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Einleitung

1 Einleitung

In den letzten Jahrzehnten belegten zahlreiche Studien einen Zusammenhang zwischen dem
gesteigerten Verzehr von Obst bzw. Gemiise und dem verminderten Auftreten von
chronischen sowie degenerativen Erkrankungen einschlielRlich Krebs und kardiovaskuldren
Erkrankungen (Huang et al., 2005; lkram et al., 2009). Diese Erkrankungen werden mit der
Oxidation von Molekiilen wie Proteinen, Lipiden und DNA assoziiert, welche durch reaktive
Verbindungen hervorgerufen werden konnen (oxidativer Stress) (Wu et al., 2004). Pflanzen
und ihre Produkte enthalten neben hohen Konzentrationen an Vitaminen und
Mineralstoffen auch sekunddre Pflanzenstoffe. Diese antioxidativ wirksamen Substanzen
kdnnen die Oxidation von zelluldren Bestandteilen im Organismus reduzieren (Agudo et al.,
2007) und moglicherweise einen gesundheitsfordernden Beitrag leisten. Neben hydrophilen
Antioxidantien, wie Ascorbinsdure (Vitamin C) und Polyphenolen sind auch lipophile
Inhaltsstoffe wie Carotinoide und Vitamin E fir das protektive Potential mitverantwortlich.
Die protektiven Wirkungen, auf die oben genannten Erkrankungen, gehen maglicherweise
auf die starken antioxidativen Eigenschaften dieser sekunddren Pflanzenstoffe bzw. ihrer
Metabolite zurick. Aufgrund ihrer reduzierenden Wirkung und Eigenschaften als
Radikalfanger finden Antioxidantien Anwendungen in Lebensmittel- und
Kosmetikprodukten. Sie schiitzen vor Lipidoxidation und verbessern somit Qualitat und

Haltbarkeit von Produkten (Kerscher et al., 2011; Laguerre et al., 2007).

Das steigende Gesundheitsbewusstsein der Bevolkerung hinsichtlich einer ausreichenden
Versorgung mit Vitaminen sowie antioxidativen Substanzen und der damit verbundenen
Pravention von Erkrankungen ist gegenwartig noch im Fokus der Wissenschaft. Die
Untersuchungen und Bewertungen der antioxidativen Wirksamkeiten von sekundaren
Pflanzeninhaltsstoffen und Lebensmitteln sowie der antioxidative Status im Organismus sind

somit erforderlich und von groRer Bedeutung.

1.1 Oxidativer Stress und freie Radikale

Flr aerobe Organismen ist Sauerstoff zur Energiegewinnung lebensnotwendig. Jedoch geht
diese immer mit der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) einher (Rehner et al.,
2010). Die Entstehung von ROS erfolgt u. a. endogen im Metabolismus sowie bei der
mitochondrialen und peroxisomalen Atmung durch die Xanthinoxidase, aber auch bei
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Entziindungsprozessen und Entgiftungsreaktionen im Cytochrom-P450-Stoffwechsel sowie
durch korperliche Bewegung (Carocho et al., 2013; Choudhari et al., 2014). Des Weiteren
kénnen reaktive Verbindungen (z. B. ROS) bei der Immunantwort in Makrophagen durch das
Enzym NADPH-Oxidase gebildet werden, um phagozytierte Bakterien abzutéten (Grune,
2014). Externe Einflussfaktoren wie Rauchen, Umweltschadstoffe, Strahlungen,
Medikamente, Pestizide sowie industrielle Losungsmittel und Ozon kdnnen die Bildung von
ROS ebenfalls beglinstigen (Carocho et al.,, 2013). Da aerobe Lebensformen, einschlielich
des menschlichen Organismus, der Oxidation durch hoch reaktive Verbindungen konstant
ausgesetzt sind, besitzen diese physiologischen Systeme ein Gleichgewicht zwischen
Antioxidantien und Prooxidantien. Ist dieses Gleichgewicht durch die vermehrte Entstehung
von ROS oder durch zu geringe Gehalte an Antioxidantien gestért, verschiebt sich das
Gleichgewicht auf die Seite der Prooxidantien. Dieser Zustand wird als ,oxidativer Stress”

definiert (Sies, 1991).

Die ROS sind in ihrer biologischen Funktionalitat paradox: Auf der einen Seite sind
physiologisch positive Effekte bekannt. Die ROS wirken praventiv und unterstiitzen das
Immunsystem. Gleichzeitig vermitteln sie Zellsignale und spielen eine essentielle Rolle in der
Apoptose (Seifried et al., 2007). Auf der anderen Seite kénnen ROS pathophysiologische
Vorgdnge im Organismus unterstlitzen und Molekile wie Proteine, Lipide und DNA durch
Oxidation schadigen. Daher wird oxidativer Stress mit der Entwicklung von verschiedenen
chronischen, degenerativen und neuronalen Erkrankungen assoziiert, wie z. B. Krebs,
kardiovaskuldaren Erkrankungen, Diabetes mellitus, Atherosklerose, Alzheimer-Krankheit,
Morbus Parkinson, aber auch mit Alterungsprozessen (Bieger, 2001; Wu et al., 2004).
Reaktive Spezies, die den oxidativen Stress auslésen kdnnen, sind freie Radikale (Atome,
lonen, Molekile), welche ein oder mehrere ungepaarte Elektronen im dulersten Orbital
aufweisen. Aufgrund ihrer Instabilitdit weisen sie eine Affinitdit zu aktiven chemischen
Reaktionen mit anderen Molekilen auf (Carocho et al., 2013; Clarkson et al., 2000). Die ROS
sind reaktive Metabolite des molekularen Sauerstoffs (O,). Je nach Anzahl der (ibertragenen
Elektronen und der damit einhergehenden Reduktion des Sauerstoffs oder auch durch

Enzym- und Metall-katalysierte Reaktionen (z. B. Fenton-Reaktion) werden

- 2-
Zwischenprodukte wie Superoxidanionen (O,) (Einelektroniibergang), Peroxide (O, )

(Zweielektroneniibergang) und Hydroxylanionen (OH') (Dreielektroneniibergang) sowie auch

Wasserstoffperoxid (H,0,) gebildet (Apel et al., 2004; Kohler et al., 2014; Lugrin et al., 2014).
2
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Darliber hinaus existieren ebenfalls reaktive Stickstoffspezies (RNS), welche gleichermaRen
fur oxidativen Stress verantwortlich sein konnen. Das Hauptmolekil aller RNS ist das freie
Stickstoffmonoxid-radikal (NO°). Dieses entsteht bei der Umwandlung von L-Arginin zu L-
Citrullin, welche durch das Enzym Stickstoffmonoxid-Synthase katalysiert wird (Choudhari

et al., 2014; Lugrin et al., 2014).

Die generierten freien Radikale und reaktiven Spezies besitzen die Fahigkeit, mit
ungesattigten Phospholipiden in biologischen Membran zu reagieren (Sies, 1986). Die
resultierende Lipid-peroxidation kann zusatzlich durch Hitze, Licht und Metallionen
hervorgerufen werden (Laguerre et al.,, 2007). Insbesondere mehrfach ungesattigte
Fettsduren (polyunsaturated fatty acids, PUFA), welche zwei oder mehrere
Doppelbindungen besitzen, unterliegen der Lipidperoxidation (Belitz et al., 2008). Die
Lipidperoxidation ~umfasst drei Prozesse: Initiation (Kettenstart), Propagation

(Kettenwachstum) und Termination (Kettenabbruch) (Clarkson et al., 2000):

Initiation: Bildung von Peroxyl (RO, )-, Alkoxyl (RO )-, oder Alkyl (R )-Radikalen
Propagation: R+ 0, — RO,

RO,+RH —> ROOH+R

RO+ RH — ROH+R’

Termination: R+R —> RR
ermination _ stabile Produkte
R+RO, — > ROOR

Unter bestimmten Umstanden konnen allerdings auch Antioxidantien prooxidativ wirken
und antioxidativen Stress ausldsen. Beispielsweise kann a-Tocopherol die Autoxidation von
Linolsdure fordern, da es bei der Reaktion mit Radikalen selbst zum Radikal wird und bei
einem Mangel an Ascorbinsdure nicht regeneriert werden kann (Carocho et al.,, 2013).
AulRerdem fordert die Supplementierung mit B-Carotin bei Rauchern das Risiko fir
Lungenkrebs (Virtamo et al.,, 2014), welches sich in der a-Tocopherol-B-Carotin-Studie
(ATBC-Studie) herausstellte (The Alpha-Tocopherol Beta Carotene Cancer Prevention Study
Group, 1994). Abbildung 1 gibt einen Uberblick (iber das Gleichgewicht zwischen

Prooxidantien und Antioxidantien.
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Abbildung 1: Gleichgewicht zwischen Prooxidantien und Antioxidantien; Ursachen und Folgen.
Endogene und exogene Prooxidantien modifiziert nach Carocho et al., 2013. Endogene und exogene
Antioxidantien modifiziert nach Bieger, 2001. Oxidativer Stress modifiziert nach Bieger, 2001. Antioxidativer
Stress modifiziert nach Carocho et al., 2013 & Virtamo et al., 2014.
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1.2 Antioxidantien

Aerobe Lebensformen entwickelten eine Reihe von enzymatischen und nichtenzymatischen
Abwehrsystemen, die vor oxidativem Stress schitzen (Choudhari et al., 2014) und die
Balance zwischen Antioxidantien und Prooxidantien im Gleichgewicht halten sollen (Burton
et al.,, 2011). Enzymatische Schutzmechanismen wie beispielsweise Superoxiddismutase,
Glutathionperoxidase und Katalase wirken endogen und kénnen die Oxidation von zellularen
Bestandteilen im Organismus reduzieren und durch oxidativen Stress bedingte Krankheiten
vermindern (Huang et al., 2005). Im Allgemeinen wird ein Antioxidans als eine Substanz
definiert, ,die in niedrigen Konzentrationen, im Vergleich zum oxidierbarem Substrat, eine

Oxidation des Substrates verzogert, verlangsamt oder verhindert” (Halliwell, 1990).

Uber die Nahrung kénnen exogene und damit nichtenzymatisch wirkende Antioxidantien
aufgenommen werden. Die protektiven Eigenschaften der Antioxidantien lassen sich auf die
Wirkungen als freie Radikalfanger, Wasserstoff-Donatoren, Singulett-Sauerstoff-Quencher
oder Metallion-Chelatoren zurlckfiihren (lkram et al.,, 2009). Neben hydrophilen
Antioxidantien wie Ascorbinsdure und Polyphenolen zeigen auch lipophile Verbindungen wie
Carotinoide und Vitamin E eine protektive Wirkung u. a. gegen Krebs, Diabetes mellitus und

Entziindungen (Fiedor et al., 2014; Mocchegiani et al., 2014).

Des Weiteren existieren neben den natirlichen Antioxidantien auch synthetische Ver-
bindungen, welche Lebensmittel- und Kosmetikprodukte vor Oxidation schiitzen sollen.
Diese sind als Zusatzstoffe mit E-Nummern in Lebensmitteln gekennzeichnet wie z. B. E 320
Butylhydroxyanisol (BHA), E 321 Butylhydroxytoluol (BHT) und E 319 tertiar-Butylhydro-
chinon (TBHQ) (Baltes et al., 2011). Die Anwendung von synthetischen Antioxidantien wird in
der Européischen Union durch die Verordnung (EG) Nr.1333/2008 geregelt. Auf Grundlage
langfristiger toxikologischer Studien wurde die Sicherheit und Zulassung der betreffenden
Verbindungen geprift. Dennoch scheinen sie nicht unbedenkliche Nebenwirkungen zu
haben und kdénnen in hohen Konzentrationen kanzerogen wirken. Daher wird die Aufnahme
von synthetischen Antioxidantien durch eine erlaubte Tagesdosis (ADI-Werte) geregelt
(Taghvaei et al., 2013). Aufgrund der moglichen gesundheitsschadigenden Auswirkungen der
chemisch hergestellten Antioxidantien auf die Gesundheit steigen das Interesse und die
Nachfrage beim Verbraucher, natiirliche Antioxidantien einzusetzen. Dementsprechend ist

die Erforschung der antioxidativen Naturstoffe unumganglich.
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1.2.1 Carotinoide

Carotinoide sind wichtige Mikrondhrstoffe (Lemmens et al., 2014) und gehoéren zu den
sekundaren Pflanzenstoffen, welche ausschlieBlich von Pflanzen und Mikroorganismen
synthetisiert werden (Amorim-Carrilho et al.,, 2014; Rao et al.,, 2007). Sie werden in
sauerstoffhaltige Xanthophylle (Zeaxanthin, Lutein) und sauerstofffreie Carotine (Lykopin,
B-Carotin) eingeteilt (Carocho et al.,, 2013). Aufgrund ihrer verschiedenen Strukturen
besitzen sie unterschiedliche Polaritaten und lipophile Eigenschaften. Ein wichtiges Merkmal
vieler Carotinoide ist die Tetra-Terpenstruktur mit einer insgesamt 40-Kohlenstoff langen
Polyenkette, welche ein zentral gelegenes konjugiertes Doppelbindungssystem enthalt
(Eldahshan, 2013; Stahl et al.,, 2003). Diese Struktur bestimmt die Lichtabsorptions-
eigenschaften und verleiht den Carotinoiden durch die Reflektion ihre charakteristischen

Farben (gelb, orange, rot) und antioxidativen Eigenschaften (Stahl et al., 2003).

Die Carotinoide werden aus drei Molekilen Isopentenyldiphosphat (IPP) und
Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) zum Geranylgeranyldiphosphat (GGPP) synthetisiert. Der
erste Schritt der Carotinoid-Biosynthese ist die durch Phytoensynthase (PSY) katalysierte
Kondensationreaktion von zwei Molekilen Geranylgeranyldiphosphat (GGPP) zum farblosen
Phytoen. Durch jeweils zwei Desaturasen und Isomerasen entsteht aus Phytoen (all-E)-
Lykopin. Die Modifikation von Lykopin durch Lykopin-e-Cyclase und Lykopin-B-Cyclase fihrt
zu a-Carotin und B-Carotin. Durch Hydroxylierung von a-Carotin und B-Carotin entstehen
die Xanthophylle Lutein und Zeaxanthin (Bai et al., 2014; Cazzonelli, 2011; Eldahshan,
2013).

Da der Mensch nicht in der Lage ist Carotinoide zu synthetisieren, gelangen diese nur lber
die Nahrungsaufnahme in den menschlichen Organismus. Die Hauptcarotinoidquellen und
ihre moglichen gesundheitsférdernden Wirkungen sind in Tabelle 1 dargestellt. Die
wichtigsten Carotinoide in der menschlichen Nahrung und im Organismus sind a-Carotin,
B-Carotin, Lykopin, Lutein und B-Cryptoxanthin (Rao et al., 2007). Laut der Deutschen
Gesellschaft fur Erndhrung (DGE) liegt in Deutschland die Carotinoidzufuhr zwischen
5 - 6 mg/Tag (Deutsche Gesellschaft fur Ernahrung, 2004). Neuere Daten deuten sogar auf
eine héhere Zufuhr hin (Deutsche Gesellschaft flir Erndhrung, 2008).

Die Bioverfluigbarkeit von Carotinoiden ist Voraussetzung fiir deren Resorption und wird von

verschiedenen Faktoren beeinflusst (Lemmens et al.,, 2014). Dabei spielen der
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Nahrstoffstatus, die Menge an verzehrten Carotinoiden, die Matrixzusammensetzung, die
Nahrungs-mittelverarbeitung und Interaktionen zwischen Carotinoiden eine wichtige Rolle
(Fernandez-Garcia et al., 2012; van het Hof et al., 2000). Beispielsweise wird die Aufnahme
von Lutein und Cantaxanthin durch die gleichzeitige Aufnahme von B-Carotin gestért und

fihrt somit zu einer verringerten Bioverfligbarkeit (van het Hof et al., 2000).

Die Aufnahme von Carotinoiden erfolgt aufgrund des lipophilen Charakters wie bei den
Fetten Uber den Lipidstoffwechsel (Krinsky et al.,, 2005). Nach der Freisetzung der
Carotinoide aus der Lebensmittelmatrix werden sie im Dinndarm mit den Nahrungsfetten
unter Einwirkung von Gallensdauren und Pankreassaft in Mizellen eingebaut, die den Darm
passiv diffundieren kdnnen (Krinsky et al., 2005; Rao et al., 2007). Die mizellaren Carotinoide
werden nach der rezeptorvermittelten Aufnahme in die Enterozyten in Chylomikronen
eingelagert und gelangen Uber Lymphe und Blutbahn zur Leber (Krinsky et al., 2005). During
et al. (2005) berichteten, dass der Scavenger-Rezeptor (SR) wie beispielsweise SR-B1 und
Niemann Pick C1 like 1 Proteine (NPC1-L1) beim intestinalen Carotinoid-Transport beteiligt
sein konnten (During et al., 2005). In der Leber werden zum einen die Provitamin-A-
Carotinoide zu Vitamin A metabolisiert und zum anderen werden die Carotinoide Uber
Lipoproteine sehr geringer Dichte (very low density lipoprotein, VLDL) wieder ins Blut
abgegeben. VLDL wird durch Lipolyse und die damit verbundene Abgabe von Triglyzeriden
zum Lipoprotein geringer Dichte (low density lipoprotein, LDL) (Schweigert et al., 1998). LDL
sind die Haupttransporter von unpolaren Carotinoiden wie Lykopin, a-Carotin und B-Carotin.
Die polareren Xanthophylle sind gleichermaRBen zwischen LDL und Lipoproteinen hoher
Dichte (high low density lipoprotein, HDL) verteilt (Deming et al., 1999). Carotinoide von
Lipoproteinen, insbesondere von LDL, werden in extrahepatischen Geweben aufgenommen
(Deming et al.,, 1999). Die Speicherung von Carotinoiden erfolgt hauptsachlich im
Fettgewebe (Rao et al., 2007).

Die Absorption von Carotinoiden ist individuell verschieden und kann durch Erkrankungen,
wie z. B. genetische Defekte und Stérungen der intestinalen Resorption, gehemmt sein

(Brigelius-Flohé, 2014).
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Tabelle 1: Vorkommen und Wirkungen von Carotinoiden.

Carotinoid

Vorkommen

vermutete Wirkung

Astaxanthin

Hefe, Algen, Lachs, Forelle,
Shrimps, Krabben, Languste
(Ambati et al., 2014)

= |nhibierung der Lipidperoxidation (Ambati et al., 2014)

= Reduktion der LDL-Oxidation (lwamoto et al., 1999)

= anti-inflammatorisch (Park et al., 2013)

= praventiv gegen Atherosklerose, kardiovaskulare Erkrankungen
(Ambati et al., 2014)

= anti-diabetisch (Dong et al., 2013)

= protektiv gegen UV-Strahlung, Hautkrebs (Rao et al., 2013)

a-Carotin Kurbis, Spinat, SuRkartoffel, = Vorstufe von Vitamin A (Kopec et al., 2014)
Broccoli, griine Bohnen = senkt das Risiko fiir Prostatakrebs (Umesawa et al., 2014)
(Rashid, 2014)
B-Carotin Karotten, Orangen, Aprikosen, = Vorstufe von Vitamin A (Eldahshan, 2013)
Mango, Pfirsich, Pfeffer, Olpalme, = vermindert das Risiko fiir Lungenkrebs, Brustkrebs (Krinsky et al.,
griines Blattgemiise 2005)
(Rymbai et al., 2011) = Quenching von Singulett-Sauerstoff (Krinsky et al., 2005)
B-Crypto- Orangen, Pfirsich, Nektarine, = Vorstufe von Vitamin A (Granado-Lorencio et al., 2014)
xanthin Papaya (Rodriguez-Amaya, 1999), = reduziert das Risiko fir Lungen-, Gebarmutter-, Blasen-, Speise-
Avocado (Lu et al., 2005), réhrenkrebs (lino et al., 2014)
Zitrusfriichte (Granado-Lorencio = Vorbeugung von Diabetes mellitus, rheumatische Arthritis (lino et
etal.,, 2014) al., 2014)
Lutein Spinat, Broccoli, Griinkohl, = praventiv gegen altersbedingte Makuladegeneration (AMD)
Erbsen, Eigelb, Weizen (Arnold et al., 2013)
(Abdel-Aal et al., 2013), = praventiv gegen Alzheimer-Krankheit, anti-inflammatorisch
Zucchini (Rymbai et al., 2011) (Johnson, 2014)
= Scavenger fiir ROS (Wang et al., 2014)
Lykopin Tomate, Wassermelone, = priventiv gegen Prostata- (Ting et al., 2014), Osophagus-, Magen-
Grapefruit (Zu et al., 2014), (Krinsky et al., 2005) und Brustkrebs (Chen et al., 2014)
Papaya, Guave, Aprikosen = Quenching von Singulett-Sauerstoff (Krinsky et al., 2005)
(Jabeen et al., 2013) = reduziert das Risiko fiir Prostatakrebs, Osteoporose, Herz-
Kreislauf-Erkrankung (Rao et al., 2007)
Neoxanthin  Spinat, griines Blattgemiise = praventiv gegen Prostatakrebs (Kanabur et al., 2014)
(Kanabur et al., 2014) = schiitzt Membranlipide vor ROS (Kanabur et al., 2014)
Zeaxanthin Mais, Weizen, Spinat , Petersilie, = praventiv gegen altersbedingte Makulardegeneration (AMD)

Kohl
(Abdel-Aal et al., 2013)

(Arnold et al., 2013)
= Scavenger fiir ROS (Wang et al., 2014)

1.2.2 VitaminE

Vitamin E ist ein fettlosliches Vitamin, welches in jeweils vier a-, B-, y- und &-Isomere der
Tocopherole sowie der Tocotrienole unterteilt wird. Die chemischen Strukturen der
Tocopherole und Tocotrienole sind im Manuskript Il (Seiten 33 - 40) dargestellt und aus-
fahrlich erlautert. In der Natur liegt a-Tocopherol nur in der RRR-Konfiguration an den

chiralen Zentren C2, C4 und C8 vor (Colombo, 2010).

Zur Biosynthese sind nur héher entwickelte Pflanzen befahigt. Der aromatische Ring wird
vom Tyrosinzweig der Shikimisdauresynthese und die isoprenoide Seitenkette auf dem Weg
der Terpensynthese gebildet. Tocopherole und Tocotrienole sind fiir den menschlichen
Organismus essentiell, da sie aufgrund des fehlenden Shikimatweges nicht synthetisiert
werden koénnen (Elmadfa et al., 1997). Nahrungsquellen sind u. a. pflanzliche Ole, Nisse,

Eigelb, Margarine, Kase, Sojabohnen, Weizen, Avocados, Oliven und griines Blattgemise.


http://dict.leo.org/ende/index_de.html%23/search%3D%C3%96sophaguskarzinom%26searchLoc%3D0%26resultOrder%3Dbasic%26multiwordShowSingle%3Don
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Tocopherole sind tiberwiegend in Olivenol, Sojadl, Mais- und Sonnenblumendl zu finden und

Tocotrienole in Palmol, Gerste und Reiskleie (Colombo, 2010).

Die empfohlene Tagesdosis fur Vitamin E betragt laut DGE geschlechtsspezifisch 12 - 15 mg
(Deutsche Gesellschaft fur Erndhrung, 2013). In Europa erreichen 8 % der Madnner und 15 %
der Frauen nicht die empfohlene Tagesdosis (Borel et al., 2013). Ein nahrungsbedingter
Mangel an isoliertem Vitamin E ist jedoch beim Menschen sehr selten anzutreffen. Allerdings
sind diese Vitamin-E-Empfehlungen ohne Berlcksichtigung von Erkrankungen, wie z. B. Lipid-
Malabsorption, Stérungen des Lipoprotein-Stoffwechsels und genetische Defekte des a-
Tocopherol-Transfer-Proteins  (a-TTP) im angeborenen isolierten Vitamin-E-Mangel
(AVED), welche ein Vitamin-E-Defizit hervorrufen konnen (Mocchegiani et al., 2014). Bei der
Hypovitaminose kdénnen u. a. Tremor, Myasthenie und geistige Retardierung auftreten

(Brigelius-Flohé, 2014).

Bei einer Uberhdhten Vitamin-E-Zufuhr wird a-Tocopherol in Form des Metaboliten Carboxy-
ethyl-hydroxy-chroman (CEHC) liber Galle bzw. Harnwege ausgeschieden (Traber, 2013).
Shekelle et al. (2004) fassten zusammen, dass es durch eine erhdhte Vitamin-Zufuhr,
beispielsweise in Form von Supplementen, keine positiven oder auch negativen Aus-
wirkungen bezlglich kardiovaskuldrer Erkrankungen gibt (Shekelle et al., 2004). Die Studie
von Miller et al. (2005) zeigte allerdings, dass eine Vitamin-E-Supplementierung von > 400 |U
pro Tag die Gesamtmortalitdit erhohen kann und demzufolge eine Uberhohte Vitamin-
Aufnahme zu vermeiden ist (Miller et al., 2005). Diese Studie wurde von Traber et al. (2007)
kritisiert, da keine statistischen Signifikanzen von Vitamin E auf die Gesamtmortalitat
festgestellt wurden (Traber, 2007). Die langfristige Supplementation mit Vitamin E wird
gegenwadrtig immer noch kontrovers diskutiert. Die Europdische Behorde fir
Lebensmittelsicherheit legte 2006 eine Vitamin-E-Obergrenze von 300 mg/Tag fest

(European Food Safety Authority, 2006).

Vitamin E gilt als das wichtigste lipophile Antioxidans und ist als solches ein Bestandteil von
Zellmembranen. Die ungesattigten Fettsdauren in den Membranlipiden werden dadurch vor
Lipidperoxidationen, Peroxylradikalen und RNS geschiitzt. Dieser protektive Effekt beruht
auf dem Abbruch von Radikal-Kettenreaktionen (Bartosz, 2010; Elmadfa et al., 1997,
Mocchegiani et al., 2014). Dabei reagiert Vitamin E mit Alkoxy-und Peroxylradikalen und

wird selbst zum Tocopheroxyl- bzw. Tocotrienoxylradikal oxidiert. Diese Radikale sind in
9
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physiologischen Konzentrationen kaum wirksam und kénnen Uber das Ascorbat/Ascorbyl-
Radikalsystem recycelt werden (Brigelius-Flohé, 2014). Vitamin E wird mit einem geringeren
Risiko fur Krebs und Neuralrohrdefekt assoziiert. Weiterhin wird auch der positive Einfluss
auf Diabetes mellitus, Neurodegenerationen und Entziindungen diskutiert (Azzi et al., 2000;
Bartosz, 2010; Mocchegiani et al., 2014). Die protektive Wirkung von Vitamin E gegeniber
koronaren kardiovaskuldren Herzerkrankungen und Atherosklerose wird derzeit noch

kontrovers diskutiert (Wallert et al., 2014).

Lebensmittel- und Kosmetikindustrie setzen gezielt Vitamin E aufgrund der antioxidativen
Eigenschaften ein, um beispielsweise Ole/Fette, die einen hohen Anteil an PUFA besitzen,
vor oxidativem Verderb zu schiitzen (Elmadfa et al., 1997; Kerscher et al., 2011). Diese PUFA,
wie beispielsweise Eicosapentaensdure (EPA) und Docosahexaensdure (DHA) sind aufgrund
der zahlreichen isolierten Doppelbindungen sehr anfdllig fir einen oxidativen Abbau in
Lebensmitteln und Kosmetika. Die Oxidation hat einen erheblichen Einfluss auf die
Produktqualitat, da sie fiir Geschmacks- und Aromaverluste verantwortlich ist, gleichzeitig
aber auch Veranderungen der Farbe und der Textur sowie des Nahrwertes verursacht
(Medina-Meza et al., 2014). PUFA besitzen u. a. eine anti-inflammatorische Wirkung (Mori,
2014) und beeinflussen Flexibilitdt und FlieBeigenschaften von Membranen (Mandal et al.,
2014) und kénnen demzufolge das Risiko von kardiovaskuldren Erkrankungen vermindern
(Dittrich et al., 2014). In Folge der Oxidation (Strukturverdnderungen) kénnen die PUFA ihre

positiven Eigenschaften nicht mehr ausiben.

Aus der Nahrung werden in Abhangigkeit vom Fettgehalt etwa 10 - 79 % Vitamin E
absorbiert (Borel et al., 2013). Alle Isomere von Vitamin E werden, wie die Carotinoide, iber
Lipide in die Enterozyten des Dinndarms und anschlieend ber Chylomikronen weiter zur
Leber transportiert. Daneben wird aber auch Uber eine Aufnahme von Scavenger-Rezeptor
(SR) wie beispielsweise B1 (SR-B1) und Niemann Pick C1 like 1 Proteine (NPC1-L1) diskutiert.
Des Weiteren ist ein direkter Austausch von Vitamin E zwischen verschiedenen Lipoprotein-
klassen Uber ATP-bindende Kassetten (ABC)-Transporter moglich (Brigelius-Flohé, 2014). In
der Leber wird a-Tocopherol tiber a-TTP und Uber VLDL weiter mit Hilfe von LDL-Rezeptoren
oder SR-B1 in extrahepatische Gewebe transportiert (Brigelius-Flohé, 2014). a-Tocopherol
besitzt die hochste Affinitdt zum o-TTP (Borel et al., 2013), welches sich in der hochsten

biologischen Aktivitat der Vitamin-E-Isomere widerspiegelt (Schneider, 2005). Das a-TTP
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zeigte gegeniliber anderen Vitamin-E-Formen eine geringere Affinitat (z. B. B-Toco-
pherol: 50 %, y-Tocopherol: 10 - 30 %, 6-Tocopherol: 1 %). Somit wird der hochste Anteil an

Nicht-a-Tocopherol-Isomeren in der Leber durch Cytochrom P450 katabolisiert (Jiang, 2014).

Im Gegensatz zu anderen lipophilen Vitaminen reichert sich Vitamin E nicht zu
toxikologischen Konzentrationen in der Leber an. Eine erhohte Vitamin-E-Aufnahme hat
einen erhohten Vitamin-E-Metabolismus zur Folge (Shils et al., 2006). Die hochsten
Gewebekonzentrationen an a-Tocopherol sind in der Leber sowie im Fettgewebe und in der
Nebenniere zu finden. Dagegen wird das nicht aufgenommene a-Tocopherol iber Faeces

und Galle ausgeschieden (Brigelius-Flohé, 2014).

Vitamin E aus der Nahrung

2

Chylomikronen
Vitamin E

RRR-a-Tocopherol
SR-B1, NPC1-L1 : :
Darm \ —
——» RRR-a-Tocopherol
RRR-a-Tocopherol A= - | ] LDL
HDL ~ |
h |
~
1 +

. [

Abbildung 2: Vitamin-E-Metabolismus, modifiziert nach Borel et al., 2013.

extrahepatische
Gewebe

1.3 Bestimmung der antioxidativen Aktivitdt/Kapazitat

Zur Beurteilung des Radikal-Antioxidantien-Gleichgewichts in chemischen und biologischen
Systemen wird die Bestimmung der antioxidativen Kapazitdt herangezogen (Fraga et al.,
2014). Erforderlich sind in-vitro-analytische Methoden fir die schnelle Bestimmung der
antioxidativen Aktivitdt (AOA) von Einzelverbindungen oder antioxidativen Kapazitat (AOK)
von komplexen Matrizes wie von Lebensmitteln und biologischen Proben (Magalhdes et al.,
2008). Die antioxidative Kapazitat in Plasma und Gewebe kann auBerdem als Biomarker fir

oxidativen Stress verwendet werden (Prior et al., 2013).
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Die AOA steht im Zusammenhang mit einer Einzelsubstanz und wird als Reaktionskinetik
zwischen Antioxidans und Radikal definiert. Wahrend sich die AOK auf ein Stoffgemisch
bezieht und mit der Thermodynamik in Verbindung gebracht wird (Apak et al., 2013). Die
AOK ist ein Summenparameter, welcher die additiven/synergistischen Interaktionen von
antioxidativen Einzelsubstanzen kombiniert (Apak et al., 2013). Die Testsysteme kénnen
bezliglich ihrer Reaktion in Elektronentransfer (ET)- und Wasserstoffatomtransfer (HAT)-
basierende Methoden eingeteilt werden (Prior et al., 2005). Im ET-basierenden Testsystem
werden Elektronen eines Antioxidans auf ein Oxidans Ubertragen. Diese Reduktion hdangt mit
einer Farbveranderung, welche der Konzentration des Antioxidans proportional ist,
zusammen und kann photometrisch gemessen werden (Apak et al., 2013). Zu den ET-
basierenden Methoden zdhlen u. a. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC)-Test,
Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP)-Test, 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)-Test

und Gesamtphenol-Test nach Folin-Ciocalteu (Huang et al., 2005).

HAT-basierende Methoden detektieren hingegen die Fahigkeiten eines Antioxidans,
Wasserstoffatome auf ein freies Radikal zu Ubertragen und es entsprechend abzufangen
(Prior et al., 2005). Eine Referenzsubstanz wird als oxidierbares Substrat genutzt und
konkurriert mit dem Antioxidans um die freien Radikale, wie z. B. Fluoreszein im Oxygen
Radical Absorption Capacity (ORAC)-Test mit Peroxylradikalen. Weitere verwendete HAT-
Methoden sind der Crocin-Bleichtest und der Total Radical Trapping Antioxidant Parameter
(TRAP)-Test (Huang et al., 2005). Im letzten Jahrzehnt etablierten sich vor allem wassrige
Testsysteme, um das antioxidative Potential von hydrophilen Antioxidantien wie

Ascorbinsaure und Polyphenolen zu untersuchen (Apak et al., 2013; Celik et al., 2010).

Die AOK-Ergebnisse sind oft nicht vergleichbar, da sie auf unterschiedlichen Mechanismen,
Redoxpotentialen und pH-Abhdngigkeiten sowie Losungsmitteln basieren. Aus diesem Grund
sind verschiedene Verbindungen oder Lebensmittelextrakte nur innerhalb eines Testsystems
vergleichbar (Apak et al., 2013). Generell existiert kein Einzeltest, der die "gesamte
antioxidative Kapazitat" einer Probe reprasentiert. AuRerdem finden die chemischen
Reaktionen in vitro statt, und dementsprechend ist die Bedeutung dieser Ergebnisse in vivo
nicht bekannt. Auch Informationen (iber Bioverfligbarkeit, Absorption, Verteilung und

Metabolismus ermdoglichen nicht, die Ergebnisse aus den in-vitro-Tests auf den menschlichen
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Organismus zu Ubertragen (Apak et al., 2013; Niki, 2010). In den letzten zwei Jahrzehnten
wurde eine grolRe Anzahl von analytischen Methoden zur Messung der AOK in den
verschiedensten Matrizes entwickelt. In Abhadngigkeit von der unterschiedlichen Léslichkeit
der Antioxidantien sowie Lebensmittel- und Pflanzenextrakte wurden zur Erfassung der AOA
von lipophilen Substanzen bisher nur wenige Methoden in der Wissenschaft etabliert

(Mdller et al., 2011; Wu et al., 2004).

Der a-Tocopherol Equivalent Antioxidant Capacity (a-TEAC)-Test ist neben dem lipophilen
ORAC-Test bereits eine etablierte Methode um die AOA lipidldslicher antioxidativer
Substanzen zu bestimmen. Fiir diese lipophilen Messungen wurde der wasserlosliche Trolox-
Kalibrierstandard des TEAC-Tests gegen das fettlosliche Analogon a-Tocopherol
ausgetauscht (Miiller et al., 2011; Mdiller et al., 2010). Die Reaktion beruht auf der Reduktion
des stabilen blaugriinen ABTS-Radikalkations in Anwesenheit von antioxidativ wirksamen
Substanzen und der damit verbundenen Abschwachung der Absorption bei 734 nm (Mdiller
et al., 2011; Westphal et al., 2014).

Die Photochemolumineszenz-Methode (PCL) ist eine weitere Moglichkeit, um lipophile
Antioxidantien als Summenparameter zu erfassen. Das Testsystem basiert auf einer
photoinduzierten Chemolumineszenzreaktion im alkalischen Milieu. Der Reaktions-
mechanismus basiert auf einer nukleophilen Addition (Merényi et al., 1990) und ist derzeit
noch nicht vollstandig aufgeklart (Popov et al., 1994; Prior et al., 2005) Abbildung 3 zeigt den

moglichen Reaktionsmechanismus.
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Abbildung 3: Méglicher Reaktionsmechanismus am Beispiel von Luminol im Photochemolumineszenz-System.
Im basischen Milieu liegt Luminol (3-Aminophtalsdurehydrazid) deprotoniert vor und kann durch Oxidations-
mittel wie Sauerstoff an den Carbonylgruppen nukleophil angegriffen werden. Aus dem instabilen Intermediat
entsteht unter Stickstoffabspaltung das angeregte 3-Aminophthalat-Dianion, welches in seinen Grundzustand
zurlckfallt. Dadurch wird Energie in Form von Licht (A=425 nm) frei. Antioxidantien kdnnen diese Reaktion
hinauszogern, in dem sie den Singulett-Sauerstoff abfangen.

1.4 Wechselwirkungen zwischen antioxidativen Substanzen

Die natlrlich vorkommenden Antioxidantien existieren in der Natur nur in Kombinationen.
Somit konnen Antioxidantien die Oxidation von biologischen Molekiilen durch
Wechselwirkungen mit anderen antioxidativen Substanzen inhibieren (Niki, 2010).
Wechselwirkungen von zwei oder mehr Antioxidantien kénnen in Bezug auf die AOK groRBer
(Synergismus) oder kleiner (Antagonismus) als die Summe der Einzelwirkungen sein (Prieto
et al., 2014). Die Effizienz der einzelnen Substanzen ist bei additiven Interaktionen gleich
(Peyrat-Maillard et al., 2003). Die unterschiedlichen Zusammensetzungen an antioxidativ
wirksamen Substanzen koénnen entsprechend synergistisch, antagonistisch und additiv

miteinander wechselwirken (Liu et al., 2008).

Das bekannteste Zusammenspiel ist die synergistische, antioxidative Wirkung von Vitamin E
und Vitamin C z. B. bei der Lipidperoxidation in vivo (Niki et al., 2012), wobei das
entstehende a-Tocopheroxylradikal von Vitamin C wieder regeneriert wird (Niki, 2014b).
Carotinoide interagieren synergistisch mit anderen Antioxidantien und sind in Mischungen
effektiver als Einzelverbindungen (Stahl et al., 2003). Mehrere Autoren berichteten Gber

synergistische Interaktionen von lipophilen Antioxidantien wie Lykopin mit a-Tocopherol,
14
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B-Carotin mit Lutein, Lutein mit B-Carotin und a-Tocopherol mit B-Carotin (Kotikova et al.,

2011; Liu et al., 2008; Palozza et al., 1992; Zanfini et al., 2010).

Unterstitzend zu den in-vitro-Daten konnte in vivo bei Schweinen gezeigt werden, dass eine
kombinierte Fitterung von a-Tocopherol und Vitamin C eine hoéhere Tocopherol-
konzentration als bei einer singularen Vitamin-E-Gabe nach sich zieht (Eichenberger et al,,
2004). Im Rattenleber-Homogenat wurden ebenfalls synergistische Effekte auf die
Inhibierung der eiseninduzierten Lipidperoxidation untersucht. Die Kombination aus
Melatonin, Vitamin E, Glutathion und Vitamin C verbesserte erheblich die Schutzwirkung
gegen die Lipidperoxidation (Gitto et al., 2001). Des Weiteren wurde berichtet, dass die
Kombination von Lykopin und a-Tocopherol synergistische antioxidative Effekte gegeniber
der LDL-Oxidation zeigte. Die LDL-Oxidation spielt vermutlich eine wichtige Schlisselrolle bei
der Entstehung von Atherosklerose. Die Kombination von Lykopin und a-Tocopherol kénnte
das Risiko an Atherosklerose zu erkranken, moglicherweise verringern (Fuhrman et al.,

2000).

Weiterhin kénnten die Wechselwirkungen von Antioxidantien deren Resorption beeinflussen
und infolgedessen auch physiologische Auswirkungen haben (van het Hof et al., 2000; Wang
et al., 2011). Die Interaktionen der Antioxidantien haben auch bei der Bestimmung der AOK
von Lebensmitteln- und Pflanzenextrakten sowie biologischen Materialien einen erheblichen

Einfluss.

1.5 Matrixeinfluss auf die antioxidative Kapazitat

Die chemische Vielfalt von natilirlichen Antioxidantien erschwert die Trennung und
Quantifizierung einzelner antioxidativer Substanzen aus einem komplexen Lebensmittel und
aus biologischen Matrizes (Apak et al., 2013). Diese Matrizes bestehen z. B. aus einer
komplexen Substanzmischung unterschiedlicher Polarititen wie aus hydrophilen
Polyphenolen und Ascorbinsdaure sowie aus lipophilen Carotinoiden und Vitamin E, welche
zudem unterschiedlich miteinander wechselwirken koénnen (Michiels et al., 2012). Des
Weiteren zeigen auch nichtphenolische Verbindungen wie Fructose, Glucose und Saccharose
in Lebensmittelproben synergistische/antagonistische Effekte, die Einflisse auf die

Bestimmung der AOK haben konnten (Magalhdes et al., 2010).
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Die Abgrenzung zwischen polaren und unpolaren Substanzen stellt ebenfalls eine
Problematik dar. Phenolische Verbindungen werden beispielsweise mit Wasser, Methanol,
Ethanol, Aceton, Diethylether und Ethylacetat extrahiert (Acosta-Estrada et al., 2014;
Michiels et al., 2012). Vitamin E ist ebenfalls in Ethanol I6slich (Werner et al., 2011) sowie in
Aceton, Ether und anderen organischen Losungsmittel (Schneider, 2005). Die
Extrahierbarkeit der Carotinoide unterscheidet sich im Hinblick auf die verschiedenen
Polaritaten. Carotine sind sehr gut in aprotisch unpolaren Lésungsmittel wie Hexan I6slich,
wahrend flr die sauerstoffhaltige Xanthophylle und ihre Ester polare Lésungsmittel wie
Ethanol und Aceton geeignet sind (Amorim-Carrilho et al., 2014). Allerdings kdnnen
Proteingebundene Carotinoide auch in wassriger Umgebung gelost werden (Mdller, 2011).
Bei der Extraktion von lipophilen Antioxidantien ist je nach Lésungsmittel die Mitextraktion
von polaren Substanzen und Matrizes wie z. B. Zucker nicht auszuschlieSen. Bei Verwendung
des protischen Losungsmittels Ethanol kénnen zum einen lipophile Verbindungen wie
Vitamin E, Xanthophylle (Lutein, Zeaxanthin) und zum anderen auch polare Substanzen wie
u. a. Polyphenole, Fructose, Glucose extrahiert werden. Je nach Wahl des Losungsmittels
konnen lipophile Extrakte auch hydrophile Antioxidantien enthalten. Infolgedessen ist die
Messung der tatsachlichen AOK von lipophilen Antioxidantien gegenwartig nicht ohne

Probleme.
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2 Zielstellung

Zur Messung der antioxidativen Aktivitat/Kapazitdit von antioxidativ wirksamen
Inhaltsstoffen wurden chemisch-analytische in-vitro-Testsysteme entwickelt. Derzeit
existiert allerdings keine universelle standardisierte Methode, welche eine gesamte
antioxidative Kapazitat ermittelt. Nicht nur SET- und HAT-basierende Reaktionsmechanismen
sollten berticksichtigt werden, sondern neben der hydrophilen Kapazitat auch die lipophile
Kapazitdat. Eine groBe Anzahl von Testsystemen basieren auf der Bestimmung von
hydrophilen Antioxidantien. Ein Problem besteht darin, dass lipophile Antioxidantien in der
Natur in kleineren Konzentrationen vorkommen als hydrophile Verbindungen. Demzufolge
mussen Methoden zur Messung der lipophilen AOK ausreichend empfindlich fiir niedrige
Konzentrationen sein. Fir fettldsliche Substanzen wie Vitamin E und Carotinoide wurden
erst in den letzten vier Jahren von Miiller et al. (2010, 2011) Methoden zur Erfassung der
antioxidativen Aktivitat von lipophilen Antioxidantien entwickelt und optimiert (Mdller et al.,

2011; Mller et al., 2010).

Ein groRer Kritikpunkt an den in-vitro-Testmethoden ist die fehlende physiologische
Relevanz. Denn die ermittelten antioxidativen Kapazitaten von Lebensmitteln in vitro kénnen
nicht auf den menschlichen Organismus Ubertragen werden. Zum einen wird in einigen
in-vitro-Testsystemen das physiologische pH-Milieu vernachldssigt (Schlesier et al., 2002),
zum anderen reagieren beispielsweise die DPPH- und TEAC-Testsysteme mit nicht
physiologisch gebildeten Radikalen. Dagegen ist der ORAC-Test durch die Messung von
Peroxylradikalen biologisch relevanter, da Peroxylradikale im Organismus gebildet werden
kénnen (Rodriguez-Amaya, 2010). Deshalb sind Methoden notwendig, die noch weitere
biologisch wichtige Radikale und Singulett-Sauerstoff-Quencher bericksichtigen sollten

(Rodriguez-Amaya, 2010).

Daher bestand das Ziel dieser Arbeit darin, eine optimierte Photochemolumineszenz-
Methode in einem Kiivettensystem zur Bestimmung des lipophilen antioxidativen Potentials
zu etablieren. In dieser Methode sollten Superoxidradikal-Anionen zur Detektion von
fettloslichen Antioxidantien herangezogen werden, die physiologisch von grol3er Bedeutung
sind. Das Vitamin-E-Isomer a-Tocopherol sollte als Referenzsubstanz verwendet werden, da
es als wichtiges lipophiles Antioxidans gilt. Die antioxidativen Aktivitaten von verschiedenen

fettloslichen Antioxidantien wie Carotinoide und Vitamin E sollten zunachst ermittelt und auf
17
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ihre Struktur-Wirkungsbeziehung untersucht werden. Nachfolgend sollte die PCL-Methode
auf die Untersuchung der AOK von Pflanzendlen und Lebensmittelkomponenten
angewendet werden. Die HPLC-Quantifizierung der einzelnen Carotinoide und von Vitamin E
wird zur Berechnung des Beitrags an der lipophilen AOK herangezogen. Des Weiteren ist der
Einfluss der Wechselwirkungen zwischen Antioxidantien und der Matrix zu untersuchen. Dies
sollte zur Vergleichbarkeit der AOK ebenso mit dem bereits etablierten a-TEAC-Test

durchgefihrt werden.
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3 Ubersicht der Manuskripte

Manuskript |

Use of photochemiluminescence for the determination of antioxidant activities of

carotenoids and antioxidant capacities of selected tomato products

Bauerfeind J., Hintze V., Kschonsek J., Killenberg M., B6hm V.
Journal of Agricultural and Food Chemistry (2014), 62, 7452-7459

dx.doi.org/10.1021/jf502019r
Annahme: 01.07.2014

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die in einem optimierten PCL-Kivettensystem
ermittelten antioxidativen Aktivitaten von ausgewadhlten Carotinoiden mit bereits
etablierten Methoden (a-TEAC, FRAP, DPPH, LPSC) zu vergleichen. Dabei konnte ein positiver
Einfluss der chemischen Struktur der Carotinoide auf die AOA beobachtet werden. Innerhalb
der Gruppe der Carotine zeigte die AOA eine Abhangigkeit von der Anzahl der konjugierten
Doppelbindungen, mit Ausnahme von Lykopin. Frische Tomaten und Tomatenprodukte, die
reich an Lykopin sind, wurden zur Prifung der Anwendbarkeit des PCL-Testsystems fir die
Bestimmung des lipophilen antioxidativen Potentials untersucht. Zum Vergleich wurden sie
auch mit dem a-TEAC-Test analysiert. Die Gehalte an Carotinoiden und Vitamin E
korrelierten nicht mit der AOK im PCL-System. Des Weiteren konnte aber ein linearer
Zusammenhang zwischen der AOK im o-TEAC-Test und dem Carotinoid-Gehalt in den

Tomatenproben festgestellt werden.

Arbeitsanteile:

Jasmin Bauerfeind: Messungen der AOA der Carotinoide mittels PCL, Quantifizierungen
der Carotinoid- und Vitamin-E-Gehalte in den Tomatenproben
mittels HPLC, experimentelle und statistische Auswertungen,
Erstellung des Manuskriptes

Gesamtanteil: 70 %

Victoria Hintze: Messungen der AOK von Tomatenproben mittels PCL
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Josephine Kschonsek: Extraktion der Tomatenproben, Messung der AOK von

Tomatenproben mittels a-TEAC

Dr. Margrit Killenberg:  Bereitstellung des  PCL-Kilvettensystems, Korrektur des

Manuskriptes

PD Dr. Volker Bohm: Korrektur des Manuskriptes
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Manuskript I

Antioxidant activities of tocopherols/tocotrienols and lipophilic antioxidant capacity of

wheat, vegetable oils, milk and milk cream by using photochemiluminescence

Karmowski J., Hintze V., Kschonsek J., Killenberg M., Bohm V.
Food Chemistry (2015), 175, 593-600

http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.12.010
Annahme: 03.12.2014

Vitamin E kann vom menschlichen Organismus nicht synthetisiert werden und ist eines der
wichtigsten Antioxidantien in der menschlichen Erndhrung. Die antioxidative Aktivitdt von
Tocopherolen und Tocotrienolen im PCL-System zeigte eine Abhdngigkeit von der Anzahl
und Position der Methylgruppen am Chromanring. Die biologischen Aktivitditen und
Redoxpotentiale der Vitamin-E-Isomere stehen im Zusammenhang zu ihrer AOA. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass die Summe der Gehalte an Vitamin E und Carotinoiden mit den
lipophilen antioxidativen Kapazitaten (PCL, a-TEAC) von diversen Olen, Weizenproben sowie
einem Weizenprodukt, Milch und Sahne korrelieren. Wie erwartet, wiesen Vitamin-E-reiche
Ole die héchsten antioxidativen Effekte auf. Des Weiteren konnte in beiden Testsystemen
eine Konzentrationsabhdngigkeit beobachtet werden. Differenzen zwischen den
experimentellen Messwerten und den theoretisch berechneten AOK im PCL-System kénnten

auf synergistische und antagonistische Effekte zwischen Antioxidantien hinweisen.

Arbeitsanteile:

Jasmin Karmowski: Versuchungsdurchfiihrung: Messungen der AOA von Tocopherolen
und Tocotrienolen mittels PCL sowie der AOK von Pflanzendlen
mittels PCL und a-TEAC, Quantifizierungen der Carotinoid- und
Vitamin-E-Gehalte in den Olproben mittels HPLC, experimentelle
und statistische Auswertungen, Erstellung des Manuskriptes

Gesamtanteil: 70 %

Victoria Hintze: Versuchungsdurchfiihrung: Messungen der AOK von Lebensmittel-

proben (Weizen, Makkaroni, Milch, Sahne) mittels PCL
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Josephine Kschonsek:

Dr. Margrit Killenberg:

PD Dr. Volker Bohm:

Versuchungsdurchfiihrung: Extraktion der Weizenproben und
Makkaroni, Quantifizierung von Carotinoid- und Vitamin-E-
Gehalten in den Lebensmittelproben mittels HPLC, Messung der
AOK von Lebensmittelproben (Weizen, Makkaroni, Milch, Sahne)
mittels a-TEAC

Bereitstellung des PCL-Klivettensystems, Korrektur des

Manuskriptes

Korrektur des Manuskriptes
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Manuskript 11l

Interactions between lipophilic antioxidants measured by PCL and a-TEAC as well as the

influence of matrix compounds on the lipophilic antioxidant capacity

Karmowski J., Enke K., Killenberg M., Bohm V.
LWT- Food Science and Technology (2015),
64, 817-823

http://dx.doi.org/10.1016/j.lwt.2015.06.057
Annahme: 19.06.2015

Die Summe aus den Gehalten von Vitamin E und Carotinoiden spiegelte sich nicht in der
lipophilen AOK von Lebensmittelextrakten wieder (Manuskript I). Diese Differenzen lieBen
Wechselwirkungen zwischen den Antioxidantien vermuten. Untersuchungen von je zwei
verschiedenen lipophilen Antioxidanten verschiedener Konzentrationen im Gemisch
bestdtigten die Annahme von synergistischen, additiven und antagonistischen Effekten im
PCL-System. Die Anwesenheit von funktionellen Gruppen wie Hydroxylgruppen kénnte einen
Einfluss auf die Wechselwirkungen zwischen den lipophilen Antioxidantien besitzen. Im a-
TEAC zeigten die untersuchten Mischungen einen Antagonismus in Bezug auf die AOK. Des
Weiteren konnen Glucose, Fructose, Saccharose und l6sliche Starke in Abhangigkeit vom
Extraktionsmittel und ihrer Loslichkeit die lipophile antioxidative Kapazitdt im PCL-System
beeinflussen sowie mit Antioxidantien wie a-Tocopherol und Lykopin interagieren. Im a-
TEAC zeigten die mit n-Hexan extrahierten Zuckerproben keine Reduktion der ABTS-

Radikalkationen und damit keine AOK.

Arbeitsanteile:

Jasmin Karmowski: Versuchungsdurchfihrung:  Messungen der Wechselwirkungen
zwischen den Antioxidantien mittels PCL und a-TEAC, Messungen
der AOK von Zuckerextrakten im o-TEAC-System sowie
Bestimmungen der AOK von Zuckerextrakten (Extraktionsmittel:
MeOH/MtBE, 50/50,v/v) mittels PCL, experimentelle und
statistische Auswertungen, Erstellung des Manuskriptes Gesamtan-
teil: 80 %
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Kathleen Enke: Versuchungsdurchfiihrung: Messungen der AOK von

methanolischen Zuckerextrakten mittels PCL

Dr. Margrit Killenberg:  Bereitstellung des  PCL-Kilvettensystems, Korrektur des

Manuskriptes

PD Dr. Volker B6hm: Korrektur des Manuskriptes
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4 Diskussion

Im Jahr 2013 waren in Deutschland laut Statistischem Bundesamt Herz-Kreislauf-
Erkrankungen (40 %) die haufigste Todesursache, gefolgt von Krebs-Erkrankungen (25 %)
(Statistisches Bundesamt, 2013). Kardiovaskuldre, neurodegenerative und Krebs-
Erkrankungen werden mit der vermehrten Bildung von ROS und somit mit oxidativem Stress
assoziiert (Sosa et al., 2013). Antioxidantien in Nahrungsmitteln, Gewtrzen, Krdutern und
Supplementen spielen im Hinblick auf die Erhaltung der Gesundheit und die Pravention von
Krankheiten eine entscheidende Rolle, da sie den oxidativen Stress im Organismus
reduzieren kénnen (Choudhari et al.,, 2014). Dementsprechend sollten die Antioxidantien

bezlglich ihrer AOA beurteilt werden.

Wie in der Einleitung erwahnt, sind fir die Beurteilung der AOK in-vitro-Modelle notwendig,
daher wurde bereits eine Vielzahl von in-vitro-Testsystemen entwickelt. Untersuchungen des
gleichen Probenmaterials mit unterschiedlichen Testmethoden zeigten jedoch eine hohe
Varianz in den ermittelten AOK und korrelierten nicht miteinander (Niki, 2014a). Mogliche
Ursachen flr die Diskrepanz kdnnten Testspezifische Reaktionsmechanismen, pH-Wert-
Bedingungen und verwendete LOosungsmittel sein. Des Weiteren sind bisher nur wenige
Methoden etabliert, welche lipophile Antioxidantien in ihrer Wirkung analysieren. Bisher
existiert keine absolute Methode, mit der die AOK quantitativ erfasst werden kann. Dennoch
geben die erhaltenen AOK der herkdmmlichen Methoden eine Vorstellung tber die
antioxidativen Wirksamkeiten von bioaktiven Pflanzenstoffen und Lebensmitteln sowie tber

den antioxidativen Status im Organismus wieder (Apak et al., 2013).

Zur Quantifizierung der AOK von fettloslichen Antioxidantien entwickelten Popov und Lewin
(1996) erstmalig die Photochemolumineszenz-Methode in einer Durchflusszelle weiter.
Dabei wurde Luminol als Chemolumineszenz-Reagenz verwendet. Die basische
Reaktionsbedingung wurde mit Hilfe eines Carbonatpuffers realisiert. Weiterhin wurde
Wasser gegen Methanol (MeOH) ausgetauscht, um die lipophilen Antioxidantien im
Testsystem zu l6sen (Popov et al., 1996).

Die in dieser Arbeit verwendete optimierte Photochemolumineszenz-Methode ist eine
weitere HAT-basierende Testmethode =zur Bestimmung von einzelnen lipophilen
Antioxidantien und Gemischen von lipophilen Lebensmittelextrakten als Summenparameter.

Fir die Detektion von sehr unpolaren Substanzen, wie zum Beispiel B-Carotin und Lykopin,
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wurde MeOH durch das Losungsmittelgemisch DMSO/MeOH (60/40, v/v) ersetzt. Die
Besonderheit dieser Methode ist die Messung der Chemolumineszenz-Intensitdt in einem

Klvettensystem.

4.1 Antioxidative Aktivitaten von Carotinoiden und Vitamin E und
ihre Struktur-Wirkungsbeziehungen

Vitamin E ist der wichtigste lipophile Radikalfanger in Membranlipiden in vivo und gelangt
wie auch Carotinoide Uber die Nahrungsaufnahme in den menschlichen Organismus. Um
einen Hinweis auf die Radikal-schiitzende Wirkung zu erhalten, wurden acht Vitamin-E-
Isomere sowie sechs Carotine und elf Xanthophylle auf ihre lipophile AOK mittels optimierter
PCL untersucht. Die Ergebnisse fiir die 0. g. Substanzen sowie der Vergleich zwischen der
PCL-AOA und den Literaturwerten befinden sich in Manuskript | (Seiten 25 - 32) und

Manuskript Il (Seiten 33 - 40).

Die AOA der Carotinoide, Tocopherole und Tocotrienole wurden in drei unterschiedlichen
Konzentrationen (25, 50, 75 umol/l) in Dreifachbestimmung an verschiedenen Tagen
bestimmt. Die AOA der jeweiligen einzelnen Konzentrationen der Analysensubstanzen
konnte jeden Tag reproduziert werden. Erst bei Betrachtung des Gesamtmittelwertes der

0. g. Einzelkonzentrationen Uber einen Messverlauf von drei Tagen konnte zeigen, dass
ausschlieBlich die AOA von 75 umol/l reproduziert werden konnte. Je kleiner die
Konzentration war, desto groRer war die Streuung der Reproduzierbarkeit Uber die
verschiedenen Tage. Des Weiteren konnte der Trend beobachtet werden, dass je kleiner die
Antioxidantien-Konzentration war, desto groRer war die AOA. Diese
konzentrationsabhdngige lipophile AOA ist mit der bisherigen Datenlage kaum vergleichbar.
Die Autoren, welche die AOA von reinen Carotinoid- und Vitamin-E-Standards untersuchten,
verwendeten nur eine Konzentration. Mdller et al. (2010, 2011) untersuchten die AOA von
Carotinoiden und Vitamin-E-lsomeren mittels FRAP-, a-TEAC-, DPPH-, LPCS- sowie ORAC-Test
(nur Vitamin E) und setzten eine Probenkonzentration von 25 pumol/I ein (Muller et al., 2011;
Miller et al., 2010). Die unterschiedlichen Konzentrationen in den Testsystemen kdnnten
ausschlaggebend fiir die kleineren AOA-Ergebnisse der Carotinoide und Vitamin-E-Isomere in
der PCL sein. Im et al. (2014) untersuchten die antioxidative Wirksamkeit von Tocopherolen

in unterschiedlichen Konzentrationen im TEAC-Test (Im et al., 2014). y-Tocopherol zeigte die
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hochste AOA gefolgt von 6-Tocopherol sowie a-Tocopherol und B-Tocopherol. Unterschiede
bezliglich der AOA-Ergebnisse der Tocopherole zwischen Im et al. (2014) und der
vorliegenden Arbeit beruhen nicht nur auf unterschiedlichen Reaktionsmechanismen des
TEAC-Testes oder der PCL-Methode, sondern auch auf der Verwendung von verschiedenen
Referenzsubstanzen. Im Gegensatz zu der Studie von Im et al. (2014), in der die
wasserldsliche Ascorbinsdaure eingesetzt wurde und die Ergebnisse entsprechend in
Ascorbinsdure-Aquivalenten aus-gedriickt wurden, fand in dieser Arbeit a-Tocopherol als
fettloslicher Kalibrierungsstandard Verwendung. Die eingesetzten  Referenzsubstanzen
sollten fiir die Untersuchungen von lipophilen Antioxidantien auf ihr antioxidatives Potential

ahnliche lipophile Eigenschaften besitzen, um dessen Vergleichbarkeit zu gewahrleisten.

Hinzu kommt die bereits erwdhnte groe AOA-Streuung der Vitamin-E- und Carotinoid-
Konzentrationen in Bezug auf die Messungen an unterschiedlichen Tagen. Diese Probleme
hatten zur Folge, dass die AOA-Daten nicht in zufriedenstellendem Malle reproduziert
werden konnten. Die Ergebnisse liefern Aussagen Uber die Empfindlichkeit und den
Konzentrations-bereich des PCL-Testsystems. Anhand dieser Daten kann geschlussfolgert
werden, dass der PCL-Test scheinbar fiir niedrige Konzentrationen nicht sensitiv genug ist
und daher unbedingt ein optimierter Konzentrationsbereich fiir diese Methode etabliert

werden muss.

Die Vitamin-E-Isomere a-Tocotrienol und a-Tocopherol zeigten gegeniliber allen anderen
gemessenen lipophilen Antioxidantien die hochsten AOA von 1,1 mol o-TE/mol und
0,91 mol a-TE/mol. Somit zeigte sich bei diesen beiden Vitamin-E-Formen sowie bei y-
Tocopherol und y-Tocotrienol, dass die isoprenoide Seitenkette fiir die AOA von
entscheidender Bedeutung ist. Einige Studien konnten jedoch nachweisen, dass die AOA
unabhangig von der Vitamin-E-Seitenkette ist (Mdller et al., 2010; Niki, 2014b; Yoshida et al.,
2003). Niki (2014) und Mdller et al. (2010) publizierten, dass die Hydroxylgruppe an der
Position C6 am Chromanring fiir die AOA gegeniber freien Radikalen verantwortlich ist und
nicht die Seitenkette der Vitamin-E-lsomere. Demzufolge sollten Tocopherole und
Tocotrienole das gleiche antioxidative Potential als Radikalfanger aufweisen (Miiller et al.,
2010; Niki, 2014b). Laut Niki (2010) dient die lange Seitenkette ausschlieBlich der
Einlagerung und Bindung in Membranen und Lipoproteine (Niki, 2010). Allerdings wird in der

Literatur ebenso berichtet, dass a-, B-, y- und 6- Tocotrienole eine hdohere antioxidative
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Aktivitit als ihre Tocopherol-Aquivalente besitzen (Singh et al, 2013). In-vitro-
Untersuchungen zeigten, dass Tocotrienole sich aufgrund ihrer ungesattigten Seitenkette
leichter in das Gewebe einlagern (Singh et al., 2013) und sich somit innerhalb und zwischen
den Membranen schneller bewegen kénnen (Niki, 2010). Dies kann zu einer vermehrten
antioxidativen Wirksamkeit fihren. Neuere Studien belegten, dass Tocopherole (drei chirale
Zentren) und Tocotrienole (ein chirales Zentrum) verschiedene Konformationen in
Phospholipid-Doppelschichten der Zellmembranen aufweisen und sie dementsprechend
unterschiedlich durchdringen, sowie eine unterschiedliche Positionierung stattfindet
(Wallert, 2014). Jedoch diffundieren die Vitamin-E-lsomere scheinbar unabhangig von ihrem
Methylierungsmuster oder der Sattigung der Isoprenoid-Seitenkette in den Membranen, so
dass die héhere antioxidative Aktivitat der Tocotrienole vergleichend mit den Tocopherolen
nicht auf ihrer hoheren Mobilitat basiert (Wallert, 2014). Die Abhangigkeit der AOA von der
Vitamin-E-Seitenkette konnten Miiller et al. (2010) im Peroxylradikal-abfangenden ORAC-
Test im Gegensatz zu den ET-basierenden FRAP-, DPPH- und o-TEAC-Testsystemen
feststellen. Im ORAC-Test konnte die Einlagerung in Cyclodextrine, welche als
Losungsvermittler zwischen lipophilen Antioxidantien und wassrigen Medium eingesetzt
wird, von der Seitenkette der Vitamin-E-Formen abhangig sein (Miller, 2011). Da aber auch
im LPSC-Test eine Unabhdngigkeit von der Seitenkette gezeigt werden konnte, kann der
Einfluss der Seitenkette auf die AOA nicht anhand von ET- und HAT-basierenden
Reaktionsmechanismen begriindet werden. Auch die isoprenoide Seitenkette von Ubichinol,
eine reduzierte Form des Coenzyms Q, hatte keinen Einfluss auf das radikalabfangende
Potential in homogenen Losungen (Niki, 2010). Die Bedeutung der Seitenkette von Vitamin-

E-Formen wird somit kontrovers diskutiert.

Auffallend ist die Abnahme der AOA von a- zu &-Tocopherol sowie von a- zu 6-Tocotrienol
mit der geringeren Anzahl der Methylgruppen am Chromanring. Methylierungsgrad und
Position der Methylgruppen am Chromanring sind fiir die AOA von Vitamin E mittels PCL von
Bedeutung (Manuskript 1l). Die relative Reaktionsfahigkeit von Tocopherolen gegeniiber
Sauerstoffradikalen nimmt ebenso von a- zu 6-Tocopherol ab (Niki, 2014b). Schneider et al.
(2005) stellten ebenfalls fest, dass die in-vitro-AOA von den Methylgruppen am
aromatischen Ring abhangig ist. a-Tocopherol ist am wirkungsvollsten aufgrund der drei
Methylgruppen am Chromanring in Positionen C5, C7 und C8 (Schneider, 2005). Die

Anwesenheit von Elektronen-abgebenden Methylgruppen in ortho- und para- Stellung zu
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der am C6 befindlichen Hydroxylgruppe erhéht die Elektronendichte am Chromanolring.
Dieser +l|-Effekt erleichtert die homolytische Spaltung der O-H-Bindung und erhéht
gleichzeitig die Stabilitdit des resonanzstabilisierten Phenoxyradikals (Kamal-Eldin et al.,
1996). Diese erhohte Elektronendichte erleichtert die Reaktionen in ET-basierenden
Testsystemen, aber gleichzeitig wird die Reaktion in HAT-basierenden Assays (PCL)
erschwert, wie auch Miiller et al. (2010, 2011) im ORAC-Test feststellen konnten (Miiller,
2011; Mdller et al., 2010). Dadurch wird verdeutlicht, dass durch eine Gruppierung der
Testsysteme in ET- und HAT-basierende Reaktionen die Testsysteme nicht eindeutig definiert

und eingeteilt werden kénnen.

Weiterhin steht die AOA der Tocopherole im direkten Zusammenhang mit dem
Redoxpotential und der biologischen Aktivitdat. Je kleiner das Redoxpotential (gemessen
gegen die Standard-Wasserstoff-Elektrode) ist, desto groRer war die AOA. a-Tocopherol,
welches das kleinste Redoxpotential mit +273 mVolt besitzt, kann in homogenen Losungen
B-, 6- und y-Tocopherol-Radikale wieder regenerieren (Kamal-Eldin et al., 1996). a-
Tocopherol wirkt im Vergleich zu den anderen Tocopherolen eher reduzierend und gibt
Elektronen leichter ab, welches sich als hochste AOA in der Tocopherolgruppe widerspiegelt.
Rice-Evans et al. (1997) zeigten, dass Flavonoide mit einem geringen Reduktionspotential
ebenfalls sehr gute Radikalfanger sind. Die Ursache hierfiir ist, dass sowohl die
elektrochemische Oxidation als auch die Wasserstoff-spendenden Radikalfanger bei der
Spaltung der Phenolbindung zwischen Sauerstoff und Wasserstoff Phenoxyl- und
Wasserstoffradikale produzieren (Rice-Evans et al., 1997). Der Zusammenhang zwischen der
AOA und dem Redoxpotential der Vitamin-E-Isomere kdnnte auf eine ET-Reaktion in der PCL-
Methode hindeuten. Die PCL-Methode beruht jedoch auf einer HAT-basierenden Reaktion
(Balogh et al., 2010; Prior et al., 2005). Weiterhin wird angenommen, dass Luminol mit
Peroxylradikalen und Superoxid-anionen in Abhdngigkeit vom Antioxidans auch Addukte

bilden kann (Chen et al., 1991; Garcia-Campania et al., 2000; Mdller, 2011).

a-Tocopherol zeigte die hochste AOA und wies die hochste biologische Aktivitdt im Ratten-
Resorption-Gestations-Test auf (Kamal-Eldin et al.,, 1996; Leth et al., 1977). y- und 6-
Tocopherol besaBen nicht nur geringere biologische Aktivitdten sondern auch schwachere
antioxidative Eigenschaften, welches mit der geringeren Fettloslichkeit im Vergleich zu a-und

B-Tocopherol einhergehen kann (Kamal-Eldin et al., 1996).
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Abbildung 4: Die Wirkung von a-Tocopherol als Radikalfanger, modifiziert nach Pfluger, 2007.
e = Elektron; H,0 = Wasser; LOO" = Lipidradikal

Obwohl in der Literatur beschrieben wurde, dass a-Tocotrienol eine geringere biologische
Aktivitat als a-Tocopherol hat, gehen Forscher davon aus, dass a-Tocotrienol ein besseres
Antioxidans ist (Kamal-Eldin et al.,, 1996). Zum einen konnten keine Peroxylradikal-
abfangenden Unterschiede mittels einer Fluoreszenzmethode zwischen a-Tocopherol and
a-Tocotrienol in Hexan festgestellt werden. Zum anderen zeigte a-Tocotrienol in Liposomen
eine 1,5-fach hohere AOA mittels AMVN-induziertem Luminol-Chemolumineszenz-Test
(Serbinova et al., 1992). Zusatzlich zeigte a-Tocotrienol in in-vitro-Testsystemen eine hohere
AOA in Mikrosomen der Rattenleber gegen Fe”*-Ascorbat- und Fe’*-NADPH-induzierte Lipid-
peroxidation und einen besseren Schutz gegen die oxidative Zerstérung von Cytochrom P450
als a-Tocopherol (Kamal-Eldin et al., 1996). Diese Vermutung kann durch die AOA-Ergebnisse
der Tocopherole und Tocotrienole mittels PCL bestdtigt werden, da a-Tocotrienol eine
signifikant hohere antioxidative Wirksamkeit als a-Tocopherol zeigte (Manuskript Il). Diese
Unterschiede sind in der Struktur beider Tocochromanole begriindet. Das a-Tocotrienoxyl-
Radikal kann in Membranen und Lipoproteinen schneller regeneriert werden als das

entsprechende a-Tocopheroxyl-Radikal (Packer et al., 2001).

Lykopin wird in der Literatur als der antioxidativ wirksamste und effektivste Singulett-
Sauerstoff-Quencher der nahrungsrelevanten Carotinoide beschrieben (Liu et al.,, 2015).
Bisher konnte diese AOA gegeniliber anderen Carotinoiden ausschlieBlich im lipophilen a-

TEAC-Test nachgewiesen werden (Miller et al.,, 1996; Miiller et al.,, 2011). Im PCL-Test
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dieser Arbeit sowie im FRAP- und ORAC-Test von Miiller et al. (2011) konnte dies jedoch
nicht bestatigt werden (Miiller et al., 2011). Liu et al. zeigten in ihrer Arbeit aus dem Jahr
2008, dass mit steigender Lykopin-Konzentration die AOA im DPPH-Test sank (Liu et al.,
2008). Die kleinste Konzentration an Lykopin mit 5,2 umol/l wies eine héhere AOA als
B-Carotin auf. Diese Ergebnisse verdeutlichen auch hier den Einfluss der eingesetzten
Konzentration zur Bestimmung der AOA von Antioxidantien und erschwerten die
Vergleichbarkeit der Daten innerhalb eines Messsystems sowie mit anderen Methoden.

Die im PCL-Test hochste AOA erreichte Neurosporen, ein Carotin, gefolgt von Astaxanthin
und Antheraxanthin; beides Xanthophylle. Daher kann nicht endgliltig gesagt werden, ob

Carotin- oder Xanthophyll-Carotinoide effektiver in ihrer AOA sind (Manuskript 1).

Die AOA der Carotine im PCL-Test stieg mit Anzahl der konjugierten Doppelbindungen (CDB)
in der Polyenkette mit Ausnahme von Lykopin, so dass sich folgende Reihenfolge ergibt:

Phytoen < Phytofluen < Neurosporen (Manuskript ).

Beim Quenchen von Singulett-Sauerstoff kénnen die Carotinoide durch das CDB-System die
Energie Uber Elektronenaustausch transferieren. Dadurch liegt das Carotinoid im angeregten
Triplett-Zustand vor, welches durch Abgabe von thermischer Energie wieder in den

Grundzustand tibergeht (Krinsky et al., 2005; Watzl et al., 2001):

'0,+CAR —> 30,+°CAR
3CAR  —> CAR+ Wairmeenergie

Die Effektivitat des Sauerstoff-Abfanges stieg mit Anzahl der CDB im Molekil (Conn et al.,
1991; Edge et al., 1997; Tapiero et al., 2004). Lykopin konnte allerdings nicht als effektivster
Sauerstoff-Quencher identifiziert werden. Zum einen kdnnte das sehr unpolare Lykopin sich
nicht vollstdndig in dem Losungsmittelgemisch DMSO/MeOH (60/40, v/v) des PCL-
Testsystems gelost haben und somit nicht zu 100 % gemessen werden. Zum anderen kénnte
die Steoreoisomerie des Lykopins einen Einfluss auf die AOK austiben. Lykopin ist anfallig fur
chemische Anderungen, bedingt durch das Vorhandensein der langkettigen, konjugierten
C-C-Doppelbindungen. Beispielsweise kann durch Licht und Hitze die Bildung von (2)-
Isomeren von Lykopin beglinstigt werden (Lee et al., 2002). (Z2)-Doppelbindungen fiihren zu
Wechselwirkungen und sterischen Hinderungen zwischen benachbarten Wasserstoffatomen

und Methylgruppen (Britton, 1995; Frohlich, 2007), welche die AOA beeinflussen kénnen.
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Abbildung 5: Sterisch ungehinderte A) und sterisch gehinderte B) cis-Doppelbindungen in der Polyenketten-Struktur,
Britton, 1995.

Die AOA von (52)-, (92)- und (132)-Lykopin wiesen im FRAP- und im a-TEAC-Test keine
unterschiedlichen Ergebnisse zum (all-E)-Lykopin auf. Aber im LPSC-Test zeigten alle drei

"_Test

(2)-Isomere hohere AOA als (all-E)-Lykopin und (52)-Lykopin verflgte sogar im MbFe
Uber eine geringere AOA (Miller et al., 2011). Die AOA-Ergebnisse der verschiedenen
Lykopin-lsomere waren somit abhdngig vom verwendeten Testsystem. Daher ist nicht
auszuschlielRen, dass Lykopin vor und wahrend der Messung isomerisierte und dadurch eine

geringere AOA bestimmt wurde als zu erwarten war.

a-Carotin und B-Carotin wiesen keine signifikanten Unterschiede in ihrer AOA im PCL-
Kivettensystem auf. Beide Strukturen besitzen zwei B-lononringe. Zum Vergleich mit
Neurosporen, Phytofluen und Phytoen, welche aus einer langen C-Kette mit CDB bestehen,
zeigten die Molekilringe von a- und B-Carotin einen negativen Effekt auf die AOA und

erschwerten die PCL-Reaktion.

Die Struktur-Wirkungsbeziehung von sauerstoffhaltigen Xanthophyllen zeigte, dass die B-
lononringe mit verschiedenen Substituenten am Ende der Kohlenstoff-Kette von
Bedeutung sind. Die hochste AOA innerhalb der Xanthophyllgruppe war fiir Astaxanthin zu
finden. Astaxanthin besitzt jeweils eine Carbonylgruppe am Ring, die einen
elektronenziehenden Effekt auf das benachbarte C-Atom ausliibt. Zusatzlich befindet sich in
ortho-Stellung zu der Carbonylgruppe an beiden lononringen eine funktionelle
Hydroxylgruppe, die ebenfalls durch die Verringerung der Elektronendichte einen —I-Effekt
auslost und die antioxidative Wirkung verbessern kann. Die Hydroxylierung des B-lononrings
wie beispielsweise bei Antheraxanthin, Lutein und Zeaxanthin hat ebenso einen positiven
Effekt auf die AOA. Shakir et al. (2014) untersuchten synthetische phenolische Verbindungen
auf ihre AOA mittels DPPH-und FRAP-Test. Dabei konnte ebenfalls ein Einfluss von

induktiven und mesomeren Effekten beobachtet werden. Des Weiteren war der +M-Effekt
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der Hydroxylgruppe in para-Position entscheidender als der —I-Effekt fiir die AOA. Die
Anwesenheit von OH-Gruppen steigerte die antioxidative Fahigkeit (Shakir et al., 2014).
Diese Beobachtung spiegelte sich auch in den AOA-Ergebnissen von Canthaxanthin und
Echinenon wieder, welche um 54 - 68 % geringere AOA-Werte als Astaxanthin zeigten. Beide
Strukturen besitzen in ihren lononringen zwei Carbonylgruppen, aber keine zusatzlichen
Hydroxylgruppen. Die Position der Substituenten (z. B. OH-Gruppen) beeinflusst die
antioxidative Fahigkeit wie es bei Antheraxanthin, Lutein, Capsanthin und Zeaxantin der Fall
war. Violaxanthin zeigte im PCL-Test keine AOA und besitzt im Vergleich zu den anderen
untersuchten Xanthophyllen nur neun konjugierte Doppelbindungen (kleinstes CDB-System),
aber jeweils eine Hydroxyl- und Epoxidgruppe an beiden Ringen. Somit wird deutlich, dass
die AOA der Xanthophylle sowohl von der Anzahl der CDB abhdngig ist als auch von der

Anzahl und Position der Substituenten.

CHj CH3
)\\\: T L\/\\ /l\;\ //\\ /\\\\:/ﬁ//‘ﬁbq//\“ﬁ//ﬁ*‘/\\\’/\v/f\\\rCHa
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Abbildung 6: Chemische Strukturen von ausgewahlten Carotinoiden.

33



Diskussion

Des Weiteren besteht ein schwacher Zusammenhang zwischen der AOA von Carotinoiden
und ihren Redoxpotentialen, welcher auf einen ET-basierenden Reaktionsmechanismus der
Carotinoide in der PCL-Methode vermuten ldsst. Jedoch beruht der PCL-Test auf einem HAT-
Mechanismus. Carotinoide kdnnen auf unterschiedliche Weise mit freien Radikalen

reagieren und so als Antioxidantien wirken (EI-Agamey et al., 2008):

1) Elektronen-Transfer: CAR+R- — CAR"+R’
2) Wasserstoffatom-Transfer: CAR +R- _, CAR-+RH

e
3) Addukt: CAR +R: R-CAR-

Die entstandenen Carotinoid-Radikale werden Uber CDB resonanzstabilisiert, indem

ungepaarte Elektronen entlang der Polyenkette delokalisiert werden. Dabei kdnnen weitere
Folgereaktionen stattfinden (Britton, 1995). Die AOA der Carotine ist entsprechend von der
Anzahl der CDB abhdngig, was die PCL-Ergebnisse untermauern konnten. Die Substituenten

und ihre Positionen verstarken die AOA der Xanthophylle.

Im ORAC-Test konnte dagegen keine AOA von Carotinoiden gemessen werden (Mdller et al.,
2011; Ou et al.,, 2001). Chemisch gesehen sind Carotinoide keine Kettenabbruch-
Antioxidantien wie Vitamin E sondern Singulett-Sauerstoff-Quencher, die durch Energie-
transfer den Singulettsauerstoff inaktivieren (Ou et al.,, 2001). Die Reaktion zwischen
Vitamin E und Peroxylradikalen im ORAC-Test erfolgt nach dem HAT-Mechanismus. Dies
spiegelt auch die Eigenschaften des Vitamin E als Kettenabbruch-Antioxidans wieder.
Carotinoide nutzen unterschiedliche Reaktionsmechanismen. Beispielsweise wird
angenommen, dass B-Carotin Peroxylradikale in einer Additionsreaktion abfdangt und nicht
uber einen HAT-Mechanismus. Auf der anderen Seite wird aber ebenso tber ET- und HAT-
Reaktionen diskutiert (EI-Agamey et al., 2004). Die Reaktionsmechanismen der Carotinoide
sind vom reagierenden Radikal und seiner Reaktivitat abhangig sowie von der Carotinoid-

Struktur.

Alle Methoden zur Bestimmung der AOA basieren auf unterschiedlichen Reaktions-
mechanismen und reflektieren nicht die gesamte AOA, sondern erfassen nur die
Eigenschaften eines Antioxidans in einem bestimmten Testsystem (Prior et al., 2005). Einige
Autoren (Apak et al., 2013; Hengst et al., 2009; Lépez-Alarcon et al., 2013) empfehlen daher

eine Standardisierung einzufiihren, da in keinem Test die Antioxidantien quantitativ genau
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erfasst werden kénnen und samtliche Reaktionen eines Antioxidans bericksichtigt werden
sollten. Aus diesem Grund schlugen Tabart et al. (2009) einen gewichteten Mittelwert zur
Standardisierung von phenolischen Verbindungen vor (Tabart et al.,, 2009), welcher von
Miiller et al. fir die Carotinoide und Vitamin E aufgegriffen wurde (Mdller, 2011; Miiller et
al., 2011). Die gewichteten Mittelwerte fir Carotinoide und Vitamin E werden mit den Daten
aus dieser Arbeit fortgeflhrt. Fir die Berechnung des gewichteten Mittelwertes jedes
einzelnen lipophilen Antioxidans werden die ermittelten AOA-Werte des FRAP-, a-TEAC-,
DPPH-, LPSC- und PCL-Testes einbezogen. In der folgenden Gleichung ist das Prinzip der
Berechnung fir Lutein dargestellt (Formel 1). In Tabelle 2 sind die gewichteten Mittelwerte

zusammengefasst.

PCI-Lu’tein + aTEACLutein + I:RAPLutein + DIDPHLutein " |-PSCLutein

gewichteter Mittelwert fiir Lutein= 2(PCL oTEAC FRAP DPPH LPSC
Anzahl der Methoden (n=5)

Formel 1: Berechnung des gewichteten Mittelwertes am Beispiel von Lutein.

Die AOA-Ergebnisse von Carotinoiden im ORAC-Test konnten nicht reproduziert werden.
Daher konnten keine endgiltigen ORAC-Werte fiir die einzelnen Carotinoide bestimmt
werden (Mdller, 2011). Aus diesem Grund wurde der ORAC-Test nicht in den gewichteten
Mittelwerten flr die Carotinoide berlicksichtigt. In Bezug auf die anderen finf
Testmethoden zeigten Antheraxanthin und Rubixanthin (Xanthophylle) innerhalb der
Carotinoidgruppe die hochsten AOA, gefolgt von Lykopin und Capsanthin. Lykopin hat mit
Abstand das wirksamste antioxidative Potential in der Carotingruppe. Des Weiteren wies
Lykopin gegeniiber Neurosporen 36 % mehr AOA auf, obwohl Neurosporen im PCL-Test eine
3-fach hohere AOA als Lykopin hatte. Auffallend ist, dass alle Carotinoide nicht im ET-
basierenden DPPH-Test reagierten. Hier wird vermutet, dass die Stereoisomerie der

Carotinoide die Reaktion mit DPPH- verhindern (Mdller, 2011).

Innerhalb der Vitamin-E-lsomere belegten die gewichteten Mittelwerte, dass die
Tocotrienole eine um etwa 15 - 20 % hohere AOA als die Tocopherole aufzeigten, begriindet
in den hoéheren ORAC-Werten der Tocotrienole. Aus diesem Grund kann der
Mittelwertvergleich von nur einem Testergebnis eine deutliche Uberbewertung verursachen.
Des Weiteren wird auch hier deutlich, dass die AOA der Vitamin-E-Isomere von der Anzahl
und Stellung der Methylgruppen am Chromanring abhangig ist, sowie von der Sattigung der

Isoprenoid-Seitenkette.
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Tabelle 2: Gewichtete Mittelwerte der antioxidativen Aktivitdten von Carotinoiden und Vitamin E.

PCL FRAP  a-TEAC DPPH  LPSC  ORAC | BeWichteter
Mittelwert
mol a-TE/mol mol a-TE/mol
Carotinoid
Carotine

a-Carotin 0,30 0 3,3 0 19,0 - 0,7
B-Carotin 0,25 0 3,1 0 19,1 - 0,7
Lykopin 0,25 2,1 3,9 0 13,3 - 1,1
Neurosporen 0,76 0 2,1 0 0 - 0,7
Phytoen 0,21 0,1 1,0 0 0,1 - 0,3
Phytofluen 0,29 0 1,0 0 0,1 - 0,3

Xanthophylle
Antheraxanthin 0,56 1,8 2,0 0 24,7 - 1,2
Canthaxanthin 0,27 0,3 0,8 0 21,0 - 0,5
Capsanthin 0,36 2,1 2,0 0 25,3 - 1,1
B-Cryptoxanthin 0,22 2,1 3,2 0 19,3 - 1,0
Echinenon 0,19 0,3 2,2 0 26,3 - 0,7
Lutein 0,38 2,1 2,0 0 19,6 - 1,0
Neoxanthin 0,14 1,3 1,1 0 20,6 - 0,7
Rubixanthin 0,28 3,3 3,3 0 8,9 - 1,2
Violaxanthin -0,02 1,5 1,6 0 22,5 - 0,7
Zeaxanthin 0,34 2,0 1,9 0 20,3 - 1,0
Bixin 0,07 1,7 1,3 0 29,1 - 0,8
Vitamin E

Tocopherole
a-Tocopherol 0,91 1,0 1,0 1,0 1,1 1,0 1,1
B-Tocopherol 0,60 0,7 0,9 0,9 1,5 1,5 1,0
y-Tocopherol 0,19 0,7 0,9 0,9 1,3 1,5 0,8
6-Tocopherol 0,00 0,6 0,9 0,7 1,5 3,0 0,8

Tocotrienole
a-Tocotrienol 1,20 1,1 1,0 1,1 1,2 2,0 1,3
B-Tocotrienol 0,56 0,8 0,9 0,9 1,5 3,0 1,1
y-Tocotrienol 0,34 0,8 0,9 0,9 1,3 3,0 1,0
6-Tocotrienol -0,05 0,9 0,9 0,7 1,6 5,6 1,0
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4.2 Anwendung der PCL-Methode auf lipophile
Lebensmittelextrakte

Die AOK von insgesamt 18 im Folgenden aufgefiihrten lipophilen Lebensmittelextrakten
wurden mittels PCL-Methode bestimmt:

e frische Tomaten

e Tomatenprodukte:  passierte  Tomaten, Tomatenketchup,  Tomatenpesto  und

Tomatenmark

e Maiskeimol, Erdnussol, Sesamol, Sonnenblumendl und Walnussol

e Weizensorten: Badengold, Luteus, Kombo, Rotkorn und Tommi

e Weizenprodukt: Makkaroni

e Milch und Sahne

Zur Vergleichbarkeit und Einordnung der AOK dieser aufgefiihrten Produkte wurden
zusatzlich alle Extrakte mit dem o-TEAC-Test untersucht. Die optimierte PCL-Methode sollte
damit auf die AOK von Matrizes angewendet werden. Zusatzlich wurden die jeweiligen
Carotinoid- und Vitamin-E-Gehalte in den Lebensmittelproben mittels HPLC ermittelt

(Manuskript | und I1).

Im PCL- sowie im o-TEAC-Test konnten Verdiinnungseffekte in der AOK-Bestimmung
beobachtet werden. Die Bestimmungen der AOK in den Experimenten dieser Arbeit waren
abhdngig von den Probekonzentrationen bzw. den Verdinnungen. Eine Verdiinnung der
Probe ist allerdings obligatorisch, um im verwendeten Kalibrierungsbereich messen zu
konnen. Eine konzentrationsabhdngige AOA bzw. AOK von hydrophilen Substanzen und
Lebensmittelkomponenten konnten bereits einige Autoren beobachten (Bolling et al., 2012;
Hengst et al., 2009; Sipel et al., 2013). Auf der Grundlage der Daten von Hengst et al. (2009)
ist der Verdlinnungseffekt moglicherweise Substanz- und Testspezifisch (Hengst et al., 2009).
In der Publikation von Lee et al. (2014) wird gezeigt, dass eine hohere Probenverdiinnung
von Wein mit hoheren Gesamtphenolgehalten einhergeht (Lee et al., 2014). Reine Standards
wie beispielsweise Ascorbinsaure und Trolox zeigten ebenfalls in ihrem Gesamtphenolgehalt
einen Verdinnungseffekt. Aber auch Gallussdure und Harnsdure waren in ihrer
Peroxylradikal-abfangenden AOA  und in ihrem  Photochemolumineszenz-Signal
konzentrationsabhdngig (Hengst et al., 2009). In lipophilen Probenmaterialien, wie

Tomatensamen, konnten gleichartige Verdliinnungseffekte in lipophilen AOK-Messsystemen
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festgestellt werden (Westphal et al., 2014). Die Ursachen fiir diesen Effekt sind bis heute
jedoch noch nicht aufgeklart (Sipel et al., 2013). Moglicherweise kann die Probenmatrix

einen Einfluss auf die AOK nehmen und den Verdiinnungseffekt verstarken.

In der Literatur sind die Analysendaten fiir verschiedene Verdiinnungen als Mittelwerte
angegeben, welche oftmals keine Rickschlisse auf ein konzentrationsabhingiges Ergebnis
geben. Erst in den letzten Jahren wird die Problematik des sogenannten ,Verdiinnungs-
effekts” bzw. der konzentrationsabhangigen AOK mehr beriicksichtigt. Eine groRRe zentrale
Frage ist dabei auch, wie diese konzentrationsabhdngigen Daten akzeptabel publiziert
werden kénnen, damit die Problematik des Verdlinnungseffekts aufgezeigt werden kann.
Ansdtze zur Minimierung von VerdlUnnungseffekten wurden bereits vorgeschlagen. So
sollten mindestens drei Konzentrationen/Verdinnungen einer Probe fir die AOK-Analyse
von Lebensmittel-extrakten und die Diskussion Uber einen Verdiinnungseffekt verwendet
werden (Hengst et al., 2009). Daneben kénnte eine Standardisierung durch Extrapolation
einer Proben-Null-konzentration auf der Grundlage eines Pseudo-Kinetik-Modells erster
Ordnung nach Barton et al. (2010) durchgefiihrt werden (Barton, 2010; Sipel et al., 2013).
Villafio et al. (2004) analysierten die AOK von Rot- und WeiBweinen (ber ihre
Gesamtphenolgehalte und die ABTS-Radikalkation-reduzierenden Fahigkeiten. So konnte nur
ein Verdinnungseffekt beobachtet werden, wenn keine Linearitdt zwischen den

Verdiinnungen der Weinproben und der AOK vorlag (Sipel et al., 2013; Villafio et al., 2004).

Wie im Manuskript | dargestellt, kann auch bei einem linearen Zusammenhang zwischen der
Verdinnung/Konzentration und der AOK ein Verdiinnungseffekt festgestellt werden. Die
carotinoidreichen Tomatenmark- und Tomatenpesto-Proben zeigten mit steigender
Verdiinnung hohere AOK-Werte im PCL-Test. Entgegengesetzte Ergebnisse konnten bei dem
kohlenhydratreichen Tomatenketchup beobachtet werden. Je groRer die Verdiinnung war,
desto kleinere Werte wurden gemessen. In den Olproben konnte nur in Walnuss- und
Erdnussél ein signifikanter Zusammenhang (p = 0,048, R = 0,997) zwischen Verdiinnungs-
faktor und der AOK festgestellt werden. Bei den anderen Olproben ergaben sich sehr gute
aber nicht signifikante Korrelationen (p > 0,05), wie auch bei den Weizensorten. Der
Makkaroni-Extrakt wies dagegen einen signifikanten Zusammenhang (p = 0,001, R = 1,0)
zwischen der Verdinnung und der AOK auf. Gegensatzlich dazu stehen die Milch- und

Sahneproben, welche keine Zusammenhange zwischen Verdinnung und AOK im PCL-Test
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zeigten. Im a-TEAC-Test war in allen Proben Verdiinnungseffekte bemerkbar. Bei allen
Lebensmittelextrakten zeigten sich bei zunehmender Verdinnung entsprechend hoéhere
antioxidative Potentiale. Im Gegensatz dazu konnte bei den Olproben der Trend aufgezeigt
werden, dass mit starkerer Verdiinnung die AOK stetig kleiner wurde. Im GroRRen und
Ganzen konnten bei starker verdiinnten Probenextrakten entsprechend hdhere Ergebnisse
mittels PCL erfasst werden. Dennoch kann keine eindeutige Aussage bezlglich beider AOK-
Messsysteme (PCL, a-TEAC) getroffen werden, welcher Verdiinnungstrend in der jeweiligen
Testmethode bevorzugt vorliegt. Der Einfluss des Verdinnungseffekts auf die AOK ist, wie

bereits schon bekannt, nicht von der Methode abhdngig.

Die kleinsten AOK-Ergebnisse mittels PCL-Test wurden in den Milch- und Sahneproben
beobachtet, da diese die geringsten Vitamin-E- und Carotinoid-Gehalte aufwiesen. Die
Weizensorten sowie Makkaroni hatten im Vergleich zu anderen untersuchten Lebensmittel-
proben ebenfalls geringe AOK-Werte (13 - 33 pumol o-TE/100 g), bedingt durch den
geringeren Beitrag ihrer lipophilen Antioxidantien (Manuskript 11). Dennoch sind sie
wertvolle Lieferanten von Lutein, Zeaxanthin sowie von Tocotrienolen, die in verarbeiteten
Produkten z. B. in Teigwaren eine hohe Resorptionsverfligbarkeit aufweisen. Durch den
haufigen Verzehr kénnen diese Lebensmittel zur antioxidativen Wirkung beitragen (Werner,

2010).

ErwartungsgemaR verfligten Maiskeimdl und Sonnenblumendl Uber die hoéchste
antioxidative Wirksamkeit gegeniber allen 18 untersuchten Lebensmittelproben. In Summe
konnte ein lipophiler Antioxidantien-Gehalt von 234 umol/100 g und 107 umol/100 g
ermittelt werden. Obwohl die o. g. Pflanzendle aufgrund der Raffination keine Carotinoide
mehr enthielten (Demirbas, 2008), wiesen sie die hochsten Vitamin-E-Gehalte, gefolgt von
Tomatenmark und Tomatenpesto, welche ebenfalls sehr hohe Carotinoid- und Vitamin-E-
Gehalte mit 177 umol/100 g in Summe und 140 umol/100 g in Summe enthielten. Allerdings
konnte das hochste antioxidative Potential in Tomatenketchup bestimmt werden. Damit
ergab sich folgende PCL-AOK-Reihenfolge: Tomatenketchup > Tomatenpesto >
Sonnenblumendl > Tomatenmark > Maiskeimél > Sesamdl > Walnussél > Erdnussél >
passierte Tomaten > frische Tomaten > Weizensorten > Makkaroni > Sahne > Milch. Eine
signifikante Korrelation zwischen den Carotinoidgehalten in den Tomatenproben und der

AOK mittels a-TEAC-Tests (p= 0,000, R =0,939) konnte aufgrund der hohen Carotinoid-
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Gehalte und deren hohen Aktivitditen im o-TEAC-Test beobachtet werden. Im PCL-Test
konnte ein maliger Zusammenhang fir die Produktklassen (Pflanzendle, Tomaten-,
Weizenproben) zwischen den Carotinoidgehalten und der AOK beobachtet werden. Die
Einberechnung der Vitamin-E-Gehalte ergab ebenso nur eine maRige Korrelation
(Tomatenproben: p = 0,261, R= 0,656, Weizenproben: p = 0,274, R=0,610, Olproben:
p =0,229, R = 0,656). Allerdings ist die Korrelation zwischen der AOK im PCL-Test sowie im
o-TEAC-Test und den summierten Gehalten an Carotinoiden und Vitamin E unter
Einberechnung aller 18 untersuchten Lebensmittelproben signifikant. Tomatenmark zeigte
die hochste AOK im o-TEAC-Test, welches sich mit dem hdochsten chromatografisch
ermittelten Gehalt an Carotinoiden erklaren lasst, gefolgt von passierten Tomaten, Tomaten-
ketchup, Tomatenpesto, Maiskeimdl, Sesamal, frische Tomaten, Sonnenblumendl, Walnuss-
ol, Erdnussol, Sahne, Milch, Rotkorn, Kombo, Badengold, Luteus, Makkaroni, und Tommi.
Dennoch kann nicht explizit gesagt werden, dass die Konzentrationen von Carotinoiden und

Vitamin E mit den AOK-Werten korrelierten, weder im PCL-Test noch im a-TEAC-Test.

Die Beitrage der einzelnen Antioxidantien in den jeweiligen Lebensmittelproben an der
lipophilen AOK konnten mit Hilfe der quantifizierten Gehalte von Carotinoiden und Vitamin E
und den ermittelten Einzelwerten im PCL-Test sowie im a-TEAC-Test von Miiller et al. (2011)
(Muller et al.,, 2011) berechnet werden (Manuskript | und Il). Die lipophile AOK der
untersuchten Extrakte war nicht vergleichbar mit den Gehalten von Vitamin E und
Carotinoiden. Die AOK beispielsweise von passierten Tomaten setzte sich lediglich zu 42 %
aus Carotinoiden ((all-E)-Lykopin, (Z2)-Lykopin-lsomere, (all-E)-B-Carotin) und Vitamin E (a-
Tocopherol, B-Tocopherol, y-Tocopherol) zusammen. 58 % der AOK kénnen weder auf

Vitamin E noch auf die Carotinoide zuriickgefiihrt werden (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Beitrdge von Carotinoiden und Vitamin E zur AOK von passierten Tomaten mittels PCL-Methode.

Dieser unbekannte Anteil kann auf Inhaltsstoffe zurlickgehen, welche nicht mittels HPLC
detektiert wurden. Lykopin ist das Hauptcarotinoid in Tomaten und Tomatenprodukten und
liefert den groflten Beitrag der Gesamt-AOK. Tomatenproben kdnnten allerdings noch
weitere Carotinoide sowie lipidlosliche antioxidative Substanzen beinhalten, welche nicht
chromatografisch bericksichtigt werden konnten. Hierzu zahlt z. B. Vitamin A (Sahin et al.,
2008). Vitamin A spielt aber auch in Kuhmilch mit einem Gehalt von 2,1 - 4 mg/| und
demzufolge auch in Sahne eine sehr grofRe Rolle sowie Vitamin K und Vitamin D (Belitz et al.,
2008; Gentili et al., 2012) und kénnen ebenso zur AOK beitragen. In einer dlteren Publikation
von Hiramastu et al. (1990) wurde beschrieben, dass Vitamin A (all-trans-Retinal)
antioxidativ gegen Thiyl-Radikale wirkte und Retinoide eine antioxidative Effektivitat
gegeniber DPPH-Radikalen und Peroxylradikalen aufwiesen (Hiramatsu et al., 1990).

Demnach kdnnte Vitamin A auch im PCL-Test antioxidativ gegen Superoxidradikal wirken.

Zusatzlich kénnen Krauter und Gewdrze die AOK positiv beeinflussen (Candy et al., 2013;
Chohan et al., 2012). Des Weiteren konnten abhangig vom Extraktionsmittel (je nach Anteil
an MeOH) auch polare Komponenten extrahiert worden sein. Tomaten beinhalten ebenso
alkoholllésliche Polyphenole wie Quercetin, Kampferol (Flavonol), Rutin (Flavonol),
Naringenin (Flavanon), Ferulasdure, Chlorogensdure und Kaffeesaure (Popescu et al., 2013;
Vallverdu-Queralt et al., 2012), welche im PCL-Test mit erfasst werden konnten. Im a-TEAC-
Test ist die Mitextraktion von Polyphenolen nicht moglich, da sie im verwendeten n-Hexan

nicht I6slich sind.

41



Diskussion

In Pflanzendlen scheint Vitamin E nicht das alleinige Hauptantioxidans zu sein, da die AOK-
Werte des PCL- und a-TEAC-Tests nicht signifikant mit den Vitamin-E-Gehalten korrelieren
(PCL: p = 0,230, R = 0,656; a-TEAC: p = 0,188, R = 0,700). Sonnenblumendl enthilt neben
Vitamin E auch Vitamin K, welche bei der Berechnung der Beitrdge einzelner Substanzen zur
AOK des Ols nicht beriicksichtigt wurden (Ferland et al., 1992). Des Weiteren sind Phyto-
sterole in allen Pflanzendlen zu finden (Krist et al., 2008). Der Phytosterolgehalt lag z. B. von
Sonnenblumendl bei 411 mg/100 g (Stelmach-Mardas et al., 2013). Neue Studien
berichteten, dass Phytosterole antioxidativ wirken konnten (Azhari et al., 2014; Shalaby et
al., 2013). Das antioxidative Potential ist moglicherweise auf die Hydroxylgruppe an der C3-
Stellung zurlickzufiihren. Des Weiteren befinden sich Doppelbindungen in der Seitenkette an
Position C22 oder C24 im vorhandenen Sterangeriist, welche ebenfalls antioxidativ wirken
konnen. Die Sattigung der Seitenkette zeigte bereits einen Einfluss auf die antioxidative
Wirksamkeit von Tocopherolen und Tocotrienolen im PCL-Testsystem. Daher ist der Einfluss
von Phytosterolen in den Pflanzendlen auf die AOK nicht auszuschliefSen. Ebenso ist in der
Literatur bekannt, dass Weizen Phytosterole mit einem Gehalt von 70 mg/100 g enthalt

(Brauner, 2013), welche die AOK beeinflussen kénnen.

Bei der Herstellung von thermisch stark verarbeiteten Lebensmitteln kdnnen aus
reduzierenden Zuckern und Aminogruppen (aus Aminsosauren, Proteinen, Peptiden) in der
nicht-enzymatischen Braunungsreaktion Maillard-Reaktions-Produkte entstehen (Belitz et
al., 2008), welche in vivo und in vitro antioxidativ wirken kénnen (Limsuwanmanee et al.,
2014). Zum Beispiel konnte u. a. in Kartoffelchips, Biskuit und gekochtem Rindfleisch die
antioxidative Wirkung von Maillard-Reaktions-Produkten nachgewiesen werden. Aufgrund
dieser Datenlage wird vermutet, dass Maillard-Reaktions-Produkte Lipide vor der Oxidation
schitzen kénnen (Limsuwanmanee et al., 2014). Melanoidine sind Maillard-Reaktions-End-
produkte mit einer groRen Molekiilmasse (Bartel et al.,, 2015), welche antioxidative
Eigenschaften gegenliber Sauerstoffradikalen zeigten (Limsuwanmanee et al., 2014).
Thermisch verarbeitete Lebensmittel wie beispielsweise u. a. passierte Tomaten, Tomaten-
pesto und Makkaroni enthalten Maillard-Reaktions-Produkte, welche zur AOK beitragen
konnen. Allerdings kénnen in Abhdngigkeit von den Reaktionsbedingungen bei der Bildung
von Maillard-Reaktions-Produkten auch Amino-Redukton-Strukturen entstehen, die pro-
oxidativ wirken und somit oxidative Schaden fordern kénnen. Weiterhin wird angenommen,

dass Maillard-Reaktions-Produkte in Gegenwart von Metallionen und Sauerstoff H,O; bilden
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kénnen, welche in der Fenton-Reaktion ROS generieren konnen (Pischetsrieder et al., 1998).

Zusatzlich konnen sich die Gehalte von hitzeempfindlichen Antioxidantien wie z. B.
Polyphenolen (Jimenez et al., 2014), Carotinoiden (Amorim-Carrilho et al., 2014) sowie von
o-Tocopherol und a-Tocotrienol (Brennan et al., 2011) bei thermischen Verarbeitungs-
prozessen verringern, welches zu antioxidativen Verlusten fiihren kann. Allerdings kénnen
eine erhohte Temperatur und eine langere Erwdrmungszeit die Extrahierbarkeit der
Carotinoide und Tocopherole in Probenmaterialien verbessern, was eine hohere

Bioverfligbarkeit ermoglichen kann (Hwang et al., 2012).

Weiterhin kann die Lebensmittelmatrix die AOK in den Testsystemen beeinflussen. So
konnte bereits nachgewiesen werden, dass Zucker im speziellen brauner Zucker und
Rohrzucker antioxidative Eigenschaften aufwiesen, die im TEAC-, DPPH- und Gesamt-
phenoltest nach Folin-Ciocalteu ermittelt werden konnten (Caderby et al., 2013). Daher ist
nicht auszuschlieRen, dass natlirliche und synthetisch zugesetzte Polysaccharide in
Lebensmittelproben in Abhdngigkeit vom Extraktionsmittel ein lipophiles antioxidatives
Potential zeigen kdnnen. AuBerdem spielen synergistische und antagonistische Wechsel-
wirkungen zwischen Carotinoiden und Vitamin E eine grol3e Rolle, die ebenfalls schon in der
Literatur beschrieben wurden (Kotikova et al., 2011; Liu et al., 2008; Peyrat-Maillard et al.,
2003).

Die ermittelten AOK im PCL- als auch im a-TEAC-Test der frischen Tomaten sowie der
Tomatenprodukte waren abhdngig vom  Wassergehalt der Lebensmittelproben
(Manuskript 1). So hatten frische Tomaten, passierte Tomate, Tomatenpesto und Tomaten-
mark keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich ihrer AOK im PCL-Test, wohingegen
Tomatenketchup eine 2 - 4-mal hoéhere antioxidative Effizienz aufwies. Im a-TEAC-Test
hatten passierte Tomaten und Tomatenmark eine 5 - 15-mal signikant héhere AOK als
Ketchup, Tomatenpesto und frische Tomaten, welche statistisch die gleiche AOK aufwiesen.
Dementsprechend hatte der Wassergehalt der Lebensmittelproben, insbesondere der
Tomatenproben einen Einfluss auf die AOK. Die AOK im Trockengewicht (PCL, a-TEAC)
konnte nicht ausschlieBlich auf die Vitamin-E- und Carotinoid-Gehalte zurlickgefiihrt werden.
Dies gibt auch hier Hinweise, dass weitere antioxidativ wirksame Inhaltsstoffe und
synergistische/antagonistische Wechelwirkungen lipophiler Antioxidantien einen Einfluss auf

die AOK-Messung auslben.
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Die AOK aller 18 Lebensmittelextrakte mittels PCL-Methode und a-TEAC-Test korrelierten
weniger gut miteinander (p = 0,074, R = 0,424), da beide Testsysteme auf unterschiedlichen
Reaktionsmechanismen beruhen. Im o-TEAC-Test wird die Fahigkeit gemessen, ein Radikal
mit Elektronentransfer zu reduzieren. ET-basierende Testmethoden (a-TEAC, DPPH, FRAP)
beruhen auf einer Endpunktreaktion und bestimmen eine Inhibierung zu einem definierten
Messzeitpunkt (Huang et al., 2005). Im Gegensatz dazu werden in der PCL-Methode
Superoxidanionen Uber Wasserstoffatomtransfer abgefangen (Prior et al., 2005). Im PCL-Test
wird kein Gleichgewicht erreicht, denn Superoxidradikale werden kontinuierlich Gber die
gesamte Messzeit erzeugt (Frankel et al., 2000). Diese Messungen basieren auf der
Kombination der Lag-Phase und dem Grad der Inhibierung der gebildeten Superoxidradikale,
bezogen auf die Lumineszenz-Intensitdt, welche mit der AUC-Berechnung ausgewertet wird

(Prior et al., 2005).

Allerdings zeigte die lipophile AOK von Oleoresin in Rosmarin- und Salbei-Extrakten tberein-
stimmende Ergebnisse im DPPH-Test (ET) und im PCL-Test (HAT) (Upadhyay et al., 2014).
Weiterhin konnte eine sehr gute Korrelation zwischen den lipophilen AOK-Ergebnissen von
Leinsamen, Kirbiskernen, Walnilssen, Raps, Nachtkerze und Schwarzkiimmel gegeniiber
Superoxidanionen (PCL-Test) und DPPH-Radikalen (DPPH-Test) beobachtet werden (Sielicka
et al., 2014). Dagegen zeigten die Ergebnisse von Schlesier et al. (2002) einen weniger

starken Zusammenhang zwischen FRAP- und PCL-Test (Schlesier et al., 2002).

Die Wahl des Extraktionsmittels kann einen erheblichen Einfluss auf die AOK-Messung
haben. Fur den o-TEAC wurde n-Hexan verwendet. Dagegen wurden fir den PCL-Test
unterschiedliche Extraktionsmittel eingesetzt. Die Pflanzendle wurden ebenfalls, wie im a-
TEAC-Test, mit n-Hexan gel6st, wohingegen Tomaten- und Weizenproben mit MeOH/THF
(50/50, v/v) extrahiert wurden und Milch und Sahne mit Diethylether. Michiels et al. (2012)
bestatigten in ihrer Arbeit, dass die Zusammensetzung des Extraktionsmittels und die
Extraktionsbedingungen groRBe Auswirkungen auf die Ergebnisse der AOK hatten (Michiels et
al.,, 2012). Die verwendeten Rosmarin- und Salbei-Extrakte (mittels Hexan/Aceton) in der
Studie von Upadhyay (2014) wurden in MeOH gel6dst und anschlieBend wurde die AOK im
DPPH- und PCL-Test untersucht (Upadhyay et al., 2014). Gleiche L6sungsmittelbedingungen
in den AOK-Testsystemen kdnnen eine sehr gute Korrelation zwischen DPPH- und PCL-Test

fordern.
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Serpen et al. (2012) zeigten ebenfalls den maRgeblichen Einfluss der Losungsmittel-
zusammensetzung auf die AOK im DPPH-Test und im TEAC-Test (Serpen et al., 2012). Je nach
Losungsmittel konnen weitere nichtphenolische Verbindungen und Lebensmittelmatrizes
mitextrahiert werden, welche ebenfalls die Messungen beeinflussen kdnnen. Bereits 1999
konnten van den Berg et al. unterschiedliche Ergebnisse hinsichtlich der AOA von B-Carotin
in verschiedenen Losungsmitteln beobachten (van den Berg et al., 1999). Des Weiteren kann
der unterschiedliche Grad von synergistischen, antagonistischen und additiven Wechsel-
wirkungen von Antioxidantien ebenfalls die maRige Korrelation zwischen den AOK-
Ergebnissen im PCL- und a-TEAC-Test begriinden (Kotikova et al., 2011; Nogala-Katucka et
al., 2013).

4.3 Wechselwirkungen zwischen Antioxidantien sowie
Matrixeinfliisse auf die lipophile antioxidative Kapazitat

ErwartungsgemadR zeigten Maiskeimdl und Sonnenblumendl im Vergleich zu allen
analysierten Lebensmittelproben nicht die héchste AOK, bedingt durch die sehr hohen
Gehalte an Vitamin E. Die héchste AOK konnte jedoch bei Tomatenketchup beobachtet
werden, obwohl dieser einen geringeren Carotinoid- und Vitamin-E-Gehalt aufwies. Diese
Differenzen konnen nicht nur auf undetektierte Antioxidantien zurtickzufiihren sein, wie im
Abschnitt 4.2 diskutiert, sondern auch auf Wechselwirkungen zwischen den Antioxidantien
sowie Einflisse der Lebensmittelmatrizes, welche ebenfalls einen Einfluss auf die lipophilen
AOK-Messungen nehmen und demzufolge nicht vernachldssigt werden dirfen. Um diese
These zu bestdtigen, wurde die AOK von a-Tocopherol, Lykopin, B-Carotin und Lutein in
Zwei-Komponenten-gemischen unterschiedlicher molarer Mischungsverhéltnisse (1:1, 2:1,
1:2) mit optimiertem PCL-Test sowie mit a-TEAC-Test untersucht. Auch bei diesen Versuchen

wurden Verdiinnungseffekte festgestellt (Manuskript Ill, Seiten 41 - 61).
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Abbildung 8: Interaktionen zwischen zwei Antioxidantien im additiven, synergistischen und antagonistischen Effekt.

Im o-TEAC-Test konnte in allen untersuchten Mischungen ein Antagonismus festgestellt
werden. Der groRte antagonistische Effekt wurde in allen Kombinationen mit B-Carotin
beobachtet. Dagegen zeigte a-Tocopherol einen geringeren Antagonismus im Vergleich zu
den anderen untersuchten Antioxidantien-Gemischen. Die Anwesenheit von funktionellen
Gruppen wie Hydroxylgruppen kénnte den Antagonismus abschwdachen. Diese Vermutung
wird in der Kombination a-Tocopherol mit Lutein (zwei OH-Gruppen) bestarkt. Die Hydroxyl-
gruppen im Lutein und a-Tocopherol konnten mittels Wasserstoffbriicken wechselwirken.
Utomo et al. (2013) vermuteten, dass Lutein und Chitosan (Polyaminosaccharid) durch
Wasserstoffbriicken zwischen den Hydroxylgruppen beider Strukturen anziehend

wechselwirken (Utomo et al., 2013) (Manuskript I11).

Im PCL-Test konnten fir die untersuchten Mischungsverhdltnisse der lipophilen
Antioxidantien synergistische sowie antagonistische und additive Effekte festgestellt werden
(Manuskript Ill). Alle Kombinationen mit B-Carotin zeigten synergistische Wechsel-
wirkungen. Im Gegensatz dazu wurde bei dem Gemisch aus a-Tocopherol und Lutein eine
geringere AOK als berechnet, beobachtet (Antagonismus). Im PCL-Test kdnnten die
Hydroxylgruppen von a-Tocopherol und Lutein einen negativen Einfluss auf die Messungen
ausiben. Die Hydroxylgruppen konnten die Wasserstoff-spendende Fahigkeit vom a-
Tocopherol hemmen. Nogala-Kalucka et al. (2013) beobachteten einen starken
antagonistischen Effekt zwischen Rutin und Tocotrienolen und vermuteten, dass das
Wasserstoff-abgebende Potential der Tocotrienole durch das OH-Gruppen-reiche Rutin
unterdriickt wird (Nogala-Katucka et al., 2013).
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In der Literatur ist beschrieben, dass eine Supplementierung mit Selen signifikant den
Vitamin-E-Gehalt in Eigelb erhdhte, aber nicht die Konzentration von Vitamin A und
Carotinoiden steigerte (Skfivan et al., 2010). Noguer et al. (2014) stellten ebenfalls in neuen
Studien synergistische Wirkungen zwischen Ascorbinsdure, Harnsdaure sowie den
Polyphenol-Metaboliten 3,4-Dihydroxyphenylpropionsdure und 3,4-Dihydroxyphenylessig-
sdure fest. Zusatzlich konnte die Kombination von Ascorbinsdure mit dem Darmmikroflora-
Metabolit 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure einen starken synergistischen Effekt und eine
starke Erhohung der Antioxidans-Reaktions-Geschwindigkeit aufweisen. Diese Reaktions-
geschwindigkeit ist in physiologischer Hinsicht relevant. Die Antioxidantien sollten die
Radikale abfangen, bevor diese durch Oxidation den Organismus schadigen kénnen (Noguer

et al., 2014).

Die a-Tocopherol-Aufnahme wurde durch die Anwesenheit von phenolischen Verbindungen
wie Naringenin sowie Carotinoiden und y-Tocopherol in vitro in Dickdarmkarzinomzellen
(Caco-2-Zellen) gehemmt. Ebenso wurde die Vitamin-D-Aufnahme durch a-Tocopherol und
Phytosterole beeintrachtigt (Goncalves et al., 2015). Goncalves et al. (2015) untersuchten
die Wechselwirkungen lipophiler Antioxidantien wahrend der Absorption mit Hilfe von
Caco-2-Zellen. Vitamin A verringerte signifikant die Aufnahme von Vitamin D, Vitamin E und
Vitamin K. Allerdings wurde die Vitamin-A-Aufnahme durch Vitamin D und Vitamin K nicht
beeintrachtigt. Vitamin E forderte sogar die Vitamin-A-Absorption (Goncalves et al., 2015).
Diese Daten deuten an, dass die intestinale Resorption in vivo durch additive, synergistische

oder antagonistische Wechselwirkungen zwischen Antioxidantien beeinflusst werden kann.

Auch verschiedene Aufnahmemechanismen in den Enterozyten kénnten Wechselwirkungen
zwischen Antioxidantien hervorrufen. B-Carotin, Vitamin E und Vitamin D werden durch
passive Diffusion absorbiert. Zusatzlich teilen sich Vitamin D und a-Tocopherol die gleichen
Transporterproteine NPC1-L1 und SR-B1. Vitamin A und Vitamin K werden dagegen Uber
bisher unbekannte Membranproteine in den Enterozyten transportiert (Goncalves et al.,

2015; Reboul et al., 2011).

Am Beispiel von pB-Carotin, Lutein und Lykopin wurde gezeigt, dass Carotinoide
untereinander sowie mit a-Tocopherol zum einen synergistisch wechselwirken und somit in
Mischungen effektiver sein kdnnen als Einzelverbindungen. Zum anderen sind sie ebenfalls

in der Lage, antagonistisch zu wirken, abhdngig vom Testsystem zur Bestimmung der
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antioxidativen Wirksamkeiten (Manuskript Ill). Diese differenzierten Ergebnisse der
Interaktionseffekte im PCL-Test und im a-TEAC-Test verdeutlichen erneut die
unterschiedlichen Reaktions-mechanismen der beiden genannten Methoden. Somit haben
die ausgewadhlten Testmethoden einen entscheidenden Einfluss auf die Ergebnisse und der

Vergleich mit anderen publizierten Resultaten ist problematisch.

Weiterhin ist der Einfluss der Interaktionen zwischen Antioxidantien auf die intestinale
Resorption nicht zu vernachlassigen. Auch in der taglichen Nahrung liegen Antioxidantien in
verschiedenen Kombinationen vor. Hinzu kommt, dass sie oftmals in der Lebensmittelmatrix
(Kohlenhydrate, Ballaststoffe, Proteine, Lipide) gebunden vorliegen. Daher ist zukiinftig
wichtig, die Bedeutung der synergistischen bzw. antagonistischen Effekte bei der Resorption

von Antioxidantien zu untersuchen z. B. mit Hilfe von in-vitro-Verdauungsexperimenten.

Weiterfihrend wurde der Matrixeinfluss auf die AOK im PCL- und a-TEAC-Test analysiert.
Auch hier konnten in beiden Testsystemen ein Verdinnungseffekt beobachtet werden,
welcher in Kapitel 4.2 diskutiert wurde. Glucose, Fructose, Saccharose und l6sliche Starke
nach Zulkowsky wurden in unterschiedlichen Konzentrationen (50 g/I, 250 g/I, 500 g/I) sowie
im Vier-Komponentengemisch einerseits mit MeOH und andererseits mit MeOH/MtBE
(50/50, v/v) fiir den PCL-Test extrahiert (Manuskript Ill). Der Einfluss der Zuckerextrakte auf
die lipophile AOK im PCL-Test war abhdngig vom verwendeten Extraktionsmittel. Daneben
spiegelt die Loslichkeit der Zuckerproben in MeOH, mit Ausnahme von Stirke, die AOK
wider, welche bei einer Konzentration von 50 g/l von 17 umol a-TE/100 g fiir Saccharose bis
329 umol a-TE/100 g fir Fructose reichten. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass mit

zunehmender Loslichkeit die AOK steigt.

Weiterhin war auffallend, dass je geringer die Probenkonzentration war, desto héher waren
die AOK-Ergebnisse. Dieser Trend konnte auch beobachtet werden, wenn die Proben mit
MeOH/MtBE (50/50, v/v) extrahiert wurden. Die ermittelten AOK-Werte fur Glucose und
Fructose mit einem MeOH/MtBE (50/50, v/v)-Extraktionsgemisch zeigten deutlich geringere
Werte mit 10 umol a-TE/100 g und 65 umol a-TE/100 g, sind aber trotzdem nicht zu ver-
nachldssigen. Einige Lebensmittelprodukte weisen einen hohen Gehalt an Kohlenhydraten
auf. Die untersuchte Tomatenketchup-Probe hatte laut Deklaration einen Zuckergehalt von
23,7 g/100 g, welcher einen Beitrag zur AOK leisten kann. Fir Saccharose und Starke konnte

dagegen keine Superoxidradikal-abfangende Kapazitat im PCL-Test festgestellt werden.
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Eine Mixprobe, in der Glucose, Fructose, Saccharose und l6sliche Starke zu gleichen Anteilen
mit MeOH (167 pumol a-TE/100 g) sowie mit MeOH/MtBE (50/50, v/v) (39 umol a-TE/100 g)
extrahiert wurden, zeigte hohe AOK-Werte und zusatzlich synergistische Effekte, bedingt
durch den groRRen antioxidativen Einfluss der Fructose. Die experimentellen AOK-Ergebnisse
waren etwa zweimal groRer als die erwarteten und berechneten Werte. Diese Interaktionen
konnen moglicherweise auf die vorhandenen Hydroxylgruppen zuriickgehen. Jedoch
interagierten die mit MeOH und MeOH/MtBE (50/50, v/v) extrahierten Zucker nicht mit
a-Tocopherol und Lykopin. Eine Ausnahme war dabei der methanolische Fructose-Extrakt,
welcher mit a-Tocopherol synergistische Effekte zeigte. Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen der Hydroxylgruppe am Chromanring und der Ketose kénnten die AOK im PCL-Test

beeinflussen (Manuskript Ill).

Der Einfluss der Lebensmittelmatrix auf die in-vivo-AOK von bioaktiven Verbindungen kann
auBerdem Auswirkungen auf deren Resorption im Organismus haben. Die
Lebensmittelmatrix hatte einen signifikanten Einfluss auf die Resorption im Darm von
phenolischen Verbindungen und Carotinoiden in einem Saft-Sojamilch-Getrank gegeniber
den Einzelprodukten. Die Resorption fir hydrophile bioaktive Verbindungen wurde um
12 - 27 % und fur lipophile Antioxidantien um 8 - 14 % reduziert (Rodriguez-Roque et al.,
2014). In der Publikation von van Loo-Bouwman et al. (2014) konnten ebenso Auswirkungen
der Lebensmittelmatrix auf die Bioverfliigbarkeit von p-Carotin in einem intestinalen
Resorptions-Model bestatigt werden (van Loo-Bouwman et al., 2014). Ballaststoffe konnten
gleichermallen die Carotinoid-Absorption verringern (Parada et al., 2007), aufgrund der
moglichen Komplexbildung. Die Vitamin-E-Aufnahme wird ebenfalls sowohl von der
Lebensmittelmatrix als auch vom Fett-gehalt beeinflusst. In einer dreiwdchigen Studie mit
ungesattigten Fettsdauren konnte die Konzentration von a-Tocopherol im Serum um 7 %
gesteigert werden, wohingegen gesattigte Fettsauren die Konzentration an a-Tocopherol

verringerten (Jeanes et al., 2004).

Die mit n-Hexan extrahierten Zuckerproben zeigten im a-TEAC-Test keine ABTS-Radikal-
kationen-reduzierenden Fahigkeiten, da sich Zucker nicht in n-Hexan l6st. Infolgedessen
konnte in dieser Arbeit bestatigt werden, dass Matrizes wie z. B. Zuckerextrakte einen
positiven Effekt auf die lipophile AOK in Abhdngigkeit vom verwendeten Extraktionsmittel

haben, welcher méglicherweise auf die OH-Gruppen zurlickzufuhren ist.
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Temperatur, Extraktionszeit und vor allem die Zusammensetzung der Extraktionslésungen
sind ausschlaggebende Parameter fir die oftmals nicht gute Vergleichbarkeit von AOK-
Ergebnissen (Michiels et al., 2012). Die Polaritdat des Extraktionsmittels hat grolRe
Auswirkungen auf die Zusammensetzung der Antioxidantien in der Probe, so dass weitere
antioxidative Komponenten und Matrizes mitextrahiert werden kénnen und somit den AOK-

Gehalt beeinflussen.

4.4 Physiologische Relevanz der PCL-Methode

Die physiologische Bedeutung der in-vitro-Testmethoden zur Bestimmung der AOK von
Antioxidantien, Lebensmittel- und Pflanzenextrakten sowie von biologischen Flissigkeiten
(Plasma, Urin) wird in ihrer Bewertung immer wieder kritisiert. Die in-vitro-Ergebnisse
kénnen nur schwer auf den Organismus in vivo (ibertragen werden. Die Bioverfligbarkeit, die
Resorption und der Metabolismus sind u. a. Faktoren bzw. Vorgdnge, welche eine
entscheidende Rolle fiir den antioxidativen Status in vivo besitzen. Die in vitro gewonnenen
AOK-Ergebnisse geben einen Anhaltspunkt Uber antioxidative Wirkungen von Substanzen
und ermoglichen eine Einordnung sowie ein Ranking. Die AOK ist neben der Aktivitdt von
Superoxiddismutasen, Glutathionperoxidasen und Katalasen ein weiterer Biomarker flir den

oxidativen Stress in Plasma und Geweben (Prior et al., 2013).

In Tiermodellen konnten im Sommer hohere TEAC-Werte bei Mutterkiihen verglichen zum
Winter beobachtet werden, welche auf eine erhéhte Aufnahme von nahrungsbedingten
Antioxidantien, wie Carotinoiden durch frisches Gras, zurickzufihren ist (Wilken, 2003).
Unterstiitzend dazu zeigten die Ergebnisse der Humanstudie von Pantavos et al. (2014), dass
eine hohe nahrungsbedingte AOK, gemessen mittels FRAP-Test, das Risiko einer Brustkrebs-
Erkrankung bei postmenopausalen Frauen verringern kann (Pantavos, et al., 2014).
Weiterfihrend untersuchten Bhattacharyya et al. (2014) die AOK von Urate im Serum mittels
FRAP-Test. So wird vermutet, dass Urate eine antioxidative Wirkung besitzen und gegen
Neurodegeneration schiitzen. Ein hoher Gehalt an Urat im Serum verringerte die Inzidenz
und verlangsamte das Fortschreiten von Morbus Parkinson. Mittels FRAP-Test konnte
gezeigt werden, dass eine orale Aufnahme von Inosin, einem Zwischenprodukt des Purin-
stoffwechsels, die AOK von Urate im Plasma dosisabhdngig erhoht (Bhattacharyya et al.,

2014).
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Die Verwendung des FRAP-Testes konnte in der Arbeit von Karajibani et al. (2009) zeigen,
dass eine signifikante Reduktion des antioxidativen Status (enzymatisch und
nichtenzymatisch) im Plasma gleichzeitig die Konzentration an Lipidperoxidationsprodukten
wie Malondialdehyd in Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen erhoéhte (Karajibani et
al., 2009). Auf der Grundlage dieser genannten Beispiele wird deutlich, dass die AOK-
Testsysteme die Kontrolle von oxidativem Stress unterstiitzen kénnen. Hinzu kommt, dass
mittels bestimmter in-vitro-AOK-Werte Zusammenhadnge zwischen dem oxidativen Status
und durch u. a. oxidativen Stress ausgeloste degenerative sowie kardiovaskuldre

Erkrankungen und Krebs festgestellt werden kdnnte.

Die methodisch einfachen TEAC- und DPPH-Methoden werden oftmals, aufgrund der
Verwendung von nicht physiologischen Radikalen, kritisiert. Somit besteht zwischen den
verwendeten synthetischen stabilen Radikalen keine Vergleichbarkeit zu hoch reaktiven
Radikalen, welche in der Lipidperoxidation gebildet werden (Rodriguez-Roque et al., 2014).
AuBerdem werden die AOK-Tests aufgrund der Verwendung von wassrigen oder organischen
Losungsmitteln beanstandet, die keine physiologische Umgebung reprasentieren (Rodriguez-
Roque et al., 2014). Des Weiteren laufen viele Reaktionen zur Bestimmung der AOK oftmals
bei einem nicht physiologischen pH-Wert ab. Der a-TEAC-Test allerdings wird bei einem

physiologischen pH-Wert von 7,4 durchgefiihrt.

Der ORAC-Test wird als physiologisch relevanter betrachtet, da Peroxylradikale in vitro
gemessen werden, welche auch in biologischen Systemen auftreten (Rodriguez-Roque et al.,
2014). In der PCL-Methode werden Superoxidradikale gebildet, welche ebenfalls
physiologisch im Organismus relevant sind. Superoxidradikale entstehen permanent in der
mitochondrialen Atmungskette (Brandt, 2014) und kdnnen zum einen in der Haber-Weiss-
Reaktion in vivo als auch in Gegenwart von Eisen in der Fenton-Reaktion in vivo hochreaktive

Hydroxylradikale bilden (Merk, 1987).
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Mitochondrienmembran
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Abbildung 9: Die Entstehung der ROS in der Atmungskette, modifiziert nach Bieger, 2001 & Rehner et al., 2010.
Die Elektronen-Donatoren NADH und FADH, (aus dem Zitronensdurezyklus) geben ihre Elektronen durch eine
Reihe von Proteinkomplexen, welche in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert sind, stufenweise ab.
0, wird dabei zu H,0 reduziert und Protonen aus der mitochondrialen Matrix herausgepumpt (Bildung eines
Protonengradientens). ATP wird gebildet, sobald Protonen durch einen Enzymkomplex in die Mitochondrien-
matrix zuriickflieBen. Die Komplexe | bis Ill gehdren zur Atmungskette, wahrend im Komplex V die ATP-
Synthese stattfindet. In Komplex | und Komplex Il entsteht der groRRte Teil der ROS. Denn die Umsetzung von
0, zu H,0 findet zu 95 - 98 % statt. Als Nebenprodukte kénnen bei der Ubertragung von Elektronen auf O,

sténdl%ROSgeblldet werden (Bieger, 2001; Rehner et al., 2010).
AT denosintriphosphat; e = Elektron; f:ADH = Flavin-Adenin-Dinukleotid-Dihydrid; H O Wasser; H O =

Wasserstoffperoxid; HO, = Hydroperoxyradlkal, NADPH = Nicotinamid-Adenin- Dlnukleotld Phosphathydrld,
0, = Sauerstoff; OH Hydroxylanion

Der nicht physiologische, basische pH-Wert im PCL-Messsystem, welcher zum
Reaktionsablauf und zur Deprotonierung von Luminol notwendig ist, muss kritisch betrachtet
werden. Vitamin E ist das wichtigste fettlosliche Kettenabbruch-Antioxidans im
menschlichen Blutplasma und schiitzt hauptsachlich gegen Lipidperoxidation in vivo (Burton
et al.,, 1982; Meineri et al.,, 2013). a-Tocopherol ist das physiologisch bedeutsamste
Antioxidans, welches etwa 95 % des gesamten Vitamin-E-Gehaltes im menschlichen
Blutplasma ausmacht (Mdller et al., 2010). Die Konzentration an Vitamin E im Plasma betragt
22-30 umol/l. Dem gegenlber steht die Gesamtkonzentration der wichtigsten Carotinoide
(a-Carotin, B-Carotin, B-Cryptoxanthin, Lutein, Lykopin) mit nicht mehr als 2 pmol/l im

Plasma (Mdller, 2011). Somit ist a-Tocopherol physiologisch das relevanteste lipophile
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Antioxidans im Blutplasma. Im PCL-Test muss eine Mindestkonzentration an Probe vorliegen,
um Ergebnisse fir mehrere Tage zu reproduzieren. a-Tocopherol war mit 75 umol/l im PCL-
Test fir drei Tage sehr gut reproduzierbar. Daher sind auch moderate antioxidative
Ergebnisse fir a-Tocopherol im Plasma durch Aufkonzentrierung wahrend der

Probenvorbereitung zu erwarten.

4.5 Beurteilung der PCL-Methode

Die optimierte PCL-Methode ist ein weiteres in-vitro-Testsystem zur Bestimmung der
lipophilen antioxidativen Wirksamkeit (Summenparameter). Aufgrund unterschiedlicher
Reaktionsmechanismen und verschiedener Extraktionsmittel ist nur eine moderate
Vergleichbarkeit der AOK-Ergebnisse mit anderen bereits etablierten Testmethoden maglich.
Ein Ranking sowie eine allgemeine Einordnung der lipophilen antioxidativen Wirksamkeiten
von Antioxidantien sowie Lebensmitteln sind realisierbar. Weiterhin werden im PCL-Test
synergistische, antagonistische oder additive Wechselwirkungen sowie die Einflisse der
Matrix auf den AOK-Summenparameter bericksichtigt. Die Gehalte an lipophilen
Antioxidantien in den zu untersuchenden Proben sollten allerdings immer parallel mittels
HPLC quantifiziert werden. AuRerdem konnte wie auch in vielen anderen AOK-
Messsystemen ein Verdinnungseffekt beobachtet werden. Die AOK der untersuchten
Proben war konzentrationsabhdngig. Um den sogenannten Verdlinnungseffekt zu

minimieren und vorzubeugen sind weitere Untersuchungen notwendig.

Antioxidantien mit lipophilen Eigenschaften kommen in der Natur in geringeren
Konzentrationen gegenuber hydrophilen Antioxidantien vor. Eine lipophile AOK-
Messmethode muss daher die Anforderung haben, sehr kleine Konzentrationen in Hinblick
auf die Empfindlichkeit zu detektieren. Fir die Bestimmung des lipophilen antioxidativen
Potentials von Antioxidantien mittels optimiertem PCL-Test ist eine Mindestkonzentration
erforderlich. Carotinoide, Tocopherole und Tocotrienole zeigten mit 75 umol/l die geringste
Streuung Uber einen Messzeitraum von drei Tagen. Die Empfindlichkeit und der
Arbeitsbereich des PCL-Systems sind infolgedessen eingeschrankt. Eine erhohte
Reaktionstemperatur (25 °C, 30 °C, 37 °C) konnte die Empfindlichkeit nicht positiv be-
einflussen. Eine hohere Konzentration an Luminol wirde hohere Lumineszenzsignale

ergeben und die Sensitivitdt im PCL-Test moglicherweise steigern. Pogacnik et al. (2012)
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konnten in ihrer Arbeit beobachten, dass eine zu hohe Konzentration an Luminol von bis zu
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2 mmol/l mit einer schlechteren Reproduzierbarkeit verbunden war. Zusatzlich bildete sich
mit steigender Luminolkonzentration ein Niederschlag und die Reproduzierbarkeit der AOK-
Ergebnisse wurde durch einen pH-Wert > 8 beeinflusst (Pogacnik et al., 2012). Die Intensitat
der Luminol-Chemolumineszenz kann allerdings auch von ungebundenen Ubergangs-
metallen in Spurenkonzentrationen beeinflusst werden (Udilova, 1999). In protischen
Losungsmitteln (Wasser, Wasser-Losungsmittelgemische, kurzkettige Alkohole) kdnnen
verschiedene Sauerstoffderivate wie molekularer Sauerstoff, Peroxide und Superoxid-
anionen Luminolderivate durch enzymatische oder mineralische Katalysatoren oxidieren.
Dagegen ist im aprotischen Losungsmittel, wie DMSO, Sauerstoff und eine starke Base fur
die Chemolumineszenz erforderlich. Denn diese Reaktion ist stark von der
Zusammensetzung des Mediums abhangig (Dodeigne et al., 2000). Die Chemolumineszenz
kann durch Metallionen (Fe*, Cu**, Co®), Eisencyanid oder durch einige Metallkomplexe
(Hadmin, Hamoglobin) und Peroxidasen katalysiert werden (Garcia-Campafia et al., 2000),
welche in Lésungsmitteln und Chemikalien nicht auszuschlieen sind. Die Intensitat der
Chemolumineszenz kann somit beeintrachtigt werden und die Nachweisgrenze herabgesetzt

werden (Kazemi et al., 2014).

Um die lipophile AOK mittels PCL-Test zu messen, sind geringe Probenvolumina nétig. Somit
kann der Test eingesetzt werden, wenn geringe Probenmengen vorhanden sind. Trotz
optimiertem Kivetten-PCL-Test kann nach wie vor nur eine Messung pro Messzeit durch-
gefiihrt werden. Bei einer hohen Probenzahl ist die Untersuchung daher mit einem nicht
unerheblichen zeitlichen Aufwand verbunden. Fir eine schnelle Messung hoher
Probenzahlen sollte der PCL-Kivetten-Test auf eine Mikrotiterplatten-Methode Uibertragen

werden.

Um die Betrage einzelner Antioxidantien an der AOK im Summenparameter zu kennen,
werden HPLC-Methoden mit Messprinzipien zur Bestimmung der AOK gekoppelt.
Chromatografisch aufgetrennte Einzelkomponenten werden in einer Nachsdulen-
derivatisierung mit DPPH-Radikalen (DPPH-Test) und ABTS-Radikalkationen (TEAC-Test)
versetzt (Karacelik et al., 2015; Xin et al., 2014; Yan et al., 2014). Die AOA von einzelnen
Antioxidantien in einer komplexen Probe kann entsprechend der Gesamt-AOK zugeordnet
werden. Einige Wissenschaftler koppelten bereits die HPLC mit der luminolbasierenden

Chemolumineszenz, um die antioxidativen Fahigkeiten von hydrophilen Einzelverbindungen
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zu detektieren (Dapkevicius et al.,, 1998; Ogawa et al., 1999). Die PCL-Methode zur

Bestimmung der lipophilen AOK musste auch online mit der HPLC gekoppelt werden, so dass

die gesamte lipophile antioxidative Wirksamkeit auf die einzelnen Antioxidantien

zurtickgefuhrt werden kann (Abbildung 10).
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Abbildung 10: online-HPLC-Chemolumineszenzdetektion, modifiziert nach Dapkevicius et al., 1999.
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5 Zusammenfassung

Laut statistischem Bundesamt waren im Jahr 2013 Herz-Kreislauf-Erkrankungen (40 %) die
haufigste Todesursache in Deutschland, gefolgt von Krebs-Erkrankungen (25 %). Diese
Erkrankungen sowie neurodegenerative Erkrankungen, Entziindungen, Allergien, aber auch
Diabetes mellitus sowie auch Alterungsprozesse per se werden moglicherweise durch
oxidativen Stress beglinstigt und verursacht. Der oxidative Stress wird, durch das gestorte
Gleichgewicht zwischen Oxidantien, wie beispielsweise reaktive Sauerstoffspezies (ROS), und
Antioxidantien hervorgerufen und kann zellulare Molekiile wie Proteine, Lipide und DNA
oxidativ schadigen. Die Produktion von ROS erfolgt u. a. durch metabolische Reaktionen, wie
in der mitochondrialen Zellatmung. Antioxidantien kénnen endogen (z. B. Superoxid-
dismutase, Glutathion) vorliegen oder exogen Uber die Nahrung (Obst, Gemuse, Nisse,
Getreide) aufgenommen werden. Antioxidativ wirksame Substanzen wie beispielsweise
hydrophile phenolische Verbindungen (Phenolsduren, Lignane, Phytinsdure) oder lipophile
Antioxidantien (Carotinoide, Vitamin E) konnen protektiv gegen die o. g. Erkrankungen
wirken, in dem sie als Radikalfanger, Reduktionsmittel, Kettenabbrecher oder als Singulett-
Sauerstoff-Quencher fungieren. In Hinblick auf die Pravention von Erkrankungen und die
Erhaltung der Gesundheit sind Antioxidantien in Form von Lebensmitteln oder
Supplementen von entscheidender Bedeutung, da sie mit der Reduktion des oxidativen

Stresses im Organismus assoziiert werden.

Zahlreiche in-vitro-Testmethoden wurden bereits zur Beurteilung der antioxidativen
Wirksamkeiten von sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen, Lebensmitteln und dem oxidativem
Status im Organismus (Plasma, Gewebe) etabliert. Antioxidative Testsysteme
(Gesamtphenol-Test nach Folin-Ciocalteu, ORAC, FRAP) sind insbesondere fiir hydrophile
Antioxidantien, wie Vitamin C und Polyphenole, geeignet. Daneben existieren allerdings nur
wenige Methoden zur Bestimmung lipophiler Substanzen, wie beispielsweise Vitamin E und

Carotinoide.

Daher befasste sich die vorliegende Dissertation mit folgenden Zielstellungen:

e Anwendung einer optimierten Photochemolumineszenz (PCL)-Methode in einem
Kivettensystem zur Bestimmung der lipophilen antioxidativen Aktivitditen von
verschiedenen lipophilen Substanzen wie Carotinoide (Xanthophylle, Carotine) und

Vitamin E (Tocopherole, Tocotrienole).
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e Beurteilung der Struktur-Wirkungsbeziehungen der untersuchten lipophilen Substanzen
in  Abhdngigkeit von funktionellen Gruppen und Linge des konjugierten
Doppelbindungssystems.

e Ermittlung von lipophilen antioxidativen Kapazitditen ausgewadhlter Lebensmittel
(Pflanzendle, Tomaten, Tomatenprodukte, Weizensorten, Weizenprodukt, Milch und
Sahne) mittels PCL-Methode und vergleichend mittels a-TEAC-Test.

e Untersuchungen zum Einfluss von Wechselwirkungen zwischen Antioxidantien und der
Lebensmittelmatrix mittels PCL-Test sowie die Vergleichbarkeit mit dem bereits

etablierten o-TEAC-Test.

Im Rahmen dieser Arbeit zeigten sich deutliche Unterschiede hinsichtlich der antioxidativen
Aktivitaten der a-, B-, y- und &-Isomere der Tocopherole und Tocotrienole im PCL-Test. Die
antioxidative Aktivitait nahm von a- zu 6-Tocopherol sowie von a- zu 6-Tocotrienol mit
geringerer Anzahl der Methylgruppen ab. Der Methylierungsgrad und die Position der
Methylgruppen am Chromanring waren fir die antioxidativen Aktivitaten von Tocopherolen
und Tocotrienolen von entscheidender Bedeutung. a-Tocotrienol zeigte eine signifikant
héhere antioxidative Wirkung gegeniiber physiologisch relevanten Superoxidradikal-Anionen
im Vergleich zu a-Tocopherol. Der Einfluss der Seitenkette der Vitamin-E-Formen auf die

antioxidative Wirkung wird immer noch kontrovers diskutiert.

Innerhalb der Carotinoide zeigte Neurosporen (Carotin) die signifikant hochste, antioxidative
Aktivitat gefolgt von Astaxanthin und Antheraxanthin (Xanthophylle). Die antioxidative
Aktivitat der Carotine nahm mit Anzahl der konjugierten Doppelbindungen in der
Polyenkette zu, mit Ausnahme von Lykopin. Innerhalb der Xanthophylle waren die
antioxidativen Eigenschaften ebenso sowohl von der Linge des konjugierten-
Doppelbindungssystems als auch von Anzahl und Position der Substituenten bzw.

funktionellen Gruppen abhangig.

Weiterhin ist zusammenfassend zu sagen, dass die PCL-Methode filir geringere
Konzentrationen nicht sensitiv genug war und der Konzentrationsbereich weiter optimiert
werden muss. Da nach wie vor nur eine Messung pro Messzeit durchgefihrt werden kann,
sollte fir eine schnelle Messung hoher Probenzahlen der PCL-Klvetten-Test auf eine

Mikrotiterplatten-Methode ibertragen werden.
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Die lipophilen antioxidativen Kapazitaten von verschiedenen Lebensmittelproduktklassen im
PCL-Test konnten nicht allein auf die Gehalte von Carotinoiden und Vitamin E zurlickgefihrt
werden. Nichtdetektierte antioxidativ wirksame Substanzen wie beispielsweise Vitamin A
und auch Maillard-Reaktions-Produkte kénnten einen Einfluss auf die Bestimmung der
lipophilen antioxidativen Kapazitdt haben. Krauter und Gewdlrze koénnten die Ergebnisse

ebenso beeinflussen.

Im a-TEAC-Test konnte im Gegensatz zum PCL-Test eine signifikante Korrelation zwischen
der antioxidativen Kapazitdit der Tomatenproben und dem Carotinoid-Gehalt festgestellt
werden. Dadurch kann auf eine Abhangigkeit vom Extraktionsmittel (a-TEAC: n-Hexan, PCL:
MeOH/THF (50/50, v/v) geschlussfolgert werden. Die Mitextraktion von weiteren
hydrophilen Verbindungen im PCL-Test ist nicht auszuschlieBen. Die ermittelten Ergebnisse
der lipophilen antioxidativen Kapazitaten von Pflanzenélen im PCL-Test und im a-TEAC-Test
zeigten, dass Vitamin E nicht das alleinige Hauptantioxidans ist. Phytosterole, welche in
Pflanzendlen und Weizen enthalten sind, kénnen das lipophile antioxidative Potential
beeinflussen. Des Weiteren konnte ein Verdinnungseffekt in der Bestimmung der
antioxidativen Kapazitat mittels PCL-Test und a-TEAC-Test festgestellt werden, d. h. die
Ergebnisse waren von der eingesetzten Probenkonzentration bzw. Verdiinnung abhangig.

Derzeit sind die Ursachen fir diesen konzentrationsabhangigen Effekt noch nicht bekannt.

Differenzen zwischen den Ergebnissen der antioxidativen Kapazitdten und den Gehalten an
Vitamin E und Carotinoiden lieBen Wechselwirkungen zwischen den Antioxidantien
vermuten. Diese konnten in einem Zwei-Komponentengemisch aus a-Tocopherol, Lykopin,
B-Carotin und Lutein unterschiedlicher molarer Mischungsverhaltnisse (1:1, 2:1, 1:2) im PCL-
Test sowie im a-TEAC-Test bestatigt werden. Im PCL-Test wirkten diese Antioxidantien in
Mischungen effektiver als ihre Einzelverbindungen, aber auch antagonistisch. Dagegen

zeigten alle Kombinationen der o. g. Verbindungen im a-TEAC antagonistische Effekte.

Weiterhin kann zusammengefasst werden, dass der Einfluss von Lebensmittelmatrizes in den
PCL- und a-TEAC-Testsystemen zur Bestimmung der lipophilen antioxidativen Kapazitdat vom
Extraktionsmittel abhangig war, wie am Beispiel von Glucose, Fructose, Saccharose und
|6slicher Starke gezeigt werden konnte. Je besser die Loslichkeit im Extraktionsmittel und je
geringer die Konzentration an Zuckermatrix war, desto gréf3er war die lipophile antioxidative

Kapazitdt und damit der Einfluss der Matrix auf die Ergebnisse. Somit kann geschlussfolgert
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werden, dass die Polaritat des Extraktionsmittels einen erheblichen Einfluss auf die lipophile
antioxidative Kapazitat haben kann. Dadurch kdénnen antioxidativ wirksame Matrix-
bestandteile mit extrahiert werden und die lipophile antioxidative Kapazitat beeinflussen.
Des Weiteren zeigte ein Vier-Komponentengemisch der Zucker synergistische Effekte. So
wurde gezeigt, dass Zuckermatrizes moglicherweise durch die vorhandenen OH-Gruppen
miteinander wechselwirken kénnen. Jedoch interagieren Zucker nicht mit Antioxidantien
(a-Tocopherol, Lykopin), mit Ausnahme des methanolischen Fructose-Extraktes, welcher mit

a-Tocopherol synergistisch wechselwirkte.

Bisher existiert keine universelle, standardisierte Methode, um die antioxidative Kapazitat zu
erfassen. Daher ist die Vergleichbarkeit der antioxidativen Kapazitdaten problematisch, da die
Methoden auf unterschiedlichen Reaktionsmechanismen, pH-Abhdngigkeiten sowie
Losungsmitteln basieren. Dennoch geben diese Ergebnisse erste Vorstellungen Uber die

antioxidativen Wirksamkeiten von bioaktiven Pflanzenstoffen und Lebensmitteln.

Antioxidantien liegen in Lebensmitteln in verschiedenen Zusammensetzungen vor. Eine
getrennte Untersuchung jedes einzelnen Antioxidans ist ineffizient ohne das Verstandnis fir
die moglicherweise vorhandenen synergistischen bzw. antagonistischen Wechselwirkungen
zwischen den Antioxidantien und der Lebensmittelmatrix. Zukiinftige Untersuchungen
sollten den Einfluss der Interaktionen zwischen Antioxidantien auf Resorption und

Metabolisierung u. a. durch in-vitro-Verdauungsexperimente prifen.
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6 Summary

In Germany, most common causes of death in 2013 were cardiovascular diseases (40%) and
cancer (25%). Oxidative stress enhances the generation of these diseases as well as
neurodegenerative diseases, inflammation, allergy, diabetes mellitus and aging. The term
“oxidative stress” defines the imbalance between oxidants, such as reactive oxygen species
(ROS), and antioxidants and can damage cellular molecules such as proteins, lipids and DNA.
Reactive oxygen species are produced in metabolic reactions for example during cell
respiration. There are endogen (superoxide dismutase, glutathione) and exogen sources
(fruits, vegetables, nuts, corn) of antioxidants. Antioxidants such as hydrophilic phenolic
compounds (phenolic acids, lignans, phytic acid) or lipophilic antioxidants (e.g. carotenoids,
vitamin E) may have protective effects against the mentioned diseases. They can react as
scavengers, reducing agents, chain breaking or as singlet oxygen quenchers. The antioxidants
(foods or supplements) are associated with the reduction of oxidative stress and might be

effective in maintaining health and prevention of diseases.

Numerous established in vitro methods exist for the estimation of the antioxidant capacity in
plants, foods and the oxidative status in organisms. They are particularly suitable for
hydrophilic antioxidants (total phenolic assay, ORAC, FRAP). But, methods are rarely for the

determination of lipophilic substances such as vitamin E and carotenoids.

Therefore, the aims of this study were:

e Application of an optimized photochemiluminescence (PCL) method in a cuvette system
to determine the lipophilic antioxidant activities of different lipophilic substances such
as carotenoids (xanthophylls, carotenes) and vitamin E (tocopherols, tocotrienols).

e Estimation of the structure-activity relationship of the lipophilic substances depending
on functional groups and length of chain conjugated double bonds.

e Use of the PCL method to determine the lipophilic antioxidant capacity of selected foods
(vegetable oil, tomatoes, tomato products, wheat, wheat products, milk and cream) and
comparison to a-TEAC assay results.

e Investigation of the effects of interactions between antioxidants and matrix components

using PCL assay and a-TEAC assay.
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In this study significant differences were shown for the antioxidant activities of a-, B-, y- and
6-isomers of tocopherols and tocotrienols measured by the PCL-method. The antioxidant
activity decreased from a- to 6-tocopherol and from a- to 6-tocotrienol with reduced
number of methyl groups. The degree of methylation and the position of methyl groups in
the chroman ring influenced the antioxidant activity of vitamin E forms. a-Tocotrienol
showed significant higher antioxidant activity against physiologically relevant superoxide
radical anions as a-tocopherol. The influence of the side chain of vitamin E forms to the

antioxidant activity is discussed controversially.

In summary, the determination of the antioxidant activity of carotenoids showed the
significant highest antioxidant activity for neurosporene (carotene) followed by astaxanthin
and antheraxanthin (xanthophylls). The antioxidant activity of the carotenes increased with
the number of conjugated double bonds in the polyene chain, except lycopene. Within
xanthophylls, the antioxidative activity depended on the number of conjugated double

bonds as well as on the position of the substitutes or functional groups.

Furthermore, the PCL method was not sensitive enough for lower concentrations, thus the
concentration range has to be further optimized. In the PCL-cuvette-method, only one
measurement per test time can be performed. For a high number of samples and a short

measurement time, the cuvette-assay should be transferred to a microwell plate.

The lipophilic antioxidant capacity of different food extracts in the PCL assay can not be
explained by the contents of carotenoids and vitamin E. Not detected antioxidants, for
example vitamin A as well as herbs, spices or Maillard reaction products, might have an
influence on the determination of lipophilic antioxidant capacity. In contrast, there was a
significant correlation between the antioxidant capacity of tomato samples in the a-TEAC
assay and the contents of carotenoids. The antioxidant capacity depended on the extraction
solvent (a-TEAC: n-hexane, PCL: MeOH/THF (50/50, v/v)). The co-extraction of hydrophilic
compounds in the PCL assay was possible. Vitamin E forms were not the main antioxidants in
the vegetable oils measured by PCL- and a-TEAC assay. Phytosterols, which are included in
vegetable oils and wheat, might have an influence on the lipophilic antioxidant capacity. In
addition, a dilution effect was observed in the PCL assay and in the a-TEAC assay. The results

of the antioxidant capacity were dependent on the sample concentrations used.
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Summary

Interactions between antioxidants are probably a reason of the differences between the
results of antioxidant capacity and the contents of vitamin E and carotenoids. A two-
compound mixture of each a-tocopherol, lycopene, B-carotene and lutein in different molar
ratios (1:1, 1:2, 2:1) measured by PCL assay and a-TEAC assay confirmed the interaction
effects. In PCL assay, on the one hand antioxidants can be more effective in mixtures than as
individual compounds, but on the other hand they can act antagonistically. In contrast, all

combinations of antioxidants showed antagonistic effects in the a-TEAC assay.

In summary, the influence of matrix compounds (glucose, fructose, sucrose and soluble
starch) on the lipophilic antioxidant capacity measured by PCL assay and o-TEAC assay
depended on the extraction solvent. The better the solubility in the extraction solvent and
the lower the concentration of sugar were, the higher was the lipophilic antioxidant capacity
and thus the influence. A four-compound mixture of sugars showed synergistic effects. The
sugar samples did not interact with antioxidants (a-tocopherol, lycopene), with the
exception of methanolic fructose extracts, which showed synergistic effects with a-
tocopherol. In conclusion, the polarity of the extraction solvent and the extracted matrix

components significantly influenced the lipophilic antioxidant capacity.

Until now, no universal standard method exists to determine the antioxidant capacity.
Therefore, the comparison of the antioxidant capacity results is difficult, because the
methods are based on different reactions mechanisms, pH-dependency and solvents. But,

the results give a first idea of the antioxidant potential of bioactive compounds and food.

Antioxidants in foods occur in different compositions. Without a complete knowledge of
synergistic and antagonistic interactions between antioxidants and the food matrix, a
separate analysis of each individual antioxidant is inefficient. Further investigations on the

influence of interactions between antioxidants on absorption and metabolism are necessary.
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