule  festgestellt,  sodass  eluierte 

Verbindungen  nicht  vom  Plasma  stammen  könnten,  sondern  nachträglich  von  der  Säule  eluiert 

wurden. Leider waren nicht genügend Proben des betreffenden Probanden vorhanden,  sodass die 

Messungen nicht wiederholt werden konnten. Angaben, die zum Urin gemacht wurden, konnten bei 

weiteren  Probanden  hingegen weitgehend  bestätigt werden.  Der Metabolit  Quercetin‐glucuronid 

konnte bisher vereinzelt identifiziert werden.  

4.3.2 Untersuchungen der Plasmaproben mittels neuer Aufarbeitungsmethode 

Bis  zum  jetzigen  Zeitpunkt  wurden  nach  der  bisherigen  SPE‐Methode  sowie  nach  der  neuen 

optimierten Aufarbeitungsmethode Plasmaproben von insgesamt 6 Probanden bearbeitet. Teilweise 

wurden vorerst nur Plasmaproben nach Tee‐ und Placeboverabreichung analysiert, um auftretende 

Unterschiede  zu  verifizieren.  Die  nachfolgenden  Darstellungen  beziehen  sich  nur  auf  die 

nachgewiesenen  Flächeninhalte  der  identifizierten  Peaks  in  den  Chromatogrammen.  Die  ESI‐MS 

Messungen  ergaben  zumeist  unbekannte  Massen  und  Massenfragmente,  die  keinen  bekannten 

Flavonoiden  zugeordnet werden  konnten.  Bei  gezieltem  Suchen  nach  einzelnen Massen  konnten 

folgende qualitative Aussagen getroffen werden:  

 

Die  vereinzelt  auftretende  Masse  m/z 192  und  deren  Fragment  m/z 173  deutet  auf  das 

Vorhandensein von Chinasäure hin. Die Schwankungen durch den interindividuellen Stoffwechsel der 

Probanden werden hier sehr deutlich, da bei einigen Probanden keine Chinasäure identifizierbar war. 

Andererseits  war  im  Serum  eines  Probanden  auch  nach  Verabreichung  des  Placebos  ein 

beträchtlicher Gehalt  an  Chinasäure  nachzuweisen  (Abb.  57).  Im  Serum  eines  zweiten  Probanden 

jedoch war nur nach Verabreichung des Teeaufgusses Chinasäure nachweisbar, was für eine Spaltung 

der Hydroxyzimtsäurederivate im Laufe des Stoffwechsels sprechen würde (Abb. 58).  

Chinasäure  ist  zu  einem  hohen  Anteil  Bestandteil  der  in  Holunderblüten  enthaltenen 

Hydroxyzimtsäurederivate  (wie  Caffeoylchinasäure  oder  Feruloylchinasäure)  und  könnte  daher 

theoretisch durch Spaltung als Metabolit auftreten.  
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Abb. 58: Proband „PRA“, Chinasäure 

 

Die Masse m/z  330  und  deren  Fragmente m/z  314  sowie m/z  138  deuten  vermutlich  auf  eine 

hydroxylierte  und  glucuronidierte  Hydroxybenzoesäure  hin.  Hydroxybenzoesäure  kann  innerhalb 

des Stoffwechsels als Hydrolyseprodukt des Quercetins entstehen. Einige Placeboproben enthalten 

jedoch  einen  vergleichsweise  hohen  Anteil  dieser  Verbindung,  sodass  auch  hier  keine  eindeutige 

Aussage über die Spezifität der Verbindung getroffen werden kann. Auch hier scheint die individuelle 

Verstoffwechslung  eine  große  Rolle  zu  spielen,  denn  während  bei  einem  Probanden  bereits  vor 

Verabreichung  des  Tees  ein  signifikanter  Gehalt  nachweisbar  war,  wurde  bei  einem  anderen 

Probanden erst nach 1,5 Stunden ein vergleichbar hoher Gehalt festgestellt (Abb. 59 und 60). 

 

 
 

 

 

 

 

Abb. 57: Proband „KEA“, Chinasäure 

Abb. 59: Proband „KEA“, 
  Methylhydroxybenzoesäureglucuronid
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Zu einem großen Teil tritt die Masse m/z 314 mit dem Fragment m/z 286 in den Chromatogrammen 

vieler  Plasmaproben  auf.  Das  Fragment m/z  286  könnte  auf  das  Vorhandensein  von  Kämpferol 

hindeuten.  Die  Differenz  aus  beiden  Massen  ergibt  28,  sodass  eine  2fache  Methylierung  des 

Kämpferols  möglich  wäre.  Maximalgehalte  dieser  Verbindung  konnten  nach  1,5  Stunden  nach 

Teeverabreichung  nachgewiesen  werden.  Bei  zwei  Probanden  konnten  auch  in  Placeboproben 

vergleichbar  große  Flächeneinheiten  nachgewiesen.  Bei  einem weiteren  Probanden  konnte  diese 

Verbindung  in keiner der Proben nachgewiesen werden. Dennoch zeigen die Abb. 61 und 62, dass 

vermutlich ein Zusammenhang zwischen Teeverabreichung und Plasmagehalt an dieser Verbindung 

besteht. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die  Masse  m/z  196  mit  dem  Fragment  m/z 152  deutet  möglicherweise  auf  ein  Derivat  der 

Hydroxyphenylessigsäure  hin,  die  aus  dem  Aglykon  Quercetin  innerhalb  der Metabolisierung  im 

 

Abb. 60:  

 

Abb. 60: Proband „HOJ“, 
Methylhydroxybenzoesäureglucuronid

Abb. 61: Proband „PRA“, Kämpferolderivat 

Abb. 62: Proband „NOT“, Kämpferolderivat 
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Körper  als  Spaltprodukt  entstehen  kann.  Auch  diese Masse  konnte  nur  vereinzelt  in  den  Proben 

identifiziert werden  (Abb. 63), sodass diese nicht als Anhaltspunkt  für eine stetige Veränderung  im 

Plasma herangezogen werden kann. 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4 Analyse von Urinproben 

Aus  Zeitgründen  wurde  ein  Großteil  der  untersuchten  Urinproben  direkt  nach  einer 

Membranfiltration  in  das  HPLC‐ESI‐MS‐System  injiziert.  Für  eine  Aufkonzentrierung  der 

Zielkomponenten  sowie  für eine bessere Wiederfindungsrate erwies  sich eine  leicht abgewandelte 

Methode nach Kahle (2008) als geeignet, da damit eine Wiederfindungsrate von bis zu 94 % erreicht 

werden konnte. Einige Urinproben wurden nach dieser SPE‐Methode aufgearbeitet. 

Neben  der  aus  Holunderblüten  bekannten  Feruloylchinasäure  war  eine  Reihe  von  weiteren 

phenolischen  Säuren  im  Urin  nachweisbar,  die  als  Dihydrokaffeesäure,  Hippursäure, 

Hydroxyhippursäure,  Homovanillinsäure  und  Dihydroxyphenylessigsäure  identifiziert  wurden.  Ein 

Metabolit  des  Quercetins,  das  Quercetin‐glucuronid,  konnte  ebenfalls  in  einem  hohen  Gehalt 

nachgewiesen werden.  In einer der Proben konnten außerdem Glucuronide des Kämpferols  sowie 

des  Isorhamnetins  in  geringen Gehalten  identifiziert werden.  In  allen  Proben  sind  außerdem  eine 

Reihe unbekannter Glucuronide und Sulfate enthalten, welche  durch Differenzrechnung identifiziert 

werden konnten (Differenz von m/z 176 = Glucuronid, Differenz von m/z 80 = Sulfat).  

 

Quercetin‐glucuronid (m/z 478) konnte in 2 von 3 Probanden im Urin nachgewiesen werden (Abb. 64 

und 65). Die Gehalte  in Wasser  sind  sehr gering bzw. 0,  sodass davon ausgegangen werden kann, 

dass  es  sich um  ein Metabolisierungsprodukt der  verabreichten  Flavonoide handelt. Dies  spiegeln 

auch die Maximalgehalte wieder, denn nach Teeverabreichung sind die höchsten Flächeneinheiten 

nach 8 Stunden bzw. in der Sammelprobe nach 8‐24 Stunden festzustellen. Nach Verabreichung der 

bioaktiven Fraktion sind geringere Gehalte nachweisbar,  jedoch mit deutlichem Anstieg gegenüber 

den Gehalten der  Placeboproben.  Sowohl der  Teeaufguss  als  auch die  isolierte bioaktive  Fraktion 

weisen einen hohen Gehalt an verschiedenen Quercetinglykosiden auf. Bisher  sprechen nur wenig 

Literaturdaten dafür, dass  solche  Flavonoidglykoside  intakt aufgenommen werden und dies nur  in 

geringen  Konzentrationen  [Paganga  und  Rice‐Evans,  1997].  Dagegen  weisen  zahlreiche 

Untersuchungen auf die Spaltung in Zucker und Aglykon hin, wobei letzteres resorbiert wird [Manach 

et al. 1997]. Als wichtiger Metabolisierungsschritt für die intakt resorbierten Aglyka wird zunehmend 

die schnelle Bildung von Phase‐II‐Metaboliten diskutiert.  

Abb. 63: Proband „KEA“, 
Hydroxyphenylessigsäurederivat 
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Auch  in  dieser  Studie  konnten  nur  im  Serum  eines  Probanden Quercetinglykoside  nachgewiesen 

werden,  hingegen  wurden  im  Urin  von  mehreren  Probanden  hohe  Gehalte  an  Quercetin‐

glucuroniden nachgewiesen, was auch hier für eine schnelle Metabolisierung des Quercetins spricht. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Besonders  auffällig  ist,  dass  alle  Urinproben  nach  Verabreichung  des  Tees  sowie  der  bioaktiven 

Fraktion einen hohen Gehalt an Feruloylchinasäure aufweisen. Placeboproben hingegen enthalten 

diese Verbindung nicht, sodass auch hier davon ausgegangen werden kann, dass es sich hierbei um 

ein  Metabolit  aus  der  Verabreichung  des  Tees  und  der  bioaktiven  Fraktion  handelt. 

Feruloylchinasäure ist sowohl im Teeaufguss als auch in der isolierten bioaktiven Fraktion enthalten, 

wobei  die  isolierte  bioaktive  Fraktion  deutlich  weniger  enthält,  was  auch  am  geringeren 

Maximalgehalt  des  Urins  deutlich  wird. Maximalgehalte  wurden  4  h  nach  der  Teeverabreichung 

erreicht, in der Sammelprobe (bis zu 24 Stunden nach Verabreichung) konnte hingegen nichts mehr 

nachgewiesen  werden  Abb.  66).  Nach  Verabreichung  der  bioaktiven  Fraktion  konnte  der 

Maximalgehalt nach 2 h nachgewiesen werden (Abb. 67). Nach [Rechner et al., 2001] gilt Ferulasäure 

als  ein  möglicher  Biomarker  aus  Kaffeesäure‐  und  Ferulasäurederivaten.  Weiterhin  konnte  ein 

Glucuronid der Feruloylchinasäure identifiziert werden.  

 

 

 

 

 

 

Abb. 64: Proband „NOT“, Quercetinglucuronid 

Abb. 65: Proband „HET“, Quercetinglucuronid

Abb. 66: Proband „NOT“, Feruloylchinasäure
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Homovanillinsäure  (m/z  182)  und  ein  Homovanillinsäuresulfat  (m/z  262)  konnten  ebenfalls 

identifiziert werden. Wie aus Abb. 42 hervorgeht, entsteht Homovanillinsäure als Spaltprodukt des 

Quercetins  und  kann  in  Phase  II  beispielsweise  weiter  zum  Homovanillinsäuresulfat  konjugiert 

werden. Homovanillinsäure wird als einer der Hauptmetabolite des Quercetins beschrieben und gilt 

als Biomarker für die Aufnahme von Quercetin (Gross et al., 1996). Während nach Verabreichung der 

bioaktiven  Fraktion  nach  2  bzw.  4  h  der  Maximalgehalt  erreicht  wurde,  konnte  nach  Tee‐

verabreichung nur in der Sammelprobe ein signifikant hoher Gehalt festgestellt werden (Abb. 68).  

 

 
Abb. 68: Proband „NOT“, Homovanillinsäuresulfat 

 

Weiterhin  konnte Hippursäure  in  allen  Proben  identifiziert werden  (Abb.  69  und  70). Der Gehalt 

schwankt allerdings sehr stark zwischen Tee‐, bioaktiver Fraktion ‐ und Placeboverabreichung. Auch 

in Placeboproben sind teilweise hohe Gehalte an Hippursäure nachzuweisen. Bei allen Probanden ist 

der  Gehalt  an  Hippursäure  nach  Verabreichung  der  bioaktiven  Fraktion  am  höchsten.  Nach 

Teeverabreichung konnten die höchsten Gehalte  in der Sammelprobe detektiert werden, wobei die 

Gehalte nach Placeboverabreichung ähnlich hoch waren. 

 

  

 

 

 

 

 

 

Abb. 67: Proband „SCM“, Feruloylchinasäure

Abb. 69: Proband „SCM“, Hippursäure 
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Abb. 70: Proband „NOT“, Hippursäure 

 

Nach Rechner et al.  (2001) und Olthof et al.  (2003) können bis zu 50 % der Hydroxyzimtsäuren als 

Hippursäure ausgeschieden werden. Man geht davon aus, dass die Bildung der Hippursäure einen 

zentralen Metabolisierungsweg von Polyphenolen darstellt  [Clifford et al., 2000], an der neben der 

Kolonmikroflora auch die Leber beteiligt ist. 

 

Weiterhin  konnte  ein  Sulfat  der  Hydroxyhippursäure  anhand  der  Masse  (m/z  274)  und  der 

Fragmente (m/z 194, 150) identifiziert werden (Abb. 71 und 72).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 71: Proband „SCM“, Hydroxyhippursäure‐sulfat 

Abb. 72: Proband „NOT“, Hydroxyhippursäure‐sulfat
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4.5 Zusammenfassung (Holunderblüten) 

1. Plasmaanalytik 

Die scheinbar geringe Bioverfügbarkeit der verabreichten Flavonoide spiegelt die Ergebnisse 

der  in Hannover durchgeführten ORAC‐ und  FRAP‐Tests wieder,  denn  bereits dort  konnte 

kein  Anstieg  der  antioxidativen  Kapazität  festgestellt  werden.  Lediglich  im  Serum  eines 

Probanden  konnte  ein  Quercetin‐  sowie  ein  Isorhamnetinglucuronid  identifiziert  werden. 

Einige  Massen  und  Massenfragmente  deuten  weiterhin  auf  mögliche  Metabolite  der 

Hydroxyzimtsäurederivate  und  der  Flavonolglykoside  hin  (Bspw.  Chinasäure,  Kämpferol‐

derivat,  Glucuronid  der Methylhydroxybenzoesäure).  Zumeist  konnten  einige  der Massen 

nicht im Serum aller Probanden nachgewiesen werden, sodass die Schwankungen durch den 

interindividuellen Stoffwechsel der Probanden die Auswertung erschwert.  

 

2. Urinanalytik 

In  den  Urinproben  konnten  einige  Metabolite  der  Hydroxyzimtsäurederivate  sowie  der 

Flavonolglykoside  identifiziert werden.  Beträchtlich  hohe  Flächeneinheiten  traten  bei  den 

Verbindungen  Feruloylchinasäure,  Hippursäure  sowie  Quercetinglucuronid  auf,  die  durch 

ihre  Massen  und  Massenfragmente  identifiziert  werden  konnten.  Speziell  die 

Flächeneinheiten  der  Feruloylchinasäure  zeigten  eine  deutliche  Korrelation  zwischen 

Teeverabreichung  und  Anstieg  im  Plasmaspiegel.  Dies  konnte  auch  bei  dem  Metabolit 

Quercetin‐glucuronid  bestätigt  werden.  Weiterhin  treten  viele  verschiedene  Sulfate  und 

Glucuronide auf, die bislang nicht identifiziert werden konnten. 

Aufgrund  der  vorangegangenen  Plasmaanalytik  wurden  nur  Proben  von  2  Probanden 

analysiert  ohne  einen  vorgeschalteten  Aufarbeitungsschritt  (Direkteinsatz  nach Membran‐

filtration). Mittels der  in 5.7 angegebenen SPE‐Aufarbeitung wurden weitere Proben zweier 

Probanden analysiert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



67 

 

5. Material und Methoden  

5.1 Pflanzenmaterial 

Für die durchgeführten Untersuchungen  am Rooibos und Holunder wurden  grüner Rooibos  sowie 

getrocknete Holunderblüten eingesetzt. 

5.2 Methanolische Extraktion 

Die Hauptextraktion zur Gewinnung von Rohextrakten der Kräutertees wurde mit  jeweils 50 g des 

Feinschnitts unter Rühren mit 750 mL 70%igem Methanol bei 60  °C  für eine Stunde durchgeführt. 

Aus den wässrigen Phasen wurde anschließend am Rotationsverdampfer das Methanol vollständig 

entfernt und der wässrige Rückstand gefriergetrocknet. 

5.3 Reinigung über XAD‐7 

Die weitere  Aufreinigung  des  Rohextraktes  erfolgte  zunächst  über  XAD‐7  Säulenchromatographie 

(Säule:  50 x 3 cm;  ca. 250 g  XAD‐7).  Nach  Reinigung  des  Säulenmaterials  mit  Methanol  und 

Konditionieren mit ca. 2 L Wasser wurden jeweils 3 ‐ 4 g Rohextrakt, gelöst in ca. 15 mL Wasser, auf 

die Säule aufgegeben und 30 min zum Adsorbieren am XAD stehen gelassen. Anschließend wurde mit 

ca. 1 L Wasser gewaschen und schließlich mit etwa 500 mL Methanol eluiert.  

Das Eluat wurde daraufhin am Rotationsverdampfer vom Methanol befreit, der wässrige Rückstand 

gefriergetrocknet. 

5.4 Bestimmung der antioxidativen Kapazität 

Die  Bestimmung  der  antioxidativen  Kapazitat  erfolgt  in  Anlehnung  an  den  von  Re  et  al.  (1999) 

entwickelten modifizierten TEAC‐Test. 

Erzeugung  des  ABTS+•‐Radikals:  38,41  mg  ABTS  (7  mmol)  werden  mit  6,63  mg  (2,45  mmol) 

Kaliumperoxodisulfat (Kaliumpersulfat, K2S2O8)  in 10 mL Wasser gelöst und zur Bildung des Radikals 

für 12 – 16 Stunden bei Raumtemperatur  im Dunkeln stehen gelassen. Danach kann die Lösung für 

ca. sechs Wochen im Kühlschrank dunkel aufbewahrt werden. 

Zum Herstellen der  täglich  frisch anzusetzenden Arbeitslösung werden 0,5 mL dieser Stammlösung 

mit ca. 50 mL Ethanol (p. A., ≥ 99,8 %) versetzt und auf eine Extinktion von 0,70 +/‐ 0,02 eingestellt. 

Kalibrierung:  Zur  Kalibrierung  wird  eine  Verdünnungsreihe  der  Standardsubstanz  Trolox,  einem 

wasserlöslichen Vitamin‐E‐Derivat, erstellt. Dazu werden 12,5 mg Trolox in einen 10 mL‐Messkolben 

eingewogen und mit Ethanol (p. A., ≥ 99,8 %) bis zur Marke aufgefüllt (5 mmol/L).  

Von dieser Stammlösung werden 250 µL, 500 µL, 750 µL und 1000 µL  in  je einen 5 mL‐Messkolben 

überführt  und  ebenfalls  mit  Ethanol  (p. A., ≥ 98 %)  bis  zur  Marke  aufgefüllt  (entspricht  den 

Konzentrationen 0,25 mmol/L, 0,50 mmol/L, 0,75 mmol/L und 1,00 mmol/L). 

Die  Kalibrierung  wird  vor  jeder  Messreihe  mit  der  frisch  hergestellten  ABTS‐Arbeitslösung 

durchgeführt. 

Messung: 

Gemessen werden die gefriergetrockneten CCC‐Fraktionen,  indem Lösungen gleicher Konzentration 

(EW: 1 mg/100 µL Nanopure‐Wasser) hergestellt und diese 1:50 verdünnt werden. 
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Liegen  später  bei  der Messung  die Werte  einzelner  Proben  trotzdem  außerhalb  der  Kalibrierung, 

werden diese für eine weitere Messung entsprechend mehr oder weniger stark verdünnt. 

Jeweils 20 µL Standard bzw. Probe werden  in Halbmikroküvetten  (Kunststoff, Schichtdicke 10 mm) 

vorgelegt,  mit  1,5 mL  ABTS‐Arbeitslösung  versetzt  und  gründlich  durchmischt.  Nach  genau  10 

Minuten Reaktionszeit wird die Extinktion der Lösungen bei 734 nm gegen Luft vermessen. Von der 

Kalibrierreihe wird  jeweils nur eine Messung pro Standard durchgeführt, die Proben werden einer 

Dreifach‐ oder Vierfachbestimmung unterzogen. 

Zur  Kontrolle wird  bei  jeder Messreihe  ein Ascorbinsäure‐Vergleichsstandard mitvermessen. Dazu 

werden  4,41 mg  Ascorbinsäure  in  einen  50 mL‐Messkolben  eingewogen  und mit Wasser  bis  zur 

Marke  aufgefüllt  (entspricht  1 mmol/L  bei  einem  eingesetzten  Probenvolumen  von  20  μL). Diese 

Lösung ist täglich frisch anzusetzen. Die Messung erfolgt analog der Kalibrierung und den Proben. Die 

gesamte Messung findet bei Raumtemperatur statt. 

5.5 Fließschema der Plasmaaufarbeitung mittels Direktextraktion 

 
Abb. 73: Fließschema zur Plasmaaufarbeitung mittels Direktextraktion 
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5.6 Fließschema der Urinaufarbeitung mittels Festphasenextraktion 

 
Abb. 74: Fließschema zur Urinaufarbeitung mittels Festphasenextraktion 

5.7 Urinaufarbeitung (nach Verabreichung der Holunderblüten) 

Ein Aliquot des Urins (6 mL) wurde über Spritzenfilter membranfiltiert. Von dem Filtrat wurden 5 mL 

mit  0,5 mL  85  %  iger  Phosphorsäure  in  einem  Zentrifugenröhrchen  auf  pH  1,5  angesäuert,  das 

Gemisch ausgiebig gerührt und bei 4500 rpm  für 5 Minuten zentrifugiert. Der erhaltene Überstand 

wurde für die Aufreinigung mittels Festphasenextraktion (SPE) an Oasis HLB Kartuschen verwendet. 

Die Aktivierung und Vorkonditionierung der Kartuschen erfolgte durch Auftragen von 2 mL Methanol 

und 2 mL  einer 0,01 %igen wässrigen  Salzsäurelösung. Danach wurden  je 5 mL der  vorbereiteten 

Urinproben auf die Kartuschen gegeben und diese anschließend mit 2 mL 0,01 %iger Salzsäurelösung 

gewaschen.  Nachdem  die  Säule  vollständig  trockengelaufen  war,  erfolgte  die  Elution  der 

phenolischen Verbindungen durch Aufgeben von 2 mL einer 0,01 %igen methanolischen Salzsäure‐

lösung (+ 0,5 mL DMF). Das Lösungsmittel wurde mit Stickstoff entfernt und der Rückstand in 70 µL 

Acetontril und 70 µL 2 %iger Essigsäure gelöst, zentrifugiert und zur LC‐MS eingesetzt. 

5.8 Geräteparameter 

Photometer 

 

Gerät :  Shimadzu UV‐2101PC UV‐VIS Scanning Spectralphotometer 

Software :    UV‐2101PC 

 

Analytische HPLC – Diodenarray‐Detektor mit Autosampler 

Pumpe:   Series 1200 – Bin Pump G1312A (Agilent, Waldbronn) 

Probenaufgabe:   Series  1200  –  Autosampler  ALS  G1329A,  ALS  Therm  G1330B  (Agilent, 

Waldbronn) 

Säulenofen:   Series 1200 – Colcom G1316A (Agilent, Waldbronn) 

Detektor:   Series 1200 – DAD G1315D (Agilent, Waldbronn) 

Datenverarbeitung:   ChemStation Software Version B.03.01 (Agilent, Waldbronn) 

 

HPLC‐DAD 

 

Fließmittel:    A: 2 %ige Essigsäure 
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      B: 100 % Acetonitril 

Fluss:      0,8 mL/min 

Messwellenlängen:   354, 324, 287 nm 

Säulentemperatur:        20 °C 

Autosamplertemp.:       15 °C 

Injektionsvolumen:   20 µL 

Trennsäule:  Luna Phenyl‐Hexyl, 5 µm, 250 x 4,6 mm  i. D., mit Vorsäule Nucleosil 100, C‐

18, 5 µm, 10 x 4,6 mm i. D. (Techlab, Erkerode) 

Gradient:  1) Schnellmethode 

mit 6 % B in 15 min auf 17 %  in 15 min auf 30 % B  in 10 min auf 50 % B 

 in 2 min auf 95 % B  8 min isokratisch auf 95 % B  in 1 min auf 6 % B 

 9 min konditionieren bei 6 % B – Methodenende: 60 min 

2) Langmethode 

mit 6 % B in 10 min auf 17 %  in 30 min auf 19 % B  in 10 min auf 50 % B 

 in 5 min auf 95 % B  10 min isokratisch auf 95 % B  in 2 min auf 6 % B 

 10 min konditionieren bei 6 % B – Methodenende: 77 min 

 

Basismethode zur Untersuchung von Plasma und Urin 

1) HPLC‐MS 

 

Fließmittel:  A: 2 %ige Essigsäure 

  B: 100 % Acetonitril 

Fluss:  0,8 mL/min 

Säulentemperatur:   RT 

Autosamplertemp.:  15 °C 

Injektionsvolumen:   50 µL 

Trennsäule:  Luna Phenyl‐Hexyl, 5 µm, 250 x 4,6 mm  i. D., mit Vorsäule Nucleosil 100, C‐

18, 5 µm, 10 x 4,6 mm i. D. (Techlab, Erkerode) 

Gradient:   mit 6 % B in 15 min auf 17 %  in 15 min auf 30 % B  in 10 min auf 50 % B 

 in 2 min auf 95 % B  8 min isokratisch auf 95 % B  in 1 min auf 6 % B 

 9 min konditionieren bei 6 % B – Methodenende: 60 min 

 

MS‐Parameter:  LC‐MS: 

  Dry Gas Temp.:   350 °C 

  Dry Gas Flow:    11 L/min 

  Nebulizer Gas (N2):  65 psi 

  Capillary:    + 3000 V 

  End Plate Offset:  ‐ 500 V 

  Skimmer 1:    ‐ 25,5 V 

  Skimmer 2:    ‐ 6,0 V 

  Cap Exit Offset:   ‐ 69,7 V 

  Trap Drive:    46,0 

  Scan Range:    m/z 50 – 1200 

  Accu Time:    200 ms 
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2) Optimierte HPLC‐MS‐Methode  

 

Gradient:   mit 6 % B in 10 min auf 17 %  in 45 min auf 19 % B  in 15 min auf 50 % B 

 in 2 min auf 100 % B  10 min isokratisch auf 100 % B  in 1 min auf 6 % 

B  10 min konditionieren bei 6 % B – Methodenende: 93 min 

MS‐Parameter:  LC‐MS: 

  Dry Gas Temp.: 310 °C 

  Dry Gas Flow:    9 L/min 

  Nebulizer Gas (N2):  65 psi 

  Capillary:    + 3000 V 

  End Plate Offset:  ‐ 500 V 

  Skimmer 1:    ‐ 25,5 V 

  Skimmer 2:    ‐ 6,0 V 

  Cap Exit Offset: ‐ 69,7 V 

  Trap Drive:    46,0 

  Scan Range:    m/z 50 – 1200 

  Accu Time:    200 ms 

Datenverarbeitung:   Esquire Control Software V. 4.5, Bruker Data  

  Data Analysis V. 3.0 (Bruker Daltonik GmbH, Bremen) 
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6. Untersuchungen an der Leibniz‐Universität Hannover 

6.1 Nutrikinetik und antioxidatives Potential der Flavonoide  

Der Konsum von Tee und Teeprodukten ist in der Bevölkerung mit positiven Eigenschaften assoziiert 

und wird  als  gesundheitsförderlich wahrgenommen.  In  den  letzten  Jahren  deutlich  angestiegene 

Verbraucherzahlen  von Kräuter‐ und  Früchtetees,  insbesondere  von Rooibostee,  verdeutlichen die 

zunehmende  Beliebtheit  dieser  Produktklasse  im  Allgemeinen  und  des  Monotees  Rooibos  im 

Besonderen. 

In den meisten Teesorten gehört die heterogene Stoffklasse der Flavonoide zu den quantitativ und 

qualitativ  bedeutendsten  Inhaltsstoffen.  Für  diese  sekundären  Pflanzenstoffe wird  eine  Reihe  von 

gesundheitsfördernden  Effekten  beschrieben.  So  gelten  Flavonoide  u. a.  aufgrund  ihrer 

antioxidativen Eigenschaften als protektive Agenzien gegen Erkrankungen, in denen oxidativer Stress 

einer der Hauptfaktoren der Pathogenese ist. 

Die  Grundvoraussetzung  für  eine  physiologische Wirkung  ist  die  intestinale  Aufnahme  sowie  der 

weitere Metabolismus  der  Flavonoide.  In  der wissenschaftlichen  Literatur  liegen  einige Daten  zur 

Biokinetik  vor,  darunter  zum  Teil  auch  Humanstudien.  In  diesen  Untersuchungen wurden  jedoch 

zumeist grüner und schwarzer Tee, Wein, Früchte und Fruchtsäfte und Kakao verabreicht. Aufgrund 

der starken Variationen  in der Flavonoidzusammensetzung der unterschiedlichen Produkte können 

aus den  Ergebnissen  solcher  Studien  keine  allgemeingültigen  Erkenntnisse  abgeleitet werden. Des 

Weiteren  fehlen  insbesondere weiterführende Untersuchungen  in denen die Bioverfügbarkeit  von 

Flavonoiden aus einer aktiven Fraktion (isolierte Flavonoide) und aus einem komplexen Getränk (z. B. 

Tee‐Aufguss) vergleichend untersucht wurde.  

6.2 Absorption und Metabolismus   

Um  eine  Bewertung  der  potentiellen  physiologischen Wirkung  der  Flavonoide  zu  treffen muss  in 

einem ersten Schritt ihre Bioverfügbarkeit und die damit verbundene Verstoffwechselung betrachtet 

werden. 

Der Übergang der Flavonoide  in den Blutkreislauf  ist die Voraussetzung und die Grundlage  für die 

Entfaltung ihrer physiologischen Effekte. Aus Humanstudien ist ersichtlich, dass die Bioverfügbarkeit 

der  Flavonoide  von  der  Lebensmittelmatrix  beeinflusst  wird,  in  Abhängigkeit  der  verschiedenen 

Flavonoidklassen schwankt und zudem beträchtlichen intraindividuellen Schwankungen unterworfen 

ist.  Bei  Aufnahme  physiologischer  Mengen  wird  eine  Plasmakonzentration  von  1  µM  kaum 

überstiegen  [D'Archivio  et  al.  2007;  Scalbert  und Williamson  2000;  van  het Hof  et  al.  1999]. Die 

Halbwertszeiten der Flavonoide liegen im Durchschnitt zwischen 1 und 3 h [Scalbert und Williamson 

2000].  Die  Epigallocatechingallate,  die  Isoflavone  und  das  Quercetin  stellen  mit  längeren 

Halbwertszeiten von 4‐28 h eine Ausnahme dar [Manach et al. 2004; Scalbert und Williamson 2000]. 

Die wiederholte Aufnahme von Flavonoiden und daraus resultierende kumulative Effekte stellen eine 

Chance  dar,  höhere  Plasmaspiegel  zu  erreichen  und  möglicherweise  physiologische  Effekte  zu 

induzieren.  In  Humanstudien  konnte  das  Auftreten  von  kumulativen  Effekten  in  Folge  einer 

wiederholten Aufnahme von Flavonoiden gezeigt werden [Rechner et al. 2002; Warden et al. 2001; 

Moon et al. 2000; van het Hof et al. 1999].  

Die Absorption der in der menschlichen Nahrung quantitativ dominierenden Flavonoidglykoside geht 

mit einer pre‐ oder postabsorptiven Spaltung einher [Liu und Hu 2007; Manach et al. 2005; Clifford 

2004] und wird  von einem nachfolgenden extensiven Phase‐2‐Metabolismus der  aufgenommenen 

Aglykone  begleitet  [Manach  et  al.  1998].  Die  Effizienz  der  Konjugationsreaktionen  ist  als  hoch 
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einzustufen, was dazu  führt, dass nach oraler Aufnahme physiologischer Mengen nur  sehr geringe 

Konzentrationen an unkonjugierten Flavonoiden detektierbar sind [Manach et al. 2004]. Laut Welling 

[1986]  besitzt  jede  Substanz,  die  einem  extensiven  Metabolismus  und  einer  nachfolgenden 

Ausscheidung durch die Gallenflüssigkeit unterliegt, unabhängig vom Ausmaß  ihrer Absorption, nur 

eine  begrenzte  systemische  Verfügbarkeit.  Dies  muss  stets  als  limitierender  Faktor  der 

physiologischen Wirkung von Flavonoiden berücksichtigt werden.  

Im Folgenden sollen die umfangreichen Absorptionsmechanismen  in Dünn‐ und Dickdarm sowie die 

nachfolgenden  Konjugationsreaktionen  in  den  Enterozyten  und  der  Leber  genauer  beschrieben 

werden. 

6.2.1 Minormetabolismen in Mundhöhle und Magen 

Bereits in der Mundhöhle kommt es durch Enzyme des menschlichen Speichels und der Mikroflora zu 

einer  limitierten  Hydrolyse  von  Flavonoidglukosiden.  Der  Umfang  der  Reaktion  unterliegt 

interindividuellen Schwankungen und die allgemeingültige Bedeutung  ist unklar [Walle et al. 2005]. 

Flavonoidglykoside, in denen ein anderer Zucker gebunden ist, sind gegenüber einer Hydrolyse in der 

Mundhöhle resistent.  

Aufgrund einer Resistenz gegenüber einer sauren, nonezymatischen Spaltung  ist eine Hydrolyse der 

Flavonoidglykoside  im  Magen  unwahrscheinlich  [Scalbert  und  Williamson  2000].  In  vereinzelten 

Tierversuchen  konnte  jedoch  eine  Absorption  von  Flavonoidaglykonen  im  Magen  nachgewiesen 

werden [Crespy et al. 2002; Piskula 2000].  

Unabhängig von den metabolischen Reaktionen  in der Mundhöhle und dem Magen stellt der Darm 

mit  seinen  umfangreichen  Absorptions‐  und  Metabolisierungsprozesse  den  wichtigsten  Ort  des 

Flavonoidstoffwechsels dar [Day et al. 2004].  

6.2.2 Absorption im Dünndarm 

Die  in Mundhöhle und Magen nicht hydrolysierten  Flavonoidglykoside  können  im Dünndarm, den 

zwei vorherrschenden Absorptionsprozessen folgend als Aglykone oder als intakte Glykoside, in den 

Enterozyten resorbiert werden.  

Durch  die  Einwirkung  des  Enzyms  Laktase‐Phlorizin‐Hydrolase  (LPH)  wird  aus  den 

Flavonoidglykosiden  das  korrespondierende  Aglykon  freigesetzt.  Des  Weiteren  besteht  die 

Möglichkeit,  dass  das  intakte  Flavonoidglykosid  ohne  vorherige  Hydrolyse  durch  den 

natriumabhängigen Glukosetransporter (SGLT‐1) in den Enterozyten transportiert wird.  

Während  eine  Affinität  der  beschriebenen  Absorptionsmechanismen  für  Flavonoid‐O‐Glykoside 

belegt  werden  konnte,  besteht  bisher  Unklarheit  hinsichtlich  des  Absorptionsverhaltens  der 

Flavonoid‐C‐Glykoside im Dünndarm.   
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Abb.  75:  Schematische  Darstellung  des  Flavonoidmetabolismus  im  Dünndarm  FG=Flavonoidglykosid, 

  FA=Flavonoidaglykon,  FA‐GT=glucuronidiertes  Flavonoidaglykon,  LPH=Laktase‐Phlorizin‐Hydrolase,  GT=UDP‐
  Glucuronosyl‐Transferase,  MRP‐2=Multidrugresistenz  assoziiertes  Protein  2,  SGLT‐1=Natriumabhängiger 
  Glucosetransporter, β‐G=β‐Glucosidase 

6.2.2.1 Absorption über den Laktase‐Phlorizin‐Hydrolase Weg 

 

Day et al. [1998] konnten in einer in‐vitro Studie mit meschlichen Gewebeproben aus dem Dünndarm 

eine hydrolytische Aktivität der intestinalen Enzyme gegenüber Flavonoidglykosiden zeigen. Im Falle 

einer preabsorptiven Deglykosylierung kommt es durch die in der Dünndarmschleimhaut lokalisierte 

LPH  zu  einer  hydrolytischen  Spaltung  des  Flavonoidglykosides,  der  eine  passive  Diffusion  des 

Aglykons in den Enterozyten folgt [Petri et al. 2003]. Flavonoidrhamnoside (z. B. Rutin), in denen eine 

Rhamnose als Zuckerrest gebunden ist, unterliegen nach derzeitigem Wissensstand keiner Hydrolyse 

im  Dünndarm,  sondern  passieren  diesen  intakt  und  werden  erst  im  Dickdarm  verstoffwechselt 

[Zhang et al. 2007; Olthof et al. 2003]. Nemeth et al. [2003] konnten in einer in‐vitro Studien zeigen, 

dass die Spezifität der LPH für Flavonoidgalactoside niedrig ist und eine Hydrolyse im Dünndarm nur 

in begrenztem Umfang stattfindet. 

6.2.2.2 Absorption über den SGLT‐1‐Weg 

Obwohl eine passive Diffusion der Flavonoidglykoside durch biologische Membranen aufgrund  ihrer 

Polarität  unwahrscheinlich  ist,  scheint  die  preabsorptive  Deglycosylierung  keine  Zwangs‐

voraussetzung für die Absorption von Flavonoiden zu sein [Crespy et al. 2003].  

In‐vitro Studien und tierexperimentelle Untersuchungen zeigen eine Affinität des natriumabhängigen 

Glucosetransporter  (SGLT‐1)  für  Flavonoidglykoside  und  den  Transport  dieser  in  den  Enterozyten 

[Wolffram  et  al.  2002;  Walgren  et  al.  2000b].  Die  postabsorptive  hydrolytische  Spaltung  des 

Flavonoidglykosides  erfolgt,  vor  Übergang  in  die  Portalvene,  intrazellulär  durch  das  Enzym  β‐

Glukosidase [Liu und Hu 2007; Nemeth et al. 2003; Williamson et al. 2000].  

6.2.2.3 Absorption der Flavonoid‐C‐Glykoside 

Eine  Substratspezifität  der  hydrolysierenden  Enzyme  bzw.  des  natriumabhängigen  Glucose‐

transporters wird als Voraussetzung für die  intestinale Absorption der Flavonoide betrachtet. Diese 

konnte bisher jedoch ausschließlich für die Flavonoid‐O‐Glykoside belegt werden [Berrin et al. 2003]. 



75 

 

Im Gegensatz hierzu weiß man bisher wenig über die  zu Grunde  liegende Verstoffwechselung von 

Flavonoid‐C‐Glykosiden,  in  denen  der  Zucker  direkt  über  eine  säure‐  und  größtenteils 

enzymresistente  C‐C  Bindung  gebunden  ist. Die  Absorption  dieser  Stoffe  findet  nach  derzeitigem 

Wissensstand  im  Kolon  statt,  da  die Mikroflora  Enzyme  exprimiert  die  C‐C  Bindungen  aufspalten 

können [Zhang et al. 2007b; Sanugul et al. 2005]. 

6.2.3 Metabolismus der Flavonoide in den Enterozyten  

Die in die Enterozyten aufgenommenen bzw. dort durch Einwirkung der β‐Glukosidase entstandenen 

Flavonoidaglykone  unterliegen  einem  extensiven  enzymatischen  Phase‐2  Metabolismus,  der 

vorwiegend durch die UDP‐Glucuronosyl‐Transferasen (GT) vermittelt wird. Dabei handelt es sich um 

ein  membrangebundenes  Enzym,  das  im  endoplasmatischen  Retikulum  zahlreicher  Gewebe 

lokalisiert  ist.  Die  Transferase  überträgt  Glucuronsäure  u.  a.  auf  Xenobiotika  sowie  zahlreiche 

Nahrungsbestandteile, darunter auch die Polyphenole.  In Tier‐ und  in‐vitro Versuchen konnte eine 

hohe Aktivität der Glucuronosyl‐Transferase  im Enterozyten detektiert werden. Humane  intestinale 

Mikrosomen zeigten eine höhere Glukuronidierungsrate als Mikrosomen aus der Leber [Liu und Hu 

2007; Boersma et al. 2002]. In Analogie konnten Piskula und Terao [1998] in einer Studie mit Ratten 

belegen, dass das Intestinum eine hohe Aktivität der GT aufweist und die nach Aufnahme in das Blut 

übergehenden  Flavonoide  größtenteils  glucuronidiert  sind. Verschiedene Humanstudien,  in  denen 

glucuronidierte  Flavonoidmetabolite  nach  Verabreichung  der  jeweiligen  Prüfprodukte  im  Blut 

detektiert  werden  konnten,  verdeutlichen  ebenfalls,  dass  die  Glucuronidierung  der  primäre  und 

quantitativ bedeutendste Konjugationsweg im Dünndarm ist [Tomas‐Barberan et al. 2007; Janisch et 

al.  2004; Natsume  et  al.  2003]. Des Weiteren  konnten  Petri  et  al.  [2003] mit Hilfe  einer  in‐vivo‐

Perfusionstechnik einen direkten Nachweis für die intestinale Glucuronidierung oral aufgenommener 

Flavonoide  erbringen.  Im  Gegensatz  zu  den  ebenfalls  in  den  Phase‐2‐Metabolismus  involvierten 

Sulfo‐  und  Methyltransferasen  spielt  die  Glucuronosyl‐Transferase  damit  vermutlich  eine 

bedeutende Rolle  im „First‐Pass“‐Metabolismus der Flavonoide  [Zhang et al. 2007b; Manach et al. 

2004].  Daten  aus  Tierstudien  mit  Ratten  zeigen,  dass  zu  den  weiteren  Phase‐2  Reaktionen  im 

Enterozyten  auch Methylierungen  und  Sulfatierungen  zählen. Die Glucuronidierung  ist  jedoch  der 

dominierende Konjukationsweg [Donovan et al. 2001; Kuhnle et al. 2000; Crespy et al. 1999; Piskula 

und Terao 1998].  

Neben diesen Reaktionen konnte  in  zahlreichen Tier‐ und  in‐vitro Untersuchungen  im Caco‐2‐Zell‐

Modell auch ein aktiver Efflux der Flavonoide vom Enterozyten zurück in das Lumen belegt werden. 

Diese  bioverfügbarkeitslimitierende  Reaktion  wird  durch  das  luminal  lokalisierte 

Transmembranprotein MRP‐2, das der Familie der ABC‐Transporter zugehörig  ist,  induziert. Die  in‐

vivo Relevanz dieses Phänomens  ist bisher noch ungeklärt, könnte  jedoch einer der Gründe  für die 

geringe Bioverfügbarkeit der Flavonoide sein [Lambert et al. 2007; Walle 2004; Walgren et al. 2000a; 

Walle  et  al.  1999;  Crespy  et  al.  1999].  Neben  dem  apikalen  Efflux  scheinen  die 

Transmembranproteine  auch  basolateral  expremiert  zu  werden  und  den  dortigen  Efflux  der 

Flavonoide zu vermitteln [Zhang et al. 2007a].  

6.2.4 Absorption und Metabolismus der Flavonoide im Dickdarm 

Der  Dickdarm  weist  eine  dichte  Besiedlung  mit  Mikroorganismen  von  hoher  katalytischer  und 

hydrolytischer  Aktivität  auf.  Es  handelt  sich  dabei  schätzungsweise  um  über  400  verschiedene 

Bakterienspezies  und  insgesamt  um  bis  zu  1013  Bakterienzellen.  Trotz  verschiedener 

Überschneidungen  und  Ähnlichkeiten  weist  die  Komposition  der  Darmflora  hohe  individuelle 
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Unterschiede  auf  [Nemeth  und  Piskula  2007;  Blaut  et  al.  2003].  Nicht  im  Dünndarm  resorbierte 

Flavonoidglykoside, über den MRP‐2 vermittelten Efflux rücktransportierte Flavonoidaglykone sowie 

deren  Phase‐2  Metabolite,  Flavonoidrhamnoside  (z.  B.  Rutin)  und  über  den  enterohepatischen 

Kreislauf  von  der  Leber  exkretierte  hydrophile  Flavonoidkonjugate  (siehe  6.2.5.1)  erreichen  den 

Dickdarm.  Die  Mikroflora  expremiert  Glykosidasen,  Glucuronidasen  und  Sulfatasen  und  vermag 

damit  die  jeweiligen Aglykone  freizusetzen. Diese  können  nachfolgend  resorbiert werden  oder  es 

kommt  in  Folge  der  weiteren  enzymatischen  Einwirkung  zur  Ringöffnung  und  zur  Bildung  von 

Phenolsäuren [Nemeth und Piskula 2007; Liu und Hu 2007; Jaganath et al. 2006; Olthof et al. 2003] 

Hydroxyphenylacetyl‐ und Hydroxyphenylpropionsäure konnten als Spaltprodukte detektiert werden 

[Scalbert und Williamson 2000; Griffiths und Smith 1972]. In Humanstudien von Olthof et al. [2003], 

Sawai et al. [1987] und Rechner et al. [2002] waren nach oraler Einnahme von Flavonoiden ebenfalls 

Hydroxyphenylacetyl‐  und  Hydroxyphenylpropionsäure  als  Spaltprodukte  im  Blut  und  Urin 

nachweisbar.  Direktere  Belege  für  die  Kapazität  der  Mikroflora  Flavonoide  zu  metabolisieren, 

resultieren  aus  in‐vitro‐Studien,  in  denen  gezeigt  werden  konnte,  dass  aus  Fäzes  isolierte 

Mikroorganismen  eine  spaltende  Wirkung  gegenüber  Flavonoiden  besitzen  [Braune  et  al.  2001; 

Schneider et al. 2000; Winter et al. 1989]. Dabei entsteht überwiegend Hydroxyphenylacetylsäure. 

Die  im  Dünndarm  nicht  spaltbaren  Flavonoid‐C‐Glykosiden  unterliegen  im  Dickdarm  ebenfalls 

abbauenden Prozessen, wobei die entsprechenden Aglykone und Phenolsäuren  freigesetzt werden 

[Zhang et al. 2007b; Sanugul et al. 2005]. 

6.2.5 Metabolismus der Flavonoide in der Leber 

Nach  ihrer Absorption  sind  die  Flavonoide  drei  verschiedenen  Konjugationsreaktionen  ausgesetzt. 

Der Glucuronidierung im Entereozyten folgend werden die Flavonoide an das Plasmaprotein Albumin 

gebunden  über  die  Pfortader  zur  Leber  transportiert.  Diese  nimmt  neben  dem  Dünndarm  eine 

zentrale Stellung im postabsorptiven Metabolismus der Flavonoide ein. Obwohl das genaue Schicksal 

der Flavonoidmetabolite in der Leber noch nicht abschließend geklärt ist, lassen Untersuchungen mit 

Hep G2‐Zellen und tierexperimentelle Studien darauf schließen, dass Methylierungen, Sulfatierungen 

und Deglucuronidierungen zu den dominierenden Reaktionen zählen [Stalmach et al. 2009; O'Leary 

et al. 2003; Day et al. 2001; Galijatovic et al. 1999; Piskula und Terao 1998]. Die Sulfatierung wird 

über die Sulfotransferasen, cytosolisch lokalisierte Enzyme, deren Aktivität in der Leber am höchsten 

ist,  katalysiert.  Dabei wird  eine  Sulfatgruppe  von  3’‐phosphoadenosine‐5’‐phosphosulfate  auf  die 

Hydroxygruppe des entsprechenden Substrates übertragen.  Im Gegensatz  zur Glucuronidierung  ist 

die  Sulfatierung  ein  Stoffwechselweg mit  einer  vergleichsweise  höheren  Affinität  und  niedrigeren 

Kapazität. Eine  steigende  Ingestionsdosis  führt  zu einer Verschiebung von der Sulfatierung hin  zur 

Glukuronidierung. Das Auftauchen von Konjugaten, die sowohl glucuronidiert als auch sulfatiert sind, 

lässt darauf schließen, dass eine Glucuronidierung kein Hindernis für eine anschließende Sulfatierung 

ist  [Day  et  al. 2004; Morand  et  al. 1998; Manach  et  al. 1998].  In Humanstudien  stellten dagegen 

hauptsächlich  die  einfachkunjugierten  Glucuronmetabolite  die  zirkulierende  Hauptfraktion  dar 

[Meng et al. 2004; Manach et al. 2004; Manach et al. 2003; Shelnutt et al. 2002; Lee et al. 2002; Day 

et al. 2001; Setchell et al. 2001; Doerge et al. 2000].  

Neben den Glucuronidierungen und den Sulfatierungen zählen auch Methylierungen der Flavonoide 

zu  den  gängigen  Konjugationsmechanismen.  Diese  Reaktion  wird  durch  Catechol‐O‐

Methyltransferasen katalysiert. Das Enzym ist in zahlreichen Geweben lokalisiert, die Aktivität jedoch 

in  der  Leber  und  den  Nieren  am  höchsten  [D'Archivio  et  al.  2007].  Voraussetzung  für  die 

Enzymaktivität und gleichzeitig auch die Zielstruktur der Enzymwirkung  ist die Catecholstruktur. Es 
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existieren keine Belege, die eine Methylierung an einer anderen Hydroxygruppe  im Molekül zeigen 

[Day et al. 2004]. Untersuchungen mit Hep‐G2‐Zellen zeigen eine hohe hepatische Methylierungsrate 

[O'Leary  et  al.  2003].  In  Humanstudien  konnten  nach  oraler  Applikation  ebenfalls  methylierte 

Metabolite detektiert werden [Stalmach et al. 2009; Day et al. 2001].  

In  Koexistenz  mit  den  Phase‐2‐Reaktionen,  beeinflussen  auch  Phase‐1  Enzyme  den 

Flavonoidmetabolismus.  In  Tierversuchen  wurden  hierbei  in  erster  Linie  durch  Cytochrome‐P450 

katalysierte Demethylierungsreaktionen und Hydroxylierungsreaktionen beobachtet  [Williamson et 

al.  2000].  Im  Vergleich  zu  den  Phase‐2‐Reaktionen  handelt  es  sich  hierbei  jedoch  nur  um 

Minormetabolismen,  die  im  Menschen  von  untergeordneter  Bedeutung  sind  und  häufig  von 

Glukuronidierungen und Sulfatierungen gefolgt sind [Liu und Hu 2007].        

6.2.5.1 Enterohepatischer Kreislauf  

Neben  den  umfangreichen  Konjugationsreaktionen  ist  die  Leber  auch  an  der  Ausscheidung 

konjugierter Flavonoide beteiligt. Verschiedene experimentelle Tieruntersuchungen konnten zeigen, 

dass die metabolisierten Flavonoide über die Gallenflüssigkeit in Dünn‐ und Dickdarm ausgeschieden 

werden und damit ähnlich verschiedenen Pharmaka einer enterohepatischen Zirkulation unterliegen 

[Liu et al. 2003; Chen et al. 2003; Crespy et al. 2003; Walle et al. 2001; Sfakianos et al. 1997]. Die 

Menge  der  exkretierten  Flavonoidmetabolite  und  damit  die  physiologische  Relevanz  dieses 

Eliminationsweges  variierten  in  Abhängigkeit  der  jeweiligen  Stoffklasse.  Bei  den  ausgeschiedenen 

Metaboliten  handelte  es  sich  vorwiegend  um  glucuronidierte  und  sulfatierte  Metabolite,  wobei 

erstere überwiegen. Außerdem konnten auch methlylierte Metabolite nachgewiesen werden.  

Daten  aus  Humanstudie  lassen  vermuten,  dass  der  enterohepatische  Kreislauf  auch  eine 

humanphysiologische  Relevanz  besitzt.  Nach  Ingestion  der  Flavonoide  konnten  im  Plasma  zwei 

separate  Anstiege  der  Flavonoidkonzentration  detektiert  werden.  Ein  solcher  Plasmaverlauf  ist 

charakteristisch  für  Substanzen, die einem enterohepatischen Kreislauf unterliegen  [Manach et al. 

2003; Setchell et al. 2001]. 

6.2.6 Zirkulation und Exkretion der Flavonoide  

In‐vitro‐Versuche  und  experimentelle  Tieruntersuchungen  zeigen,  dass  die  konjugierten 

Flavonoidaglykone  im Plasma an Albumin gebunden  transportiert werden, wobei die Affinität  zum 

Albumin  in Abhängigkeit der chemischen Struktur variiert  [Kaldas et al. 2005; Manach et al. 2004; 

Boulton et al. 1998; Manach et al. 1995]. In Folge solcher Komplexierungen ist die Gewebegängigkeit, 

die  Integration  in Zielstrukturen und damit auch die Entfaltung biologischer Effekte möglicherweise 

eingeschränkt [Dangles et al. 2001]. Boulton et al. [1998] konnten in in‐vitro‐Versuchen belegen, dass 

die  Flavonoid‐Albumin  Komplexe  im  Vergleich  zu  den  freien  Flavonoiden  eine  deutlich  geringere 

Erythrozytengängigkeit aufwiesen. 

In zahlreichen tierexperimentellen Untersuchungen wurde außerdem die Verteilung der Flavonoide 

im Organismus  untersucht.  Die  Verabreichung  radioaktiv  gelabelter  Flavonoide  zeigte,  dass  diese 

nach 1‐6 Stunden größtenteils im Blut und den Organen des Verdauungssytems (Magen, Intestinum 

und  Leber)  zirkulierten  [Vitrac  et  al.  2003; Mullen  et  al.  2002].  Andere  Arbeitsgruppen  konnten 

dagegen  auch  für  weitere  Gewebe  einen  Flavonoidübergang  nachweisen,  darunter  z.  B.  für 

Endothelzellen [Youdim et al. 2000] und für das Gehirn [Datla et al. 2001]. Aus Tieruntersuchungen 

weiß  man  außerdem,  dass  Flavonoide  über  die  Ausbildung  von  Etherbrücken  mit  LDL‐Partikeln 

assoziiert  sind  [Hayek  et  al.  1997].  Die  Übertragbarkeit  dieser  Ergebnisse  auf  den menschlichen 

Organismus  konnte  in einer Humanstudie bestätigt werden. Die Menge der mit den  LDL‐Partikeln 
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assoziierten Flavonoide war jedoch zu gering, um eine ex‐vivo induzierte LDL‐Oxidation signifikant zu 

verzögern [van het Hof et al. 1999]. 

Die Ausscheidung der Flavonoide erfolgt über den Urin und den Fäzes. In zwei Humanstudien aus den 

Jahren 1994 und 1995 konnte nach oraler Aufnahme von Flavonoiden  im Urin eine deutlich höhere 

Exkretionsrate als im Fäzes bestimmt werden [Xu et al. 1995; Xu et al. 1994]. Im Gegensatz zu diesen 

Ergebnissen  detektierten Walle  et  al.  [2001]  eine  höhere  Ausscheidung  der  Flavonoide  über  den 

Fäzes.  Dabei  handelte  es  sich  größtenteils  um  unveränderte  Flavonide,  während  im  Urin  die 

glucuroidierten Metabolite die Hauptfraktion darstellten. Lehthonen et al.  [2010] konnten  in einer 

Humanstudie  ebenfalls  Flavonoide  im Urin und  Fäzes der Probanden  analysieren. Über den  Fäzes 

wurden  vorwiegend  intakte  Flavonoidglykoside  ausgeschieden,  während  der  Urin  größtenteils 

glucuronidierte Flavonoide enthielt. Die Ausscheidungsrate der Flavonoide unterlag  in allen Studien 

unabhängig vom jeweiligen Exkretionsweg hohen intraindividuellen Schwankungen. 

6.3 Antioxidative Wirkung  

Lange Zeit wurden die sekundären Pflanzenstoffe und die quantitativ bedeutendsten Vertreter dieser 

Stoffgruppe,  die  Flavonoide,  als  antinutritive  Pflanzeninhaltsstoffe  betrachtet.  Die  potentielle 

Toxizität  dieser Verbindungen  sowie  ihr  Potential  zur  Einschränkung  der Bioverfügbarkeit  anderer 

Nährstoffe standen dabei im Vordergrund. Erst in jüngerer Zeit ist ein deutlicher Wandel hinsichtlich 

der gesundheitlichen Bewertung dieser Stoffe zu beobachten.  Inzwischen wird davon ausgegangen, 

dass die Flavonoide sowie die meisten Stoffe pflanzlicher Herkunft, normale Verzehrsgewohnheiten 

vorausgesetzt, gesundheitsfördernde Eigenschaften besitzen. Dafür  sprechen beispielsweise Belege 

aus  verschiedenen  epidemiologischen  Studien,  die  einen  inversen  Zusammenhang  zwischen  der 

Aufnahme  von  flavonoidreichen  Produkten  und  der  Inzidenz  von  kardiovaskulären  Erkrankungen, 

Krebs und Diabetes zeigen  [Arts und Hollman 2005; Maron 2004; Knekt et al. 2002]. Aufgrund der 

potentiellen  Relevanz  von  oxidativem  Stress  in  der  Pathogegense  dieser  Erkrankungen  sind 

besonders die antioxidativen Eigenschaften der Flavonoide Gegenstand  intensiver Forschungen.  Ihr 

niedriges  Redoxpotential  ermöglicht  die  Neutralisierung  von  pathophysiologisch  relevanten 

Radikalen, wie  z.  B.  dem  Superoxid‐,  Peroxyl‐, Alkoxyl‐  und Hydroxyradikal. Damit müssen  sie  als 

möglicherweise präventiv wirksame Agenzien in der Therapie degenerativer Erkrankungen diskutiert 

werden.  Für  das  Ausmaß  der  antioxidativen  Aktivität  sind  neben  der  bereits  beschriebenen 

physiologischen Metabolisierung und der Bioverfügbarkeit, auch verschiedene strukturelle Merkmale 

von Bedeutung.   

6.3.1 Structure activity Relationships (SAR) 

Die antioxidativen Effekte der Flavonoide können sich über verschiedene Wirkmechanismen und auf 

unterschiedlichen Ebenen manifestieren. Ihre antiradikalische Wirkung resultiert aus: 

 

 der Fähigkeit der Flavonoide Metalle zu komplexieren und damit zu inaktivieren 

 der Beeinflussung endogener antioxidativer Systeme  

 der  Anwesenheit  von  Hydroxygruppen,  die  die  Fähigkeit  haben  als 

Elektronendonatoren/Wasserstoffdonatoren  zu  wirken  und  somit  freie  Radikale  zu 

neutralisieren 

 und der Möglichkeit, das daraus resultierende ungepaarte Elektron/Radikal intramolekular 

zu stabilisieren/ein stabiles Phenoxylradikal zu bilden [Musialik et al. 2009] 
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Im  Folgenden  soll  näher  auf  die  radikalneutralisierende  Aktivität  der  Flavonoide  eingegangen 

werden. Diese  steht  in  einem  engem  Zusammenhang  zu  der Anzahl  der OH‐Gruppen  sowie  ihrer 

Positionierung im Ringsystem [Amic et al. 2007]. Ergebnisse aus in‐vitro Studien zeigen die Relevanz 

spezieller struktureller Merkmale  im Flavonoidmolekül (Structure‐Activity Relationship = SAR). Dazu 

zählen:  

 

 die Catecholgruppe (3’,4’‐OH‐Gruppe) im B‐Ring (1) 

 die C2‐C3 Doppelbindung im heterocylkischen C‐Ring in Verbindung mit der Ketofunktion in 

C4 (2) 

 die Hydroxygruppe in den Positionen 3 und/oder 5 in Konjugation mit der Ketofunktion in C4 

(3) [Amic et al. 2007; Rice‐Evans et al. 1996]. 

 

1)     2)               3)  

 

Die Catecholgruppe im B‐Ring zahlreicher Flavonoide ist das zentrale strukturelle Merkmal, das eine 

hohe  antioxidative  Aktivität  gewährleistet.  Durch  Abgabe  eines  Wasserstoffatoms  können  die 

Hydroxygruppen  in C3’ und C4’ freie Radikale neutralisieren. Das entstehende Phenoxylradikal kann 

über die Bildung einer  intramolekularen Wasserstoffbrückenbindung  stabilisiert werden  (Abb. 76). 

Die  im  heterocyklischen  C‐Ring  befindliche  Doppelbindung  in  C2‐C3  trägt  in  Konjugation mit  der 

Ketofunktion in C4 zu der antioxidativen Wirkung bei, indem eine Elektronendelokalisierung über das 

Ringsystem gewährleistet wird [Amic et al. 2007; Croft 1998].  

 
Abb. 76: Peroxylradikalstabilisierung über intramolekulare Wasserstoffbrückenbindung 

 

Durch  den  Angriff  eines  weiteren  Radikals  an  das  Phanoxylradikal  kommt  es  zur  Bildung  eines 

stabilen Quinons (Abb. 77) 

 
Abb. 77: Bildung eines Quinons nach weiterem Radikalangriff 

 

Wenn der B‐Ring z. B. aufgrund einer fehlenden Catecholstruktur nicht zu der antioxidativen Wirkung 

beitragen kann, können im A‐Ring subsitutierte Hydroxygruppen kompensatorische Effekte entfalten 

und ihre Bedeutung für die antioxidative Akrivität nimmt zu [Amic et al. 2007; Arora et al. 1998].   
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In  weiteren  in‐vitro  Studien  konnte  gezeigt  werden,  dass  neben  den  erwähnten  Merkmalen 

besonders die Hydroxygruppen in den Positionen 3 oder 5 unter Konjugation mit der Carbonylgruppe 

in C4 von großer Bedeutung  sind  [Amic et al. 2007; Rice‐Evans et al. 1996]. Die Blockierung einer 

dieser Gruppen,  z. B. durch eine Glycosylierung, wie  im Falle des Rutins,  führt  zu einer deutlichen 

Abnahme der antioxidativen Aktivität  im Vergleich zu der unglykosylierten Ausgangssubstanz. Beide 

Hydroxygruppen weisen im Vergleich zu den in der Catecholstruktur relativ hohe PKA‐Werte auf, die 

eine  Deprotonierung  unwahrscheinlich  erscheinen  lassen.  Die  starke  Wasserstoffbrückenbindung 

zwischen den Hydroxygruppen  in C3 bzw. C5 und dem Sauerstoffatom der C4 Carbonylgruppe stellt 

ebenfalls eine Hemmschwelle für eine Deprotonierung dar [Lemanska et al. 2001]. Die antioxidative 

Wirkung  von  C3‐OH  und  C5‐OH  Monohydroxyflavonen  resultiert  vermutlich  aus  einer 

Elektronenübertragung (Abb. 78) [Amic et al. 2007; Lemanska et al. 2001].  

 

 
Abb. 78: Elektronenübertragung 

 

Damit  wird  deutlich,  dass  der  antiradikalischen  Wirkung  verschiedene  Mechanismen  zu  Grunde 

liegen,  zwischen  den  differenziert  werden  muss.  Dabei  handelt  es  sich  um  einen 

Wasserstoffatomtransfer (HAT) (1) und einen Elektronentransfer dem ein Protontransfer folgt (SET‐

PT) (2). Diese Mechanismen vollziehen sich gemäß den folgenden Reaktionsformeln [Klein und Lukes 

2006; Wright et al. 2001]:  

 

1) HAT:  

R-O
.
+ Fl-OH R-OH + Fl-O

.

 
2) SET‐PT 

R-O
.
+ Fl-OH R-O

-
+ Fl-O

. +
Fl-O

. + 
+ H2O             Fl-O

.
+ H3O

+                  
R-OH + H2O

Im Falle des HAT wird ein freies Radikal durch die Abgabe eines Wasserstoffatoms von dem Flavonoid 

neutralisiert, wobei dieses zu einem Phenoxylradikal reagiert. Neben dem Wasserstoffatomtransfer 

spielt  auch  die  Übertragung  einzelner  Elektronen  als  radikalneutralisierender Mechanismus  eine 

bedeutende  Rolle.  In  diesem  Fall  kommt  es  zu  der  Übertragung  eines  einzelnen  ungepaarten 

Elektrons vom Flavonoid auf das  freie Radikal, wodurch dieses neutralisiert wird, während sich aus 

dem  Flavonoid  das  korrespondierende  Radikalkation  bildet.  Erst  im  zweiten  Schritt  kommt  es  zu 

einer  Wasserstoffübertragung  auf  ein  Lösungsmittelmolekül  und  damit  analog  zum  HAT  zur 

Entstehung des Phenoxylradikals [Amic et al. 2007; Leopoldini et al. 2004a; Leopoldini et al. 2004b; 

Lemanska  et  al.  2001].  Eine  strikte  Trennung  zwischen  den  beiden Mechanismen  ist  schwer  und 

beide Reaktionen können parallel, jedoch in Abhängigkeit verschiedener determinierender Faktoren, 

in  unterschiedlichen  Raten  zur  antioxidativen  Wirkung  beitragen  [Wright  et  al.  2001].  Zu  den 

Einflussfaktoren zählen: 

 

 die Bindungsdissoziationsenthalpie  

 das Ionisierungspotential 
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 das Reaktionsmedium und  

 die Struktur des Flavonoids  

 

Bei  der  Abgabe  eines Wasserstoffatoms  ist  vor  allem  die  Bindungsdissoziationsenthalpie  der OH‐

Gruppen als wichtigste Determinante zu betrachten. Je schwächer die OH Bindung ist, desto leichter 

verläuft  die  Radikalneutralisierung  über  den  HAT  [Leopoldini  et  al.  2004b].  Ein  weiterer 

entscheidender Faktor ist die Stabilität des entstehenden Phenoxylradikals. Je höher diese ist, desto 

effizienter und aktiver ist das Antioxidans. Die Hydroxygruppen der Catecholgruppe im B‐Ring vieler 

Flavonoide  stellen  unter  Berücksichtigung  dieser  Merkmale  die  effizientesten  Strukturen  zur 

Wasserstoffatomübertragung dar. Sie weisen sehr geringe Bindungsdissoziationsenthalpien auf und 

das  entstehende  Phenoxylradikal  kann  durch  Elektronendelokaltsation  sowie  über  die  Ausbildung 

intramolekularer Wasserstoffbrückenbindung stabilisiert werden (Abb. 78) [Amic et al. 2007].  

Ein niedriges  Ionisierungspotential hingegen favorisiert eine Elektronenübertragung gemäß des SET. 

Zu  den  Faktoren,  die  das  Ionisierungspotential  senken,  zählt  in  erster  Linie  die  Planarität  des 

Flavonoidmoleküls und die daraus resultierende erhöhte Kapazität zur Elektronendelokalisation. Die 

Voraussetzung  für die Planarität des Moleküls  ist eine OH‐Gruppe  in Position C3. Diese bildet eine 

Wasserstoffbrückenbindung mit  dem  Kohlenstoffatom  in  Position  6  aus, wodurch  das  Ringsystem 

gezwungen ist eine planare Struktur einzunehmen [Leopoldini et al. 2004a; Leopoldini et al. 2004b]. 

Eine  vorherige  Deprotonierung  des  Flavonoids  begünstigt  ebenfalls  eine  Elektronenübertragung 

[Lemanska et al. 2001; van Acker et al. 1996].  

Neben den beschrieben Faktoren muss das Lösungsmedium, in dem die Reaktion abläuft, als weitere 

mögliche Determinante der  ablaufenden Reaktion  berücksichtigt werden. Während  in  nonpolaren 

Flüssigkeiten der HAT bevorzugt wird, unterstützen polare Flüssigkeiten eine Elektronenübertragung, 

da  sie  die  in  diesem  Prozess  auftretende  Ladungstrennung  unterstützen  und  den  geladenen 

Übergangszustand stabilisieren [Klein et al. 2007; Klein und Lukes 2006]  

Neben  den  beiden  beschriebenen  Reaktionsmechanismen  rückt  außerdem  zusehends  ein 

Mechanismus  in  den  Mittelpunkt,  der  von  einer  sequentiellen  Protonenübertragung  und  einem 

folgenden Elektronentransfer (SPLET) ausgeht. 

SPLET 

Fl-OH + H2O              Fl-O
-
+ H3O

+                    
Fl-O

-
+ R-O

.
Fl-O

.
+ R-O

-
R-O

-
+ H3O

+
R-OH + H2O

Dieser Mechanismus unterliegt ähnlichen Voraussetzungen wie der SET und wird derzeit ebenfalls als 

möglicher Reaktionsmechanismus der antioxidativen Wirkung diskutiert. Nach Musialik et al. [2009] 

schließt eine Reaktion über SPLET jedoch nicht zwangsläufig ein gleichzeitiges Vorliegen des HAT aus.  

6.3.2 Antioxidative Wirkung von Rooibostee 

Der  Rooibostee  wird  hauptsächlich  in  Südafrika  angebaut.  Die  im  Rooibostee  vorliegenden 

Flavonoide stellen die quantitativ und qualitativ bedeutendsten Komponenten dar.  

Das  mengenmäßig  dominierende  Flavonoid  ist  das  Dihydrochalkon  Aspalathin,  das  als  nahezu 

rooibosspezifische Verbindung einzustufen ist. 

Neben  dem  Aspalathin  sind  die  Flavone  Orientin  und  Isoorientin mit  0,56  bzw.  0,29 g/100 g  als 

weitere quantitativ bedeutende Komponenten zu erwähnen. Das Rutin ist mit einer Menge von 0,18 

g/100 g das einzige Flavonol, das im Rooibos in nennenswerter Konzentration vorliegt.  

Das  quantitativ  dominierende  Aspalathin  enthält  mit  der  Catecholfunktion  im  B‐Ring  eines  der 

zentralen  strukturellen  Elemente/Merkmale,  dass  eine  hohe  antioxidative  Kapazität  gewährleistet 
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(siehe  7.3.1).  In  einer  in‐vitro  Studie  mit  Phloretin  konnte  außerdem  gezeigt  werden,  dass 

inbesonders  die  Kernstruktur  2,6‐dihydroxyacetophenon  für  die  antioxidative  Aktivität 

verantwortlich ist [Rezk et al. 2002].  

Das  Orientin  und  das  Isoorientin  verfügen  neben  der  Catecholfunktion  im  B‐Ring,  mit  der 

Doppelbindung in C2‐C3, die mit einer Ketofunktion in C4 konjugiert ist und einer Hydroxygruppe in 

C5, über sämtliche weitere strukturelle Merkmale, die mit einer erhöhten antioxidativen Kapazität in 

Verbindung gebracht werden. 

Allen drei Molekülen ist die C‐glykosidische Bindung mit einem Zuckerrest gemeinsam. In Folge der C‐

glykosidischen Bindung ist die Bioverfügbarkeit dieser Moleküle möglicherweise eingeschränkt (siehe 

6.3.2.2).  Lediglich  das Rutin,  das  über  identische  strukturelle Merkmale wie  das Orientin  und  das 

Isoorientin verfügt, ist O‐glykosidisch verknüpft. 

6.3.2.1 Antioxidative Aktivität von Rooibostee und Einzelsubstanzen in vitro 

Die antioxidative Kapazität von Rooibostee und seiner Einzelkomponenten konnte  in verschiedenen 

in‐vitro  Studien  nachgewiesen  werden.  Als  wichtigste  Determinante  der  Aktivität muss  zwischen 

fermentiertem und unfermentiertem  Tee unterschieden werden. Von Gadow et  al.  [1997]  fanden 

heraus, dass die antioxidative Aktivität von unfermentierten Rooibostee über der von fermentierten 

lag. Dieser war wiederum  antioxidativ wirksamer  als  halbfermentierter  Rooibostee. Während  des 

Fermentationsprozesses wird das Dihydrochalcon Aspalathin zu den korrespondierenden Flavanonen 

oxidiert, die eine geringere antioxidative Wirkung aufweisen. Mit dem Voranschreiten des Prozesses 

kommt es zu weiteren oxidativen Veränderungen, wodurch aus den Flavanonen die entsprechenden 

Flavone entstehen. Diese besitzen ein stärkeres antioxidatives Potential, was die höhere Aktivität des 

fermentierten Tees im Vergleich zum halbfermentierten erklärt. Standley et al. [2001] und  Joubert et 

al.  [2008]  bestätigen,  dass  der  Prozessierungsstatus  als Determinante  der  antioxidativen  Aktivität 

betrachtet werden muss. In Korrelation mit dem Polyphenolgehalt wies unfermentierter Rooibostee 

die höchste antioxidative Aktivität auf. Ein steigender Verarbeitungsgrad ging mit einer Abnahme des 

Polyphenolgehaltes  und  der  antioxidativen  Aktivität  einher.  In  einer  in‐vitro  Studie  aus  dem  Jahr 

2009  konnten  Krafczyk  et  al.  zeigen  das  ein  komplexer  Rooibosextrakt  den  Einzelsubstanzen 

Aspalathin, Orientin, Isoorientin und Rutin hinsichtlich der antioxidativen Aktivität überlegen ist. Die 

Aktivität der Einzelsubstanzen nahm in der Reihenfolge Aspalathin > Isoorientin > Orientin > Rutin ab. 

Von  Joubert  et  al.  [2004]  durchgeführte Messungen  zeigten,  dass  Aspalathin  und  Orientin  eine 

vergleichbare  antioxidative  Kapazität  hatten, während  das  Rutin  auch  hier  die  geringste  Aktivität 

innehatte.  Im Vergleich  zu  anderen  gängigen Antioxidantien wie  α‐Tocopherol, Butylhydroxytoluol 

(BHT) und Butylhydroxyanisol (BHA) besitzen Aspalathin und Rutin eine höhere Aktivität [von Gadow 

et al. 1997]. Aspalathin wies auch in dieser Studie eine höhere Aktivität auf als Rutin.  

6.3.2.2 Bioverfügbarkeitsversuche mit Rooibos 

Wie die obigen Daten relativ deutlich zeigen, stellt besonders unfermentierter Rooibostee, aufgrund 

der enthaltenen Flavonoide, ein Lebensmittel mit einem hohen antioxidativem Potential dar. Seine 

antioxidative Kapazität korreliert dabei in besonderer Weise mit dem Aspalathingehalt [Schulz et al. 

2003]. Ob diese dem Lebensmittel innewohnende Aktivität auch in lebendigen Organismen entfaltet 

werden kann,  ist dabei  in erster Linie von der Bioverfügbarkeit der einzelnen Substanzen abhängig. 

Bis  zum  heutigen  Zeitpunkt wurden  nur wenige  Studien  durchgeführt,  die  Aufschluss  über  diese 

Fragestellung geben können.   
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Huang  et  al.  [2008]  konnten  in  einer  in‐vitro  Studie  an  Caco‐2‐Zell‐Modell  einen  konzentrations‐

abhängigen Transport des Aspalathins durch die intestinalen Epithelzellen messen. Pures Aspalathin 

wurde dabei  in einer geringeren Menge  transportiert als Aspalathin aus einem komplexen Extrakt. 

Möglicherweise  sind  in  dem  Rooibostee  weitere  Substanzen  enthalten,  die  den  Transport  des 

Aspalathins durch die intestinalen Epithelzellen fördern. Kreuz et al. [2008] konnten diese Ergebnisse 

in einer tierexperimentellen Untersuchung zum Teil stützen. Schweinen wurde über einen Zeitraum 

von 11 Tagen ein Rooibosextrakt oral verabreicht. Obwohl nach Beendigung der Studienphase keine 

Metabolite im Plasma detektiert werden konnten, zeigte eine Untersuchung des Urins den Übergang 

verschiedener Flavonoidmetabolite. Die Ergebnisse aus einer tierexperimentellen Untersuchung von 

Zhang  et  al.  [2007b]  zeigen,  dass  C‐Glykoside  in  ihrer  ursprünglichen  Form  nicht  im  Dünndarm 

bioverfügbar sind. Sie erreichen das Kolon, von wo aus sie entweder in unveränderter Form über den 

Fäzes  ausgeschieden  werden,  oder  nach  Deglykosylierung  in  Form  ihrer  Aglykone  oder  nach 

Ringspaltung als phenolische Säuren resorbiert werden. Bei den verabreichten Flavonoiden handelte 

es sich u. a. um die auch im Rooibos vorkommenden C‐Glykoside Orientin und Vitexin.  

Neben den vorgestellten  in‐vitro‐ und Tierstudien existieren auch zwei Humanstudien,  in denen die 

Bioverfügbarkeit von Rooibosflavonoiden untersucht wurde. Stalmach et al. [2009] konnten nach der 

oralen  Aufnahme  von  Rooibostee  keine Metabolite  im  Plasma  der  Probanden  detektieren.  Sehr 

geringe  Konzentrationen  der  ingestierten  Flavonoide  konnten  als  glucuronidierte,  sulfatierte  und 

methylierte  Metabolite  im  Urin  detektiert  werden.  Diese  Ergebnisse  verdeutlichen  eine  geringe 

Bioverfügbarkeit  der  Flavonoide,  die  höchstwahrscheinlich  aus  der  C‐glykosidischen  Bindung 

resultiert, die gegenüber einer enzyminduzierten Spaltung  im Dünndarm resistent  ist. Zu ähnlichen 

Ergebnissen kamen auch Courts und Williamson [2009] in einer Humanstudie aus dem Jahr 2009. Die 

orale  Aufnahme  von  Rooibostee  führte  primär  zu  einer  Akkumulation  von  methlyierten 

Aspalathinmetaboliten  im Urin der Probanden.  In beiden Studien blieb die C‐glykosidische Struktur 

der  detektierten  Aspalathinmetabolite  bestehen,  was  darauf  schließen  lässt,  dass  sie  intakt 

aufgenommen  werden  konnten  und  eine  vorherige  enzymatische  Hydrolyse  keine  unabdingbare 

Voraussetzung darstellt.  

6.3.2.3 Antioxidative Aktivität von Rooibos in vivo 

Wie  die  bisher  dargestellten  Studien  zeigen,  erfüllt  der  Rooibostee  zumindest  in  Teilen  die 

Anforderungen  und  Voraussetzungen,  die  für  die  Entfaltung  einer  physiologischen  Aktivität 

erforderlich  sind.  In‐vitro  Studien  konnten  bestätigen,  dass  der  Tee  und  seine  Inhaltsstoffe 

antioxidativ wirksam sind. Darüber hinaus lassen Bioverfügbarkeitsstudien darauf schließen, dass die 

Flavonoide, wenn auch nur in einem sehr limitierten Umfang, die systemische Zirkulation erreichen. 

Somit bleibt zu klären, ob die Menge der aus dem Rooibostee aufgenommenen Flavonoide ausreicht, 

um physiologische Effekte zu erzielen. Insgesamt gibt es jedoch nur sehr wenige in‐vivo Studien, die 

sich  mit  dieser  Fragestellung  beschäftigt  haben  und  in  denen  die  antioxidativen  Wirkung  von 

Rooibostee untersucht wurde.  

Marnewick et al. [2003] haben  in einer experimentellen Tierstudie Ratten über einen Zeitraum von 

zehn Wochen  Rooibostee  als  einzige  Flüssigkeitsquelle  verabreicht.  Die  Behandlung  hatte  keinen 

signifikanten Effekt auf die antioxidativen Werte in der Leber.   

Im Rahmen einer Humanstudie von Sauter [2004] wurde über einen Zeitraum von zwei Wochen ein 

Rooibosextrakt konsumiert und die antioxidative Kapazität des Plasmas zu Studienbeginn und nach 

Studienbeendigung  bestimmt.  In  Abhängigkeit  des  verwendeten  Testsystems  konnte  dabei  keine 

Veränderung bzw. eine Abnahme der antioxidativen Kapazität ermittelt werden.  In einer weiteren 
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Huamanstudie hingegen konnte gezeigt werden, dass die Verabreichung von Rooibostee bei einem 

Risikokollektiv  (Arbeiter,  die  einer  erhöhten  Bleibelastung  ausgesetzt  sind)  zu  einer  Senkung  der 

Lipidperoxidation führte [Nikolova et al. 2007]. 

6.3.3 Antioxidative Wirkung von Holunderblütentee 

Die  in den Holunderblüten enthaltenen Flavonoide stellen mit einem Anteil von drei Prozent einen 

quantitativ bedeutenden Inhaltsstoff dar [WHO 2002]. 

Neben  dem  Rutin  (Quercetin‐Rutinosid)  ist  noch  Hyperosid  (Quercetin‐Galactosid)  als  quantitativ 

bedeutender  Inhaltsstoff  zu  erwähnen.  Bei  beiden  Molekülen  handelt  es  sich  um  Flavonol‐O‐

Glykoside, die sich vom Quercetin ableiten. Das Rutin enthält in Position C3 das Dissacharid Rutinose 

gebunden und das Hyperosid die Galaktose.  Beide Moleküle weisen mit der Catecholfunktion im B‐

Ring das wichtigste Strukturmerkmal für eine hohe antioxidative Aktivität auf. Dazu verfügen sie mit 

der  Doppelbindung  in  C2‐C3  und  der  Ketofunktion  in  C4  über  weitere  Merkmale  die  zur 

antioxidativen  Wirkung  beitragen.  Lediglich  die  Hydroxygruppe  in  Position  C3  ist  aufgrund  der 

glykosidischen Bindung mit dem jeweiligen Saccharid nicht verfügbar.  

6.3.3.1 Antioxidative Aktivität von Holunderblütentee in vitro 

Eine Recherche in der Medline zeigte, dass von Holunderblütentee bis zum heutigen Zeitpunkt weder 

in‐vitro‐  noch  in‐vivo‐Studienergebnisse  veröffentlicht  wurden.  Im  Folgenden  werden  daher  die 

Ergebnisse  aus  Studien  vorgestellt,  die  die  physiologische  Verfügbarkeit  und  die  antioxidativen 

Eigenschaften der Flavonoide Rutin und Hyperosid untersucht haben.  

Rice‐Evans  et  al.  [1996]  konnten  in  einer  in‐vitro  Versuchsreihe  zeigen,  dass  Rutin  antioxidativ 

wirksam  ist, die Aktivität  jedoch deutlich unter der des Quercetins  liegt. Dies  liegt vermutlich darin 

begründet, dass die Hydroxygruppe in C‐3 im Falle des Rutins glykosidisch gebunden ist. Lopez et al. 

[2003]  und  Pietta  et  al.  [2000]  konnten  die  antioxidativen  Eigenschaften  des  Rutins  in  ihren 

Versuchen bestätigen, jedoch ebenfalls messen, dass die antioxidative Aktivität des Quercetins höher 

liegt.  Als möglicher  Grund  für  die  geringere  Aktivität  des  Rutins wurde  eine  sterische  Hinderung 

durch den Zuckerrest in C‐3 diskutiert.  

In einer  in‐vitro‐Untersuchung aus dem  Jahre 2004 haben Zou et al.  [2004] die Aktivität einzelner 

Flavonoidkomponenten  aus  einem  Johanniskrautextrakt  gemessen.  Dabei  konnte  erneut  gezeigt 

werden,  dass  das  Quercetin  die  höchste  antioxidative  Aktivität  besaß,  während  ein  gebundener 

Zuckerrest  eine  Aktivitätsabnahme  bedingte.  Das  Hyperosid  zeigte  in  diesen  Versuchen  eine 

geringfügig höhere Aktivität als das Rutin. In weiteren Studien konnte die antioxidative Aktivität von 

Hyperosid  bestätigt  werden  [Piao  et  al.  2008;  Liu  et  al.  2005].  Die  radikalneutralisierenden 

Eigenschaften des Hyperosids sind dabei höher als diejenigen von Vitamin C einzustufen [Wang et al. 

2007]. 

6.3.3.2 Bioverfügbarkeitsversuche mit Holunderblütentee 

Es  existieren  zahlreiche  Studien  in  denen  die  Bioverfügbarkeit  von  verschiedenen  Quercetin‐

Glykosiden untersuchte wurde.  Jedoch  fanden das Quercetin‐3‐rutinosid  (Rutin) und vor allem das 

Quercetin‐3‐galactosid (Hyperosid) nur in einem Bruchteil dieser Studien Verwendung.    

In einer tierexperimentellen Untersuchung aus dem Jahre 1997 konnten Manach et al. zeigen, dass 

oral  verabreichtes  Rutin  bioverfügbar  ist.  Im  Gegensatz  zu  anderen  O‐Glykosiden  kann  die 

glykosidische Bindung zwischen dem Quercetin und der gebundenen Rutinose jedoch nicht durch die 

im Dünndarm lokalisierte LPH und/oder die cytosolische β‐Glukosidase hydrolysiert werden. Erst die 
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im Kolon  angesiedelten Mikroorganismen  sind  in der  Lage die Bindung  zu  spalten und  somit eine 

Absorption zu ermöglichen [Arts et al. 2004; Nemeth et al. 2003] (siehe 6.2.4). Jaganath et al. [2006] 

konnten in einer Humanstudie zeigen, dass Rutin dennoch bioverfügbar ist. Die im Blut detektierten 

methylierten  und  glucuronidierten Quercetinmetabolite  stellten  jedoch  nur Minormetabolite  dar. 

Der Großteil des applizierten Rutin wurde  in Form von phenolischen Säuren  im Urin der Probanden 

detektiert. Die Relevanz der phenolischen Säuren als quantitativ bedeutendste Metabolite des Rutins 

konnte  von Olthof  et  al.  [2003]  bestätigt werden.  In  einer Humanstudie  von  Erlund  et  al.  [2000] 

führte  die  orale  Rutinaufnahme  zu  einer  Akkumulation  von  glucuronidiertem, methyliertem  und 

sulfatiertem Quercetin. Graefe et al. [2001] konnten nach oraler Verabreichung von Rutin ebenfalls 

vorwiegend glucuronidierte Quercetinmetabolite im Plasma der Studienteilnehmer detektieren.  

Die  Bioverfügbarkeit  des  Hyperosids  wurde  im  Vergleich  zum  Rutin  nur  in  tierexperimentellen 

Versuchen  studiert.  Nemeth  et  al.  [2003]  konnten  in  einer  in‐vitro  Studie  zeigen,  dass  aus  dem 

Dünndarm  von  Schafen  isolierte  LPH  nur  eine  geringe  Spezifität  für  das  Quercetin‐3‐Galactosid 

aufwies.  In Übereinstimmung hiermit konnten Arts et al.  [2004]  in einer Studie mit Ratten  für das 

Quercetin‐3‐Glucosid  und  das  Quercetin‐4‐Glucusid  eine  Bioverfügbarkeit  nachweisen.  Das 

Hyperosid hingegen war gegenüber einer intestinalen Hydrolyse resistent und konnte nur in Spuren 

nachgewiesen werden [Chang et al. 2005]. 

6.3.3.3 Antioxidative Aktivität von Holunderblütentee in vivo 

Wie bereits beschrieben,  ist die glykosidische Bindung des Rutins erst  im Kolon hydrolysierbar. Dort 

kommt  es  neben  der  Freisetzung  von  Quercetin  auch  zur  Ringaufspaltung  und  der  Bildung  von 

Phenylacetylsäuren. Diese weisen im Vergleich zum Rutin eine niedrigere antioxidative Aktivität auf, 

die  in  etwa  der  von  Vitamin  E  entspricht  [Rice‐Evans  et  al.  1996].  Die  verschiedenen 

Quercetinmetabolite, die nach Aufnahme von Rutin bzw. Quercetin detektiert werden konnten, sind 

im Vergleich zu der Ausgangssubstanz ebenfalls deutlich weniger aktiv und schlechter bioverfügbar 

[Graefe et al. 2001]. Außerdem führt der Zucker zu einem Verlust der Koplanarität des Moleküls und 

damit zu einer eingeschränkten Elektronendelokalisation [van Acker et al. 1996] 

Boyle et al.  [2000] konnten  in einer Humanstudie herausfinden, dass  sowohl die  langfristige orale 

Applikation von Rutin, wie auch die Gabe einer Einzeldosis zu einem Übergang von Rutinmetaboliten 

in  das  Plasma  führten. Dieser  fiel  jedoch  in  beiden  Behandlungen  gering  aus  und war mit  keiner 

Zunahme der antioxidativen Kapazität assoziiert.  

Studien,  in denen die antioxidative Kapazität von Hyperosid untersucht wurde, konnten durch eine 

Recherche  in  der Medline  nicht  ausfindig  gemacht  werden.  Ergebnisse  aus  tierexperiementellen 

Untersuchungen verdeutlichen jedoch, dass oral appliziertes Hyperosid nur in sehr geringem Umfang 

bioverfügbar ist (siehe 6.3.3.2). Die für Quercetin‐Glykoside typischen Metabolite weisen zudem eine 

geringere antioxidative Aktivität auf als die korrespondierenden Ausgangssubstanzen.  

Beide Effekte im Zusammenspiel lassen vermuten, dass die antioxidative Kapazität von Hyperosid in 

vivo deutlich eingeschränkt ist.   
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7. Material und Methoden 

Im Folgenden sollen neben dem Studiendesign und der Studiendurchführung auch die verwendeten 

analytischen Methoden beschrieben werden.  

7.1 Ziele der eigenen Untersuchungen  

In Rahmen der Biokinetikstudie wurden verschiedenartige Rooibos‐ und Holunderblütenteeprodukte 

(Aufgussgetränk, Extrakt, Fertiggetränk) vergleichend eingesetzt.  

Durch  die  unterschiedlichen  Verabreichungsformen,  als  Aufgussgetränk  und  als  Extrakt,  sollten 

Rückschlüsse  über  den  Einfluss  der  Produktmatrices  auf  die  Bioverfügbarkeit  der  Flavonoide 

gewonnen  werden.  Durch  die  Gabe  eines  frischen  und  eines  gelagerten  Rooibos‐Fertiggetränkes 

sollte der Einfluss einer Lagerung auf die Bioverfügbarkeit und die Flavonoide erfasst werden.  

Als  Nebenzielparameter  wurde  in  jeder  Untersuchungsreihe  die  Veränderung  der  antioxidativen 

Kapazität erfasst.  

7.1.2 Humanstudie  

Die  Studie wurde  als  placebokontrollierte, monozentrische,  offene  und  vergleichende  Cross‐over‐

Studie durchgeführt. Sie umfasste drei  seperate Untersuchungsserien,  in denen die verschiedenen 

Prüfprodukte placebokontrolliert verabreicht wurden.  

Die Planung und Durchführung der ernährungsphysiologischen Studie erfolgte  in Übereinstimmung 

mit der Deklaration von Helsinki  (in der aktuellen Version von Tokio, 2004, elektron. Pub.) und  in 

Anlehnung an die bei einer Prüfung von Arzneimitteln vorgeschriebenen Prinzipien guter klinischer 

Praxis. 

7.1.2.1 Probandenrekrutierung  

Mit  der  Genehmigung  des  Ethikantrages,  durch  die  Freiburger  Ethikkommission  am  29.02.2008, 

startete  die  Studie  mit  der  Probandenrekrutierung.  Über  Aushänge  an  der  Leibniz  Universität 

Hannover wurden für jede der drei Untersuchungsserien 12 männliche, gesunde Probanden im Alter 

von  18 ‐ 40  Jahren  gesucht.  Interessierte  Personen  wurden  zunächst  mündlich  über  den  Ablauf 

aufgeklärt und erhielten schließlich eine ausführliche  Information für Studienteilnehmer zusammen 

mit der Einverständnis‐ und Datenschutzerklärung sowie einem Screeningfragebogen. Interessenten, 

die die Ein‐ und Ausschlusskriterien  (Anhang A1) erfüllten, nach Aufklärung und Schulung über die 

Studienbedingungen  weiterhin  Interesse  hatten  und  bereit  waren,  die  erforderlichen 

Einschränkungen  in der  Lebens‐ und Genussmittelauswahl  (Anhang B1)  zu  akzeptieren, wurden  in 

diese Studie eingeschlossen.   

7.1.2.2 Studienablauf 

Die  Studie  bestand  aus  insgesamt  drei  Untersuchungsserien,  die  in  Aufbau  und  Ablauf  identisch 

waren, jedoch hinsichtlich der verabreichten Prüfprodukte variierten. Pro Studienphase wurden zwei 

Verumpräparate und ein Placebo verabreicht  

In den ersten beiden Untersuchungsserien, die  im  Juli/Juni 2008 durchgeführt wurden, erfolgte die 

Verabreichung der Rooibos‐ und der Holunderblütenprodukte in Form eines Aufgussgetränkes und in 

Form  der  isolierten  aktiven  Fraktion.  Im  Rahmen  der  dritten  und  letzten  Untersuchungsreihe  im 

Februar  2009,  erhielten  die  Probanden  ein  frisches  und  ein  gelagertes  Rooibosfertiggetränk 

(Lagerbedingungen: Dauer neun Monate, Raumtemperatur, Dunkelheit). Bei dem  in der ersten und 

der  zweiten Untersuchungsserie verabreichten Placebo handelte es  sich um Wasser. Während des 
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dritten Untersuchungszeitraums wurde ein dem Prüfprodukt ähnliches Präparat  (gleiche Rezeptur), 

das jedoch keinen Rooibosextrakt enthielt, verabreicht.  

Jede der drei Untersuchungsserien umfasste einen Zeitraum von vier Wochen. Einer zweiwöchigen 

Depletionsphase  folgten drei Untersuchungstage  (t0, t1, t2), die von  jeweils einwöchigen Auswasch‐

phasen unterbrochen wurden, um eine gegenseitige Beeinflussung der Prüfprodukte auszuschließen 

(Abb. 79).  Während  des  gesamten  Studienzeitraums  mussten  die  Probanden  auf  den  Konsum 

flavonoidhaltiger  Lebens‐  und  Genussmittel  sowie  die  Einnahme  flavonoidhaltiger  Supplemente 

verzichten.  

Damit  sollten  zum  einen  vergleichbare Ausgangsbedingungen  im  Kollektiv  geschaffen werden und 

zum anderen sichergestellt werden, dass auftretende Effekte auf die Intervention rückführbar waren.  

 

 
Abb. 79: Exemplarische Darstellung einer Untersuchungsserie 

 

An den drei Untersuchungstagen einer Untersuchungsserie mussten die Studienteilnehmer um 6.30 

Uhr  nüchtern  (mind.  acht  Stunden Nahrungskarenz)  im  Institut  für  Lebensmittelwissenschaft  und 

Ökotrophologie  erscheinen.  Nach  Ankunft  der  Probanden  und  Abgabe  der  Nüchtern‐Urinprobe 

erfolgte  zuerst  eine  Nüchternblutentnahme  sowie  die  Erfassung  der  anthropometrischen  Daten 

(Körpergröße‐ und Gewicht).  

Unmittelbar danach erhielten die Teilnehmer das Prüfprodukt zusammen mit einem standardisierten 

Frühstück, das innerhalb von max. 10 Minuten verzehrt werden musste. Die weiteren Blutabnahmen 

nach  der  Nüchternentnahme  erfolgten  0.5, 1, 1.5, 2, 3, 5  und  8  Stunden  nach  dem  Konsum  der 

Prüfprodukte  durch  eine  approbierte  Ärztin.  Die  Sammlung  der  weiteren  Urinpools  fand  in  den 

Intervallen 0‐2 h, 2‐4 h, 4‐6 h, 6‐8 h und 8‐24 h nach Aufnahme der Prüfprodukte statt. Außerdem 

mussten  die  Probanden  verschiedene  Fragenbögen  ausfüllen,  mit  denen  das  Auftreten 

unerwünschter Ereignisse, Erkrankungen und Medikamentationsänderungen sowie die Befolgung der 

studienrelevanten Einschränkungen erfasst wurde. 

Während  des  Untersuchungstages  erhielten  die  Studienteilnehmer  eine  standardisierte  Kost.  Die 

Formel von Harris und Benedict zur Berechung des Grundumsatzes [Pellett 1990; Harris und Benedict 

1918]  ermöglichte,  unter  Berücksichtigung  des  individuellen  Aktivitätslevels,  eine  individuelle 

Anpassung des Energiegehaltes der verabreichten Kost. Die Verabreichung der Prüfprodukte erfolgte 

im Cross‐over‐Design. Durch Bildung von drei Untergruppen, die im Wechsel eines der Prüfprodukte 

inklusive Placebo erhielten, wurde sichergestellt, dass jeder Proband jedes Produkt konsumierte. 
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7.2 Analytik   

Im Folgenden soll ein Überblick über die in der Studie gewonnen Proben und die weitere analytische 

Aufarbeitung dieser Proben gegeben werden. Bei jeder Blutabnahme (pro Proband acht Entnahmen 

an  einem Untersuchungstag) wurden  ca.  15 mL  venöses  Vollblut  in  zwei  Serum‐Monovetten  (2,7 

mL/7,5 mL),  einer  EDTA‐Monovette  (2,7 mL)  und  einer  Lithium‐Heparin‐Monovette  (5,5 mL) 

abgenommen.   

7.2.1 Präanalytik  

Die  an  den  Untersuchungstagen  gewonnenen  Blut‐  und  Urinproben  wurden  im  institutseigenen 

Labor  präanalytisch  aufbereitet  und  für  weitere  Analysen  entweder  an  das  Institut  für 

Lebensmittelchemie  der  Technischen  Universität  Braunschweig  oder  das  Medizinische  Analyse 

Zentrum  (MAZ)  gesendet.  Die  Messungen  der  antioxidativen  Kapazität  erfolgte  vor  Ort  im 

institutseigenen Labor.  

 

Medizinisches Analysezentrum (MAZ) 

Die für die Bestimmung der Leber‐ und Lipidwerte, der Harnsäure sowie des Kreatiningehaltes an das 

Medizinische  Analysezentrum  überstellten  Blut‐  und  Urinproben mussten  im  Institut  für  Lebens‐

mittelwissenschaft  keiner präanalytischen Aufarbeitung unterzogen werden. Bis  zur Abholung und 

Lieferung an das MAZ wurden die Proben bei +4 °C gelagert.  

 

Institut für Lebensmittelchemie (Technische Universität Braunschweig) 

Der Nachweis der resorbierten und  ins Blut übergegangenen Flavonoide erfolgte  im Plasma. Dieses 

wurde  im  Institut  für  Lebensmittelwissenschaft  und  Ökotrophologie  durch  eine  10‐minütige 

Zentrifugation bei 2000 g aus dem Vollblut gewonnen. Jeweils 1 mL des entstandenen Überstandes 

wurde  in  ein  Reaktionsgefäß  überführt. Um  eine  Blutgerinnung  zu  verhindern, war  eine  spezielle 

Konservierungslösung, bestehend aus 20 µl Ascorbat‐EDTA‐Lösung  (0,4 M NaH2PO4 Puffer mit 20% 

Ascorbinsäure und 0,1 % EDTA, pH 3,6) beigesetzt.  

Für die Urinanalytik erfolgte die Überführung von 20 mL einer  jeden Sammelprobe  in ein spezielles 

Gefäß, welches mit 20 mg Ascorbinsäure und 0,5 mg EDTA versehen war.  

Die bearbeiteten Proben wurden bis zum Transport nach Braunschweig bei ‐80 °C gelagert. 

 

Institut für Lebensmittelwissenschaft und Ökotrophologie (Leibniz Universität Hannover)  

Die antioxidative Kapazität wurde  je nach angewendetem Testsystem  (FRAP/ORAC)  im Blutplasma 

oder im Blutserum bestimmt.  

Die Plasmagewinnung erfolgte im Rahmen einer 10‐minütigen Zentrifugation bei 2000 g. Jeweils 300 

µL des Überstandes wurden in ein Reaktionsgefäß überführt. 

Die Gewinnung des Serums erfordert eine 20 ‐ 30 minütige Gerinnungszeit bei +4 °C, der sich eine 10‐

minütige Zentrifugation bei 2000 g  in 4 °C anschloss. Jeweils 200 µL des Überstandes wurden  in die 

entsprechenden Reaktionsgefäße überführt.  

Die bearbeiteten Proben wurden bei ‐ 80 °C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert. 
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Tab. 19: Bestimmung der Parameter im Blut 

Parameter  Probe  Präanalytik  Bestimmungs‐

methode 

ausführendes  

Labor 

Blut         

Leberwerte:(GGT,  AST, 

ALT), (ALP/ Billirubin)  

Vollblut  Aufarbeitung im  

MAZ 

Enzymatischer 

Farbtest 

Kinetischer/  Photo‐

metrischer Farbtest 

MAZ 

Lipidwerte:   (TG, HDL‐C, 

LDL‐C) 

 

Vollblut  Aufarbeitung im  

MAZ 

Kinetischer  

Farbtest 

MAZ 

Harnsäure  Vollblut  Aufarbeitung im  

MAZ 

Enzymatischer 

Farbtest 

MAZ 

Flavonoide   Lithium‐

Heparin‐

Plasma 

Zentrifugation  bei 

2000g(m/s²) 

HPLC‐ESI‐MS  Inst.  f. 

LMchem. 

(Braunschweig) 

Antioxidative Kapazität  EDTA‐ 

Plasma 

Zentrifugation  bei 

2000 g (m/s²) 

FRAP  Inst. f. LMwiss. 

(Hannover) 

Antioxidative Kapazität  Serum  Zentrifugation  bei 

4°C/2000 g 

(m/s²) 

ORAC  Inst. f. LMwiss. 

(Hannover) 

 
Tab. 20: Bestimmung der Parameter im Urin 

Parameter  Präanalytik  Bestimmungsmethode  ausführendes 

Labor 

Urin        

Kreatinin  Aufarbeitung 

im  

MAZ 

Kinetischer  

Farbtest 

MAZ 

Flavonoide  Konservierung  HPLC‐ESI‐MS  Inst. f. LMchem. 

(Braunschweig) 

Antioxidative 

Kapazität 

  FRAP  Inst. f. LMwiss. 

(Hannover) 

Harnsäure     Enzymatischer  photomtrischer 

Test 

Inst. f. LMwiss. 

(Hannover) 

 

7.3.2 Analysemethoden  

Die  Analyse  der  Parameter  erfolgte wie  in  den  Tabellen  19  und  20  angegeben  in  verschiedenen 

Laboratorien.  Im  Folgenden  soll  eine  kurze  Zusammenfassung  der  verwendeten  Tests  gegeben 

werden, wobei ein Fokus auf die Methoden zur Erfassung der antioxidativen Kapazität gelegt wird.  
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Medizinisches Analysezentrum  

Die Bestimmung der Leber‐ und Lipidwerte, der Harnsäure und des Kreatiningehaltes im Urin erfolgte 

im MAZ. Abhängig von dem zu analysierenden Parameter wurde ein enzymatischer, kinetischer oder 

photometrischer Farbtest verwendet.  

Die Erfassung der Leber‐ und Lipidwerte und des Kreatinins diente der Sicherstellung, dass es sich bei 

den Teilnehmern um klinisch gesunde Probanden mit normalen Blutwerten handelt.  

 

Institut für Lebensmittelchemie (Braunschweig) 

Die Bestimmungen der  ins Blut übergegangen  Flavonoide und der mit dem Urin  ausgeschiedenen 

Flavonoide  erfolgte  durch  das  Institut  für  Lebensmittelchemie  der  Technischen  Universität 

Braunschweig über HPLC‐ESI‐MS.  

7.3.2.1 Bestimmung der antioxidativen Kapazität 

Die  Bestimmung  der  antioxidativen  Kapazität  erfolgte  in  Abhängigkeit  von  der  verwendeten 

Testmethode  im  Plasma  bzw.  Urin  (FRAP)  oder  im  Serum  (ORAC).  Im  Folgenden  soll  ein  kurzer 

Überblick über diese Verfahren gegeben werden.  

 

Ferric Reducing Ability of Plasma Assay (FRAP) 

Der FRAP wurde nach der Methode von Benzie und Strain [1996] durchgeführt. Es handelt sich um 

eine nicht kompetitive Methode. Die Reaktionslösung enthält ein Zweikomponentensystem,  in dem 

dreiwertiges  Eisen  als  Oxidant  dient,  während  ein  durch  die  Probe  geliefertes  Antioxidans  als 

Reduktant  fungiert.  Das  Eisen  stellt  in  diesem  Testsystem  gleichzeitig  die  Indikatorsubstanz  dar, 

anhand derer die in der Probe enthaltenen Antioxidantien quantifiziert werden können. 

 

 
Abb. 80: Messprinzip des FRAP  

  
Im Ausgangszustand  liegt das Eisen  in dreiwertiger Form  ([Fe(III)‐(TPTZ)2]

3+)  in der Reaktionslösung 

vor.  In  Folge  der  Redoxreaktion  zwischen  den  beiden  Stoffen  kommt  es  zu  der  Entstehung  eines 

zweiwertigen  Eisenkomplexes  ([Fe(II)‐(TPTZ)2]
2+),  der  eine  blaue  Färbung  aufweist, wodurch  es  zu 

einer Veränderung der  Lichtabsorption bei 593 nm  kommt. Mit Hilfe verschiedener Standards, die 

eine definierte Menge an zweiwertigem Eisen enthalten, wird eine Eichgerade generiert, über die die 

Quantifizierung der in der Probe enthaltenen Antioxidantien erfolgt.  

Die antioxidative Aktivität, die mit Hilfe dieses Tests gemessen wird, beruht auf der Übertragung von 

Elektronen (SET) von dem Antioxidans auf das Eisen.     

R‐X� + AH → X‐ + AH�+ 

AH�+ ↔ A� + H3O
+ 

X‐ + H3O+ → XH + H2O 
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Oxygen Radical Absorbance Capacity Assay (ORAC) 

Der ORAC wurde nach der Arbeitsvorschrift von Davalos et al. [2004] durchgeführt. Es handelt sich 

um eine kompetitive Methode. Die Reaktionslösung enthält ein Dreikomponentensystem, bestehend 

aus einem Radikal, einem Ziel‐ bzw.  Indikatormolekül und einem Antioxidans. Das Zielmolekül und 

das Antioxidans „konkurrieren“ um eine Reaktion mit dem Radikal.  

 

 
Abb. 81: Messprinzip des ORAC 

 

Das  Messprinzip  beruht  auf  einer  photometrisch  messbaren,  radikalinduzierten  Schädigung  des 

Zielmoleküls,  in  diesem  Fall  einer  fluoreszierenden  Substanz,  dem  Fluorescein.  Das  in  der 

Reaktionslösung  enthaltene  Antioxidans  kann  diese  Schädigung  durch  eine  Neutralisierung  der 

Radikale  verzögern.  Die  Zeitspanne  bis  zum  Beginn  der  Abnahme  der  Fluoreszenz  sowie  deren 

Ausmaß geben Aufschluss über die Menge der enthaltenen Antioxidantien. Die Neutralisierung der 

enthaltenen Radikalen verläuft durch eine Wasserstoffatomübertragung (HAT) gemäß der folgenden 

Reaktionsformel: R‐X. + AH → XH + A. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



92 

 

8. Ergebnisse 

Im  Folgenden  sollen die  im Rahmen  der Humanstudie  generierten  Ergebnisse dargestellt werden. 

Dies sind in erster Linie die Ergebnisse aus in‐vivo Messungen, die je nach Testsystem im Plasma oder 

im  Serum  der  Probanden  durchgeführt  wurden  und  der  Erfassung  der  antioxidativen  Aktivität 

dienten. Des Weiteren wurde  in  in‐vitro Versuchen mit  dem ORAC  die  antioxidative Aktivität  des 

Aspalathins und des Rooibostees erfasst. 

8.1 In‐vitro‐Untersuchungen – Ergebnisse der Voruntersuchungen  

8.1.1 In‐vitro‐Messungen mit Aspalathin 

In einer ersten Versuchsreihe wurde die antioxidative Aktivität des Aspalathins ermittelt. Bei dem 

Aspalathin  handelt  es  sich  um  den  quantitativ  und  qualitativ  bedeutendsten  Inhaltsstoff  des 

Rooibostees. Es konnte eine dosisabhängige antioxidative Aktivität des reinen Aspalathins  im ORAC 

gemessen werden.  
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Abb. 82: Dosisabhängige antioxidative Aktivität von Aspalathin 

 
Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit verschiedenen in‐vitro Studien, die in der Literatur zu finden 

sind.  In  einer  in‐vitro  Studie  aus  dem  Jahr  1997  konnten  von  Gadow  et  al.  [1997]  zeigen,  dass 

Aspalathin eine antioxidativ wirksame Substanz  ist, deren Aktivität über der von Butylhydroxytoluol 

(BHT) und Butylhydroxyanisol  (BHA) anzusiedeln  ist. Obwohl mit dem 2,2‐Diphenyl‐1‐Picrylhydrazyl 

Radical Assay  (DPPH) ein anderer Test zur Erfassung der antioxidativen Aktivität verwendet wurde, 

sind  die  Ergebnisse  vergleichbar,  da  sowohl  der DPPH  als  auch  der ORAC  auf  dem HAT  beruhen. 

Joubert et al. [2004] konnten in einer weiteren in‐vitro‐Studie diese Ergebnisse bestätige. In einer in‐

vitro Studie aus dem  Jahr 2009 konnten Krafczyk et al.  [2009]  zeigen, dass Aspalathin antioxidativ 

wirksam  ist,  ein  komplexer  Rooibosextrakt  dem  Aspalathin  hinsichtlich  der  antioxidativen 

Wirksamkeit jedoch überlegen ist. In dieser Studie wurde der Trolox Equivalent Antioxidant Capacity 

Assay  (TEAC) verwendet. Bei einem direkten Vergleich der Studienergebnisse sollte somit beachtet 

werden, dass die  im Falle des TEAC gemessene antioxidative Aktivität auf einem Elektronentransfer 

beruht  [Donald‐Wicks  et  al.  2006],  während  die  Radikalneutralisierung  im  ORAC  aus  einer 

Wasserstoffübertragung des Aspalathins resultiert. 
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8.1.2 In‐vitro‐Messungen mit Rooibostee 

Neben  dem  Aspalathin  wurde  in  einer  weiteren  Versuchsreihe  die  antioxidative  Aktivität  von 

Rooibostee gemessen. Zu diesem Zweck wurde Serum mit Rooibostee „gespiked“ (0,04 µg) und die 

antioxidative  Kapazität dieser  Probe  im Vergleich  zu  einer  reinen  Serumprobe  gemessen. Das mit 

dem Rooibostee versetzte Serum hatte  im Vergleich zu der Serumprobe, die keinen Zusatz enthielt, 

eine  deutlich  höhere  antioxidative  Kapazität  (Abb. 82).  Auf  diesem  Weg  konnte  sichergestellt 

werden,  dass  das  Serum  eine  Messung  der  antioxidativen  Kapazität  des  Rooibostees  nicht 

zwangsläufig unterbindet und der ORAC zur Messung biologischer Proben geeignet ist.  

 

 
Abb. 83: Antioxidative Kapazität von Rooibos in Serum 

 
Um  zu  überprüfen,  ab  welcher  Rooiboskonzentration  im  Versuchsansatz  eine  Veränderung  der 

antioxidativen Aktivität messbar  ist, wurde der Rooibostee  in unterschiedlichen Mengen zugesetzt. 

Dabei konnte erst ab einer Menge von 1,6 mg trockener Droge eine Veränderung der antioxidativen 

Aktivität  der  Probe  gemessen  werden.  Vorherige  Konzentrationen  führten  zu  keinen messbaren 

Effekten.  

 
Abb. 84: Konzentrationsabhängige antioxidative Effekte des Rooibostees 

 

Bis  heute  liegen  keine  Studien  vor,  die mit  demselben  in‐vitro  Versuchsansatz  die  antioxidative 

Kapaität  des  Rooibostees  untersucht  haben.  Hingegen  wurde  in  verschiedenen  Studien  die 
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antioxidative  Aktivität  von  reinem  Rooibostee  ermittelt.  Dabei  konnte  ermittelt  werden,  dass 

unfermentierter Rooibostee, wie  er  in dieser  Studie  verwendet wurde,  ein höheres  antioxidatives 

Potential besitzt als sein  fermentiertes Analogon.  Im DPPH‐Assay wies er  im Vergleich zum grünen 

Tee  nur  eine  geringfügig  geringere  antioxidative  Aktivität  auf, war  jedoch  antioxidativ  aktiver  als 

schwarzer Tee [von Gadow et al. 1997].  

8.2 In‐vivo‐Untersuchungen – Ergebnisse der Humanstudie  

Im Folgenden sollen die Ergebnisse aus der durchgeführten Humanstudie vorgestellt werden.  

Das  Ziel  war  es  zu  untersuchen,  ob  es  in  Folge  der  einmaligen  Aufnahme  einer  Rooibos‐  bzw. 

Holunderblütenzubereitung zu einer Veränderung der antioxidativen Aktivität kommt. Die Ergebnisse 

werden chronologisch, entsprechend der Reihenfolge der durchgeführten Untersuchungszeitpunkte, 

aufgeführt.  Zur  Messung  der  antioxidativen  Kapazität  des  Blutes  wurden  dabei  jeweils  zwei 

verschiedene Messsysteme, der ORAC und der FRAP, eingesetzt.  

8.2.1 Humanstudie mit Rooiboszubereitungen  

Im Rahmen des ersten Studienteils wurde die antioxidative Wirksamkeit des Rooibostees sowie der 

isolierten aktiven Rooibosfraktion placebokontrolliert (Wasser) untersucht.  

Insgesamt umfasste das Kollektiv 12 Probanden, wobei  zwei der  Studienteilnehmer nicht  an  allen 

drei Studienzeitpunkten  teilgenommen haben und daher bei der Auswertung der Ergebnisse nicht 

berücksichtigt wurden. Die  im Folgenden dargestellten Daten/Ergebnisse resultieren somit aus den 

Blutwerten  von  10  Studienteilnehmern.  Das  Kollektiv  setzte  sich,  wie  in  Tabelle  21  angegeben, 

zusammen.  

  
Tab. 21: Anthropometrische Daten des Kollektivs (n = 10) 

  Minimum  Maximum  Mittelwert 

Körpergröße (m)  1,74  1,95  1,84 

Körpergewicht (kg)  66,0  98,0  79,1 

Body Mass Index (kg/m2)   20,0  27,4  23,4 

Alter   21  35  25,33 

 

Messung der antioxidativen Kapazität (ORAC) 

Wie  in Abbildung 85  zu erkennen  ist,  führte die Aufnahme  von Rooibostee, der  isolierten  aktiven 

Fraktion  sowie  des  Placebos,  wenn  mit  dem  ORAC  gemessen  wurde,  zu  einer  Abnahme  der 

antioxidativen Kapazität.  
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Abb. 85: Veränderung der antioxidativen Kapazität (Mean ± SEM) nach Aufnahme der Prüfprodukte 

 
In  Tabelle  22  ist  die  Veränderung  der  Messwerte  nach  Aufnahme  der  jeweiligen  Prüfprodukte 

dokumentiert. Wie bereits aus der Abbildung ersichtlich, führte die Aufnahme zu einem Absinken der 

antioxidativen Aktivität  im Vergleich  zu  den Nüchternwerten.  Im  Falle  des  Rooibostees war  diese 

Abnahme 1, 1.5, 2, 3, 5 und 8 h nach Aufnahme des Prüfproduktes signifikant. Nach Aufnahme des 

Wassers konnte zu denselben Zeitpunkten ebenfalls eine signifikante Abnahme berechnet werden. 

Nach Aufnahme der Rooibosfraktion konnte nach 1.5, 5 und 8 h eine signifikante Abnahme gemessen 

werden.  
Tab.  22:  Veränderung  der  antioxidativen  Kapazität  in  µmol  TE/L  (Mittelwert ± SD)  nach  Aufnahme  der 
Prüfprodukte im Vergleich zu den Nüchternwerten (ORAC) 

  0,5 (h)  1 (h)  1,5 (h)  2 (h)  3 (h)  5 (h)  8 (h) 

Rooibos‐

tee 

‐114,1 ± 

189,2  

‐152,2 ± 

129,6 ‡ 

‐379,3 ± 

246,8 † 

‐287,3 ± 

280,1 * 

‐391,1 ± 

300,8 ‡ 

‐393,4 ± 

164,9 † 

‐367,6 ± 

240,9 † 

Rooibos‐

fraktion 

‐153,0 ± 

327,8 

‐154,4 ± 

289,4 

‐265,0 ± 

297,0 ‡ 

‐232,7 ± 

375,2 

‐246,5 ± 

366,7 

‐317,6 ± 

294,3 * 

‐242,3 ± 

275,0 ‡ 

Wasser  ‐122,4 ± 

293,5 

‐221,6 ± 

299,3 ‡ 

‐275,2 ± 

295,2 ‡ 

‐199,6 ± 

202,0 ‡ 

‐207,5 ± 

220,6 ‡ 

‐312,4 ± 

329,3 ‡ 

‐407,6 ± 

272,5 ‡ 

† = p ≤ 0,001    * = p ≤ 0,01       ‡ = p ≤ 0,05     T‐Test für verbundene Stichproben 

Antioxidative Veränderungen (FRAP) 

Im  Vergleich  zu  den  Messungen,  die  im  ORAC  durchgeführt  wurden,  zeigte  eine  Messung  der 

Blutproben  im  FRAP  einen  leichten  Anstieg  der  antioxidativen  Aktivität  nach  Konsum  des 

Rooibostees.  Analog  zu  den  ORAC‐Messungen  führte  der  Kosum  der  Rooibosfraktion  und  des 

Placebos jedoch auch in diesen Messungen zu einer Abnahme der antioxidativen Aktivität (Abb. 86). 

Die  leicht höhere antioxidative Kapazität, die nach Aufnahme des Rooibostees zu allen Zeitpunkten 

messbar war, könnte möglicherweise aus einer  leicht erhöhten Bioverfügbarkeit der Flavonoide aus 

dem Rooibostee  im Vergleich zur  isolierten Rooibosfraktion  resultieren. Dies würde mit Daten von 

Huang et al. [2008] übereinstimmen, die in einer in‐vitro Studie eine geringere Bioverfügbarkeit von 

reinem  Aspalathin  im  Vergleich  zu  einem  komplexen  Rooibosextrakt  feststellen  konnten. 
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Möglicherweise  sind  in  dem  Rooibostee  weitere  Substanzen  enthalten,  die  den  Transport  des 

Aspalathins durch die intestinalen Epithelzellen fördern. 
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Abb. 86: Veränderung der antioxidativen Kapazität (Mean ± SEM) nach Aufnahme der Prüfprodukte 

 
Wie aus Tabelle 23 ersichtlich  ist,  führte  in dieser Versuchsreihe ausschließlich die Aufnahme  von 

Wasser nach 2, 3, 5 und 8 Stunden zu einer signifikanten Abnahme der antioxidativen Kapazität. Eine 

signifikante  Veränderung  konnte  in  den  beiden  Versuchsreihen  mit  dem  Rooibostee  und  der 

Rooibosfraktion nicht berechnet werden, somit weist auch der Anstieg der antioxidativen Kapazität 

nach Konsum des Rooibostees keine Signifikanz auf.  

 
Tab.  23:  Veränderung  der  antioxidativen  Kapazität  in  µmol  TE/L  (Mittelwert ± SD)  nach  Aufnahme  der 
Prüfprodukte im Vergleich zu den Nüchternwerten (FRAP) 

  0,5 (h)  1 (h)  1,5 (h)  2 (h)  3 (h)  5 (h)  8 (h) 

Rooibos‐ 

tee 

11,6 ± 

61,4 

7,0 ± 

78,1 

21,0 ± 

52,4 

9,7 ± 

60,4 

25,6 ± 

64,1 

‐10,3 ± 

46,5 

15,6 ± 

66,0 

Rooibos‐ 

fraktion 

4,3 ± 

23,2 

‐13,9 ± 

53,1 

1,5 ± 

35,5 

‐5,2 ± 

53,7 

‐3,9 ± 

73,6 

‐33,0 ± 

93,8 

‐39,0 ± 

91,9 

Wasser  10,9 ± 

63,9 

‐19,7 ± 

33,5 

‐30,5 ± 

52,6 

‐33,8 ± 

46,0 ‡ 

‐59,5 ± 

65,1 ‡ 

‐72,7 ± 

83,2 ‡ 

‐59,9 ± 

64,9 ‡ 

† = p ≤ 0,001    * = p ≤ 0,01       ‡ = p ≤ 0,05     T‐Test für verbundene Stichproben 

 

Vergleicht man die Ergebnisse  aus den Messungen der  antioxidativen Kapazität  fällt  auf, dass der 

Konsum  des  Placebos,  sowie  der  Konsum  der  Rooibosfraktion,  unabhängig  vom  verwendeten 

Messsystem  zu einer Abnahme der antioxidativen Kapazität  führten, die  sich  lediglich  in der Höhe 

unterschied. Die Aufnahme des Rooibstees hingegen führte, wie im FRAP gezeigt werden konnte, zu 

einer  leichten,  nicht  signifikanten  Zunahme  der  antioxidativen  Aktivität.  Diese  positive  Tendenz 

konnte  durch  die  ORAC‐Messungen  nicht  gestützt  werden.  Diese  Unterschiede  resultieren 

möglicherweise aus den unterschiedlichen Messprinzipien auf denen die beiden Tests beruhen.  Im 

ORAC  resultiert  die  gemessene  antioxidative Aktivität  aus  einer Wasserstoffatomübertragung  und 

der  nachfolgenden  Radikalneutralisierung.  Im  Falle  des  FRAP  kommt  es  zu  einer 

Elektronenübertragung  und  der  nachfolgenden  Reduktion  einer  Indikatorsubstanz.  Die  Messung 
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beruht  auf  zwei  verschiedenen  chemischen  Mechanismen  der  antioxidativen  Wirkung,  wodurch 

möglicherweise  die  in  der  Probe  enthaltenen  Antioxidantien  unterschiedlich  stark  reagieren.  Des 

Weiteren kann es bei der Messung von biologischen Proben im FRAP zur Bildung von Komponenten 

kommen, die eine hohe Absorption bei der gemessen Wellenlänge (593 nm)  innehaben [Magalhaes 

et  al.  2008].  Als  Beispiel  sei  hier  die  Reaktion  vom  Bilirubin  zum  Beliverdin  genannt.  Letzteres 

absorbiert bei 593 nm und kann somit zu einem ungewöhnlichen hohen Messwert  im FRAP führen 

[Benzie und Strain 1999].  In Übereinstimmung mit den dargstellten Ergebnisse zeigt eine Studie,  in 

der die antioxidative Kapazität von 927 gefriergetrockneten Gemüseproben untersucht wurde, dass 

die  gemessenen  FRAP‐  und  ORAC‐Werte  nicht  miteinander  korrelieren  und  teilweise 

unterschiedliche Ergebnisse aufweisen [Ou et al. 2002].  

Betrachtet man die Studienergebnisse unabhängig von dem zu Grunde  liegenden Messsystem, wird 

erkennbar, dass die Aufnahme der Prüfprodukte zu keiner signifikanten Zunahme der antioxidativen 

Aktivität  geführt  hat.  Derzeit  existiert  nur  eine  weitere  Studie  [Sauter  2004]  in  der  unter 

vergleichbaren Bedingungen die antioxidative Aktivität von Rooibostee in‐vivo gemessen wurde. Die 

20 teilnehmenden Probanden wurden  in zwei Gruppen, Raucher und Nichtraucher, eingeteilt. Einer 

einwöchigen Depletionsphase folgend haben beide Gruppen über einen 14‐tägigen Zeitraum täglich 

500  mg  Rooibosextrakt  konsumiert.  Den  Probanden  wurde  nach  der  Depletionsphase,  zu 

Studienbeginn  und  nach  Studienbeendigung  Blut  entnommen.  Dieses  wurde  im  2,2’‐azinobis‐(3‐

ethylbenzothiazoline‐6‐sulphonate)  radical  cation  Assay  (ABTS)  auf  die  antioxidative  Kapazität 

untersucht. Dabei konnten keine signifikanten Unterschiede im antioxidativen Status des Plasmas vor 

und  nach  der  Einnahme  des  Rooibosextrakts,  weder  bei  Nichtrauchern  noch  bei  Rauchern, 

festgestellt werden.  

8.2.2 Humanstudie mit Holunderzubereitungen  

Neben  der  Humanstudie  zur  Untersuchung  der  antioxidativen  Wirksamkeit  von 

Rooiboszubereitungen  wurde  in  einem  zweiten  Teil  des  Projektes  der  Einfluss  verschiedener 

Holunderzubereitungen  auf  den  antioxidativen  Status  untersucht.  Auch  an  diesem  Studienteil 

nahmen  12  Probanden  teil.  Die  Ergebnisauswertung  erfolgt  jedoch  nur  mit  den  Daten  von  10 

Teilnehmern, da zwei der Probanden nicht an allen drei Studienterminen teilnehmen konnten. Das 

Kollektiv setzte sich wie in Tabelle 24 dargestellt zusammen.  

 
Tab. 24. Anthropometrische Daten des Kollektivs (n=10) 

  Minimum  Maximum  Mittelwert 

Körpergröße (m)  1,72  1,98  1,82 

Körpergewicht (kg)  72,0  87,0  77,8 

Body Mass Index (kg/m2)   21,0  26,5  23,5 

Alter   21  35  26,6 

 

Antioxidative Veränderungen (ORAC) 

Wie in Abbildung 87 dargestellt, führte die Aufnahme der Prüfprodukte sowie des Placebos zu einer 

Abnahme  der  antioxidativen  Kapazität.  Der  Entnahmezeitpunkt  0.5  Stunden  nach  Aufnahme  der 

jeweiligen Produkte stellt mit einem Anstieg der antioxidativen Aktivität eine Ausnahme dar.    
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Abb. 87: Veränderung der antioxidativen Kapazität (Mean ± SEM) nach Aufnahme der Prüfprodukte 

 

Die Abnahme der antioxidativen Aktivität war dabei nach Aufnahme des Holundertees zu t1.5, sowie 

nach Aufnahme der Holunderfraktion zu t0.5, t1.5, t3 und t5 signifikant (Tab. 25).  

 
Tab.  25.  Veränderung  der  antioxidativen  Kapazität  in  µmol  TE/L  (Mittelwert ± SD)  nach  Aufnahme  der 
Prüfprodukte im Vergleich zu den Nüchternwerten (ORAC) 

  0,5  1  1,5  2  3  5  8 

Holunder‐ 

tee 

20,6 ± 

130,76 

‐78,8 ± 

156,51 

‐152,0 ± 

192,88 ‡ 

‐150,3 ± 

212,08 

‐117,7 ± 

212,48 

‐149,0 ± 

247,89 

‐143,7 ± 

201,78 

Holunder‐ 

fraktion 

157,0 ± 

207,7 ‡  

‐19,2 ± 

134,1 

‐172,0 ± 

124,4 ‡ 

‐118,0 ± 

180,2 

‐156,9 ± 

78,9 † 

‐190,3 ± 

132,7 † 

‐154,0 ± 

155,5 * 

Wasser  135,6 ± 

241,4 

0,5 ± 

168,0 

‐136,6 ± 

314,7 

9,8 ± 

267,0  

‐93,5 ± 

178,2 

‐44,6 ± 

199,0  

‐65,7 ± 

189,9  

† = p ≤ 0,001    * = p ≤ 0,01       ‡ = p ≤ 0,05     T‐Test für verbundene Stichproben 

Antioxidative Veränderungen (FRAP) 

Die Messungen der Blutproben mit dem FRAP zeigen ein ähnliches Ergebnis. Auch hier konnte nach 

Aufnahme der Prüfprodukte bzw. des Placebos kein Anstieg der antioxidativen Aktivität gemessen 

werden (Abb. 88).  
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Abb. 88: Veränderung der antioxidativen Kapazität (Mean ± SEM) nach Aufnahme der Prüfprodukte 

 

Die  detektierte  Abnahme  der  antioxidativen  Aktivität  war  lediglich  nach  Aufnahme  der 

Holunderfraktion  zu  den  Zeitpunkten  t5  und  t8,  sowie  nach  Konsum  des  Placebos  zu  den 

Messzeitpunkten t2 und t5 signifikant.  
 
Tab.  26.  Veränderung  der  antioxidativen  Kapazität  in  µmol  TE/L  (Mittelwert ± SD)  nach  Aufnahme  der 
Prüfprodukte im Vergleich zu den Nüchternwerten (FRAP) 

  0,5  1  1,5  2  3  5  8 

Holun‐

dertee 

‐5,7 ± 

33,9  

‐8,1 ± 

36,5 

8,5 ± 

22,5 

‐12,1 ± 

37,7 

‐12,0 ± 

31,1 

‐22,1 ± 

66,5 

‐19,6 ± 

45,4 

Holun‐

der‐

fraktion 

‐9,1 ± 

31,1 

‐19,1 ± 

35,9 

‐3,4 ± 

30,5 

‐20,3 ± 

33,4 

‐5,3 ± 

41,7 

‐24,7 ± 

24,9 ‡ 

‐32,0 ± 

22,7 * 

Wasser  ‐18,4 ± 

17,4 * 

‐15,4 ± 

24,3 

‐1,6 ± 

15,3 

‐17,5 ± 

22,5 ‡ 

‐11,6 ± 

18,3  

‐30,0 ± 

32,0 ‡ 

‐16,9 ± 

52,5 

† = p ≤ 0,001    * = p ≤ 0,01       ‡ = p ≤ 0,05     T‐Test für verbundene Stichproben 

 

Im Gegensatz zu dem ersten Studienteil,  in dem Rooiboszubereitungen verabreicht wurden,  führte 

die  Aufnahme  der  Holunderprodukte,  unabhängig  von  dem  verwendeten  Testsystem,  zu 

vergleichbaren Ergebnissen. In beiden Fällen kam es, mit Ausnahme des Zeitpunktes t 0.5 im ORAC, zu 

einer Abnahme der antioxidativen Kapazität des Plasmas.  

Es liegen zu diesem Zeitpunkt keine in‐vivo Untersuchungen vor, in denen Holunderteezubereitungen 

Einsatz fanden und die antioxidative Kapazität erfasst wurde. In einer Humanstudie von Boyle et al. 

[2000] wurde der Einfluss einer Rutinsupplementierung auf die antioxidative Kapazität untersucht. In 

einer ersten Versuchsreihe wurde drei Probanden, einer 2‐tägigen Depletionsphase folgend, 500 mg 

Rutin verabreicht. Blutabnahmen erfolgten vor Aufnahme des Prüfproduktes  sowie 2, 4, 7 und 24 

Stunden danach. Die antioxidative Kapazität wurde dabei mit dem FRAP erfasst. Es konnte zu keinem 

der Zeitpunkte eine signifikante Veränderung der antioxidativen Aktivität detektiert werden. In einer 

Folgestudie wurde die mögliche Bedeutung von kumulativen Effekten untersucht. Dazu wurden 18 

weibliche Probanden im Alter von 18‐48 auf zwei Interventionsgruppen aufgeteilt. Eine der Gruppen 
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erhielt über den  sechswöchigen  Interventionszeitraum ein Placebo, die andere Gruppe  täglich 500 

mg Rutin. Nach Beendigung der Studie konnte ein Übergang verschiedener Rutinmetabolite ins Blut 

detektiert werden, jedoch in Übereinstimmung mit den eigenen Untersuchungen, keine Veränderung 

der antioxidativen Aktivität.  

8.2.3 Humanstudie mit Rooibos‐Fertiggetränken   

Der dritte Studienzeitpunkt hatte es zum Ziel die antioxidative Wirkung einer Einfachaufnahme eines 

frischen und eines gelagerten Rooibosfertiggetränkes zu untersuchen. Das Kollektiv bestand aus 12 

Probanden.  Keiner  der  Probanden  brach  die  Untersuchung  vorzeitig  ab.  Das  Kollektiv  setzte  sich 

dabei gemäß der Angaben in Tabelle 27 zusammen.  

 
Tab. 27. Anthropometrische Daten des Kollektivs (n=12) 

  Minimum  Maximum  Mittelwert 

Körpergröße (m)  1,71  1,91  1,83 

Körpergewicht (kg)  60,6  99,9  83,5 

Body Mass Index (kg/m2)   19,6  29,4  24,9 

Alter   20  34  28,5 

Antioxidative Veränderungen (ORAC) 

Die Aufnahme des frischen und des gelagerten Rooibosgetränkes sowie des Placebos führte ähnlich 

wie  es  in  den  anderen  Studienteilen  zu  beobachten  war  zu  einer  Abnahme  der  antioxidativen 

Aktivität. Lediglich 0,5 Stunden nach Aufnahme des frischen Rooibosfertigproduktes war ein Anstieg 

der antioxidativen Kapazität zu verzeichnen (Abb. 89). 

 

frisches 
Fertiggetränk

gelagertes 
Fertiggetränk 

Placebo

frisches 
Fertiggetränk

gelagertes 
Fertiggetränk 

Placebo

 
Abb. 89: Veränderung der antioxidativen Kapazität (Mean ± SEM) nach Aufnahme der Prüfprodukte 

 

Wie  der  Tabelle  28  zu  entnehmen  ist,  führte  die  Aufnahme  des  frischen  Fertiggetränkes  zum 

Zeitpunkt  t1,5  zu  einer  signifikanten  Abnahme.  Im  Falle  des  gelagerten  Getränkes  konnte  für  die 

Zeitpunkte  t1,5 und t5 ebenfalls eine Signifikanz berechnet werden, während es nach Aufnahme des 

Placebos ab dem Zeitpunkt t2 stets zu einer signifikanten Abnahme kam.    
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Tab.  28.  Veränderung  der  antioxidativen  Kapazität  in  µmol  TE/L  (Mittelwert ± SD)  nach  Aufnahme  der 
Prüfprodukte im Vergleich zu den Nüchternwerten (ORAC) 

  0,5  1  1,5  2  3  5  8 

Frisches 

FG 

143,0 ± 

334,8 

‐41,1 ± 

204,4 

‐160,1 ± 

137,1 * 

‐211,9 ± 

432,5 

21,0 ± 

336,0 

‐49,1 ± 

374,9 

‐20,7 ± 

305,7 

Gelag. FG  ‐1,7 ± 

233,2 

‐65,8 ± 

194,6 

‐214,7± 

217,9 * 

‐231,9 ± 

398,1 

‐120,3 ± 

406,2 

‐224,2 ± 

277,5 ‡ 

‐179,2 ± 

283,0 

Placebo  ‐26,9 ± 

324,5 

‐136,9 ± 

240,6 

‐235,3 ± 

304,0 ‡ 

‐398,4 ± 

242,9 † 

‐309,5 ± 

318,3 * 

‐268,2 ± 

392,2 * 

‐437,6 ± 

282,0 † 

† = p ≤ 0,001    * = p ≤ 0,01       ‡ = p ≤ 0,05     T‐Test für verbundene Stichproben 

Antioxidative Veränderungen (FRAP) 

Die Messung der antioxidativen Kapazität mit dem FRAP zeigt einen ähnlichen Trend wie er bereits in 

den ORAC Messungen zu beobachten war. Zum Zeitpunkt t0,5 konnte für das gelagerte Fertiggetränk 

sowie das Placebo ein  leichter Anstieg  festgestellt werden. Tendenziell  zeigt  sich  jedoch auch hier 

eine Abnahme der antioxidativen Kapazität nach Aufnahme der Prüfprodukte (Abb. 90).  

  

frisches 
Fertiggetränk

gelagertes 
Fertiggetränk 

Wasser

frisches 
Fertiggetränk

gelagertes 
Fertiggetränk 

Wasser

 
Abb. 90: Veränderung der antioxidativen Kapazität (Mean ± SEM) nach Aufnahme der Prüfprodukte 

 

Die  nach  dem  Konsum  des  frischen  Fertiggetränkes  aufgetretene  Abnahme  der  antioxidativen 

Kapazität  ist  zu  den  Zeitpunkten  t1,  t2,  t3,  t5  und  t8  signifikant.  Nach  Aufnahme  des  gelagerten 

Fertiggetränkes ist die Abnahme ab dem Zeitpunkt t2 ebenfalls signifikant. Der Konsum des Placebos 

führte  zu  einer  signifikanten  Abnahme  zu  t5  und  t8  (Tab.  29).  Unabhängig  vom  verwendeten 

Messsystem kommt es nach der Aufnahme des gelagerten, wie auch nach der Aufnahme des frischen 

Fertiggetränkes,  zu  einem  Absinken  der  antioxidativen  Aktivität.  Die  dreimonatige  Lagerung  des 

Fertiggetränkes  (Raumtemperatur m.  Lichtschutz)  hatte  einen  oxidativen  Verlust  des  enthaltenen 

Aspalathins  zur Folge. Dennoch konnten keine großen Unterschiede  in der antioxidativen Aktivität 

des Blutes nach Aufnahme der unterschiedlichen Produkte gemessen werden.  
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Tab.  29.  Veränderung  der  antioxidativen  Kapazität  in  µmol  TE/L  (Mittelwert ± SD)  nach  Aufnahme  der 
  Prüfprodukte im Vergleich zu den Nüchternwerten (FRAP) 

  0,5  1  1,5  2  3  5  8 

Frisches 

Fertiggetränk 

‐4,4 ± 

36,2  

 

‐29,5 ± 

44,3 ‡ 

‐22,5 ± 

45,0  

‐51,4 ± 

44,5 * 

‐33,6 ± 

42,8 ‡ 

‐52,2 ± 

47,2 * 

‐55,1 ± 

55,3 * 

Gelagertes 

Fertiggetränk 

17,9 ± 

40,3 

 

‐0,4 ± 

31,3 

‐16,5 ± 

29,5 

‐36,3 ± 

29,7 † 

‐28,3 ± 

34,4 ‡ 

‐44,0 ± 

52,2 ‡ 

‐56,5 ± 

69,9 ‡ 

Placebo  12,6 ± 

58,2 

2,7 ± 

51,3 

‐6,1 ± 

64,6 

‐28,2 ± 

54,3 

2,2 ± 

53,5 

‐27,9 ± 

42,5 ‡ 

‐36,5 ± 

49,9 ‡ 

† = p ≤ 0,001    * = p ≤ 0,01       ‡ = p ≤ 0,05     T‐Test für verbundene Stichproben 

8.3 Abschließende Diskussion   

Im Gegensatz zu der erwarteten Zunahme der antioxidativen Kapazität des Plasmas kam es  in Folge 

des Konsums der Prüfprodukte zu einer  leichten,  jedoch  signifikanten Abnahme der antioxidativen 

Kapazität, wobei hohe Standardfehler/‐abweichungen (siehe Abb. 85‐90 u. Tab. 22/23, 25/26, 28/29) 

zu verzeichnen waren. Eine klinische Relevanz dieser Daten ist zu bezweifeln.  

Bei näherer Betrachtung der Ergebnisse  fällt auf, dass sich die Verläufe der antioxidativen Aktivität 

nach  Aufnahme  der  Prüfprodukte  und  des  Placebos  ähnelten.  Dies  lässt  vermuten,  dass  die 

applizierten Produkte nur eine geringe Auswirkung auf den antioxidativen Status des Blutes hatten 

(und die Abnahme der Aktivität nicht maßgeblich mit der Aufnahme der Prüfprodukte assoziiert ist). 

Hierfür kommen verschiedene Erklärungsansätze in Frage.  

Es  ist möglich, dass die verwendeten Testsysteme  für die Untersuchung biologischer Proben wenig 

geeignet  sind.  So  konnte  für  den  FRAP  gezeigt  werden,  dass  im  Blut  gelöste  Stoffe,  wie  z.  B. 

Harnsäure  und Ascorbinsäure,  bereits  eine  sehr  hohe Aktivität  entfalten  und  damit  bereits  einen 

Großteil  der  antioxidativen Aktivität  des  Plasma  determinieren  [Benzie  und  Strain  1999].  In  einer 

weiteren  in‐vitro Studie mit dem FRAP konnte ebenfalls belegt werden, dass Plasma eine deutlich 

höhere  antioxidative  Aktivität  besitzt,  als  die  eingesetzten  Flavonoide.  Als  Beispiel  sei  hier  die 

dreißigfach  höhere  Aktivität  des  Plasmas  im  Vergleich  zu  Quercetinglykosiden  genannt  [Graft‐

Johnson et al. 2007]. 

Ein  vermutlich  weitaus  bedeutsameres  Problem  ist  jedoch  die  geringe  Bioverfügbarkeit  der 

Flavonoide,  gekoppelt mit  ihrem  extensiven Metabolismus. Die  zentralen Merkmale,  die  über  die 

antioxidative Aktivität der Flavonoide entscheiden und diese regulieren, sind die Hydroxygruppen im 

Ringsystem.  Neben  der  Positionierung  ist  es  vor  allem  die  Anzahl  der  OH‐Gruppen,  die  von 

entscheidender Bedeutung  ist  [Amic  et  al. 2007; Rice‐Evans  et  al. 1996]. Phase‐2‐Reaktionen, wie 

Glucuronidierungen, Sulfatierungen und Methylierungen verringern die Anzahl freier OH‐Gruppen im 

Molekül und können  somit  zu einer Einschränkung der antioxidativen Wirkung  führen  [Amic et al. 

2007; Rice‐Evans et al. 1996].  [Manach et al. 1998] konnten demnach zeigen, dass glucuronidierte 

und  sulfatierte  Quercetinmetabolite  eine  geringere  antioxidative  Aktivität  besitzen  als  die 

korrespondierenden  Aglykone.  Hierbei muss  vor  allem  die  Position,  in  der  die  Glucuronidierung 

stattfindet,  beachtet  werden,  da  die  Stellung  der  Hydroxygruppen  neben  ihrer  Anzahl  die 

entscheidende Determinante der Aktiviät darstellt.  In‐vitro Untersuchungen mit Quercetin und der 

UDP‐Glucuronosyl‐Transferase  zeigen,  dass  es  vorwiegend  in  den  Positionen  3’  und  4’  zu  einer 

Glucuronidierung kommt [Day et al. 2000]. Dies  ist mit einem Verlust der Catecholstruktur, die das 

bedeutendste Merkmal  für  eine  hohe  antioxidative  Kapazität  darstellt,  verbunden  und muss  als 
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mögliche Einschränkung der in vivo antioxidativen Kapazität von Flavonoiden beachtet werden. Eine 

Phase‐2‐Metabolisierung des Aspalathins konnte  in Humanstudien ebenfalls nachgewiesen werden 

[Courts und Williamson 2009; Stalmach et al. 2009]. Neben den Phase‐2‐Metabolisierungen kommt 

es  vor  allem  bei  Flavonoid‐C‐Glykosiden  zu  der  Bildung  von  Phenolsäuren  durch  die  intestinale 

Mikroflora. [Kayano et al. 2004; Pietta et al. 2000] konnten zeigen, dass die antioxidative Kapazität 

phenolischer Säuren deutlich geringer  ist, als die der korrespondierenden Ausgangssubstanzen. Die 

Verstoffwechslung  von  Rutin  und  möglicherweise  auch  von  Aspalathin  resultiert  in  der  Bildung 

solcher Phenolsäuren. Demnach müssen auch hier Einschränkung der antioxidativen Aktivität in‐vivo 

erwartet werden.  

Wie  aus  den  aufgeführten  Punkten  ersichtlich wird,  ist  die  fehlende  Zunahme  der  antioxidativen 

Kapazität  in  den  eigenen  Untersuchungen  erklärbar  und  höchstwahrscheinlich  die  Folge  einer 

geringen  Bioverfügbarkeit  und  eines  extensiven  Metabolismus.  Neben  den  bereits  aufgeführten 

Studien  von  [Sauter  2004;  Boyle  et  al.  2000]  zeigen  auch  Humanstudien,  in  denen  grüner  und 

schwarzer Tee verabreicht wurden, zumeist keine positive Beeinflussung des antioxidativen Status. In 

einer Biokinetikstudie von  [Kimura et al. 2002] konnte nach der Verabreichung von Teecatechinen 

kein Anstieg der antioxidativen Aktivität gemessen werden.  Im Rahmen dieser Studie erhielten fünf 

Probanden 164 mg Catechine an dem ersten Untersuchungstag bzw. die doppelte Menge Catechine 

an einem zweiten Untersuchungstag. Die Blutentnahmen erfolgten vor Aufnahme der Prüfprodukte 

sowie 30, 60, 120 und 180 Minuten danach. Unabhängig von der verabreichten Menge konnte mit 

dem  FRAP  keine  signifikante  Veränderung  des  Plasmas  gemessen  werden.  In  einer  weiteren 

Humanstudie konsumierten 25 Probanden 500 mL schwarzen Tee. Blutentnahmen fanden dabei vor 

dem  Teekonsum  sowie  90  und  120  Minuten  danach  statt.  Im  ORAC  konnte  keine  signifikante 

Veränderung der antioxidativen Aktivität des Blutes detektiert werden [Gheldof et al. 2003].  
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9. Anhang  

A1 

Ein‐ und Ausschlusskriterien zur Aufnahme in die Studie  

Einschlusskriterien 

 Einwilligungsfähige gesunde männliche Kaukasier im Alter zwischen 18‐40 Jahren 

 Schriftliche Einwilligung der Probanden nach ausführlicher mündlicher und schriftlicher 
Aufklärung über die Studieninhalte, ‐anforderungen und ‐risiken  

 Fähigkeit und Bereitschaft der Studienteilnehmer, den Anweisungen des Prüfers und des 
Arztes zu folgen (Einhalten der Studien‐ sowie Ernährungsbedingungen vor und während der 
Intervention, etc.) 

Ausschlusskriterien 

 Einnahme von flavonoidhaltigen Supplementen während der Depletionsphase und des 
Untersuchungszeitraumes 

 schwerwiegende chronische Erkrankungen (Nieren‐ und Leberinsuffizienz, kardiovaskuläre 
Erkrankungen, Diabetes, etc.) sowie andere schwerwiegende internistische Erkrankungen, 
insbesondere Malignome 

 Unmittelbare Notwendigkeit eines chirurgischen Eingriffs 

 chronische Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts (speziell Dünndarm, Leber, Pankreas, z. 
B. chronisch entzündliche Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa und Morbus Crohn, 
Pankreasinsuffizienz, Sprue, Enterokolitis, Cholestase, Kurzdarmsyndrom) sowie Zustand 
nach operativen Eingriffen am Gastrointestinaltrakt (z. B. Gastrektomie) 

 bei bestehenden ernsthaften Verdauungsproblemen (Motilitätsstörungen, Obstipation) 

 diagnostizierte Gerinnungsstörung und/oder Einnahme gerinnungshemmender 
Medikamente (z.B. Marcumar) 

 regelmäßige Einnahme von Laxanzien 

 bekannte Allergie oder Unverträglichkeit gegen einen Bestandteil der Prüfprodukte 

 Alkohol‐, Drogen‐ und/oder Medikamentenabhängigkeit 

 Raucher 

 Nicht einwilligungsfähige Probanden 

 Verweigerung bzw. Rücknahme der Einwilligung durch den Probanden 

 gleichzeitige Teilnahme an einer anderen klinischen Studie bzw. Teilnahme innerhalb der 
vergangenen 30 Tage 

 
B1 
Während des Studienzeitraums zu meidende flavonoidreiche Lebens‐ und Genussmittel  
 
Gemüse 

 Grünkohl 

 Brokkoli 

 Grüne Bohnen 

 Sellerie 

 Aubergine 

 Zwiebel 

 Tomaten 
 
Obst 

 Apfel 

 Zitrusfrüchte (Apfelsinen, Grapefruit, Zitronen, etc.) 

 Beerenfrüchte 
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 Aronia 

 Holunderbeeren 

 Schwarze Johannisbeeren 

 Rote Trauben 

 Aprikosen 
 
Süßigkeiten 

 Schokolade 
Getränke 

 Rotwein 

 Grüner Tee 

 Schwarzer Tee 

 Rooibostee 

 Früchtetee 

 Kaffee  

 Kakao 

 Johannisbeersaft 

 Holunderbeersaft 

 Apfelsinensaft 

 Roter Traubensaft 

 Grapefruitsaft 
C1 
Standardisierte und energieadjustierte Kost während der Untersuchungstage  

  Lebensmittel  Getränk  Kalorien 
(Kcal) 

7.45 Uhr    500 mLTee/Wasser 
oder Extrakt 

 

Frühstück 
8.30 Uhr 

1 Brötchen (70 g) 
2 Frischkäse (16,67 g) 

250 mL Wasser  177,8 
86,6 

Zwischenmahlzeit 
10.30 Uhr 

1 Brötchen (70 g) 
1 Butter (20 g) 
1 Schb. Schinkenwurst (18 g) 
1 Schb. Kochschinken (30 g) 

250 mL Wasser  177,8 
149,6 
37,5 
54 

Mittag  
14.00 Uhr  

175 g (rohe) Nudeln (ca. 438 g 
gekochte Nudeln) 
1 Butter (20 g) 
Salz 
20 g Parmesan  
1 Joghurt (natur, 3,5%) (150g) 
2 TL Zucker 

500 mL Wasser  524,3 
 

149,6 
0 
75 
91,5 
 

50 

Zwischenmahlzeit 
16.00 Uhr 

1 Brötchen (70 g) 
2 Frischkäse (16,67 g) 

250 mL Wasser  177,8 
86,6 

Abends   1 Nudelgericht   1500 mL Wasser   716 

Spätmahlzeit  Bifi XXL    202 

    3250 mL  2756,1 
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10. Vergleich mit dem Antrag 

Es wurden, wie im Antrag beschrieben, Messungen von Flavonoiden in Rooibos und Holunderblüten 

durchgeführt.  Die  Isolierung  der  bioaktiven  Fraktionen  aus  beiden  Produkten  in  ausreichender 

Menge für die Nutrikinetikexperimente verlief planmäßig.  

Die  Nutrikinetikstudie  wurde  wie  geplant  durchgeführt,  wobei  insgesamt  576  Plasma‐  und  432‐

Urinproben  anfielen.  Aus  Zeitgründen  konnten  trotz  Verlängerung  der  Bearbeitungszeit  nicht  alle 

Proben gemessen werden. Die Proben wurden mit den Tests für antioxidative Aktivtät (ORAC, FRAP) 

untersucht. 

Schwieriger  und  zeitraubender  war  die  Optimierung  der Methode  für  die  Analytik  des  Plasmas. 

Bedingt  dadurch  konnten  zwar  zahlreiche,  aber  nicht  alle  Plasmaproben  untersucht  werden.  Es 

konnte  aber  festgestellt  werden,  dass  in  den  Plasmaproben  eine  Reihe  von  unveränderten 

Flavonoiden  in  geringer  Konzentration  als  auch Metabolite  zu  finden waren.  In  den  untersuchten 

Urinproben wurden eine Reihe von Metaboliten gefunden. 

Der Einsatz des wissenschaftlichen Personals erfolgte planmäßig. Die durchgeführten Arbeiten waren 

zum Erreichen des Projektzieles notwendig und angemessen. 

Der Autosampler  für das HPLC‐MS‐System wurde planmäßig beschafft. Dieses erwies  sich auch als 

dringend notwendig, weil dadurch die gemessene Probenzahl mehr als verdoppelt werden konnte. 

Die Leistungen Dritter waren zum Erzielen der Ergebnisse notwendig, da diese Arbeiten an keiner der 

Forschungsstellen durchgeführt werden konnten. 

10.1 Darstellung der Verwertbarkeit der Ergebnisse und Nutzen für kmU 

Die kmU haben durch die Ergebnisse des Projektes umfangreiche Informationen über das Verhalten 

von Holunderblüten, Rooibos sowie der daraus hergestellten Fertiggetränke erhalten. Dieses bezieht 

sich einerseits auf die Bioverfügbarkeit von  Inhaltsstoffen der Produkte, andererseits auch auf die 

Stabilität  der  Inhaltsstoffe. Die Daten  können  einerseits  zur  Vorbereitung möglicher  Aussagen  im 

Sinne von „Health Claims“ herangezogen werden, andererseits auch zur Produktentwicklung genutzt 

werden.  Die  Ergebnisse  stellen  eine  Basis  für  weitere  Untersuchungen,  z.B.  den  Vergleich  von 

Produkten aus verschiedenen Anbaugebieten, dar.  

10.2 Zusammenstellung von Veröffentlichungen 

Laue, C., Gröll, S., Breiter, T., Engelhardt, U.H. (2009) Human study with flavonoids from green Rooibos. Proc. 

Euro Food Chem XV, II: 14‐17 

 

Gröll, S., Laue, C., Breiter, T., Engelhardt, U.H. (2009) Bioavailability of flavonoids from flowers of black elder. 

Proc. Euro Food Chem XV, II: 18‐21 

 

Laue, C., Gröll, S., Breiter, T., Engelhardt, U.H.  (2009) Bioverfügbarkeit von Flavonoiden aus grünem Rooibos, 

Posterbeitrag  anlässlich  des  38.  Deutschen  Lebensmittelchemikertags  in  Berlin,  14.‐16.  September,  

Tagungsband S. 259 
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