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1 Einleitung und Zielsetzung

In den letzten Jahrzehnten hat die Haufigkeit von degenerativen Erkrankungen stetig zuge-
nommen. Krebs und Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind in Europa und in anderen In-
dustrielandern die héufigste Todesursache beim Menschen. Die Rolle der Erndhrung bei
der Pravention dieser Erkrankungen steht im Mittelpunkt zahlreicher Untersuchungen.
Epidemiologischen Studien belegen einen Zusammenhang zwischen dem hiufigen Verzehr
von Obst und Gemiise und dem verringerten Auftreten bestimmter degenerativer Erkran-
kungen. Tomaten sind neben Kartoffeln das am hiufigsten verzehrte Gemiise in Europa
und machen in Deutschland etwa 22 % des Gesamtgemiiseverzehrs aus. Sie enthalten ne-
ben verschiedenen Vitaminen und Mineralstoffen auch eine Vielzahl von sekundiren
Pflanzenstoffen, wie beispielsweise Carotinoide und Polyphenole. Verschiedene epide-
miologische Studien deuten darauf hin, dass auch der Verzehr von Tomaten und Tomaten-
produkten organspezifische, chemopridventive Effekte auf einige Krebsarten und auf
kardiovaskuldre Erkrankungen hat. Obwohl die Mechanismen der protektiven Wirkungen
bis heute nicht eindeutig geklart sind, gibt es zahlreiche Hinweise darauf, dass ein Teil der

Effekte dem Lycopin zuzuschreiben ist.

Lycopin ist ein azyklisches Carotinoid, welches nur in wenigen Lebensmitteln zu finden
ist. Die Hauptlycopinquellen des Menschen sind Tomaten und Tomatenprodukte. Aber
auch Wassermelonen, Guaven, Papayas, Sanddorn und Hagebutten enthalten den roten
Farbstoff. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die Ermittlung der Gehalte an Carotinoi-
den, speziell an Lycopin und seinen Isomeren, sowie an anderen relevanten antioxidativen

Inhaltsstoffen (Vitamin C, Vitamin E) in verschiedenen Lebensmitteln.

Um seine biologische Wirkung entfalten zu konnen, muss Lycopin in den Korper aufge-
nommen werden. Die Bioverfiigbarkeit von Lycopin wurde in verschiedenen Human-In-
terventionsstudien untersucht. Ziel dieser Studien war zum einen, die Lycopinaufnahmen
aus verschiedenen Lebensmitteln miteinander zu vergleichen. Der zweite Schwerpunkt lag
in der Untersuchung der Lycopin-Isomerenmuster in den verzehrten Lebensmitteln und im
Plasma der Probanden. Lycopin liegt in Pflanzen hauptsichlich in der (all-E)-Konfigu-
ration vor, wogegen im menschlichen Plasma und Gewebe eine hohe Anzahl von verschie-

denen (Z)-Lycopinisomeren zu finden sind. Die beobachteten Anderungen der Isomeren-
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muster im Plasma lieferten neue Erkenntnisse zur Metabolisierung, speziell zur Isomerisie-

rung, von Lycopin im Korper.

Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit lag in der Aufkldrung der Struktur von ausgewihlten
Lycopinisomeren, welche auch in Lebensmitteln und im menschlichen Korper zu finden
sind. Von diesen Isomeren wurde aullerdem die antioxidative Kapazitit mit zwei un-
terschiedlichen in-vitro-Methoden bestimmt. Ausgangspunkt dieser Untersuchungen war,
dass aufgrund von Daten aus epidemiologischen Studien, Tierstudien und Zellversuchen
die antioxidative Aktivitdt von Lycopin als einer der Wirkmechanismen in der Krankheits-
pravention angesehen wird. Zusitzlich dazu zeigt Lycopin einen Effekt auf die Zell-Zell-
Kommunikation, auf die Aktivierung von Phase-II-Enzymen, auf die Inhibierung des Tu-
morzellwachstums etc.. Die genauen Mechanismen, auf welchen die biologischen Wirkun-
gen des Lycopins beruhen, sind bis heute noch nicht vollstindig geklért und bediirfen wei-

terer intensiver Untersuchungen.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Allgemeine Aussagen zu der Stoffklasse der Carotinoide

Carotinoide sind eine in der Natur weit verbreitete Farbstoffklasse. Uber 700 verschiedene
Carotinoide konnten bis heute aus natiirlichen Quellen isoliert und charakterisiert werden
(Britton et al., 2004). Jedoch sind nur etwa 50 dieser Verbindungen in der menschlichen
Nahrung zu finden sind (Nguyen & Schwartz, 1999). Carotinoide konnen ausschlieflich
von hoheren Pflanzen, Bakterien, Algen und Pilzen synthetisiert werden. Vom menschli-
chen und tierischen Organismus werden sie ausschlieBlich tiber die Nahrung aufgenom-
men. Die wichtigsten Nahrungsquellen fiir Carotinoide sind intensiv rot und gelb gefirbte
Obst- und Gemiisesorten sowie dunkelgriines Blattgemiise. Oftmals wird die Farbe der Ca-
rotinoide vom Griin des Chlorophylls iiberdeckt. Dieser Zusammenhang ist besonders im
Herbst zu beobachten, wenn kein Chlorophyll mehr gebildet wird und die typische Herbst-

farbung durch die Carotinoide eintritt.

Die Hauptaufgaben von Carotinoiden in der Natur sind neben der Farbgebung auch der
Schutz von Zellen vor photooxidativen Schidden sowie die Wirkung als lichtabsorbierender
Farbstoff in der Photosynthese (Demmig-Adams et al., 1996). Einige Nahrungscarotinoide
konnen auflerdem im Korper von Mensch und Tier in Retinol umgewandelt werden und
somit zur Vitamin-A-Versorgung beitragen. Voraussetzung fiir die Provitamin-A-Wirk-
samkeit ist, dass mindestens ein B-Ionon-Ring und das Polyensystem von Retinol vorhan-
den ist. Etwa 60 Vitamin-A-aktive Carotinoide sind bisher bekannt, von denen jedoch nur
ein sehr geringer Teil (z. B. o, B-, y-Carotin) eine Rolle in der menschlichen Erndhrung

spielt (Elmadfa & Leitzmann, 1998).

Carotinoide sind Tetraterpene, die aus acht Isopreneinheiten aufgebaut sind. Die Biosyn-
these der Carotinoide (sieche Abbildung 1) geht vom Isopentenyldiphosphat (IDP) und sei-
nem Isomer dem Dimethylallyldiphosphat aus. Mit Hilfe von Prenyltransferase wird aus
diesen beiden Verbindungen Geranyldiphosphat und durch weitere Reaktion mit IDP Far-
nesyl- und Geranylgeranyldiphosphat (GGDP) gebildet. Durch eine ,,Schwanz-zu-
Schwanz‘“-Kondensation zweier GGDP-Molekiile mittels Phytoensynthetasen entsteht das
Tetraterpen Phytoen. Uber vier durch Phytoen- bzw. &-Carotindesaturasen vermittelte De-

hydrierungsreaktionen, bei denen jeweils zwei Wasserstoffatome entfernt werden und so-
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mit das konjugierte Doppelbindungssystem um jeweils zwei Doppelbindungen erweitert
wird, entstehen Phytofluen, {-Carotin, Neurosporin und letztendlich das Lycopin. Die
Engruppen des Neurosporens bzw. des Lycopins, welche eine zentrale Rolle im Biosynthe-
seweg von Carotinoiden einnehmen, konnen mittels Cyclasen zu Ringstrukturen modifi-
ziert werden. Dabei konnen monocylische (3-Carotin, y-Carotin) oder dicyclische Caroti-
noide (o-Carotin, B-Carotin, e-Carotin) entstehen sowie auch Ringstrukturen, welche mit
Oxogruppen substituiert sind (Shi & Le Maguer, 2000; Bramley, 2002; Park et al., 2002;
Lewinsohn et al., 2005).

Die Carotinoide werden in zwei Hauptgruppen eingeteilt. Die erste Gruppe sind die Ca-
rotine, welche ausschlieBlich aus Kohlenstoff und Wasserstoff bestehen. Zu den Vertretern
der Carotine zihlen beispielsweise a-Carotin, B-Carotin und Lycopin. Die zweite Gruppe
bilden die Xanthophylle (Oxocarotinoide), welche ein oder mehrere Sauerstoffatome in
Form von Hydroxyl-, Epoxy-, Aldehyd- oder Ketogruppen enthalten. Zu den Xantho-

phyllen sind beispielsweise Lutein, Zeaxanthin und Canthaxanthin zuzuordnen.

Die Bezeichnung der Carotinoide erfolgt iiblicherweise mittels eines Trivialnamens, wel-
cher sich in den meisten Fillen von der biologischen Quelle ableitet, aus denen die Ver-
bindung erstmalig isoliert wurde. Eine weitere Bezeichnungsmoglichkeit ist der [IUPAC-
Name, welcher von der International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) und
der International Union of Biochemistry (IUB) entwickelt wurde. Der IUPAC-Name be-
schreibt die vollstiandige Struktur eines Carotinoids, inklusive der Stereochemie (Britton et

al., 2004).

Aufgrund ihrer langen Kohlenstoffketten sind Carotinoide sehr unpolare Verbindungen
und demzufolge nicht bzw. nur sehr gering in Wasser aber gut in Lipiden und unpolaren
Losungsmitteln wie z. B. Hexan oder Toluol 16slich. Die Lipophilitit ist bei den Carotinen
starker ausgeprégt als bei den Xanthophyllen. Durch ihre Polaritiit sind Carotinoide in den
hydrophoben Kompartimenten von Zellen, wie beispielsweise den Inneren von Zell-
menbranen, zu finden. Die Bindung an Proteine ermoglicht den Carotinoiden jedoch, auch

in wissrigen Umgebungen zu existieren (Britton, 1995).
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Abbildung 1: Biosynthese von Carotinoiden

2.2 Lycopin

Lycopin wurde erstmals 1873 von Hartsen et al. aus den Beeren einer Giftpflanze mit dem
Namen Schmerzwurz (Tamus communis L.) als rote Kristalline Substanz isoliert. Zwei

Jahre spiter (1875) stellte Millardet er al. Extrakte aus Tomaten her, welche hohe Mengen
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an Lycopin enthielten. Jedoch gab Schunk erst 1903 der roten Verbindung den Namen Ly-
copin, nachdem er beobachtet hatte, dass der aus Tomaten erhaltene Farbstoff ein anderes

Absorptionsspektrum zeigte als die Carotine der Karotten (Nguyen & Schwartz, 1999).

2.2.1 Chemische Struktur

Lycopin (IUPAC-Name: W,W-Carotin) ist eine symmetrische, offenkettige, ungesittigte
Kohlenwasserstoffverbindung, welche aus 40 Kohlenstoffatomen und 56 Wasserstoffato-
men besteht und demzufolge der Gruppe der Carotine zuzuordnen ist. Die Strukturformel
wurde 1932 von Karree und kurze Zeit spiter auch von Kuhn und Grundmann erstmalig
beschrieben (Reich et al., 1960). Die Polyenkette ist linear angeordnet und hat keine Ring-
strukturen. Das Lycopinmolekiil besitzt insgesamt 13 Doppelbindungen, von denen im

Chromophor 11 Doppelbindungen konjugiert vorliegen (Abbildung 2).

Abbildung 2: Strukturformel von (all-E)-Lycopin (die stereochemisch effektiven Doppelbindun-
gen sind mit * gekennzeichnet)

Aufgrund der im Molekiil vorkommenden Doppelbindungen ist die freie Drehbarkeit der
Substituenten um die Kohlenstoff-Kohlenstoff-Achse beim Lycopin eingeschriankt und das
Phanomen der cis-trans-Isomerie zu beobachten. Prinzipiell kann jede Doppelbindung der
Polyenkette durch 180°-Rotation um die Doppelbindungen in zwei Konfigurationen (trans-
und cis-Konfiguration) vorliegen (Abbildung 3). Nachfolgend wird die all-trans-
Konfiguration mit (all-E) und die cis-Konfigurationen mit (Z) bezeichnet. Aufgrund der
hohen Doppelbindungsanzahl konnen die Carotinoide zusitzlich zur (all-E)-Form in sehr
vielen verschiedenen mono- und poly-(Z)-Konfigurationen auftreten. Die Anwesenheit von
(Z)-Doppelbindungen fiihrt zu sterischen Hinderungen zwischen benachbarten Wasser-
stoffatomen und/oder Methylgruppen, so dass die cis-Isomere prinzipiell thermodynamisch
instabiler sind als die all-trans-Form. Einige der Doppelbindungen im Molekiil sind jedoch
in der nicht-planaren ,,twisted“-Konformation aufgrund der stirkeren Hinderung zwischen

Wasserstoff und Methylgruppe im Vergleich zu zwei Wasserstoffatomen (sieche Abbildung
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4) als ,stereochemisch inaktiv* anzusehen. Isomere, die solche sterisch gehinderten
Doppelbindungen enthalten, sind extrem instabil und deshalb in der Natur kaum zu finden
(Britton, 1995). Kalkulationen der relativen sterischen Energie (AEs) von verschiedenen
mono-(Z)-Isomeren im Vergleich zu (all-E)-Lycopin bestitigen diese Unterschiede zwi-
schen den Lycopinisomeren. Bei dreifach substitutierten Doppelbindungen (d. h. fiir (5Z)-,
(9Z)- und (13Z)-Lycopin) sind bei der Umwandlung in die (Z)-Konfiguration keine bzw.
nur geringe sterische Behinderungen zu beobachten (AEs < 1 kcal/mol). Im Gegensatz
dazu fithren die Wechselwirkungen zwischen Methylgruppe und Wasserstoffatom bei
zweifach substituierten Doppelbindungen (d. h. fiir (7Z)- und (1/1Z)-Lycopin) zu erhebli-
chen sterischen Hinderungen (AEg: 3-4 kcal/mol) (Miiller et al., 1997).

A
H CH—R: H R )
cC——¢C c——C
Ri—HC Rs Ri—HC CH—R>
trans bzw. (E) cis bzw. (Z)

Abbildung 3: cis-trans-Isomerie an Doppelbin-

d Abbildung 4: A) Sterisch  ungehinderte
ungen

und B) sterisch gehinderte Doppelbin-
dungen in der cis-Konfiguration

Theoretisch kann Lycopin aufgrund seiner 11 konjugierten Doppelbindungen in 2048 (2'")
verschiedenen konfigurationsisomeren Formen vorliegen. Von diesen 11 Doppelbindungen
sind jedoch aus den vorher beschriebenen Griinden nur 7 als ,,stereochemisch effektive*
Doppelbindungen (n) anzusehen (siche Abbildung 2). Zur Ermittlung der Isomerenanzahl
ist weiterhin von Bedeutung, dass Lycopin ein strukturell und stereochemisch symmetri-
sches Chromophor ist. Nach Zechmeister ldsst sich die Anzahl der strukturell begiinstigten
Isomere (N) bei symmetrischen Ketten und ungerader Anzahl effektiver Doppelbindungen
folgendermassen berechnen: N = 22 (22 L 1) Fiir Lycopin (n = 7) ergibt sich dem-
zufolge eine [somerenanzahl von 72 (Zechmeister, 1944). Diese 72 strukturell bevorzugten

Stereoisomere des Lycopins sind in Tabelle 1 zusammengestellt.
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Tabelle 1: Zusammenstellung der 72 strukturell bevorzugten Stereoisomere des Lycopins

all-trans mono-cis di-cis tri-cis
1 Isomer 4 Isomere 12 Isomere 19 Isomere
(all-E) (5Z) (52,97) (52,97,137)
(9Z) (52,137) (52,97,157)
(137) (57,157) (52,92,5°7)
(157) (52,13°Z) (52,92,9°7)
(52,9°7) (52,92,13Z)
(5,57) (572,137,157)
(97,137) (572,132,5°7Z)
(92,157) (5Z,132,9°7)
(92,13°Z) (5Z,132,13°Z)
(92,9°7) (5Z,152,5°7Z)
(137,157) (5Z,152,9°7)
(1372,137) (5Z,15Z,13°Z)
(52,9°72,13°Z)
(97,137,157)
(92,132,9°Z)
(92,137,13°Z)
(92,152,9°Z)
(92,157,13°Z)
(137,157,13°7)
tetra-cis penta-cis hexa-cis hepta-cis
19 Isomere 12 Isomere 4 Isomere 1 Isomer
(52,97,137,15Z) (52,92,137,152,5Z) |(5Z,92,13Z,157,5°2,9°Z) (52,92,137,1572,5°2,9 7,13 °Z)

(52,92,132,5°Z)
(52,92,132,9°Z)
(52,92,13Z,13°Z)
(52,92,152,5°7)
(52,92,152,9°7)
(52,92,152,13°Z)
(52,92,52,9°7)
(52,92,5°7,13°Z)
(52,92,9°7,13°Z)
(52,13Z,152,5°Z)
(52,132,152,9°Z)
(52,132,15Z,13°Z)
(52,132,5°2,13°Z)
(52,132,9°Z,13°Z)
(52,152,9°2,13°7)
(92,132,152,9°7)
(92,137,157,13°Z)
(92,132,9°Z,13°7)

(52,92,132,152,9°Z)
(52,92,132,15Z,13°Z)
(52,92,132,5°2,9°Z)
(52,92,132,5°7,13°Z)
(52,92,132,9°7,13°Z)
(52,92,152,5°2,9°7)
(52,92,152,9°7,13°Z)
(52,132,152,5°7,9°Z)
(52,132,152,5°7,15°Z)
(52,132,152,9°Z,15°Z)
(92,132,152,9°Z,13°Z)

(52,9Z,137,152,5°Z,13Z)
(52,92,137,152,9°Z,13 Z)
(52,92,132,52,9°Z,13°Z)

Die Bildungswege der (Z)-Lycopinisomere sind bis heute noch kaum geklért. In Pflanzen
erfolgen die Umwandlungsprozesse teilweise mit Hilfe von Enzymen. Beispielsweise wird
das von Tangerine-Tomaten bekannte (7Z,9Z,7°Z,9 Z)-Lycopin (Prolycopin) durch eine
spezifische Prolycopin-Isomerase (CrtISO) zu (all-E)-Lycopin umgewandelt. Dagegen
scheint die Bildung von (5Z)-, (9Z)- und (13Z)-Lycopin in Pflanzen durch nicht-enzymati-
sche Isomerisierungsreaktionen aus (all-E)-Lycopin zu erfolgen (Breitenbach et al., 1999;

Giuliano et al., 2002; Breitenbach & Sandmann, 2005). Lee und Chen vermuteten aul3er-
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dem, dass mono-(Z)-Isomere durch Umwandlungen von (all-E)-Lycopin entstehen und aus
diesen mono-(Z)-Isomeren dann di-(Z)-Isomere und in weiteren Schritten die poly-(Z)-

Isomere gebildet werden (Lee & Chen, 2001).

2.2.2  Strukturcharakterisierung einzelner Lycopinisomere

Abgesehen von wenigen Ausnahmen, liegt Lycopin in Pflanzen hauptsichlich als (all-E)-
Lycopin vor, welches thermodynamisch am stabilsten ist. In einigen wenigen Pflanzen
kommt Lycopin jedoch auch in hohen Anteilen in der (Z)-Konfiguration vor. Beispiels-
weise ist Lycopin in Tangerine-Tomaten, einer Tomatensorte mit gelb-orangen Friichten,
tiber 90 % in der tetra-cis-Form (7Z,97,7 Z,9 'Z)-Lycopin (Prolycopin) zu finden (Isaacson
et al., 2002; Lewinsohn et al., 2005). Auch eine bestimmte Aprikosenspezies (Prumus
armeniaca L.) zeigt ein auffilliges Lycopinisomerenmuster. Etwa 53 % des enthaltenen
Lycopingehaltes liegt als (7Z,9Z)-Lycopin und nur 8 % als (all-E)-Lycopin vor (Schierle et
al., 1997). In Proben von Tier (Boileau et al., 2000; Ferreira et al., 2000; Korytko et al.,
2003) und Mensch dominieren ebenfalls die (Z)-Konfigurationen. In menschlichem Blut
machen die verschiedenen (Z)-Isomere iiber 50 % und in menschlichen Geweben sogar
tiber 75 % des (Gesamt)-Lycopins aus (Krinsky et al., 1990; Stahl et al., 1992; Clinton et
al., 1996; Frohlich et al., 2006). Zwischen 20 und 30 verschiedene Lycopinisomere konn-
ten im Humanblut bzw. -gewebe beobachtet werden (Clinton et al., 1996; Clinton, 1998),

jedoch wurde nur von wenigen dieser Stereoisomere die Struktur bisher eindeutig geklirt.

Die chemischen und physikalischen Eigenschaften der verschiedenen Lycopinisomere sind
anndhernd gleich, jedoch sind in einigen Punkten geringfiigige Unterschiede feststellbar
(siehe Tabelle 2). Einige dieser Eigenschaften konnen fiir die Charakterisierung der Struk-

tur einzelner Isomere bedingt zu Hilfe genommen werden.

Tabelle 2: Unterschiede der (Z)-Lycopinisomere im Vergleich zum (all-E)-Lycopin

Chemische Eigenschaften:
1. Abnahme des Schmelzpunktes
2. Loslichkeiten

Spektroskopische Eigenschaften:

hypsochromer Effekt: Verschiebung des Absorptionsmaximums (Ap,y) zu kiirzeren Wellenlingen hin
hypochromer Effekt: Abnahme der Farbintensitit und des Extinktionskoeffizienten

Verringerung der Feinstruktur des UV-vis-Spektrums

Auftreten des sogenannten ,,cis-Peaks*

eSS
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Besonders der sogenannte ,,cis-Peak® (cis-Bande) und das daraus ermittelbare Q-Verhilt-
nis (Verhiltnis zwischen ,,cis-Peak* und Hauptabsorptionsmaximum) liefern wichtige In-
formationen fiir die Strukturzuordnung von Konfigurationsisomeren. Der Grund fiir das
Auftreten eines ,,cis-Peaks*” im UV-Bereich liegt in der Anderung der Molekiilsymmetrie.
Das langgestreckte Molekiil des (all-E)-Lycopins besitzt ein Symmetriezentrum, was be-
deutet, dass der Grundzustand symmetrisch ist und Ubergiinge in einen g-Zustand verboten
sind. Beim Vorliegen von (Z)-Doppelbindungen ist diese Symmetrie nicht mehr gegeben
und demzufolge sind Uberginge in angeregte g-Zustinde erlaubt. Diese Anderung der
Elektronenstruktur bedingt das zusétzliche Absorptionsmaximum bei etwa 320 - 380 nm.
Die Intensitit dieser Absorptionsbande ist um so grosser, je nédher sich die cis-Bindung am
Molekiilzentrum befindet, d. h. beim (/5Z)-Lycopin ist der ,,cis-Peak® am grossten. Bei
symmetrischen di- oder poly-(Z)-Molekiilen ist die ,,cis-Bande* dagegen nur schwach aus-

gebildet. (Zechmeister & Schroeder, 1943; Britton et al., 1995)

Schon seit einigen Jahren steht die Strukturidentifizierung einzelner Lycopinisomere im
Blickpunkt der Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen. Die dabei entstandenen
Daten lieferten jedoch teilweise voneinander abweichende Informationen zur Strukturzu-
ordnung einzelner Lycopinisomere. Tabelle 3 zeigt eine Zusammenstellung der bis heute
vorhandenen Literaturquellen, die sich mit der Strukturcharakterisierung von Lycopiniso-
meren beschiftigen. Die meisten Arbeitsgruppen ordneten die einzelnen Isomere nur auf-
grund ihrer UV-vis- oder DAD-Daten bestimmten Isomerenstrukturen zu oder haben die
Technik der Isomerencharakterisierung nicht angegeben. In einigen wenigen Quellen
wurde jedoch auch eine Identifizierung ausgewihlter Lycopinisomere mittels NMR-Spek-

troskopie vorgenommen.

Tabelle 3: Zusammenstellung von Literaturdaten zur Strukturcharakterisierung verschiedener

Lycopinisomere
Literaturquelle Charakterisierte Isomere HPLC-Bedinungen | Methoden der Struk-
[Retentionszeiten] turcharakterisierung
(Hengartner et al., 1992) | (9Z,13 "Z)-Lycopin [~14,7 min] C,s-Sdule, Synthese oder
(97,9 °Z)-Lycopin [~15,5 min] Isokratisch mit semipriparative HPLC
(13Z)-Lycopin [~18,4 min] Hexan-N-Ethyl- zur Isolierung,
(72,7 Z)-Lycopin [~21 min] diisopropylamin MS,
(9Z)-Lycopin [~23,2 min] NMR,

(7Z)-Lycopin [~26,6 min]
(52,5 °Z)-Lycopin [~26,3 min]
(all-E)-Lycopin [~26,8 min]
(5Z)-Lycopin [~28,2 min]

UV-vis-Daten (Q-Ver-
hiltnisse)
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ohne Angabe von Retentionszeiten:
(15Z)-Lycopin

(7Z,9Z)-Lycopin
(72,92,772,9°Z)-Lycopin

(57,9 °Z)-Lyocpin
(572,97,57Z)-Lycopin
(57,137,5°Z)-Lycopin

(Stahl & Sies, 1992) (all-E)-Lycopin [~13,3 min] Cs-Séule, DAD-Spektren (Q-
(9Z)-Lycopin [~13,8 min] Isokratisch mit Verhiltnisse)
(13Z)-Lycopin [~14,1 min] MeOH-ACN-
(15Z)-Lycopin [~14,4 min] CH,Cl,-H,0,
1 mL/min
(Emenbhiser et al., 1995) | (15Z)-Lycopin [~20 min] Cyo-Séule, DAD-Spektren (Q-
(13Z)-Lycopin [~20,5 min] Isokratisch mit Verhiltnisse)
(all-E)-Lycopin [~58,5 min] MeOH-MTBE,
1 ml/min, RT
(Yeum et al., 1996) (15Z)-Lycopin [~25 min] Cyo-Séule, DAD-Spektren (Q-

(13Z)-Lycopin [~27,5 min]
(9Z)-Lycopin [~30,5 min]
(all-E)-Lycopin [~33 min]

Gradient aus
MeOH-MTBE-H,0O
(NH;Ac),

1 mL/min, 16 °C

Verhiltnisse),
NMR

(Schierle et al., 1997)

(13Z)-+(15Z)-Lycopin [~17 min]
(9Z)-Lycopin [~22 min]

3 Clg-S'aulen,
Isokratisch mit

DAD-Daten und UV-
vis-Spektren (Q-Ver-

(57,5 °Z)-Lycopin [~24 min] Hexan-N-Ethyl- héltnisse),
(all-E)-Lycopin [~25 min] diisopropylamin, NMR
(5Z)-Lycopin [~26min] 1 mL/min

(Strohschein, 1997) (13Z)-Lycopin [~9 min] Silica-Gel-Séaulen, LC-MS,
(9Z)-Lycopin [~12 min] 100 % Aceton, LC-NMR
(52,9Z)-Lycopin [~12,75 min] 1 mL/min
(52,5°Z,7Z)-Lycopin [~15,5 min]
(7Z)-Lycopin [~18 min]
(all-E)-Lycopin [~33 min]
(5Z)-Lycopin [~19,5 min]
(57,5 "Z)-Lycopin [~20 min]

(Sander et al., 1999) (9Z)-Lycopin [~25,5 min] C;p-Sdule, nicht angegeben

(5Z,9Z)-Lycopin [~26,5 min]
(all-E)-Lycopin [~30,5 min]
(5Z)-Lycopin [~31 min]

Gradient aus
Aceton-Natrium-
boratpuffer und
MeOH-MTBE-H,0

(Holloway et al., 2000)

Geordnet nach steigenden
Retentionszeiten:
(13Z)-Lycopin
(9Z)-Lycopin
(all-E)-Lycopin
(5Z)-Lycopin

C30-S ﬁule,

Gradient aus
MeOH-MTBE-H,0
(NH,Ac)

Zuordnung erfolgte
durch Vergleich der
Retentionszeiten und
DAD-Daten (Q-
Verhiltnisse) mit
(Yeum et al., 1996)

(Breitenbach et al., 2001)

(15Z)-Lycopin [~43,3 min]
(13Z)-Lycopin [~43,5 min]
(5Z,13°Z)-Lycopin [~44,3 min]
(9Z)-Lycopin [~47,5 min]
(57,9 °Z)-Lycopin [~48 min]
(7Z)-Lycopin [~51,7 min]
(all-E)-Lycopin [~52,7 min]
(5Z)-Lycopin [~53,2 min]

C30-S:&iule,

Gradient aus
MeOH-MTBE-H,O0,
1 mL/min, 26 °C

Nicht eindeutig
angegeben,
teilweise mittels
NMR-Daten und
DAD-Daten (Q-
Verhiltnisse)

(Re et al., 2001)

(13Z)-Lycopin
(9Z)-Lycopin
(all-E)-Lycopin
(5Z)-Lycopin

C30-Sﬁule,

Gradient aus
MeOH-MTBE-H,0
(NH4AC),

1 mL/min, 25 °C

Zuordnung erfolgte
durch Vergleich der
Retentionszeiten und
DAD-Daten (Q-
Verhiltnisse) mit
(Holloway et al.,
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2000)
(Lee & Chen, 2001); (15Z)-Lycopin [~9,8 od. 11 min] Cyo-Séule, DAD-Spektren (Q-
(Lee & Chen, 2002); (13Z)-Lycopin [~11,5 od. 12,5 min] | Isokratisch mit Verhiltnisse),
(Wang & Chen, 2006) (9Z)-Lycopin [~17,3 od. 15,5 min] | 1-BuOH-ACN- NMR
(5Z)-Lycopin [~20 od. 22 min] CH,Cl,,
(all-E)-Lycopin [~32 od. 35 min] 1 od. 2 mL/min
(Glaser & Albert, 2002) | (9Z,13 "Z)-Lycopin [~29,5 min] C;p-Sdule, LC-NMR
(13Z)-Lycopin [~30 min] Gradient aus
(9Z,13Z)-Lycopin [~30,5 min] Aceton- H,O oder
(9Z)-Lycopin [~32 min] aus MeOH-MTBE-
(all-E)-Lycopin [~35 min] H,0,
1 mL/min, RT
(Lin & Chen, 2003); (97,13 °Z)-Lycopin [~13,6 min] Cyo-Séule, Zuordnung erfolgte
(Lin & Chen, 2005) (15Z)-Lycopin [~15,4 min] Gradient aus durch Vergleich der
(13Z)-Lycopin [~18,2 min] 1-BuOH-ACN- Retentionszeiten und
(9Z,13Z)-Lycopin [~22,5 min] CH,CI,, DAD-Daten (Q-
(9Z)-Lycopin [~27,5 min] 2 mL/min Verhiltnisse) mit (Lee
(5Z)-Lycopin [~30,9 min] & Chen, 2001) u. a.
(all-E)-Lycopin [~47,4 min]
(Tiziani et al., 2006) (13Z)-Lycopin [~40,5 min] C;p-Sdule, LC-NMR
(9Z)-Lycopin [~45,8 min] Gradient aus
(all-E)-Lycopin [~50,6 min] MeOH-MTBE,
(5Z)-Lycopin [~51,5 min] 1 mL/min

2.2.3 Eigenschaften von Lycopin und seinen Isomeren

Physikalische und chemische Eigenschaften

Als hoch-konjugiertes Polyen ist Lycopin stark oxidationsanféllig und wird bei Licht- und
Sauerstoffexposition, Hitzeeinwirkung, extremen pH-Werten, Anwesenheit von Metallio-
nen wie beispielsweise Cu?* und Fe** und aktiven Oberflichen schnell isomerisiert, oxi-
diert und abgebaut (Henry ef al., 1998). In Untersuchungen an einem Sonnenblumen-
Modellsystem konnten beispielsweise doppelt so hohe Reaktionsraten in Bezug auf Oxida-
tion und thermische Degeneration im Vergleich zu anderen Carotinoiden beobachtet wer-
den (Takeoka et al., 2001). Eigene Studien zeigten, dass Lycopin eingeschlossen in der To-
matenmatrix iiber einen ldngeren Zeitraum und auch unter Hitze und UV-Einwirkung sta-
bil ist. In organischen Losungsmitteln waren dagegen schon in wenigen Tagen bzw. Wo-
chen Anderungen zu beobachten, wobei die Art des verwendeten Losungsmittel eine starke
Rolle zu spielen scheint (Daten nicht gezeigt). Diese Instabilitédt erschwert das analytische

Arbeiten mit Lyopin, speziell mit seinen Isomeren, betréichtlich.

Isomerisierung von (all-E)-Lycopin zu seinen (Z)-Isomeren resultiert u. a. in einer Ab-
nahme der Farbintensitidt, einer Schmelzpunkterniedrigung, einer Verschiebung des

Lambda-Maximums und je nach Stellung der cis-Doppelbindungen in der Bildung eines
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neuen Maximums im UV-Bereich (,,cis-Peak®). (Z)-Isomere sind geringfiigig polarer als
die (all-E)-Form und neigen aufgrund ihrer gewinkelten Struktur weniger zur Kristallisa-
tion. Weiterhin zeigten die (Z)-Isomere eine hohere Loslichkeit in Lipiden und kohlen-
wasserstoffhaltigen Losungsmitteln (Shi & Le Maguer, 2000). Weitere Angaben zu den
physikalischen und chemischen Eigenschaften von Lycopin und seinen Isomeren sind in

Tabelle 2 sowie in Abbildung 5 zu finden.

Summenformel: Lichtabsorption o
Antioxidans
CsoHse \
Molekulargewicht: . .
«— » Prooxidans
536,85 g/mol Lycopin
leicht / \ Loslichkeit in organi-
isomerisierbar schen Losungsmitteln

leicht oxidierbar
und abbaubar

Abbildung 5 : Physikalische und chemische Eigenschaften von Lycopin

Antioxidative und prooxidative Eigenschaften

Aufgrund des ausgedehnten konjugierten Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindungs-
systems konnen Carotinoide als Reduktionsmittel agieren und mit leicht oxidierbaren Ver-
bindungen reagieren. Das Carotinoid wird dabei dann selbst oxidiert (Elektronenabgabe)
und schiitzt demzufolge andere Molekiile vor Oxidationsprozessen. Weiterhin kénnen Ca-

rotinoide Energie von elektronisch angeregten Verbindungen aufnehmen.

Eine hohe Anzahl an in-vivo- (Matos et al., 2000) und in-vitro-Untersuchungen (Rao et al.,
1998; Chen et al., 2001; Bohm et al., 2002) zeigten, dass auch Lycopin ein starkes
antioxidatives Potential aufweist. Unter anderem konnte beobachtet werden, dass dieses
Carotinoid in der Lage ist, reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie beispielsweise Singulett-
Sauerstoff ('0,"), Superoxidradikale (0,"), Hydroxyl-Radikale (OH"), Peroxyl-Radikale
(ROO"), Wasserstoffperoxid (H,O,) abzufangen (zu ,,quenchen‘) (Di Mascio et al., 1989)
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und auch andere freie Radikale wie Stickstoffdioxid- (NO,"), Thiyl- (RS") und Sulphonyl-
Radikale (RSO,") zu deaktivieren (Mortensen et al., 1997).

Die beim Lycopin durch die Offnung des B-Ionon-Rings gesteigerte Anzahl an Doppelbin-
dungen erhoht die Quenching-Aktivitit dieses Molekiils (Di Mascio et al., 1992). Untersu-
chungen zeigten, dass Lycopin einer der stidrksten Singulett-Sauerstoff-Quencher in der
Natur ist. Seine Quenching-Rate ist etwa doppelt so hoch wie die vom -Carotin und zehn-
fach hoher als die vom a-Tocopherol (Di Mascio et al., 1989; Levy et al., 1995; Miller et
al., 1996).

Das Lycopin-Radikalkation ist stabiler als die meisten anderen Carotinoid-Radikalionen
und demzufolge unter den Carotinoiden der effektivste Quencher von freien Radikalen
(Mortensen et al., 1997). Auch Carotinoidradikale konnen durch andere Carotinoide
abgefangen werden. Dabei erwies sich das Lycopin als das am leichtesten oxidierbare Ca-
rotinoid und demzufolge ist es in der Lage, andere Carotinoidradikalionen zu reparieren

(El-Agamey et al., 2004).

Unter bestimmten Bedingungen konnen Carotinoide im Gegensatz zu ihren antioxidativen
Effekten auch prooxidativ wirken (Haila et al., 1996; Lowe et al., 2003). Yeh und Hu
untersuchten beispielsweise die Wirkungen von Lycopin und B-Carotin in Zellstudien, wo-
bei als Biomarker die Lipidperoxidation, gemessen als Thiobarbitursdure-reaktive Sub-
stanzen (TBARS), verwendet wurde. Dabei zeigte sich, dass beide Carotinoide in Abhin-
gigkeit von der eingesetzten Carotinoidkonzentration, aber auch von der Art des im Test
verwendeten Oxidans” (Fe/NTA oder AMVN) sowohl als Antioxidans als auch als Prooxi-
dans reagieren konnen (Yeh & Hu, 2000). Weiterhin beeinflusst die vorliegende Sauer-
stoff-Atmosphire das Antioxidans-Prooxidans-Verhiltnis. Einen sehr starken Einfluss auf
die antioxidative-prooxidative Wirkung hat die Konzentration des Carotinoids. In ver-
schiedenen Untersuchungen konnte beobachtet werden, dass bei hohen Carotinoidkon-
zentrationen der prooxidative Effekt iiberwiegt (Lowe et al., 2003). Eine genaue Festle-

gung dieser ,.kritischen* Konzentration erwies sich bisher als sehr schwierig.

Obwohl der unter bestimmten Umstédnden auftretende prooxidative Effekt des Lycopins

eindeutig in vitro nachgewiesen werden konnte, ist bisher unklar, ob Lycopin auch in vivo
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eine prooxidative Aktivitdt hat. Negative Effekte von Lycopin, welches durch Nahrung
oder Supplemente aufgenommen wurde, sind bei gesunden Menschen bisher nicht bekannt

(Trumbo, 2005).

Toxische und histopathologische Eigenschaften

Verschiedene Untersuchungen zeigten, dass fiir Lycopin keine toxischen oder mutagenen
Effekte zu beobachten sind. Einige Lycopinabbauprodukte dagegen konnten moglicher-
weise mutagene Wirkungen besitzen, jedoch liegen bis heute dazu noch keine abschlielen-
den Resultate vor (McClain & Bausch, 2003; Trumbo, 2005). Basierend auf verschiedenen
Sicherheitsstudien konnten bei der sehr hohen tiglichen Dosis von 3 g Lycopin pro kg
Korpergewicht keine negativen Wirkungen beobachtet werden, unabhingig davon, ob Ly-
copin durch die Nahrung oder iiber Supplemente aufgenommen wurde. Demzufolge wurde
der NOAEL-Wert (no-observed-adverse-effect level) auf 3 g/(kg*d) festgelegt. Dies be-
deutet beispielsweise bei einer Person von 70 kg eine tdgliche Aufnahme 210 g Lycopin
pro Tag, was durch Nahrungsmittel und auch kaum durch Supplemente moglich ist. Jedoch
kann ,,Lycopenemia‘ schon bei niedrigeren Dosen auftreten, wobei jedoch auler Farbver-
dnderungen von Haut und Fettgewebe keine direkten negativen Auswirkungen auf die Ge-
sundheit festgestellt wurden. 1960 beschrieben Reich ef al. das Auftreten von ,,Lycopene-
mia“ bei einer 61jdhrigen Frau, welche iiber mehrere Jahre tidglich etwa 2 Liter Tomaten-
saft konsumierte (Reich er al., 1960). Sie zeigte eine deutliche Verdnderung der Hautfarbe
ins rotliche, sowie Ablagerungen von Lycopin im Fettgewebe (hauptsédchlich in der Leber),

jedoch keine gesundheitlichen Einschrinkungen (Reich et al., 1960).

2.3 Lycopinaufnahme beim Menschen
2.3.1 Vorkommen von Lycopin

Im Gegensatz zu anderen Carotinoiden, wie beispielsweise o, B-Carotin, Lutein und Zea-
xanthin, welche in einer Vielzahl von Obst- und Gemiisesorten anzutreffen sind, ist Lyco-
pin nur in wenigen von den Menschen verzehrbaren Lebensmitteln zu finden. Etwa 85 %
des konsumierten Lycopins gehen auf Tomaten und Tomatenprodukte zuriick, wobei je
nach landesspezifischer Erndhrung auch Wassermelone, Papaya und Pink Grapefruit einen
Beitrag zur tiglichen Aufnahme leisten (Griinwald, 2002 #196). Eine Zusammenstellung

lycopinhaltiger Pflanzen ist in Tabelle 4 angegeben. Nur wenige dieser dort aufgelisteten
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Pflanzen sind bei normaler Erndhrung fiir die Lycopinversorgung des Menschen von Be-
deutung. Bei einigen Pflanzen handelt es sich um Giftpflanzen, die aber teilweise auch
unter bestimmten Bedingungen als Heilpflanzen verwendet werden. Andere sind nur in be-
stimmten Regionen zu finden und werden demzufolge nur von einer kleinen Bevolke-
rungsgruppe verzehrt (z. B. Gac-Friichte). Auflerdem sind bei einigen Pflanzen die Lyco-

pingehalte sehr gering (z. B. frische Aprikosen: 5 pg/100 g) und liefern demzufolge kaum

einen Beitrag zur Lycopinversorgung.

Tabelle 4: Lycopinhaltige Pflanzen [modifiziert nach (Nguyen & Schwartz, 1999)]

Botanische Bezeichnung

Pflanzenname

lycopinhaltiges Pflanzenteil

Aglaonema commutatum
Arum maculatum

Brassica napus var. napobrassica

Bryonia dioica

Calendula officinalis

Capsicum annuum, Piper nigrum

Citrullus lanatus
Citrus paradisi

Crocus sativus

Daucus carota
Diospyros kaki

Elaeis spp.

Gazania rigens
Hippophae rhamnoides
Lycopersicon esculentum
Mangifera indica
Momordica charantia
Phoenix dactylifera
Prunus armeniaca
Prunus domestica
Psidium guajava
Prunus persica

Rosa damacena, Rosa rugosa ...

Rubus chamaemorus
Solanum dulcamara
Solanum melongena
Tamus communis
Taxus baccata
Urtica dioica

Vaccinium vitis

Kolbenfaden (Giftpflanze)
Gefleckter Aronstab (Giftpflanze)

Rote Kohlriibe, Steckriibe
Rotbeerige Zaunriibe (Giftpflanze)
Ringelblume

Spanischer Pfeffer, Schwarzer Pfeffer
Wassermelone

Grapefruit

Safran

Wildmohre

Sharon, Kaki

Palmol

Mittagsblume

Sanddorn

Tomate

Mango

Bittermelone, Balsambirne
Dattelpalme

Aprikose

Zwetschken

Guave

Pfirsich

Hagebutte (verschiedene Sorten)
Moltebeere

BittersiiBer Nachtschatten (Giftpflanze)
Aubergine

Schmerzwurz (Giftpflanze)
Europiische Eibe

Rote Brennessel

Cranberry

Friichte
Knollen

Wurzeln
Pflanzen
Bliiten
Friichte
Friichte
Friichte
Samen
Wurzeln
Friichte
o1
Pflanzen
Friichte
Friichte
Friichte
Friichte
Friichte
Friichte
Friichte
Friichte
Friichte
Friichte
Friichte
Friichte
Friichte
Friichte
Friichte
Pflanzen
Friichte

Eine Frucht, die beachtliche Mengen an Lycopin enthilt, ist die vietnamesische Gac-Frucht

(Momordica cochinchinensis). Sie wird in Vietman und den umliegenden Lindern haupt-
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sdchlich aufgrund ihrer ebenfalls hohen B-Carotingehalte verzehrt, um in diesen Regionen
hiufig auftretenden Vitamin-A-Mangel-Erkrankungen vorzubeugen (Vuong et al., 2002;
Ishida et al., 2004). Die Gac-Frucht enthilt bis zu 200 mg Lycopin pro 100 g Frischsub-
stanz. Auch in den rundlichen, erbsengrossen Friichten der in Japan, Korea und China vor-
kommenden Korallen-Olweide (Elaeagnus umbellata) sind hohe Mengen an Lycopin (15 —
54 mg/100 g) zu finden (Fordham et al., 2001). Im Vergleich dazu haben die
Hauptlycopinlieferanten mit etwa 3 — 30 mg/100g fiir Tomaten und Tomatenprodukte (Ka-
pitel 4.2.1) und mit 3,3 — 10 mg/100 g fiir Wassermelonen (Perkins-Veazie et al., 2006)

relativ niedrige Lycopingehalte.

Neuere Untersuchungen zeigten, dass auch die Frucht der Passionsblume, die Maracuja,
nicht zu vernachldssigende Mengen an Lycopin enthilt (Mourvaki et al., 2005). Zusétzlich
zu der Wildmohre (Tabelle 4) sind heutzutage Ziichtungen von Karotten bekannt, welche
ihre rote Wurzelfarbe dem Lycopin verdanken (Horvitz et al., 2004). Auch einige Mutan-
ten von Zitrusfriichten wie z. B. rote Orangensorten (Citrus sinensis Osbeck, Cara-Cara-
Orange) oder auch die Pink Grapefruit bzw. Rote Pummelo sind in der Lage, Lycopin zu

bilden (Xu et al., 2006).

2.3.2  Absorption, Transport und Verteilung von Lycopin im Organismus

Die Aufnahme von Carotinoiden und somit auch von Lycopin in den menschlichen Korper
erfolgt analog zur Resorption von Lipiden und fettloslichen Vitaminen. In der nachfolgen-

den Abbildung 6 ist dieser Aufnahmeweg schematisch dargestellt.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Aufnahmeweges von Carotinoiden am Beispiel von
Lycopin in den menschlichen Korper

Nach der Freisetzung der Carotinoide aus der Lebensmittelmatrix und der Spaltung der Ca-
rotinoid-Protein-Komplexe werden sie in Lipiddroplets gelost. Aus diesen bilden sich im
ersten Abschnitt des Diinndarms, d. h. im Zwdlffingerdarm (Duodenum), mit Hilfe von
Gallensiduren, freien Fettsduren, Monoglyzeriden und Phospholipiden gemischte Mizellen.
Die unpolaren Carotine (z. B. Lycopin) befinden sich dabei fast ausschlieBlich im Inneren
der Mizellen, wihrend die polareren Xanthophylle vorrangig an der Oberfliche eingebun-
den sind. AnschlieBend werden die Mizellen hauptsichlich durch konzentrationsabhingige,

passive Diffusion von den Enterozyten in die Darmschleimhaut (Mukosa) aufgenommen.
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In den letzten Jahren wurde jedoch auch eine Aufnahme durch spezifische oder nichtspezi-
fische Rezeptoren diskutiert, wobei bis jetzt diese Moglichkeit nicht abschlieBend geklirt
ist (Erdman et al., 1993; Gustin et al., 2004; Zaripheh & Erdman, 2005). Nicht resorbierte
Carotinoide (50 % bis 98 %) werden iiber den Darm und somit iiber die Fizes ausgeschie-
den (Erdman et al., 1993; Briviba et al., 2004). Intakte Carotinoide sowie Carotinoidab-
bauprodukte (inklusive Vitamin A) werden dann in Chylomikronen inkorporiert und iiber
das Lymphsystem und den Blutkreislauf zur Leber und in andere Gewebe transportiert. In
der Leber werden die Carotinoide teilweise gespeichert oder wiederum an Lipoproteine
gebunden und iiber den Blutstrom weiter im Korper verteilt (Nicoleit, 1997; van het Hof et
al., 1998; Williams et al., 1998). Aufgrund ihrer unterschiedlichen Polaritit werden Caro-
tine wie B-Carotin und Lycopin vorrangig von LDL (Low Density Lipoprotein) und Xan-
thophylle (z. B. Lutein, Zeaxanthin) zu etwa gleichen Teilen von HDL (High Density
Lipoprotein) und LDL transportiert (Romanchik ez al., 1995). Untersuchungen verschiede-
ner Arbeitgruppen zur Lycopinverteilung in den unterschiedlichen Lipoprotein-Fraktionen
des menschlichen Korpers lieferten vergleichbare Resultate. 73 - 85 % des Blutlycopins
liegen an LDL, 5 - 17 % an HDL und 3 - 10 % an VLDL gebunden vor (Tabelle 5).

Tabelle 5: Prozentuale Lycopinverteilung in den Lipoprotein-Fraktionen des Menschen

Literatur VLDL LDL HDL
(Clevidence & Bieri, 1993) 10 % 73 % 17 %
(Oshima et al., 1997) 6 % 74 % 20 %
(Paetau et al., 1998) 7 % 76 % 17 %
(Forman et al., 1998) 3-4 % 84-85 % 5-6 %

Obwohl Carotinoide in den meisten Geweben nachzuweisen sind, existieren Hinweise auf
eine selektive Aufnahme. Lycopin ist vor allem in den Nebennieren, der Leber, den Hoden
und der Prostata zu finden (Stahl et al., 1992; Clinton et al., 1996; Clinton, 1998; Nguyen
& Schwartz, 1999; Agarwal & Rao, 2000). Anscheinend wird Lycopin, welches an Lipo-
proteine gebunden transportiert wird, hauptsédchlich in Geweben anreichert, die eine grosse
Anzahl an LDL-Rezeptoren und somit eine hohen Lipoproteinaufnahme aufweisen
(Kaplan et al., 1990; Schmitz et al., 1991). Aber auch andere Faktoren beeinflussen die
Lycopinaufnahme ins Gewebe, wie beispielsweise der Fettgehalt und der Carotinoidgehalt
des Gewebes, die Konfiguration der Lycopinmolekiile und die ,,metabolische Rate* des
Gewebes (Schwartz, 2005). Einige Wissenschaftler vermuten, dass Proteine existieren,

welche spezifisch Lycopin binden und wodurch die bevorzugte Lycopinaufnahme in einige
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Gewebe erklart werden kann (Zaripheh & Erdman, 2005). Bisher konnten jedoch noch
keine carotinoid- bzw. lycopinspezifischen Bindungs- oder Transportproteine eindeutig
identifiziert werden.

2.3.3  Durchschnittliche tigliche Lycopinaufnahme

In verschiedenen Humanstudien konnten Lycopindosen ermittelt werden, welche durch-
schnittlich von Probanden tédglich verzehrt wurden. Diese tdglichen Lycopinaufnahmen
unterschieden sich mit 1 mg/d bis zu 25 mg/d teilweise sehr stark voneinander (siehe
Tabelle 6). Die Art und Weise der Datenerfassung (verwendete Datenbanken, Erndhrungs-

fragebogen etc.) beeinflusste dabei stark die ermittelten Werte..

Tabelle 6: Tédgliche Aufnahme von Lycopin durch die Nahrung

Literatur Land Geschlecht It€F Probanden-  Lycopinaufnahme
in Jahren anzahl in mg/d
(Yong et al., 1994) USA w 28,6+51 98 3,4(0,3-15)
(Brady et al., 1996) USA m+w 65+9 400 0,67 £ 0,58
UK 1,1
(Stahl & Sies, 1996a) USA k. A. k. A. k. A. 3,7
Finnland 0,7-0,9
. m 55,4+10,5 121 11,1+6,2
(Michaud et al., 1998) USA W 527+72 186 113+72
(Rao et al., 1998) Kanada k. A. k. A. k. A. 25,2
m 6,6+78
(Slattery et al., 2000) USA W 30-79 2410 57465
(Hininger et al., 2001) Europa m 25-45 175 4,8 +0,4
(Sesso et al., 2003) USA w 53,9+7,0 38445 9,2+64
(Kabagambe et al., 2005) Costa Rica m+w 58 £11 1456 1,9+1,7
UK m+ w k. A. 42 1,1£09
Irland m+w k. A. 149 4,8 (2,1 -8,3)
Spanien m+w k. A. 134 1,6 (0,5-2,6)
(Porrini & Riso, 2005) Frankreich m+ w k. A. 151 4,8 (2,1 -8,3)
Niederlande m+w k. A. 147 49 (2,8-17,5)
Kanada m+ w k. A. 1543 64+11,8
Australien m+w k. A. 115 3,8(0,5-9,8)
(Kirsh et al., 2006) USA m 63,3 > 30000 11,5+8,5
(Wang et al., 2006) USA w 545+7,0 35782 92+ 64

Fiir die tdgliche Lycopinaufnahme in Deutschland liegen bis heute kaum Literaturdaten
vor. In der nationalen Verzehrsstudie von 1998 wurde eine durchschnittliche konsumierte

Lycopindosis von 1,28 mg/d ermittelt (Pelz et al., 1998).
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Bis heute ist nicht bekannt, welche Mengen an Lycopin idealerweise tiglich aufgenommen
werden sollten. Jedoch deuteten verschiedene epidemiologische und Interventionsstudien
darauf hin, dass durch eine Lycopinaufnahme von iiber 6 mg/d geniigend hohe Plasma-

lycopinkonzentrationen erreicht werden, um protektive Wirkungen beobachten zu kénnen.

Lycopin wird vom Menschen hauptsédchlich in Form von Tomaten und Tomatenprodukten
aufgenommen. Untersuchungen an einem grofen Probandenkollektiv von Frauen in den
USA (Sesso et al., 2003) zeigten eine Verteilung der Lycopinzufuhr auf Tomatensauce
(40,5 %), Tomaten (39,8 %), Tomatensaft (12,3 %), Pizza (4,7 %) und Grapefruits (2,7 %).
In einer erst kiirzlich durchgefiihrten Studie nahmen Minner in den USA eine tigliche Ly-
copindosis von 11,5+ 8,5 mg (Kirsh et al., 2006) iiber Tomatensauce (19,3 %), Toma-
ten-/Gemiisesaft (18,8 %), Chili (9,2 %), Ketchup (6,8 %), Pizza (6,3 %), Rindereintopf
(6,1 %), Dosentomaten (5,8 %), Wassermelonen (5,6 %), Lasagne (5,2 %), Toma-
ten-/Gemdiisesuppe (5,2 %), rohe Tomaten (2,6 %), Burritos/Tacos (2,3 %) und sonstige
Lebensmittel (6,8 %) auf.

Die Lycopinzufuhr héngt einerseits davon ab, in wieweit lycopinhaltige Lebensmittel in
den verschiedenen Lindern verfiigbar sind. Aus diesem Grund liegen beispielsweise in
China, Indien oder Thailand die Lycopinaufnahmemengen sehr viel niedriger als in den
westlichen Industrieldndern. Zusitzlich zu der Verfiigbarkeit der Lebensmittel spielen die
Erndhrungsgewohnheiten einzelner Bevolkerungsgruppen eine grosse Rolle. Hiufig konnte
bei jiingeren Personengruppen aufgrund des hoheren Verzehrs an Tomatenprodukten (To-
matensauce, Pizza, etc.) eine hohere Lycopinaufnahme im Vergleich zu &lteren Personen
beobachtet werden. Untersuchungen zur Abhingigkeit der tdglich konsumierten Lycopin-
menge vom Geschlecht der Probanden lieferten bisher keine eindeutigen Resultate. Wang
et al. ermittelten beispielsweise einen hoheren Lycopinkonsum von Frauen im Vergleich
zu Minnern und erklirte dies mit einer tendentiell gesiinderen Ernidhrung von Frauen
(Wang et al., 2006). Fraglich ist jedoch, ob ein erhohter Verzehr an Pizza, Pasta mit Toma-
tensauce etc. unbedingt als ,,gesunde Erndhrung® anzusehen ist. In einigen Studien konsu-
mierten jedoch auch Ménner mehr Tomaten und Tomatenprodukte und somit auch mehr

Lycopin als Frauen.
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Die tdgliche Lycopinaufnahme ist nur ein Mal} dafiir, welche Menge an Lycopin durch die
Nahrung am Tag verzehrt wird, jedoch nicht, wie viel dem menschlichen Korper wirklich
zur Verfiigung steht. Die Bioverfiigbarkeit von Lycopin ist von sehr vielen Faktoren ab-

hingig, welche im nachfolgenden Kapitel etwas genauer diskutiert werden.

2.3.4 Bioverfiigbarkeit von Lycopin

Die Bioverfiigharkeit von Carotinoiden hingt von einer Reihe nahrungsbedingter und
nicht-nahrungsbedingter Faktoren ab, die sowohl forderlich als auch hinderlich sein kon-
nen, und ist Voraussetzung fiir die Verstoffwechselung von Carotinoiden im Korper. Fiir
den Begriff ,,Bioverfiigbarkeit* liegen einerseits unterschiedliche Definitionen vor, ande-
rerseits werden fiir die Bestimmung der Bioverfiigbarkeit eines Stoffes bzw. einer Stoff-
klasse eine Vielzahl verschiedener Methoden verwendet (Parker et al., 1999). Haufig wird
die Bioverfiigbarkeit definiert als die Fraktion der aufgenommenen Nahrung, welche durch
ihre Absorption fiir den Korper verfiigbar ist und in ihm metabolisiert und ihre Wirkungen

entfalten kann (Shi & Le Maguer, 2000).

Wihrend der Carotinoidaufnahme in den menschlichen Korper (Kapitel 2.3.2) kann an
unterschiedlichen Stellen eine Beeinflussung der Carotinoidabsorption stattfinden. Schon
in den ersten Schritten, der Freisetzung der Carotinoide aus der Lebensmittelmatrix und
der Aufhebung molekularer Wechselwirkungen (Carotinoid-Protein-Komplex etc.), wird
die Absorption und somit die Carotinoidbioverfiigbarkeit durch den Matrixtyp, die Le-
bensmittelverarbeitung, die Carotinoidart, das gleichzeitige Vorliegen von Lipiden etc. be-
einflusst. Auch wihrend der Aufnahme der Carotinoide in die Lipiddroplets, der Mizellen-
bildung, der Aufnahme in Enterozyten sowie der Inkorporation in Chylomikronen kénnen
verschiedene Faktoren (Carotinoidmenge und -art, Lipidmenge und -art, Ballaststoffe, an-
dere Nahrungsinhaltsstoffe, Medikamente etc.) positive oder negative Wirkungen auf die

Carotinoidbioverfiigbarkeit haben.

Im Vergleich zu anderen Nahrungsinhaltsstoffen ist bei Carotinoiden die Bioverfiigbar-
keit aus Lebensmitteln relativ gering. Olson und Krinsky beobachteten Carotinoidabsorp-
tionsraten um 5 % aus rohem Obst und Gemiise, wihrend aus mizellaren Losungen die Ab-
sorptionsraten iiber 50 % lagen (Olson & Krinsky, 1995). Eine Humanstudie mit deuterier-

tem Lycopin zeigte, dass nach dem Verzehr von synthetischem bzw. Tomatenlycopin nur



Literaturtibersicht 23

etwa 1,2 % bzw. 0,2 - 0,3 % des Lycopins im Blutkreislauf wiedergefunden wurde (Tang
et al., 2005a). In weiteren Studien konnten nach dem Verzehr von Lycopin in Form von
Tomatenmark ein zirkulierender Anteil von 0,17 % (Gértner et al., 1997) bzw. nach dem
Verzehr von Tomatenmark oder Lactolycopin (Supplement: Lycopin in Molkenprotein

eingeschlossen) ein Anteil von etwa 0,2 % (Richelle et al., 2002) ermittelt werden.

Dabei ist die Einbindung der Carotinoide in die Chylomikronen einer der am stirksten
limitierenden Faktoren der gesamten Carotinoidverdauung. O’Neill und Thurnham be-
schrieben beispielsweise eine Chylomikronenabsorptionsrate von 3,5 % fiir B-Carotin und
2,5 % fiir Lycopin aus einer Dosis von 40 mg des entsprechenden Carotinoids (O'Neill &

Thurnham, 1998).

Lycopin weist eine geringere Bioverfiigbarkeit als die meisten anderen durch die Nah-
rung aufgenommenen Carotinoide auf (Micozzi et al., 1992; Carughi & Hooper, 1994;
Clark et al., 1998; Clark et al., 2000; Sugawara et al., 2001). B-Carotin hatte beispiels-
weise mit 11 % eine signifikant hohere Absorptionsrate als Lycopin mit etwa 2,5 %
(During et al., 2002). Tyssandier et al. beschrieben u. a. die Mizellenbildung als limitieren-
den Faktor fiir die Lycopinbioverfiigbarkeit. In einem in-vivo-Modell konnte nachgewiesen
werden, dass der Transfer von Lipid-Emulsionstropfchen in die Mizellen bei stark unpola-
ren Carotinoiden wie dem Lycopin geringer ist im Vergleich zu polareren Carotinoiden
wie den Xanthophyllen. Diese Untersuchungen zeigten weiterhin auch eine Abhéngigkeit
der Mizelleneinbindung von dem pH-Wert und der Konzentration der Gallensalze (Garrett
et al., 1999; Tyssandier et al., 2001). Der Anteil der mit der Nahrung aufgenommenen
Carotinoide, welcher in der mizellaren Phase des menschlichen Duodenums (Zwolffinger-
darm) gemessen werden konnte, ist sehr gering (<7 %), was moglicherweise die geringe

Bioverfiigbarkeit dieser sekundiren Pflanzenstoffe erklart (Tyssandier et al., 2003).

Die Bioverfiigbarkeit von Carotinoiden und somit auch von Lycopin ist von zahlreichen
Faktoren abhiingig, von denen die wichtigsten in Tabelle 7 zu finden sind. Einige dieser

Faktoren werden nachfolgend etwas genauer beschrieben.
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Tabelle 7: FEinflussfaktoren (,SLAMENGHI“) auf die Carotinoidbioverfiigbarkeit nach
(Castenmiller & West, 1998)

»»SLAMENGHI*“ Einflussfaktoren

S Species of carotenoids Carotinoidart

L Linkages at molecular level, carotenoid ~Wechselwirkungen auf molekularer Ebene,
structure Carotenoidstruktur

A Amount of carotenoids Carotinoidgehalte

ME Matrix Effectors (dietary fat, fiber, food Matrixeffekte (Nahrungslipide, Ballaststoffe,
preparation etc) Lebensmittelverarbeitung etc.)

N Nutrient status Erndhrungsstatus

G Genetic factors Genetische Faktoren

H Host-related factors (BMI, stomach Personenabhingige Faktoren (BMI, Magen-
activity, infections, lipid malabsorption  aktivitét, Infektionen, Lipidmalabsorption
etc.) etc.)

I Interactions among these variables, Wechselwirkungen zwischen den Parame-
competitions amoung carotenoids tern, Konkurrenz zwischen Carotinoiden

Die chemische Struktur beeinflusst u. a. die Polaritit des Carotinoids und somit die
Loslichkeit und Einbindung in die Chylomikronen und Mizellen wihrend der Verdauung.
Schon geringfiigige Anderungen in der Carotinoidstruktur, wie beispielsweise bei
Konfigurationsisomeren  eines  Carotinoids, = konnen  Abweichungen in  der
Mizelleneinbindung bewirken. Untersuchungen zeigten beispielsweise, dass (Z)-Isomere
des Lycopins aufgrund ihrer gewinkelten und somit kiirzeren Struktur bzw. ihrer gering-
fiigig hoheren Polaritdt im Vergleich zum (all-E)-Lycopin eine bessere Loslichkeit in ge-
mischten Mizellen aufwiesen und besser in Chylomikronen eingebaut werden konnten
(Parker, 1997; Boileau et al., 2002). Einige Arbeitgruppen begriinden mit diesen Ergeb-
nissen die hdufig beschriebene bessere Bioverfiigbarkeit von Lycopin aus verarbeiteten
Tomatenprodukten verglichen mit rohen unverarbeiteten Tomaten (Stahl & Sies, 1992;
Girtner et al., 1997; van het Hof et al., 2000a). Bei kritischer Betrachtung ist jedoch
wahrscheinlicher, dass die bessere Verfiigbarkeit von Lycopin aus verarbeiteten
Lebensmitteln hauptsidchlich auf die bei thermischer und mechanischer Beanspruchung
stattfindende Zerstorung der Zellwidnde sowie der Spaltung der Carotinoid-Protein-
Komplexe zuriickzufiihren ist (Erdman et al., 1993; Shi & Le Maguer, 2000; van het Hof
et al., 2000a).

Da die Carotinoidverdauung mit der Fettverdauung zusammenhéngt (dhnlicher Aufnah-
meweg) spielt auch die Zufuhr von Fett eine grosse Rolle bei der Absorption von Caroti-
noiden. Fiir ihre Absorption in den menschlichen Korper miissen beim Konsum von caro-

tinoidhaltigen Produkten mindestens 3 — 5 g Fett mit verzehrt werden (Boileau et al., 2002;
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Brown et al., 2004). Carotinoide sind stark hydrophobe Verbindungen und demzufolge ist
ihre Absorption nach der Freisetzung aus der Lebensmittelmatrix abhéngig von ihrer Ein-
bindung in Nahrungsmizellen, wobei Gallensiduren und Verdauungsenzyme dabei von Be-
deutung sind. Gleichzeitig aufgenommene Nahrungsfette stimulieren den Gallenfluss und
somit die Mizellenbildung (Furr & Clark, 1997). Zusitzlich zur Fettmenge hat auch die Art
des aufgenommenen Lipids einen Einfluss auf die Absorption. So scheinen langkettige
Fettsdauren positivere Auswirkungen auf die Carotinoidbioverfiigbarkeit auszuiiben als
mittelkettige Fettsduren (Borel et al., 1998). Clark er al. beobachtete auBlerdem in Rat-
tenversuchen eine schlechtere Lycopinabsorption beim gleichzeitigen Verzehr von Mais-
keimdl im Vergleich zu Olivendl. Die niedrigere Carotinoidbioverfiigbarkeit liegt vermut-
lich an den hohen Anteilen an PUFAs (mehrfach ungesittigen Fettsduren) im Maiskeimol.
Bisher ist jedoch noch nicht eindeutig geklirt, welche Mechanismen fiir die negative Wir-
kung von mehrfach ungesittigten Fettsduren wie z. B. Linolsdure oder Linolensdure auf die
Carotinoidabsorption verantwortlich sind. Diskutiert wird, dass ein hoher PUFA-Anteil
moglicherweise die Carotinoidoxidation im Darm fordert und somit weniger intakte Caro-
tinoide fiir die Absorption zur Verfiigung stehen. Ein verringerter Transport der Caroti-
noide aus der Lipidemulsion mit hohem Anteil an PUFAs in die gemischten Mizellen wire
ebenfalls denkbar. Mizellen, welche viele mehrfach ungesittigte Fettsduren enthalten, sind
grofBer als Mizellen mit hauptsidchlich gesittigen Fettsduren. Deshalb wird auch vermutet,
dass diese gro3en Mizellen langsamer in die Enterocyten aufgenommen werden, was eben-
falls die geringere Bioverfiigbarkeit erkldren wiirde (Clark et al., 2000). In einer
Humanstudie beobachteten Unlu et al. einen Zusammenhang zwischen dem Verzehr von
Avocado-Lipiden und einer hoheren Lycopinabsorption. Vermutlich wirkt sich die Fett-
siurezusammensetzung von Avocados (etwa 66 % Olsiureanteil) positiv auf die Bildung

der Chylomikronen aus (Unlu et al., 2005).

Aufgrund des Zusammenhangs zwischen Carotinoid- und Fettstoffwechsel haben auch
Medikamente oder Lebensmittelzusatzstoffe, welche in den Fettstoffwechsel eingreifen,
Auswirkungen auf die Carotinoidabsorption. Beispielsweise verringerten lipid- bzw. cho-
lesterin-senkende Medikamente wie z. B. Cholestyramin oder Probucal die Plasmakon-
zentrationen von Lycopin und B-Carotin um 50 — 60 % (Elinder et al., 1995). Auch bei ei-
ner kombinierten Aufnahme von Sucrose-Polyestern (z. B. Olestra) bzw. mit Pflanzenste-

rolen angereicherter Margarine und Nahrungscarotiniden wurden reduzierte Carotinoid-
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konzentrationen im Plasma beobachtet (Koonsvitsky et al., 1997; Weststrate & Meijer,
1998; Boileau et al., 2002). Fiir Lycopin konnte die negative Wirkung eines Langzeitkon-
sums von Olestra auf den Serumspiegel in einer Humanstudie ebenfalls nachgewiesen

werden (Tulley et al., 2005).

Weiterhin beeinflusst die Art der konsumierten Lycopinquelle die Bioverfiigbarkeit von
Lycopin. Eine Humaninterventionsstudie von Edwards et al. zeigte beispielsweise, dass
Lycopin aus Wassermelonensaft ebenso gut aufgenommen wird wie aus Tomatensaft
(Edwards et al., 2003). Aus roten, lycopinhaltigen Karotten dagegen war Lycopin nur
44 % so gut verfiigbar wie aus Tomatenpaste. Die in den verzehrten Karotten enthaltenen
Ballaststoffe wirkten sich dabei negativ auf die Lycopinaufnahme aus (Horvitz et al.,
2004). In mehreren Studien wurde die Bioverfiigbarkeit von Lycopin aus verschiedenen
Supplementen (Paetau et al., 1998; Rao & Agarwal, 1998; Bohm & Bitsch, 1999; Bohm,
2002; Richelle et al., 2002) untersucht und mit der aus natiirlichen Quellen verglichen.
Dabei konnten in den meisten Fillen keine bzw. nur geringe Unterschiede in der Biover-

fiigbarkeit zwischen den verschiedenen Lycopinquellen festgestellt werden.

Die prozentuale Carotinoidaufnahme aus der Nahrung sinkt mit steigender Carotinoid-
dosis und bereits hohen Blut- und Gewebecarotinoidspiegeln (Stahl & Sies, 1992; Miiller
et al., 1999; Diwadkar-Navsariwala et al., 2003). Fiir den Einfluss von Wechselwirkun-
gen zwischen Carotinoiden auf ihre Bioverfiigbarkeit liegen bisher nur einige wenige
Untersuchungen vor, welche keine einheitlichen Aussagen zulassen. Johnson et al. be-
obachteten in einer Humanstudie beispielsweise bei einer gleichzeitigen Aufnahme von
Lycopin und B-Carotin eine gesteigerte Resorption von Lycopin, doch keine Beeinflussung
der B-Carotin-Resorption (Johnson et al., 1997). Bei der Untersuchung des Effekts einer
Einmaldosis an B-Carotin kombiniert mit Lutein oder Lycopin auf den Plasmagehalt von
B-Carotin wurde in einer Humanstudie dagegen festgestellt, dass Lutein einen negativen
Einfluss auf die B-Carotin-Absorption hat, wihrend die gleichzeitige Aufnahme von Lyco-
pin keinen Einfluss zeigte (van den Berg & van Vliet, 1998). Im Gegensatz dazu sank in
einer Studie mit Frettchen die Bioverfiigbarkeit von B-Carotin bei kombinierter Gabe von
B-Carotin und Lycopin (White et al., 1993). Vermutet wird, dass Lycopin und B-Carotin

moglicherweise um dieselben Transport- oder Absorptionsmechanismen konkurriern

(Gaziano et al., 1995).
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2.3.5 Verteilung und Gehalte von Lycopin im menschlichem Organismus

Im menschlichem Korper konnten bisher zwischen 10 und 20 verschiedene Carotinoide
detektiert werden, wobei [3-Carotin und Lycopin die mengenmifig hiufigsten Carotinoide
sind. Stahl und Sies publizierten beispielsweise eine durchschnittliche Carotinoidverteilung
im Blut (ermittelt aus 8 verschiedenen Humanstudien) von 33 % Lycopin, 24 % [B-Carotin,

23 % Lutein+Zeaxanthin, 15 % B-Cryptoxanthin und 5 % o-Carotin (Stahl & Sies, 1996b).

Obwohl nur etwa 1 % des Gesamtcarotinoid-Pools des menschlichen Korpers im Plasma
bzw. Serum zu finden sind (Smith, 1998), wurden aufgrund ihrer relativ guten Verfiigbar-
keit die meisten Untersuchungen in diesen Medien durchgefiihrt. Der Plasma-/Serumgehalt
gibt jedoch nur Auskunft dariiber, wie viel der Carotinoide die intestinale Barriere iiber-
wunden haben, jedoch nicht dariiber, wie die Aufnahme durch die Nahrung die Gewebe-
konzentration beeinflusst. Die Plasma-/Serumkonzentrationen spiegeln den aktuellen Ver-
sorgungszustand wieder, wihrend die Konzentrationen in Organen Aussagen iiber die ldn-

gerfristige Carotinoidversorgung zulassen.

In Tabelle 8 sind durchschnittliche Lycopinkonzentrationen im Humanplasma oder -serum
angegeben. Ausgewihlt wurden dabei Studien aus verschiedenen Léndern und verschiede-
nen Altersgruppen, in welchen die Probandenanzahl iiber 100 Personen lag und sich die
Probanden normal erndhrten (Basisdaten). Im Rahmen der aktuellen EPIC-Studie wurden
auch Probandenkollektive in Deutschland untersucht. In den neuen Bundesldndern lagen
die Plasmagehalte an Lycopin bei 0,65 £ 0,32 umol/L und in den alten Bundesldndern bei
0,58 £ 0,29 umol/L (Jenab et al., 2005).
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Tabelle 8: Lycopinkonzentrationen [pmol/L] in Humanserum oder -plasma bei normaler Ernih-
rung

Literatur Land Probandenzlahl Unte'rsughungs- Lycopinkonzentration

(Geschlecht') medium [umol/L]
(Alberg et al., 2000) USA 789 (m) / 801 (w) P 0,32+0,02/0,41 £0,02
(Brady et al., 1996) USA 400 (m, w) S 0,23 -0,47
(El-Sohemy et al., Costa 334 (m) P 0,50+ 0,34
2002) Rica 115 (w) 0,59 + 0,34

284 (m) 0,62+0,31
(Jansen et al., 2004) Holland 287 (w) P 0.66 + 0.34
(Jenab et al., 2005) Europa  ~ 14 000 (m, w) P 0,72+0,42
fllf}lggge(l)‘)"(}mb““h " Holland 109 (m, w) S 0,13 £ 0,09
%g;’;lsvmky etal,  ysA 219 (m,w) s 0,24 40,01
Yooy YA usa 4557 (mw) s 0,45+ 0,20
(Lu et al., 2001) USA 130 (m) P 0,31 0,19
(Mayne et al., 1999) USA 111 (m, w) P 0,30 - 0,86
(Michaud et al., 1998) USA 112 (m) / 186 (w) P 0.82+0,38

0,76 £ 0,32

ggf“berg cals AL 108 (m,w) P 0.61 - 0,62
(Nomura et al., 1997) Hawaii 142 (m) S 0,25
(Rissanen et al., 2003) Finnland 2 682 (m) S 0,15+£0,14
(Scott et al., 1996) UK 162 (w) P 0,25-0,39
(Sesso et al., 2004) USA 483 (w) /483 (w) P 0,30+0,14/0,31 +£0,15
(Sesso et al., 2005b) USA 508 (w) / 508 (w) P 0,20+0,11/0,19£0,09
(Sesso et al., 2005a) USA 499 (m) / 499 (m) P 0,19+0,09/0,18 0,09
(Vogel et al., 1997) USA 230 (m) / 408 (w) P 0,64 +0,0,40/0,59 0,36
(Vogt et al., 2002) USA 2 296 (m) S 0,27 - 0,35
(Vuong et al., 2002) Vietnam 752 (m, w) P 0,08 £0,14
(Wei et al., 2001) USA 2488 (m) /2894 (w) S 0,51 +£0,01/0,44+0,01

"' m = ménnlich, w = weiblich; S = Serum, P = Plasma

Bei normaler Erndhrung liegen die Lycopinkonzentrationen in Plasma bzw. Serum gro8-
tenteils unter 1 umol/L (Tabelle 8). Lycopingehalte iiber 1 umol/L sind jedoch bei
langerfristiger lycopinreicher Erndhrung (Supplementation, Interventionsstudien etc.)
moglich (Tabelle 9). Auch in mediterranen Lindern sind aufgrund des hohen Tomatenver-

zehrs Plasmalevel iiber 1 umol/L keine Seltenheit.

Die Lycopingehalte im Korper werden u. a. durch die aufgenommene Lycopinmenge und
durch die Bioverfiigbarkeit aus den verzehrten lycopinhaltigen Lebensmitteln bzw. Supp-
lementen beeinflusst. Obwohl in mehreren Humanstudien beobachtet wurde, dass die Ge-
halte hauptsédchlich mit der Aufnahme von Tomaten und Tomatenprodukten korrelieren,
zeigten einige Untersuchungen auch nur geringe bzw. keine Korrelation zwischen der Ly-

copinaufnahme durch die Nahrung und den Lycopinspiegeln im Korper (Porrini & Riso,
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2005). Scott et al. beobachteten eine signifikante hohere Lycopinaufnahme im Sommer
und Herbst, wobei im Plasma der Probanden jedoch keine saisonalen Unterschiede in den
Lycopinkonzentrationen feststellbar waren (Scott et al., 1996). In Abhingigkeit von der
geographischen Region und den damit verbundenen Erndhrungsgewohnheiten konnen die
Lycopingehalte im menschlichen Korper von Land zu Land sehr unterschiedlich sein. In
Nordeuropa und Japan waren beispielsweise die Plasmalycopinlevel 2-8fach niedriger als
in Nordamerika und in Mittel- und Siideuropa (Wertz et al., 2004). Auch in Vietnam lagen
die Lycopingehalte im Plasma mit 0,08 £ 0,14 umol/L sehr niedrig, da in dieser Region
lycopinhaltige Lebensmittel (Tomaten, Wassermelonen etc.) schwer erhéltlich sind und

auch von der Bevolkerung kaum akzeptiert werden (Vuong et al., 2002).

Eine Vielzahl von Studien beschiftigte sich mit der moglichen Abhingigkeit der Lyco-
pinlevel im menschlichen Korper (hauptsichlich Plasma, Serum) von unterschiedlichen
Faktoren. Im Gegensatz zu o- und B-Carotin waren die Plasmakonzentrationen von Lyco-
pin in den meisten Studien bei Frauen nicht hoher als bei Mannern (Olmedilla et al.,
1994; Brady et al., 1996). Mit zunehmendem Alter der Probanden wurde eine Abnahme
der Lycopinkonzentration im Serum beobachtet (Brady et al., 1996; Rissanen et al., 2003).
Zwischen Korpermasse und Lycopinlevel scheint im Gegensatz zu B-Carotin kein Zu-
sammenhang zu bestehen (Griinwald, 2002 #196). Weiterhin wurde hiufig der Einfluss
von Alkohol- und Tabakkonsum auf den Lycopinstatus diskutiert, wobei bis heute nur
uneinheitliche Aussagen vorliegen. Der iibermifBige Konsum von Alkohol und damit héu-
fig auftretende Leberdysfunktionen zeigten in einigen Studien einen eindeutigen negativen
Einfluss auf den Lycopinspiegel (Brady et al., 1996; Albanes et al., 1997), wobei in ande-
ren Studien dagegen kein Zusammenhang beobachtet werden konnte. Auch zum Einfluss
von Tabakrauch auf Lycopin liegen bisher nur kontroverse Daten vor. In einigen wenigen
Studien waren die Lycopinspiegel von Rauchern niedriger als die von Nichtrauchern, wo-
bei diese Unterschiede teilweise nicht signifikant waren (Sanders et al., 1993; Pamuk et
al., 1994; Wei et al., 2001; Lagiou et al., 2003). Der grofite Anteil der Untersuchungen
zeigte jedoch beim Lycopin keine Unterschiede zwischen Rauchern und Nichtrauchern
(Thompson et al., 1985; Stryker et al., 1988; Morrow et al., 1995; Ross et al., 1995; Brady
et al., 1996; Albanes et al., 1997; Mayne et al., 1999; Rissanen et al., 2003).
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In Tabelle 9 ist eine Auswahl von Humaninterventionsstudien angegeben, welche ab
dem Jahr 2000 veroffentlicht wurden. Neben der Ausgangskonzentration an Lycopin im
Plasma oder Serum wurde die Stirke des Lycopinspiegelanstieges u. a. durch die Lycopin-
dosis, die Liange der Lycopinintervention, die Art der verzehrten Lycopinquelle, die Zu-
sammensetzung des Probandenkollektives etc. beeinflusst. In diesen und anderen Studien
wurde durch die Aufnahme einer definierten Lycopinmenge in den meisten Fillen ein 2-
3facher Anstieg der Lycopinspiegel beobachtet. Jedoch stiegen bei einer Supplementation
mit Lycopin die Blutspiegel nicht so stark an, wie bei einer vergleichbaren Aufnahme von
beispielsweise o, B-Carotin oder Lutein (Agarwal & Rao, 1998; Paetau et al., 1998;
Olmedilla et al., 2002), was in der geringeren Bioverfiigbarkeit von Lycopin im Vergleich

zu anderen Carotinoiden begriindet liegt (Kapitel 2.3.4).

Auch bei exzessiver Lycopinaufnahme (hohe Lycopindosen iiber einen langeren Zeitraum)
wurden bisher kaum Plasma-/Serumlycopingehalte iiber 1,5 umol/L beobachtet. Demzu-
folge liegt die Vermutung nahe, dass unter bestimmten Bedingungen eine Séttigung des
Plasmas/Serums mit Lycopin vorliegt und keine weitere Erhohung der Plasmakonzentra-
tion durch erneute Lycopinzufuhr moglich ist. Bis heute konnte noch nicht abschlieBend
geklart werden, ab welchen Lycopinmengen eine Séattigung auftritt und welche Faktoren
diesen Zustand beeinflussen. Ein moglicher Sittigungseffekt wihrend der Lycopinauf-
nahme wurde schon 1992 von Stahl und Sies beschrieben, welche in einer Humanstudie
mit Tomatensaft eine grolere Effizienz in der Lycopinabsorption bei niedrigeren Dosen im
Vergleich zu hohen Dosen beobachteten (Stahl & Sies, 1992). Pateau et al. beschrieben ein
Plateau in der Plasmakonzentration bei der tiglichen Aufnahme von 70-75 mg/d (Paetau et
al., 1998). Jedoch konnte auch bei der Aufnahme von téglich 5 mg Lycopin iiber mehrere
Wochen dieser ,,Plateaueffekt beobachtet werden (Bohm & Bitsch, 1999). Obwohl bei
diesen beiden Studien unterschiedlich hohe Lycopindosen verzehrt wurden, waren die
Plateaukonzentrationen mit 0,2 — 0,3 umol/L dhnlich. Diwadkar-Navsariwala et al. unter-
suchten in einer Humanstudie, wie der Verzehr unterschiedlicher einmaliger Dosen an Ly-
copin (10 -120 mg) den Lycopinspiegel im Serum der Probanden beeinflusste. Dabei
konnten keine signifikanten Unterschiede der absorbierten Absolutmenge zwischen den
unterschiedlichen Lycopinmengen festgestellt werden. Die durchschnittliche absorbierte

Menge an Lycopin lag bei 4,69 *+ 0,55 mg. Diese Resultate weisen darauf hin, dass mog-



Literaturbersicht 31

licherweise bei etwa 5 mg eine Sittigung des Absorptionsmechanismus” vorliegt

(Diwadkar-Navsariwala et al., 2003).

Tabelle 9: Anderung der Lycopinkonzentrationen [umol/L] in Humanserum oder -plasma bei defi-
nierter Lycopinsupplementation

Auswaschphase' Interventionsphase
Konzentration Konzentration
Literatur Linee? YOT Liinge? Lycopinaufnahme nach
& Supplementation £ (Quelle, Menge) Supplementation
[umol/L]? [umol/L]
0,78+ 0,11 Tomaten, 50 mg/d 0,89+0,12
(Allen et al., 2002) 7d 0.64+0.18 3d Tomatensaft, 50 mg/d 0.8210.19
0,56 +0,03 Tomatensauce, 21 mg/d 0,78+ 0,11
(Allen et al.,2003) 2wo  0,56+0,03 4wo  Tomatensuppe, 12 mg/d 0,64 +0,18
0,56 + 0,03 Tomatensaft, 17 mg/d 0,64 £0,18
(2%8;3"“ etal,  yeine  0.64+0.06 3wo  Kapseln’, 30 mg/d 1,26 % 0,10
0,04+ 0,06 Kapseln Nr. 1, 5 mg/d 0,35+0,15
0,13+0,10 Kapseln Nr. 2*, 5 mg/d 0,32 £0,08
(Bohm, 2002) 2wo  0,08%0,11 4wo  Kapseln Nr. 3%5 mg/d 0,38+ 0,12
0,10+ 0,07 Kapseln Nr. 4°, 5 mg/d 0,29 10,10
0,14+0,16 Kapseln Nr. 5%, 5 mg/d 0,25+0,18
g%g:;ba etal, 2wo  020+0,18 2wo  Tomatensaft, 37 mg/d 0,46 +0,23
(Chopra et al., n Tomaten,Wassermelonen, "
2000) 8d 0,25+0,20 7d 45+ 15 me/d 0,85%0,34
(Carroll et al.,
2000; Corridan et keine 0,10 + 0,06 12 wo Lycopinkapseln, 13,3 mg/d 0,27 £ 0,10
al., 2001)
(Edwards et al 0,45 + 0,04 Melonensaft’, 20,1 mg/d 1,08 +0,11
2003) b 4wo 0,40 +0,04 3wo  Melonensaft’, 40,2 mg/d 1,18 0,14
0,43 £ 0,05 Tomatensaft, 18,4 mg/d 0,96 +0,12
0,55 +£0,07 Tomatensuppe, 35+ 1 mg/d 0,78 = 0,08
gggg;ey etals g4 057+007 15d  Tomatensuppe, 23+ 1 mg/d 0,55+ 0,06
0,37 £0,05 Gemiisesaft, 25 + 1 mg/d 0,57 £ 0,06
ggg‘f;ger etal,  yeine 0634021 12wo Kapseln®, 15 mg/d 1,1740,15
(Hoppe et al., . 0,33+0,12 Kapseln®, 15 mg/d 0,91 +£0,30
keine 28 d 4
2003) 0,38+0,18 Kapseln”, 15 mg/d 0,95+ 0,20
(Kim et al., 2003a) keine 0,64 + 0,06 3 wo Tomatensauce, 30 mg/d 1,26 £ 0,10
(Pellegrini et al.,
2000; Porrini & 1wo 0,13£0,06 2wo  Tomatensaft, 7 mg/d 0,55 £0,21
Riso, 2000)
(2%%2;“1 etal, keine  0,31+0,17 26d  Oleoresingetrink’, 5,7 mg/d 0,52+ 0,17
(Riso et al.,2004) 1wo  0,34+0,03 3wo  Tomatenprodukte, 8 mg/d 0,52 £0,03
(Richelle et al., 3 wo 0,38 £ 0,05 8 wo Lactolycopin, 25 mg/d 0,96+ 0,13
2002) 0,28 + 0,02 Tomatenpaste, 25 mg/d 0,75+ 0,07
(van Breemen et . .
al., 2002) keine 0,66 0,46 3wo  Spaghettisauce, 30 mg/d 1,30+ 0,74
gig?ldah 1 wo 0,34 +£0,03 3 wo Tomatenprodukte, 8 mg/d 0,53 £0,03
(Vuong et al., keine 0,08 +0,14 30d  Gac-Frucht, ~ 8 mg/d 0,73+ 0,59

2002)
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(Watzl et al., 2 wo 0,21 £0,12 2 wo Tomatensaft, 37 mg/d 0,52 £0,20
2003) 0,12+0,10 Tomatensaft, 37 mg/d 0,48 +0,21

"lycopinarme Kost vor Beginn der Supplementation; “d = Tage, wo = Wochen; ~nach Beendigung der
Auswaschphase (falls vorliegend); * Tomatenoleoresinkapseln; > Wassermelonensaft;  synthetisches Lycopin
in Kapseln; ’ Getrink mit Zusatz von Tomatenoleoresin

In verschiedenen Studien wurden fiir Lycopin unterschiedliche Plasmahalbwertzeiten
ermittelt, welche zwischen 2 bis 33 Tagen lagen. Demzufolge ist fiir eine Senkung des
Lycopinplasmaspiegels, was teilweise fiir bestimmte Fragestellungen in Humanstudien
notwendig ist, eine Auswaschphase von mindestens zwei Wochen sinnvoll. (Brown et al.,
1989; Micozzi et al., 1992; Rock et al., 1992; Stahl & Sies, 1992; Oshima et al., 1997;
Cohn et al., 2004)

Lycopin konnte in fast allen Geweben des Menschen gefunden werden, jedoch liegen
Hinweise vor, dass dieses Carotinoid bevorzugt in Nebennieren, Leber, Hoden und Pros-
tata aufgenommen wird (Tabelle 10). Die Anhdufung von Carotinoiden in spezifischen Ge-
weben weillt darauf hin, dass diese Verbindungen spezielle Funktionen in den Geweben
haben. Die Aufnahme von Lycopin ins Gewebe ist u. a. abhéingig von der Anzahl der LDL-
Rezeptoren im Gewebe, vom Gewebefettgehalt, von der ,,metabolischen Rate* des Gewe-
bes und von der Anwesenheit von Bindungs- bzw. Transporterproteinen im Gewebe. Auch
die Struktur des Lycopins (frans- oder cis-Konfiguration), die schon im Gewebe vorlie-
genden Lycopingehalte und der damit verbundene ,,.Lycopinbedarf* des entsprechenden

Gewebes beeinflussen die Aufnahmerate. (Schwartz, 2005)

Gewebeuntersuchungen werden nur sehr selten durchgefiihrt, da die Entnahme von Gewe-
beproben sehr aufwendig und kostenintensiv ist und auch die Detektion von Carotinoiden
aufgrund ihrer geringen Konzentration in Geweben sich oftmals als problematisch erweist.
Demzufolge wurden bisher nur wenige Daten zu Lycopingehalten in unterschiedlichen
Humangeweben publiziert. Eine Auswahl verschiedener Gewebekonzentrationen ist in
Tabelle 10 angegeben. Von Rao und Agarwal wurden inter-individuelle Variationen der

Lycopingewebespiegel von iiber das 100fache beschrieben (Rao & Agarwal, 1999).

Tabelle 10: Lycopinkonzentrationen [nmol/g] in menschlichen Geweben

(Kaplan et al., 1990)  (Schmitz et al., 1991)  (Stahl et al., 1992) (Clinton et al., 1996)

Hoden 21,4 43094-94)

Nebenniere 21,6 1,9 (0,2-5,6)

Leber 2,5 5,4 (0-20,7) 1,3(0,1-4,1)




Literaturtibersicht 33

Prostata 0,8(0-1,7)
Fettgewebe 1,3 0,2 (0-0,5)

Pankreas 0,7

Lunge 0,6 (0,1-42)

Niere 0,4 0,6 (0,1 -24) 0,2 (0,1 -0,3)

Eierstocke 0,3 0,3 (0,1 -0,4)

2.3.6 Metabolisierung von Lycopin

Zum heutigen Zeitpunkt ist nur wenig iiber die Metabolisierung von Nicht-Provitamin-A-
Carotinoiden, wie dem Lycopin, im menschlichen Korper bekannt. Im Gegensatz zu den
Provitamin-A-wirksamen Carotinoiden, welche zu einem geringen Teil in den Mucosazel-
len und zum gréBeren Teil in der Leber zu Vitamin A metabolisiert werden, ist beim Lyco-
pin aufgrund seiner Struktur diese Vitamin-A-Bildung nicht méglich. Jedoch konnten zu-
sdtzlich zu den zahlreichen Lycopinisomeren einige wenige Lycopinabbauprodukte in

menschlichem Blut und Gewebe detektiert und identifiziert werden.

Khachik et al. fanden im Humanserum beispielsweise das 5,6-Dihydroxy-5,6-dihydrolyco-
pin, ein Lyopinmetabolit, welcher moglicherweise durch Oxidationsprozesse im Korper
aus Lycopin gebildet wurde (Khachik et al., 1995). In der Milch sowie im Serum stillender
Miitter konnten die Epimere 2,6-Cyclolycopin-1,5-diol A und B nachgewiesen werden
(Khachik et al., 1997). Die Autoren vermuteten, dass die Oxidation von Lycopin iiber das
instabile Lycopin-5,6-epoxid ablduft, welches dann zum 2,6-Cyclolycopin-1,5-epoxid
weiterreagiert. Dieses Epoxid wird enzymatisch oder sdurekatalysiert zum 2,6-Cyclolyco-
pin-1,5-diol hydrolisiert. Noch ist jedoch nicht geklart, ob diese Metabolite in vivo aus Ly-
copin gebildet werden oder iiber die Nahrung aufgenommen werden. Geringe Mengen die-
ser Verbindungen wurden auch in Tomaten und Tomatenprodukten gefunden (Khachik et
al., 2002a; Sicilia et al., 2005). Sicilia er al. identifizierten aullerdem verschiedene
Stereoisomere der zwei Lycopinmetabolite 5,6-Dihydrolycopin und Tetrahydrolycopin in
Kilbern nach der Supplementation mit Lycopin. Die Autoren beurteilten jedoch die Unter-
suchung an Kélbern als ein Tiermodell, welches schlecht auf den Menschen iibertragbar ist

(Sicilia, 2004).

Im Gegensatz zu den wenigen Untersuchungen von Metaboliten in vivo liegen heutzutage
eine Reihe von Daten zur Umwandlung von Lycopin in verschiedenen in-vitro-Modellen

vor. Beispielsweise stellte eine franzosische Arbeitsgruppe verschiedene Lycopinmetabo-
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lite, welche auch in vivo eine Bedeutung haben konnten, durch in-vitro-Oxidation her. Mit
Hilfe von Kaliumpermanganat bzw. einem Metallporphyrin-System wurden aus Lycopin
elf Apo-Lycopinale/-one und sechs Apo-Carotindiale gebildet, von denen einige auch in
Tomaten bzw. Tomatenpiiree detektiert werden konnten. (Caris-Veyrat et al., 2004) Nagao
et al. beschrieben die Bildung von Acycloretinal, Acycloretinsdure und Apolycopinale aus
Lycopin in vitro durch nicht-enzymatische Abbauwege und die Wirkung dieser Autooxi-
dationsprodukte in Zellversuchen (siehe auch Kapitel 2.4.2). Acycloretinsdure kann mogli-
cherweise enzymatisch aus Acycloretinal exponiert durch oxidativen Stress auch in

menschlichen Geweben gebildet werden. (Kim et al., 2001; Nagao, 2004).
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Abbildung 7: Strukturformeln ausgewihlter Lycopinmetabolite

2.4 Funktionen und Wirkungen von Lycopin und seinen Metaboliten
2.4.1 Protektive Wirkungen von Lycopin und seinen Metaboliten

Lycopin besitzt neben den allgemeinen Funktionen (Farbung und Schutz von Pflanzen und

Tieren etc.), welche alle Carotinoide haben (siehe Kapitel 2.1) auch verschiedene protek-
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tive Wirkungen auf den menschlichen Korper. Weiterhin ist das Lycopin u. a. an der Bil-
dung von Aromakomponenten in Tomaten und Wassermelonen beteiligt (Lewinsohn et al.,

2005).

Verschiedene epidemiologische und klinische Studien haben zeigt, dass der Verzehr von
Tomaten chemoprédventive Wirkungen auf einige chronische Erkrankungen, wie verschie-
denen Krebsarten (Giovannucci et al., 2002; Etminan et al., 2004) und Herz-
Kreislauferkrankungen (Kohlmeier et al., 1997; Klipstein-Grobusch et al., 2000; Rissanen
et al., 2002) haben kann. Dieser Zusammenhang zwischen Tomaten- bzw. Lycopinauf-
nahme und dem Auftreten von Krebserkrankungen war besonders aufgeprigt fiir Prostata-
krebs, aber auch teilweise fiir Blasen-, Lungen-, Gebarmutterhals- und Brustkrebs, sowie
Krebsarten des Gastrointestinaltrakts nachweisbar (Burney et al., 1989; Helzlsouer et al.,
1989; Giovannucci et al., 1995; Arab et al., 2001; Arab et al., 2002); (Gerster, 1997; Sesso
et al., 2005b). Weiterhin wird auch die Rolle von Lycopin bzw. Tomatenprodukten bei der
Privention von Entziindungserkrankungen (Dugas er al., 1998; Balestrieri et al., 2004),
rheumatischen Erkrankungen (Vektor-Lycopin, Privatkorrespondenz mit Prof. C.-P. Sie-
gers, Liibeck), Immunerkrankungen (Heber & Lu, 2002) und Hypertonie (Engelhard et al.,
2006) diskutiert.

Aufgrund seiner krebspriaventiven Wirkung wurde in neueren Studien der mogliche Ein-
satz von Lycopin als Medikament bei der Krebstherapie untersucht (Matlaga et al., 2001;
Ansari & Gupta, 2004). Ansari & Gupta konnten in einer prospektiven Humanstudie bei-
spielsweise zeigen, dass beim Verzehr von 10 mg Lycopin pro Tag positive Effekte (Ver-
ringerung der prostataspezifischen Antigene, Schmerzreduktion etc.) bei Prostatakrebspa-
tienten erkennbar waren. Besonders der Einsatz von Lycopin in Kombination mit anderen
Krebsmedikamenten (z. B. Adriamycin, Gentamycin) erschien sinnvoll, um den schidi-
genden Wirkungen dieser Verbindungen entgegenzuwirken (Yilmaz et al., 2006; Karahan

et al., 2005).

Obwohl Tomaten und Tomatenprodukte eine Vielzahl gesundheitsfordernder Inhaltsstoffe
besitzen, deuteten Human-, Tier- und Zellstudien darauf hin, dass diese schiitzenden
Effekte hauptsidchlich dem roten Tomateninhaltsstoff Lycopin zugeschrieben werden kon-

nen (Rao & Agarwal, 1999; Etminan et al., 2004; Tang et al., 2005b). Jedoch sind auch sy-
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nergistische Wirkungen von Lycopin mit anderen Lebensmittelinhaltsstoffen denkbar. Bei-
spielsweise konnten Synergismen zwischen Lycopin und o-Tocopherol oder 1,25-Di-

hydroxyvitamin D3 in verschiedenen Untersuchungen nachgeweisen werden (Pastori et al.,

1998; Amir et al., 1999; Balestrieri et al., 2004).

2.4.2 Wirkmechanismen von Lycopin

Die Mechanismen der Lycopinwirkung im menschlichen Korper sind bis heute noch nicht
eindeutig geklart. Obwohl die antioxidative Wirkung von Lycopin als einer der Hauptme-
chanismen angesehen wird, ist es auch moglich, dass Lycopin in andere, nicht-oxidative
Mechanismen involviert ist (Abbildung 8). In vitro ist die antioxidative Wirkung von
Carotinoiden sehr gut dokumentiert, aber ihre antioxidative Wirkung in vivo ist bis heute
noch unklar (siehe auch Kapitel 2.2.3). Auch die anderen moglichen Wirkmechanismen

konnten grofitenteils bisher nur in vitro beobachtet werden.

Die Moglichkeit von Lycopin, als Antioxidans und Féanger von freien Radikalen zu wirken,
wurde von vielen Wissenschaftlern als moglicher Hauptmechanismus fiir die protektiven
Effekte des Lycopins auf die menschliche Gesundheit postuliert (Di Mascio et al., 1989;
Stahl & Sies, 1993; Halliwell, 1994; Gerster, 1997). Im menschlichen Organismus stellt
sich ein Gleichgewicht zwischen oxidativen Prozessen und antioxidativen Reaktionen ein.
Die Verschiebung dieses Gleichgewischtes resultiert in dem sogenannten ,,oxidativen
Stress®, der schliesslich zu unterschiedlichen Erkrankungen wie beispielsweise Herz-
Kreislauf-Erkrankungen und Krebs fiihren kann. Die Quenching-Eigenschaft von Lycopin
wurde bisher hauptséchlich fiir Singulett-Sauerstoff beschrieben, eine reaktiven Sauerstoff-
Verbindung, welche mit der Initialisierung von verschiedenen degenerativen Erkrankungen
in Verbindung gebracht wird (Di Mascio et al., 1989; Halliwell, 1994; Halliwell, 1996).
Weitere Studien zeigten auch eine protektive Wirkung des Lycopins vor Schiden, welche
durch NO; (Bohm et al., 2001), CCl30; (Yaping et al., 2002), H,O, (Riso et al., 1999) und
UV-Strahlung (Ribaya-Mercado et al., 1995; Stahl & Sies, 2002) hervorgerufen wurden.
Zwischen der antioxidativen Funktion des Lycopins und der Verringerung von DNA-
Schiden und Oxidationsschidden an Proteinen, Lipiden und anderen Zellkomponenten be-
steht dabei ein Zusammenhang (Shi & Le Maguer, 2000). Rao und Agarwal publizierten
die erste Studie zur in-vivo-Wirkung von Tomatenprodukten auf die antioxidative Aktivitét

inklusive der DNA-Oxidation sowie der Lipid- und Proteinperoxidation beim Menschen
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(Rao & Agarwal, 1998). Jedoch konnten die beobachteten Effekte nicht eindeutig nur dem
Lycopin zugeschrieben werden. Die Wirkungen waren wahrscheinlich in dem Zusammen-

spiel mehrerer Tomateninhaltsstoffe begriindet.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung moglicher Wirkmechanismen des Lycopins
(Breinholt et al., 2000; Karas et al., 2000; Stahl et al., 2000; Siler et al., 2004; Wertz et al., 2004; Bowen,
2005)

Bis heute konnte nicht eindeutig geklirt werden, ob das intakte Lycopin und/oder im Kor-
per gebildete Lycopinmetabolite fiir die priventiven Wirkungen verantwortlich sind. In-
vivo- und in-vitro-Untersuchungen wiesen darauf hin, dass auch einige Lycopinoxida-
tionsprodukte schiitzende Wirkungen haben konnen (Stahl et al., 2000; Aust et al., 2003).
Fiir die Konfigurationsisomere des Lycopins liegen bis heute mit Ausnahme der antioxida-
tiven Kapazitit keine Untersuchungen zu ihrer biologischen Aktivitét vor. Seit einigen Jah-
ren wird diskutiert, ob der Einfluss von Nahrungslycopin auf das Krebszellenwachstum
moglicherweise auf der Wechselwirkung von Metaboliten des Lycopins mit den Retin-
sdaurerezeptor (RAR) begriindet ist (Ben-Dor et al., 2001; Kim et al., 2001; Nagao, 2004;
Zaripheh & Erdman, 2005).
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Stahl et al. stellten fest, dass die aus dem Lycopin gebildete Acycloretinsdure auch einen
Einfluss auf die Zellkommunikation hat. Die Acycloretinsidure zeigte jedoch eine geringe
Wirksamkeit im Vergleich zur Retinsdure, welche aus Vitamin-A-wirksamen Carotinoiden
gebildeten wird. Als ein weiteres biologisch aktives Lycopinoxidationsprodukt konnte das
2,7,11-Trimethyltetradecahexaen-1,14-dial identifiziert werden. (Stahl er al., 2000; Aust et
al., 2003). In Zellstudien wurde durch einige Lycopinoxidationsprodukte (Acycloretinal,
Acycloretinsdure, Apolycopinale) auch die Zellapoptose induziert. Moglich wire, dass
analog zu Retinsdure beispielsweise die Acycloretinsdure eine Wirkung bei der Regulation

der Genexpression hat. (Kim et al., 2001; Nagao, 2004).

Zahlreiche weitere in-vitro- und in-vivo-Untersuchungen sind in der Zukunft noch notwen-
dig, um die biologischen Wirkungen inklusive der Wirkmechanismen von Lycopin und

seinen Metaboliten besser verstehen zu konnen.

2.5 Testsysteme fiir die Messung der antioxidativen Kapazitiit

Die antioxidative Kapazitit ist ein Summenparameter und kann von Einzelverbindungen,
Lebensmitteln bzw. physiologischen Proben auf unterschiedlicher Weise ermittelt werden.
Dabei lédsst sich zwischen hydrophiler, lipophiler und gesamter antioxidativer Kapazitit
unterscheiden. Bei der hydrophilen antioxidativen Kapazitit einer Probe werden alle
hydrophilen Stoffe erfasst, d.h. alle in Wasser l6slichen Verbindungen. Von einigen
Arbeitsgruppen werden jedoch auch alkoholische Probenextrakte als hydrophil bezeichnet.
Die Definition des Begriffs der lipophilen antioxidativen Kapazitit erweist sich als sehr
schwierig. Darunter wird meistens das antioxidative Potential eines Losungsmittelextraktes
einer Probe verstanden. Die verwendeten Losungsmittel sind dabei sehr vielfiltig und rei-
chen je nach Forschungsgruppe von Alkoholen (Methanol, Ethanol) iiber Dichlormethan
bis zu Hexan. Die Bezeichnung eines in einer alkoholischen Losung gemessenen Wertes
als lipophile antioxidative Kapazitit ist jedoch sehr fraglich, da dabei sicherlich auch

hydrophile Substanzen mit erfasst werden.

Die Messprinzipien, auf denen die verschiedenen antioxidativen Tests beruhen, unter-
scheiden sich untereinander sehr stark. Beispielsweise konnen die Antioxidanzien einer
Probe gebildete Messradikale teilweise eliminieren oder aber auch die Bildung der Radi-

kale uiber Oxidation inhibieren. Der Einsatz einer Vielzahl verschiedener Radikale ist heut-
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zutage bekannt (Cao & Prior, 1998; Gardner et al., 1998; Arnao et al., 2000; Aldini et al.,
2001; Rohe, 2001; Schlesier et al., 2002; Yeum et al., 2004; Huang et al., 2005).

Fiir die Messung der hydrophilen antioxidativen Kapazitit eines walrigen Extraktes stehen
heutzutage viele verschiedene Methoden zur Verfiigung, von denen sich die meisten auch
schon langere Zeit in der Praxis gut bewdhrt haben. Haufig eingesetzt werden u. a. der
hydrophile TEAC-Assay (Trolox equivalent antioxidant capacity), der FRAP-Assay (ferric
reducing antioxidant power), der ORAC-Assay (oxygen radical absorbance capacity), der
TRAP-Assay (total radical-trapping antioxidant parameter), der LDL-Oxidationstest

(quasi-ex-vivo-Test) und auch die ESR-Spektroskopie (Elektronenspinresonanz).

Die Messung der reinen lipophilen antioxidativen Kapazitét ist bis heute dagegen noch
sehr problematisch. Zum einen werden hiufig Extrakte verwendet, die neben den lipophi-
len Verbindungen auch hydrophile Stoffe enthalten, welche mit erfasst werden. Ein weite-
res Problem ist, dass die lipophilen Varianten oft eine geringere Empfindlichkeit aufweisen
als die hydrophilen Testsysteme, wodurch die Anwendung bei biologischen Proben
(Plasma, Gewebe) nicht moglich ist. Dies zeigte sich in eigenen Untersuchungen auch bei

der hydrophilen und lipophilen Variante des TEAC-Tests (Daten nicht gezeigt).

Huang et al. sowie auch Bangalore et al. modifizierten den hydrophilen ORAC-Assay, in-
dem sie verschiedene Cyclodextrine als Losungsvermittler einsetzten und ihn so auch fiir
lipophile Substanzen zugénglich machten (Huang et al., 2002; Bangalore et al., 2005). Ei-
gene Untersuchungen zeigten, dass diese Methode sich gut fiir die Messung der antioxida-
tiven Aktivitdat von Tocopherolen und Tocotrienolen einsetzen lie3. Die Untersuchung von
Carotinoiden, speziell vom Lycopin erwies sich jedoch als sehr problematisch (Daten nicht

gezeigt).

Adom und Liu beschrieben eine weitere Methode, in der Cyclodextrin als Losungsver-
mittler verwendet wurde, den sogenannten PSC-Assay (rapid peroxyl radical scavenging
capacity). Der Test basiert auf der Inhibierung der Oxidation von Dichlorofluorescin durch
Antioxidanzien. Die Bildung der Peroxylradikale, welche von den Antioxidantien abge-
fangen wurden, erfolgte durch thermischen Abbau von 2,2°-Azobis(amidinopropan).

(Adom & Liu, 2005)
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Naguib verdffentlichte eine Fluoreszenz-Methode fiir die Messung der Peroxylradikal-
Scavenger-Aktivitdt von lipophilen Antioxidanten (Naguib, 1998). Aldini et al. benutzten
dieses Testsystem, um neben der hydrophilen auch die lipophile antioxidative Kapazitit
von Plasmaproben zu ermitteln. Fiir die lipophile Variante wurde dabei ein lipophiler Ra-
dikalinitiator (MeO-AMVN) und BODIPY als Fluoreszenz-Indikator eingesetzt (Aldini et
al., 2001). In wie weit dieses Testsystem auch Lycopin erfasst, ist bisher nicht geklart. Zu-
kiinftig ist unumginglich, neue Testsysteme fiir die Messung der lipophilen antioxidativen

Kapazitit zu entwickeln bzw. bestehende Assays zu optimieren.

Ein allgemeines Problem von antioxidativen Tests sollte nicht auler Acht gelassen werden.
Die meisten antioxidativen Testsysteme sind in-vitro-Methoden, welche teilweise auch mit
synthetischen Radikalen arbeiten. Demzufolge konnen die daraus erhaltenen Resultate
nicht unbedingt mit denen in Mensch und Tier (in vivo) gleichgesetzt werden. Sie geben

lediglich Hinweise auf die mogliche Wirkung im lebenden Organismus.
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungen zu Lycopin und seinen geometrischen Isomeren
3.1.1 Isomerisierung und Stabilitit von Lycopin

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Vorversuche zu Isomerisierung und Stabilitét
von Lycopin unter ausgewdihlten Bedingungen durchgefiihrt. Zum einen wurde die Bildung
von Lycopinisomeren und -oxidationsprodukten aus (all-E)-Lycopin mit unterschiedlichen
Iodmengen, sowie unterschiedlicher Art und Dauer der UV-Bestrahlung untersucht. Da die
Analysenzeiten der HPLC-Carotinoidtrennungen (iiber 1 h pro Probe) sehr lang sind und die
Proben demzufolge iiber mehrere Stunden im Autosampler stehen, wurde weiterhin die Stabi-
litdt von Lycopin-Standardlosungen sowie von Humanplasmaextrakten im Autosampler ge-

testet.

Alle Untersuchungen wurden jeweils als Doppelbestimmunng an zwei unterschiedlichen Ta-
gen durchgefiihrt. Die Konzentrationen der verwendeten (all-E)-Lycopinlosungen wurden vor

Versuchsbeginn photometrisch bestimmt (sieche Anhang Kapitel I.LII).

3.1.2  Charakterisierung der Struktur von ausgewihlten Lycopinisomeren

Aufgrund der bis heute nicht eindeutigen Datenlage zur Strukturcharakterisierung einzelner
Lycopinisomere (siehe 2.2.2) war es bisher kaum moglich, bei den verwendeten HPLC-
Bedingungen (Hausmethode) den detektierten Lycopinmetaboliten entsprechende Isome-
renstrukturen sicher zuzuordnen. Ziel dieser Untersuchungen war demzufolge, ausgewihlte
Lycopinisomere, welche auch in Lebensmitteln und Humanplasma zu finden sind, durch die

Kombination verschiedener spektroskopischer Methoden eindeutig zu identifizieren.

Die Lycopinisomerisierung wurde nach der Methode von Zechmeister (Zechmeister, 1944)
durchgefiihrt, welche leicht modifiziert wurde. Fiir die Herstellung des zur Isolierung ver-
wendeten Lycopinmetabolitengemisches wurde zu einer konzentrierten (all-E)-Lycopinlosung
eine definierte Menge lodlosung (5 % des Carotinoidgewichts) zugegeben und diese Mi-
schung 15 Minuten mit UV-Licht bestrahlt. Das iiberschiissige Iod musste danach entfernt
werden, um eine weitere Isomerisierung bzw. Oxidation des entstandenen Metabolitenge-
misches zu verhindern. Dies erfolgte nach Konzentrierung der Metabolitenlosung im Rota-
tionsverdampfer durch Abblasen des restlichen Losungsmittels mittels Stickstoff. Um das Iod

vollstiandig entfernen zu konnen, war darauf zu achten, dass ein relativ starker Stickstoffstrom
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angewandt und die Stickstoffzufuhr auch nach Vorliegen des trockenen Metabolitengemi-
sches noch mindestens fiinf Minuten aufrechterhalten wurde. Der Riickstand wurde nachfol-
gend fiir die Vorisolierung in Cyclohexan/Toluol (8+2, v/v) bzw. fiir die Endisolierung in
mobiler Phase (Methanol/MTBE, 1+1, v/v) gelost. Die konzentrierten Lycopinmetabolitenlo-
sungen waren mehrere Wochen im Tiefkiihlschrank stabil, wobei sich sogar eine langere La-
gerung der Mischung fiir die Stabilitdt der isolierten Isomere als vorteilhaft erwies (Daten

nicht gezeigt).

Die Fraktionierung von sechs verschiedenen Lycopinisomeren wurde mittels prédparativer
HPLC an einer 30 cm langen C3op-Sédule mit einen Durchmesser von 10 mm und einer Poren-
grosse von 5 um durchgefiihrt. Die Trennung erfolgte mit unterschiedlichen Mischungen aus
Methanol und MTBE als mobile Phase bei einer Flussrate von 4,0 mL/min und einer Detek-

tionswellenlidnge von 450 nm.

Fiir die NMR-Messungen von (52,9 °Z)-, (9Z)- und (5Z,9Z)-Lycopin war eine Vorfraktionie-
rung der 3er-Gruppe bestehend aus (52,9 Z)-, (9Z)- und (5Z,9Z)-Lycopin notwendig, um eine
geniigend grosse Menge des jeweiligen Isomers zu erhalten. Dafiir wurde die Lycopinmeta-
bolitenmischung in Cyclohexan/Toluol (8+2, v/v) gelost und mit einen Gemisch aus Methanol
und MTBE (1+1, v/v) fraktioniert. Fiir jedes dieser drei Isomere waren fiir die NMR-Messun-
gen 15 bis 20 Vortrennungen notwendig. Die konzentrierte Mischung aus den drei Isomeren

war etwa zwei Wochen bei =30 °C stabil.

Fiir die Haupttrennung der einzelnen Isomere wurde die Lycopinmetabolitenmischungen und
die Vorfraktion der 3er-Gruppe jeweils in der mobilen Phase gelost und mit einer Mischung
aus Methanol und MTBE (6+4, v/v) als mobile Phase getrennt. Die isolierten Lycopinisomere
wurden getrocknet und bis zu den entsprechenden spektroskopischen Untersuchungen tiefge-
kiihlt (mindestens —18 °C) gelagert. Die Reinheit der isolierten Lycopinisomere lag je nach

Verbindung und Tag der Fraktionierung zwischen 95 % und 100 %.

Aufgrund der sehr geringen Stabilitdt der isolierten Lycopinisomere mussten alle Schritte
schnellstm6glich und unter reduziertem Licht durchgefiihrt werden. In ersten Untersuchungen
wurden die Isomere in Hexan iiberfiihrt, indem sie in Glasrohrchen aufgefangen wurden, die
schon wenige Milliliter Hexan enthielten. Der Ausgangspunkt dieser Methode war, dass so

die isolierten Lycopinisomere in geringen Volumina vorlagen und die nachfolgende Konzen-
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trierung weniger zeitaufwendig war. Jedoch zeigte sich, dass die Stabilitéit einzelner Isomere
in Hexan sehr gering war, was eine schnelle Riickisomerisierung zur Folge hatte. Deshalb
wurde bei den nachfolgenden Isolierungen die mobile Phase mit den darin enthaltenen Lyco-
pinmetaboliten aufgefangen und weiterverarbeitet, was die Probleme mit der Stabilitit deut-
lich verringerte. Die isolierten, trockenen Isomere waren bei —30 °C (mit Stickstoff oder Ar-
gon tiiberschichtet) etwa 6 bis 8 Tage stabil. Bei Raumtemperatur dagegen setzte der Abbau

bzw. die Riickisomerisierung schon nach wenigen Stunden ein (Daten nicht gezeigt).

Fiinf bzw. sechs verschiedene Lycopinisomere wurden isoliert und mittels UV-vis-Spek-
toskopie, Massen-Spektroskopie (MS) und Nuklear-Magnet-Resonanz-Spektroskopie (NMR-
Spektroskopie) analysiert. Die MS-Messungen wurden im Institut fiir Lebensmittelchemie
und die NMR-Messungen im Institut fiir Chemie an der Universitit Hohenheim in Stuttgart
durchgefiihrt. Die genauen Messbedingungen der einzelnen Methoden sind im Anhang

(LIILIV, LIULV, LII.VI) angegeben.

3.1.3  Untersuchungen zur antioxidativen Aktivitiit von Lycopinisomeren

Schon seit langem ist bekannt, dass die antioxidative Aktivitdt von Stoffen und Stoffklassen
stark mit der Struktur der Verbindungen korreliert. Die Wirkung von ausgewihlten Carotinoi-
den als Antioxidans wurde von mehreren Arbeitsgruppen mit unterschiedlichen Testsystemen
untersucht und miteinander verglichen. Meines Wissens existieren zum heutigen Zeitpunkt
jedoch kaum Aussagen zum antioxidativen Potential verschiedener Lycopinisomere. Einzig
frithere Untersuchungen von Bohm ef al. zeigten, dass Carotinoidisomere im lipophilen
TEAC-Assay unterschiedliche antioxidative Aktivitidten in Abhidngigkeit von ihrer Struktur
aufwiesen (Bohm et al., 2002). Bei Betrachtung der Isomerenzusammensetzung von Lycopin
in Lebensmitteln sowie im menschlichen und tierischen Organismus (Kapitel 2.2.1) und des
antioxidativen Effekts als einer der biologischen Wirkmechanismen des Lycopins (Kapitel

2.4.2) zeigt sich die Wichtigkeit dieser Untersuchungen.

Die Isomerisierung einer gesittigten Lycopinlosung (in Cyclohexan/Toluol, 4+1, v/v) erfolgte
in Anlehnung an die Methode von Zechmeister (Zechmeister, 1944). Nachfolgend wurden
sechs ausgewihlte Isomere mittels priaparativer Cso-HPLC fraktioniert und ihre Reinheit mit-
tels analytischer Cso-HPLC getestet. Die antioxidative Aktivitit der isolierten Isomere
(all-E)--, (5Z)-, (52,9Z)-, (5Z,9°Z), (9Z)- und (13Z/15Z)-Lycopin wurde mit zwei
unterschiedlichen Testsystemen, dem lipophilen TEAC-Assay und dem PCL-Assay (ACL-
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Kit), gemessen und miteinander verglichen. Als Bezugssubstanz wurde Trolox®, ein

wasserlosliches Vitamin-E-Analogon, verwendet (siehe auch Kapitel 3.4.4.1).

3.2 Untersuchungen von Lebensmitteln
3.2.1 Tomaten und Tomatenprodukte

Anhand der Carotinoid- und Vitamin-C-Gehalte wurden exemplarisch die Unterschiede von
protektiv wirksamen Tomateninhaltsstoffen in verschiedenen Tomaten und Tomatenproduk-
ten untersucht. Dafiir lagen eine Reihe von auf dem deutschen Lebensmittelmarkt erhéltlichen
Handelsprodukten vor, welche vom Hessischen Rundfunk (Frankfurt am Main) zur Verfii-
gung gestellt wurden. Der Probenumfang belief sich auf 9 Tomatenproben, 9 Tomatensifte,
9 Tomatenketchups, 9 Dosentomaten (Pizzatomaten), 9 Muster passierte Tomaten (Tetrapack)
und 8 Tomatensaucen (Gléser). Die Proben wurden homogenisiert (jeweils 5 Tomaten bzw.
eine Packung) und bei -20 °C bis zur Analyse portionsweise eingefroren. Die Bestimmung der
Carotinoidgehalte erfolgte fliissigchromatographisch (3.4.1) und die des Vitamin-C-Gehaltes

spektral-photometrisch (3.4.3). Die Analysen wurden jeweils als Dreifachbestimmung

A

durchgefiihrt.

Bloddy Butcher

Black Cherry

Celsior

Abbildung 9: Fotos von den vier untersuchten Tomatensorten: Bloody Butcher, Black Cherry, Cel-
sior, Sieger

Des weiteren wurden vier verschiedene Tomatenproben mit den Sortenbezeichnungen Cel-
sior, Black Cherry, Bloody Butcher und Sieger (Abbildung 9) sowie drei verschiedene

Tomatenpulver und eine Probe getrocknete Tomatenscheiben auf ihre Carotinoidzusammen-
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setzung untersucht. Die Proben wurden entweder von Privatpersonen oder von Firmen zur

Verfiigung gestellt.

3.2.2 Hagebutten und Hagebuttenprodukte

Die Hagebutten von einer Vielzahl verschiedener Wildrosensorten unterschiedlicher Anbau-
gebiete (Varel, Niedersachsen; Sangerhausen, Sachsen-Anhalt; Kleineichstdadt, Sachsen-An-
halt) und Erntejahre wurden auf ausgewdhlte, antioxidativ wirksame Inhaltsstoffe (Vitamin C,
Carotinoide) untersucht (Laske, 2005; Hohbein, 2007). Um die Verdnderung ausgewdhlter
Inhaltsstoffe wihrend der Reifung der Friichte zu verfolgen, wurden zusétzlich zu drei ver-
schiedenen Zeitpunkten Hagebutten der Sorte Rosa rugosa von demselben Wildrosenstrauch

(Ort: Kleineichstiddt, Sachsen-Anhalt) gesammelt. Die drei Reifestadien wurden nach der

Farbe der Hagebutten (griin, orange, rot) beurteilt (Abbildung 10).

Abbildung 10: Fotos von den untersuchten Reifestadien (griin, orange, rot) der Hagebuttensorte Rosa
rugosa

Die Hagebutten (20 — 100 Friichte) einer Art wurden entkernt, grob zerkleinert, im gefrorenen
Zustand homogenisiert und portionsweise bis zur Analyse bei —30 °C eingefroren. Die Hage-
buttenproben wurden u. a. spektral-photometrisch auf ihre Gehalte an Vitamin C (3.4.3) und
mittels HPLC auf ihre Gehalte an Carotinoiden (3.4.1) untersucht. Fiir den Vergleich der
Hagebuttensorten bzw. Reifestadien untereinander wurden aufgrund unterschiedlicher Was-
sergehalte der Hagebuttenfriichte die analysierten Gehalte auf die Trockenmasse bezogen

angegeben.
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Zusitzlich zu den unverarbeiteten Hagebutten wurden acht verschiedene Hagebuttenprodukte
untersucht. Dies waren, mit Ausnahme der Hagebutten-Marmelade, industriell hergestellte
Hagebuttenerzeugnisse, welche im Deutschen Lebensmittelhandel zu finden sind bzw. waren.
Die Probenbezeichnungen sowie die dazugehorigen deklarierten Inhaltsstoffe und Fruchtge-
halte sind in Tabelle 11 angegeben. Bei der Hagebutten-Marmelade handelte es sich um eine
in Eigenproduktion aus Hagebuttenart Rosa Rugosa, Apfeln, Zucker und Rotwein hergestellte
Fruchtmasse. In den homogenen Hagebuttenprodukten wurden die Gehalte an Vitamin C
(3.4.3) und Carotinoiden (3.4.1) bestimmt. Um die erndhrungsphysiologische Relevanz dieser
Erzeugnisse besser einschitzen zu konnen, wurden die ermittelten Gehalte der Hagebutten-

produkte auf Frischmasse bezogen angegeben..

Tabelle 11: Deklarierte Inhaltsstoffe und Fruchtgehalte der untersuchten Hagebuttenprodukte

Bezeichnung des . Deklarierte
Hagebuttenprodukts Deklarierte Inhaltsstoffe Fruchtgehalte

. Brauner Rohrzucker, Hagebutten, Wasser, Geliermittel
Hagebutten-Wildfrucht- s e . - . S . .
. Pektin, Sdurungsmittel Zitronensédure, Antioxidations- 39 g Friichte je 100 g
Aufstrich . .o 2
mittel Ascorbinsidure, ungehirtetes Pflanzenfett

Hagebutten, Bienenhonig, Geliermittel: Pektin, Zitronen-

Hagebutte Frucht & Honig Fruchtgehalt 75 %

saft
Hagebuttenmus Hagebutten, Zucker, Zitronensaft, Geliermittel Pektin 62 g Friichte je 100 g
Wildfrucht Hagebuttenmark Hagebuttenmark, Honig, Acerolasaft Hagebuttenmark 80 %
Hagebutten-Marmelade Eigenproduktion nicht vorliegend

Rohrohrzucker, Hagebutten, Sduerungsmittel Zitronen-

Hagebutten-Konfitiire sdure, Geliermittel Apfelpektin

45 g Friichte je 100 g

Hagebutten, Zucker, Glukosesirup, Geliermittel Pektin,

Friankisches Hiffenmark o . . -
Sduerungsmittel Zitronensidure

45 g Friichte je 100 g

Hiffenmark Hagebutten- Hagebutten, Zucker, Geliermittel Pektin, Sduerungsmittel

Konfitiire extra Zitronensiure 45 g Friichte je 100 g

3.2.3  Weitere lycopinhaltige Lebensmittel

Zusitzlich zu den aufgefiihrten Tomaten- und Hagebuttenprodukten wurden folgende lyco-
pinhaltige Erzeugnisse fliissigchromatographisch auf ihre Carotinoidzusammensetzung (3.4.1)
untersucht: zwei Sanddornéle, vier Sanddornprodukte (ein Fruchtaufstrich, drei Sifte), zwei
rot gefiarbte Wassermelonen und zwei Pink Grapefruits. Die Proben wurden entweder im

deutschen Lebensmittelhandel kduflich erworben oder von Firmen zur Verfiigung gestellt.
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33 Humanstudien

Die vorliegenden Untersuchungen am Menschen umfassten zum einen vier Interventionsstu-
dien (Tomaten-Interventionsstudie, Raucher-Interventionsstudie, Hagebutten-Interventions-
studie I und II), bei welchen von Probanden tiglich iiber einen ldngeren Zeitraum Tomaten,
Tomatenmark, Tomatensaft bzw. Hagebuttenmark verzehrt wurden. Im Blut bzw. Plasma der
Probanden wurden die Anderungen ausgewihlter Parameter innerhalb der Studiendauer unter-
sucht. Weiterhin wurden zwei Kinetik-Pilotstudien durchgefiihrt, in denen nach einmaliger
oraler Gabe von Tomatensaft bzw. Tomatenmark die Lycopin-Plasmaantwort innerhalb eines

Zeitraumes von 24 bzw. 96 Stunden beobachtet wurde.

Ausschlusskriterien fiir die Teilnahme waren in allen durchgefiihrten Studien folgende Er-
krankungen: Allergien, Magen-Darm-Erkrankungen sowie Leber- und Nierenerkrankungen.
Schwangere und stillende Frauen wurden ebenfalls ausgeschlossen. Die Einnahme von Caro-
tinoid- und Vitaminsupplementen war wihrend der gesamten Studiendauer nicht erlaubt. Die
Probanden wurden ausfiihrlich miindlich und schriftlich tiber die Studie unterrichtet und dar-
iiber informiert, dass sie jederzeit, ohne Angabe von Griinden, die Teilnahme an der Studie
abbrechen konnen, ohne dass ihnen daraus Nachteile entstehen. Alle Probanden gaben ihr
schriftliches Einverstindnis. Der Priifplan wurde der ortlichen Ethikkommission vorgelegt

und dort genehmigt.

3.3.1 Tomaten-Interventionsstudie

Ziel der Tomaten-Interventionsstudie war, den Einfluss einer tiglichen Aufnahme von drei
verschiedenen Tomatenprodukten (Tomaten, Tomatensaft, Tomatenmark) auf die Gehalte an
Carotinoiden, Tocopherolen, Ascorbinsdure und Triglyceriden im Plasma sowie auf den anti-
oxidativen Status im Blut (Glutathionstatus, Lipidperoxidationsprodukte) zu untersuchen. Das
Hauptinteresse der Untersuchungen lag aufgrund der unterschiedlichen antioxidativen Akti-
vititen der einzelnen Lycopinisomere (siehe 4.1) auf der Anderung der Lycopinisomeren-
verhéltnisse in Abhingigkeit von der Lebensmittelmatrix. Die Tomaten-Interventionsstudie

wurde im Rahmen der Diplomarbeit von Karin Kaufmann durchgefiihrt (Kaufmann, 2003).

An der Humanstudie nahmen 17 Probanden teil. Diese wurden zufillig in drei Gruppen (To-

maten-, Tomatensaft-, Tomatenmarkgruppe) unterteilt. Tabelle 12 zeigt die Charakterisierung
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der Probanden hinsichtlich Geschlecht, Alter und Body-Mass-Index. Alle Probanden waren

Nichtraucher.

Tabelle 12: Alter [a] und Body-Mass-Index (BMI) [kg/m?] (jeweils X, Min. - Max.) der weiblichen
und ménnlichen Probanden

Alter BMI
X Min. - Max. X Min. - Max.
w m w m w m w m
Tomaten-Interventionsstudie
Tomatengruppe
(w=5,m=1) 23,1 23,0 22-24 23 21,8 21,3 19,5-242 21,3
Tomatensaftgruppe
(w=4,m=2) 22,3 24,0 19-25 23-25 21,7 209 19,6 -24,1 19,3-225
Tomatenmarkgruppe
w=4,m=1) 22,8 21,0 21-25 21 20,8 19,9 18,9 -23,6 19,9
Raucher-Interventionsstudie
(w=3, m=2) 23,3 23,5 22-26 23-24 239 215 20,8-253 214-21,5
Hagebutten-Interventionsstudien
Nr.I(w=3, m=2) 21,3 22,5 20-24 22-23 21,6 239 19,5-242 21,5-263
Nr.II (w=2, m=2) 25,5 25,5 25-26 25-26 18,9 245 18,4-194 22,7-26,2

Nach einer zweiwochigen Auswaschphase verzehrten die Probanden vier Wochen lang je
nach Lycopingehalt der Lebensmittel tdglich 145 - 320 g Tomaten, 94 - 101 g Tomatensaft
bzw. 25 - 28 g Tomatenmark. Diese Mengen entsprachen einer Lycopindosis von 12,5 mg pro
Tag. Die Zusammensetzung des Interventionsmaterials ist in Tabelle A 23 angegeben. Die
Probanden wurden dazu aufgefordert, die Tomatenprodukte wéhrend des Friihstiicks zu sich
zu nehmen und dabei auf ausreichende Fettzufuhr (Butter etc.) zu achten. Niichtern-Blutpro-
ben (10 mL) wurden in EDTA-beschichteten Monovetten vor Studienbeginn (T-2), nach der
zweiwochigen Auswaschphase (T0) und dann wochentlich (T1, T2, T3, T4) entnommen. Fiir
die Bestimmung von GSH, GSSG und TBARS wurde jeweils zusitzlich eine Probe Vollblut

(Lithium-Heparin-beschichtete Monovetten) entnommen.

Wihrend der gesamten Studienzeit sollten die Probanden sich lycopinarm erndhren, indem sie
auf den Verzehr von Tomaten und Tomatenprodukten sowie Paprika und Chili, Wasserme-
lonen, Aprikosen, Pink Grapefruits, Papayas, Guaven, Hagebutten- und Sanddornprodukte

verzichteten.

Nach Gewinnung des Plasmas wurden in den Plasmaproben folgende Parameter bestimmt:

Carotinoide, Vitamin C, Tocopherole und Triglyceride. Die Bestimmung des oxidierten und
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reduzierten Glutathions sowie der Lipidperoxidationsprodukte (TBARS) erfolgte im Vollblut.

Jede Bestimmung wurde mindestens als Doppelbestimmung durchgefiihrt.

3.3.2 Raucher-Interventionsstudie

Ziel der Raucher-Interventionsstudie war, den Einfluss einer tdglichen Aufnahme von Toma-
tenmark auf die Lycopinisomerenzusammensetzung und auf die Gehalte an antioxidativen
Verbindungen im Plasma zwischen Rauchern und Nichtrauchern zu vergleichen. Weiterhin
sollte untersucht werden, ob Oxidationsprodukte des Lycopins im Plasma der Probanden
detektiert werden konnen. Die Raucher-Interventionsstudie wurde im Rahmen der Diplom-

arbeit von Doreen Reuter durchgefiihrt (Reuter, 2004).

An der Studie nahmen drei weibliche und zwei minnliche Raucher teil, welche zwischen 5
und 15 Zigaretten pro Tag rauchten. Als Kontrollgruppe wurde die Tomatenmarkgruppe aus
der Tomaten-Interventionsstudie verwendet. Tabelle 12 zeigt die Charakterisierung der Pro-

banden hinsichtlich Geschlecht, Alter und Body-Mass-Index.

Nach einer zweiwochigen Auswaschphase verzehrten die Probanden zwei Wochen lang eine
definierte Menge Tomatenmark (25 - 28 g), die einer tdglichen Lycopinzufuhr von 12,5 mg
(Nichtraucher) bzw. 14,0 mg (Raucher) entsprach. Die Zusammensetzung des Interventions-
materials ist in Tabelle A 23 angegeben. Niichtern-Blutproben (10 mL) wurden in EDTA-be-
schichteten Monovetten vor Studienbeginn (T-2), nach der zweiwochigen Auswaschphase
(TO) und nach der zweiwochigen Interventionsphase (T2) entnommen. Fiir die Bestimmung
von GSH, GSSG und TBARS wurde jeweils zusétzlich eine Probe Vollblut (Lithium-Hepa-

rin-beschichtete Monovetten) entnommen.

Wihrend der gesamten Studienzeit sollten die Probanden sich analog zur Tomaten-Interven-
tionsstudie lycopinarm erndhren. Dafiir bekamen sie eine Liste mit lycopinhaltigen Lebens-

mitteln, die sie wihrend der Dauer der Studie nicht verzehren durften.

3.3.3 Hagebutten-Interventionsstudien

Zusitzlich zu einigen Vorstudien (Daten nicht gezeigt) wurden zwei voneinander unab-
hingige Humanstudien durchgefiihrt, in denen der Einfluss einer tdglichen Aufnahme von

Hagebuttenmark auf verschiedene Plasmaparameter untersucht wurde. Im Rahmen dieser Ar-
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beit lag das Hauptaugenmerk auf der Verdnderung der Lycopinisomerenzusammensetzung im
Plasma. Weitere Informationen zu den Plasmagehalten an Vitamin E und Vitamin C sind in
den entsprechenden Diplomarbeiten von Grit Laske (Hagebutten-Interventionsstudie I) und

Juliane Hohbein (Hagebutten-Interventionsstudie II) zu finden (Laske, 2005; Hohbein, 2007).

An der Hagebutten-Interventionsstudie I nahmen drei weibliche und zwei ménnliche und an
der Hagebutten-Interventionsstudie II zwei weibliche und zwei minnliche Nichtraucher teil.
Tabelle 12 zeigt die Charakterisierung der Probanden hinsichtlich Geschlecht, Alter und
Body-Mass-Index.

Nach einer zweiwochigen Auswaschphase verzehrten die Probanden vier Wochen lang zwei-
mal tdglich eine definierte Menge des jeweiligen Hagebuttenmarks (2x 38 — 55 g), zu wel-
chem jeweils 2,5 g Sonnenblumendl (zur Gewdhrleistung einer optimalen Absorption der
lipophilen Inhaltsstoffe) gegeben wurde. Dies entsprach einer tdglichen Zufuhr von 5 mg
Lycopin. Das Hinzufiigen der Hagebuttenmark-Sonnenblumendl-Mischung zu anderen
Lebensmitteln (Milch, Joghurt) war erlaubt. Die Zusammensetzung des Interventionsmaterials
ist in Tabelle A 23 angegeben. Niichtern-Blutproben wurden vor Studienbeginn (T-2), nach
der zweiwochigen Auswaschphase (TO) und wihrend der Interventionsphase wochentlich
bzw. alle zwei Wochen (T1, T2, T3, T4) entnommen. Wihrend der gesamten Studienzeit
sollten die Probanden sich analog zur Tomaten-Interventionsstudie lycopinarm erndhren. Da-
fiir bekamen sie eine Liste mit lycopinhaltigen Lebensmitteln, die sie wihrend der Studien-

dauer nicht verzehren durften.

In der Hagebutten-Interventionsstudie I verzehrten alle fiinf Probanden das als HM 0 be-
zeichnete Hagebuttenmark der Firma ,,Voelkel GmbH, Hohbeck®. Bei diesem Hagebutten-

mark war nicht bekannt, ob bzw. wie lange es wihrend der Herstellung erhitzt wurde.

In der Hagebutten-Interventionsstudie II verzehrten zwei Probanden (1 m, 1 w) das Hage-
buttenmark HM A und zwei Probanden (1 m, 1 w) das Hagebuttenmark HM B. Das bei
-30 £ 1°C gelagerte Hagebuttenmark (Voelkel GmbH, Hohbeck) aus der Studie I wurde zwei
Stunden im Backofen bei ca. 80°C erhitzt und anschlieend bis zum Verzehr portionsweise
eingefroren. Dieses Hagebuttenmark wurde als HM A bezeichnet. Das als HM B bezeichnete
Hagebuttenmark stammte von der Firma ,,Maintal Konfitiren GmbH, HaBfurt* und war be-

reits wihrend der Herstellung mindestens eine Stunde erhitzt wurden.
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3.3.4 Kinetik-Pilotstudien

Das Hauptinteresse der Kinetik-Pilotstudien lag auf der Untersuchung des zeitlichen Verlau-
fes der Lycopinaufnahme ins Blut nach dem Verzehr von Tomatenprodukten. Besonderes
Interesse galt wiederum den Verdnderungen der Lycopinisomeren-Verhiltnisse. Die Pilotstu-

dien sind Ausgangspunkt weiterer in Zukunft geplanter Untersuchungen.

Die erste Studie (Kinetik-Pilotstudie I) wurde im Rahmen der Diplomarbeit von Karin
Kaufmann durchgefiihrt (Kaufmann, 2003). Vier gesunde, normalgewichtige, weibliche
Nichtraucherinnen nahmen an dieser Studie teil. Jeweils zwei Probandinnen nahmen friih-
morgens eine Einmaldosis von 50 mg Lycopin in Form von Tomatensaft bzw. Tomatenmark
auf. Die Lycopingehalte des Interventionsmaterials sind in Tabelle A 23 angegeben. Zusam-
men mit den Tomatenprodukten wurde ein Kidsebrotchen verzehrt. Auf eine Auswaschphase
wurde aus Zeitgriinden bei der Kinetik-Pilotstudie I verzichtet. Die Blutentnahmen erfolgten
im Universititsklinikum (Jena-Lobeda). In den ersten 12 Stunden wurde halbstiindlich Blut
entnommen. Eine weitere Blutabnahme erfolgte 24 Stunden nach der Supplementation. Wéh-
rend der 24-stiindigen Studienphase verzehrten die Probandinnen ausschlieBlich verschiedene

lycopin- und nahezu fettfreie Lebensmittel (Apfel, fettarme Tiitensuppen, Brotchen).

An der Kinetik-Pilotstudie I nahmen vier gesunde, normalgewichtige (BMI: 20,2 —
24,1 kg/mz), weibliche Nichtraucherinnen im Alter von 21 - 23 Jahren teil. Jeweils zwei Pro-
bandinnen nahmen frithmorgens eine Einmaldosis von 47,4 mg bzw. 46,0 mg Lycopin in
Form von Tomatensaft bzw. Tomatenmark auf. Zusammen mit den Tomatenprodukten wurde
ein Butterbrétchen belegt mit einer Scheibe Kise (entsprach 15 — 16 g Fett) verzehrt. Die
Lycopingehalte des Interventionsmaterials sind in Tabelle A 23 angegeben. Um den Lyco-
pinspiegel im Plasma zu senken, ging der eigentlichen Studienphase (nach Intervention) eine
vierwochige Auswaschphase voraus, in der sich die Probandinnen lycopinarm ernédhrten. Zu
folgenden Zeitpunkten wurde den Probandinnen von Dr. U. Kuhn (Klinische Pharmakologie)
Blut in EDTA-beschichtete Monovetten entnommen: wihrend der 4 Wochen Auswaschphase
einmal wochentlich (-672 h, -504 h, -336 h, -168 h), vor der Supplementation (0 h), in den
ersten 12 Stunden nach der Supplementation stiindlich (1 h bis 12 h) und dann zusitzlich
24 Stunden (24 h) und 4 Tage (96 h) nach der Supplementation. Wihrend der ersten
24 Stunden nach der Aufnahme der Tomatenprodukte verzehrten die Probandinnen definierte

Mengen an verschiedenen lycopin- und nahezu fettfreien Lebensmitteln (Apfel, Bananen,
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Broétchen, Erdbeer- und Kirschmarmelade). Auerdem wurden sie angehalten, sich auch bis

zum letzten Blutabnahmezeitpunkt weiter lycopinarm zu ernéhren.

34 Analysenmethoden

Die detaillierten Arbeitsvorschriften zu den einzelnen Bestimmungsmethoden mit Angabe der

verwendeten Gerite und Chemikalien sind im Anhang (Kapitel 8) angegeben.

3.4.1 Bestimmung von Carotinoiden

Die Bestimmung des Carotinoidgehaltes besteht aus einer Extraktion der Carotinoide mit ei-
nem organischen Losungsmittelgemisch, anschlieBender Trennung (HPLC) der einzelnen
Verbindungen sowie der Detektion der Substanzen mittels Dioden-Array-Detektor. Die
gesamte Analyse sollte schnellstmoglich, unter Lichtausschluf8 und unter Vermeidung hoher

Temperaturen durchgefiihrt werden, um Abbau- und Isomerisierungsreaktionen zu vermeiden.

Die Identifizierung der einzelnen Verbindungen erfolgte iiber Retentionszeitenvergleich und
die Quantifizierung iiber Peakflichenvergleich mit Standardsubstanzen definierter Konzen-
trationen. Die Konzentrationen der (Z)-Lycopinisomere wurden aufgrund fehlender Lycopin-
isomerenstandards iiber den (all-E)-Lycopin-Standard berechnet. Da die Extinktionskoeffi-
zenten der Isomere teilweise vom dem des (all-E)-Lycopins abweichen, sind die ermittelten
Konzentrationen keine Absolutwerte. Die realen Konzentrationen wiirden somit etwas hoher
als die iiber das (all-E)-Lycopin ermittelten Werte liegen, da die Extinktionskoeffizienten der

(Z)-1somere verglichen mit (all-E)-Lycopin niedriger sind.

Bei der Konzentrationsberechnung wurde die Wiederfindungsrate des internen Standards mit
einbezogen. Dafiir wurde vor Beginn der Probenaufarbeitung eine definierte Menge Echine-
non oder B-Apo-8°-Carotinal als Interner Standard zugesetzt. Die mittleren prozentualen Wie-

derfindungsraten der durchgefiihrten Untersuchungen sind in Tabelle 13 zusammengestellt.
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Tabelle 13: Zusammenstellung der Wiederfindungsraten des Internen Standards (Echinenon oder 3-
Apo-8°-carotinal) bei der Carotinoidanalyse von Lebensmittel- und Plasmaproben

Lebensmittelanalysen Plasmaanalysen
n' % * n' % *
Tomaten und Tomatenprodukte Tomaten-Interventionsstudie
185 93,1+ 19,7 280 96,0+ 12,2
Hagebutten Hagebutten-Interventionsstudie I
213 91,3+32,7 105 84,5+ 138
Sonstige Hagebutten-Interventionsstudie 11
69 87,5+25,9 48 874+79
Kinetik-Pilotstudien
452 92,7+ 10,5

" Anzahl der Bestimmungen; * Wiederfindung

Die Konzentrationen der Carotinoidstammlosungen wurden in regelméfBigen Abstinden pho-
tometrisch bestimmt (Anhang Kapitel L.LII). Aus diesen Stammldsungen wurden téglich die
Standardlosungen durch entsprechendes Verdiinnen mit mobiler Phase (1:10 bis 1:100) herge-
stellt. Die verwendeten Kombinationen der Carotinoidstandards sind in Tabelle A 7 angege-
ben. Der Mischstandard aus 11 Carotinoiden (Standard 1) diente nur zur Kontrolle der Tren-
nung und nicht zur Quantifizierung. Abbildung 11 zeigt eine entsprechende HPLC-Trennung

dieses Standardgemisches.
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Abbildung 11: HPLC-Chromatogramm eines Carotinoid-Standardgemisches
HPLC-Bedingungen: YMC C3( (250 x 4,6 mm, 5 pm), 1,3 mL/min, Gradient aus Methanol und MTBE (siehe

Tabelle A 8),23 = 1°C, 450 nm

1 = (all-E)-Lutein, 2 = (all-E)-Zeaxanthin, 3 = (all-E)-Canthaxanthin, 4 = (all-E)-B-Cryptoxanthin, 5 = Echi-
nenon (IS), 6 = (15Z)-B-Carotin, 7 = (13Z)-p-Carotin, 8 = (all-E)-a-Carotin, 9 = (all-E)-B-Carotin, 10 = (9Z)--
Carotin, 11 = (all-E)-Lycopin

Die Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wurden wie folgt festgelegt. Ausgehend vom Ba-
sislinienrauschen entspricht die Nachweisgrenze etwa dem Dreifachen und die Bestimmungs-

grenze etwa dem Zehnfachen des Basislinienrauschen (Kromidas et al., 1995). Die Nachweis-
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und Bestimmungsgrenzen der einzelnen Carotinoide unter Verwendung der verschiedenen

Séulentypen sind in Tabelle 14 und die Linearitédtsbereiche in Tabelle 15 aufgefiihrt.

Tabelle 14: Nachweis und Bestimmungsgrenzen fiir Carotinoide

. Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze

Carotinoide
[ug/mL] [umol/L] [ug/mL] [umol/L]

C;) Analysenséule Trentec 5 pum / 250 x 4,6 mm (Trentec, Gerlingen)
(all-E)-Lutein 0,064 0,113 0,213 0,376
(all-E)-Zeaxanthin 0,044 0,774 0,147 0,258
(all-E)-Canthaxanthin 0,040 0,068 0,133 0,230
(all-E)-B-Cryptoxanthin 0,073 0,132 0,243 0,440
(15Z)-B-Carotin 0,045 0,084 0,150 0,279
(13Z)-B-Carotin 0,022 0,040 0,073 0,133
(9Z)-B-Carotin 0,037 0,069 0,123 0,231
(all-E)-B-Carotin 0,082 0,153 0,273 0,509
(all-E)-o-Carotin 0,070 0,130 0,233 0,435
(all-E)-Rubixanthin 0,061 0,116 0,203 0,387
(all-E)-Lycopin 0,068 0,127 0,227 0,422
C;3) Analysensiule Vertex YMC Carotinoid S-5 pm / 250 x 4,6 mm (YMC Europe, Schermbeck)
(all-E)-Lutein 0,021 0,037 0,070 0,123
(all-E)-Zeaxanthin 0,019 0,033 0,063 0,114
(all-E)-Canthaxanthin 0,035 0,062 0,117 0,207
(all-E)-B-Cryptoxanthin 0,047 0,085 0,157 0,284
(15Z)-B-Carotin 0,011 0,020 0,036 0,067
(13Z)-B-Carotin 0,020 0,037 0,067 0,124
(9Z)-B-Carotin 0,023 0,042 0,077 0,143
(all-E)-B-Carotin 0,046 0,086 0,153 0,285
(all-E)-o-Carotin 0,042 0,078 0,140 0,261
(all-E)-Rubixanthin - - - -
(all-E)-Lycopin 0,025 0,047 0,083 0,155

Tabelle 15: Linearititsbereiche der einzelnen Carotinoide mit dem jeweiligen Korrelationskoeffizien-

ten

C50 Analysensiule Trentec C;30 Analysensiule Vertex YMC

5 um/ 250 x 4,6 mm Carotinoid S-5 um /250 x 4,6 mm

(Trentec, Gerlingen) (YMC Europe, Schermbeck)

Linearitédtsbereich Korrelations- Linearitidtsbereich  Korrelations-

[ug/mL] koeffizent r [ug/mL] koeffizent r
(all-E)-Lutein 0,06 - 6,61 0,9977 0,02 -5,83 0,9973
(all-E)-Zeaxanthin 0,04 — 3,48 0,9981 0,02 — 4,28 0,9982
(all-E)-Canthaxanthin 0,04 — 4,80 0,9998 0,04 - 5,12 0,9983
(all-E)-B-Cryptoxanthin 0,07 — 7,29 0,9972 0,05-17,00 0,9970
(15Z)-B-Carotin 0,05 -541 0,9992 0,01 —5,26 0,9991
(13Z)-B-Carotin 0,02 — 3,87 0,9998 0,02 - 4,01 0,9996
(9Z)-B-Carotin 0,04 - 3,71 0,9997 0,02 -3,93 0,9992
(all-E)-B-Carotin 0,08 - 9,89 0,9995 0,05-9,32 0,9992
(all-E)-o-Carotin 0,07 — 8,34 0,9996 0,04 - 8,11 0,9997
(all-E)-Rubixanthin 0,06 — 5,34 0,9974 -

(all-E)-Lycopin 0,07 - 8,19 0,9972 0,03 — 8,34 0,9973
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Die HPLC-Analyse der Carotinoide erfolgte in Anlehnung an eine von Bohm publizierte
Methode (Bohm, 2001), wobei diese in Abhingigkeit von der zu messenden Probenart bzw.
der verwendeten HPLC-Sidule modifiziert wurde. Grosse Probleme mit der Trennleistung und
Reproduzierbarkeit bereiteten die benutzten Cip-HPLC-Saulen. Bei der Verwendung von
Séulen verschiedener Hersteller, aber auch zwischen unterschiedlichen Chargen eines Her-
stellers wurden gravierende Unterschiede bei der Trennung von Carotinoidmischungen be-
obachtet. Fiir jede Sdule mussten die HPLC-Bedingungen wie Gradientenzusammensetzung,
Saulentemperatur, Flussrate neu optimiert werden. Bei einigen Sédulen war trotz entsprechen-
der Anderungen der HPLC-Parameter keine zufriedenstellende Trennung moglich. Problema-
tisch war auch teilweise das Material der verwendeten Siuleneingangsfritten bzw. Sédulen-
mintel. Laut Aussagen der Hersteller handelte es sich zwar immer um Edelstahlmaterialien,
jedoch zeigten eigene Untersuchungen, dass in einigen Fillen die Carotinoide an der Séule
oxidiert wurden. Besonders Lycopin war fiir solche Oxidationsprozesse sehr empfinglich. Im
HPLC-Chromatogramm traten in diesen Fillen Storpeaks im vorderen Chromatogramm-
bereich (<30 min) auf und die Peakflache des (all-E)-Lycopins war signifikant verringert
(Daten nicht gezeigt). Dieses Problem konnte durch Verwendung von PAT-S&uleneingangs-

fritten (PEEK mit Teflon legiert) und Sdulenméntel aus Kunststoff behoben werden.

3.4.2 Bestimmung von Vitamin E

Die Bestimmung der Gehalte an Tocopherolen und Tocotrienolen erfolgte mittels Normal-
phasen-HPLC (Diol-Sédule) mit Fluoreszenzdetektion (Balz et al., 1992; Seybold et al., 2004)
bei einer Sdulentemperatur von 50 = 1°C mit einer Mischung aus Hexan und MTBE als mo-
bile Phase. Die HPLC-Trennung eines Standardgemisches aus o, B-, ¥-, 8-Tocopherol und
o-, B-, ¥-, 8-Tocotrienol ist in Abbildung 12 dargestellt. Die Summe aus allen vier Tocophero-
len wurde als (Gesamt)-Tocopherol, die Summe aus den vier Tocotrienolen als (Gesamt)-To-
cotrienol und die Summe aus allen Tocopherolen und Tocotrienolen als Vitamin E bezeich-
net. Nachweis- und Bestimmungsgrenzen der einzelnen Verbindungen wurden wie bei den

Carotinoiden beschrieben (Kapitel 3.4.1) ermittelt und sind in Tabelle 16 aufgelistet.
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Abbildung 12: HPLC-Chromatogramm eines Standardgemisches aus 4 Tocopherolen und 4 Tocotrie-

nolen

HPLC-Bedingungen: Eurospher 100 DIOL (250 x 4,0 mm, 7 um), 1,3 mL/min, n-Hexan/ MTBE (96+4, v/v),
50 £ 1 °C, Fluoreszenzdetektion (292 nm, 330 nm)

1 = a-Tocopherol, 2 = a-Tocotrienol, 3 = -Tocopherol, 4 = y-Tocopherol, 5 = B-Tocotrienol, 6 = y-Tocotrienol,
7 = &-Tocopherol, 8 = 3-Tocotrienol

Tabelle 16: Nachweis und Bestimmungsgrenzen fiir Tocopherole und Tocotrienole

. Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
Carotinoide
[ug/mL] [umol/L] [ug/mL] [umol/L]

Tocopherole

a-Tocopherol 0,015 0,035 0,050 0,116
B-Tocopherol 0,015 0,030 0,050 0,120
v-Tocopherol 0,023 0,055 0,075 0,180
5-Tocopherol 0,023 0,057 0,075 0,186
Tocotrienole

o-Tocotrienol 0,075 0,177 0,250 0,589
B-Tocotrienol 0,030 0,073 0,100 0,244
v-Tocotrienol 0,075 0,183 0,250 0,609
d-Tocotrienol 0,075 0,189 0,250 0,631

3.4.3 Bestimmung von Vitamin C

Die Ermittlung der Vitamin-C-Gehalte in Lebensmitteln und Plasma erfolgte mittels einer
spektroskopischen Methode nach Speitling et al. (Speitling et al., 1992). Nach Extraktion aus
der Probe mittels meta-Phosphorsidure wird die Ascorbinsdure zu Dehydroascorbinsédure oxi-

diert und anschlieend mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin umgesetzt. Die Messung des gebildeten
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roten Farbkomplexes erfolgt photometrisch bei 520 nm. Die photometrische Bestimmung von
Vitamin C erfasst sowohl die Ascorbinsdure, als auch die Monodehydroascorbinsdure (in-

stabil) und Dehydroascorbinséure.

3.44  Bestimmung der antioxidativen Aktivitit

3.4.4.1 Bestimmung der lipophilen antioxidativen Aktivitit

Lipophiler TEAC-Assay (Trolox equivalent antioxidant capacity assay)

Die Messung der antioxidativen Aktivitdt der lipophilen Carotinoide ist mit den beschriebe-
nen hydrophilen TEAC-Testsystemen nicht moglich. Daher wurde fiir die Messung der anti-
oxidativen Aktivitdt der isolierten Lycopinisomere eine modifizierte lipophile TEAC-Variante
nach Miller ef al. verwendet (Miller et al., 1996; Bohm et al., 2002). Aus dem Radikalbildner
ABTS (2,2"-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonsidure)) wurde durch Oxidation mit Man-
gandioxid das griin gefiirbte Radikalkation ABTS"" gebildet. Dieses Radikalion wurde durch
die Antioxidanzien in dem lipophilen Probenextrakt reduziert und die daraus resultierende
Extinktionsabnahme photometrisch bei 734 nm gemessen. Uber die Kalibrierung mit Trolox®,
einem wasserloslichen Vitamin-E-Analogon, wird der TEAC-Wert ermittelt, der angibt, wel-
cher Troloxkonzentration in mmol/L die antioxidative Aktivitdt der Probenlésung (1 mmol/L)

entspricht.

Lipophiler PCL-Assay (Photosensibilisierte Chemolumineszenz) mit A CL-Kit

Mit Hilfe der optischen Anregung eines Photosensibilisators wurden reaktive Sauerstoffspe-
zies gebildet (Popov & Levin, 2000). Die chemoluminometrische Detektion der freien Radi-
kale wurde durch die Dismutation (Disproportionierung) von zwei freien Radikalen erreicht,
bei der ein Teil der freiwerdenden Energie in Form eines Lichtquanten frei wird. Die Vereini-
gung der photo-chemischen Methode der Bildung von freien Radikalen mit ihrem chemolu-
minometrischen Nachweis wurde im Messgerét Photochem® realisiert. Uber die Kalibrierung
mit Trolox®, einem wasserloslichen Vitamin-E-Analogon, wird der TEAC-Wert ermittelt, der
angibt, welcher Troloxkonzentration in mmol/L die antioxidative Aktivitdt der Probenldsung

(1 mmol/L) entspricht.
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3.4.4.2 Bestimmung des oxidierten und des reduzierten Glutathions

Die Gehalte an GSH (reduziertes Glutathion) und GSSG (oxidiertes Glutathion) im Blut wur-
den nach einer modifizierten Methode nach Ellman und Hissin und Hilf bestimmt. Reduzier-
tes Glutathion reagiert mit 5,5°-Dithio-bis(2-nitrobenzoesdure). Dabei wird 2-Nitro-5-Mer-
captobenzoesidure abgespalten, welche gelb gefirbt ist. Die photometrische Messung der
Farbintensitit gibt Auskunft iiber die Konzentration an reduziertem Glutathion. Der Nachweis
von oxidiertem Glutathion erfolgt fluorimetrisch, nachdem dieses in einer pH-abhéngigen Re-

aktion (pH < 10) mit o-Phthaldialdehyd reagiert hat. (Ellman, 1959; Hissin & Hilf, 1976)

3.4.4.3 Bestimmung von Lipidperoxidationsprodukten (TBARS)

Der TBARS-Assay ist eine weitverbreitete Methode zur Bestimmung der Malondialdehyd—
Bildung durch die Lipidperoxidation. Der Gehalt an Lipidperoxidationsprodukten im Vollblut
wurde nach der Methode von Yagi bestimmt. Unter Einwirkung von Radikalen werden unge-
sattigte Fettsduren zu Malondialehyd peroxidiert. Malondialdehyd bildet mit Thiobarbitur-
sdaure einen roten Farbkomplex, welcher fluorimetrisch bestimmt wird (Anregung: 515 nm,
Emission: 553 nm). Der Gehalt an thiobarbitursdurereaktiven Substanzen (TBARS) wird be-

rechnet und in pmol/L angegeben.(Yagi, 1987)
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4 Ergebnisse
4.1 Lycopinisomere
4.1.1  Untersuchungen zu Isomerisierung und Stabilitit von Lycopin

4.1.1.1 lod-Photo-Isomerisierung an unterschiedlichen Tagen

Im Rahmen der Untersuchungen zur Isomerenidentifizierung wurde an insgesamt 15 Tagen
(all-E)-Lycopin mit Hilfe von Iod (5 % des Carotinoidgewichts) und 15-miniitiger Bestrahlung
mit UV-Licht isomerisiert. Dabei bildete sich ein Gemisch aus (all-E)-Lycopin, verschiedenen
(Z)-Lycopinisomeren und zahlreichen Oxidationsprodukten. Abbildung 13 zeigt ein HPLC-
Chromatogramm einer isomerisierten Lycopinlosung. In den ersten Minuten (< 30 min) elu-
ierten die Lycopin-Oxidationsprodukte, im hinteren Teil des Chromatogramms verschiedene
geometrische Isomere des Lycopins. Die Unterscheidung zwischen Oxidationsprodukten und

Isomeren wurde mit Hilfe von LC-MS-Analysen (Daten nicht gezeigt) vorgenommen.

Abbildung 13: HPLC-Chromatogramm eines lod-Photo-isomerisierten Lycopingemisches (5 % Iod,
15 min UV)
HPLC-Bedingungen: YMC3( (250 x 4,6 mm, 5 um), 1,3 mL/min, Gradient aus Methanol und MTBE (sieche

Tabelle A 2), 23 £1°C, 463 nm
1=(132/15Z)-Lycopin, 2 =(5Z,9°Z)-Lycopin, 3 =(9Z)-Lycopin, 4= (5Z9Z)-Lycopin, 5 = (all-E)-Lycopin,
6 = (5Z)-Lycopin (siehe 5.1.2)

Mit Hilfe der Fldcheneinheiten der einzelnen Peaks im HPLC-Chromatogramm wurden die re-
lativen Anteile [%] der einzelnen Isomere bzw. Isomerengruppen berechnet. Die Isomere
(52,9°Z)-, (9Z2)-, (5Z,9Z)-Lycopin wurden aufgrund unzureichender Trennung auf der verwen-
deten Cso-Séule als Summe ausgewertet. Obwohl die Isomerisierung jeden Tag unter identi-
schen Bedingungen (5 % lod, 15 min UV-Bestrahlung) durchgefiihrt wurde, variierten die Zu-

sammensetzungen der isomerisierten Lycopinlosungen zum Teil relativ stark (Tabelle A 12,
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Tabelle A 13). In Tabelle A 12 sind die prozentualen Anteile der sechs Lycopinisomere mit be-
kannter Struktur sowie anderer entstandener Lycopinmetabolite an der Gesamtfliche aller de-
tektierten Verbindungen angegeben. Unter dem Begriff ,,andere Lycopinmetabolite* wurden
Oxidationsprodukte, welche den grofiten Anteil ausmachten, und bisher noch nicht genauer
charakterisierte Lycopinisomere zusammengefasst. Der Anteil der bekannten Lycopinisomere
(all-E)-, (132/15Z)-, (52,9 °Z)-, (9Z)-, (5Z,9Z)- und (5Z)-Lycopin im isomerisierten Gemisch
schwankte zwischen 31,5 % und 89,9 % und somit der Anteil der anderen Isomerisierungspro-

dukte zwischen 10,1 % und 68,5 %.

Dagegen variierten die Verhiltnisse der sechs bekannten Lycopinisomere untereinander mit
(all-E) : (13Z/15Z) : (52,9 Z)+(9Z)+(52,9Z) : (5Z) gleich 1,0:1,0£0,3:1,5+0,4:1,5£0,3

an den unterschiedlichen Isomerisierungstagen kaum (Tabelle A 13).

4.1.1.2 Isomerisierung von (all-E)-Lycopin mit 5 % Iod und unterschiedlichen UV-Be-

strahlungen

In der Isomerisierungsmethode von Zechmeister (Zechmeister, 1944) wurde Lycopin mit Hilfe
von Iod und UV-Licht isomerisiert. Um den Einfluss der UV-Bestrahlung auf die Iod-Isome-
risierung nédher zu untersuchen, wurde eine (all-E)-Lycopinlésung (221,4 pug/mL) mit lod (5 %
der eingesetzten Lycopinmenge) versetzt und dann unterschiedlich lange (5 sek — 15 min) mit
Hilfe einer UV-Lampe (Derma Spac Skin Imager, Avon) bestrahlt. Parallel dazu wurden die
Lycopin-lod-Mischungen bei  normaler Laborbeleuchtung stehen gelassen. Die
Umgebungstemperatur 4dnderte sich wéahrend der Bestrahlungszeit nicht, d.h. ein Einfluss
durch die mogliche Wirmeentwicklung infolge der Bestrahlung konnte ausgeschlossen werden.
Die einzelnen Flicheneinheiten der entstandenen Isomerisierungsprodukte in Abhéngigkeit von

der Bestrahlungsart und -dauer sind in Tabelle A 15 angegeben.

Die Zusammensetzung des durch die Einwirkung von Iod und UV-Stahlung entstandenen Iso-
merisierungsgemisch dnderte sich in Abhéngigkeit von der Bestrahlungslinge. Die einzelnen
Lycopinisomere verhielten sich dabei nicht gleich. Wihrend die Fldache des (all-E)-Lycopin-
Peaks mit steigender Bestrahlungszeit stetig abnahm, waren keine signifikanten Anderungen
beim (13Z/15Z)-Isomer zu beobachten. Im Gegensatz dazu stiegen die Flicheneinheiten der
3er-Isomerengruppe (Summe aus (5Z,9°Z), (9Z) und (5Z,9Z)) bis zu einer UV-Bestrahlungs-
dauer von 5 Minuten an und sanken bei lingeren Bestrahlungszeiten wieder ab. Beim (5Z)-Ly-

copin war mit steigenden Bestrahlungszeiten ein stetiges Absinken der Peakfldchen zu beo-
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bachten, wihrend die Oxidationsprodukte stetig anstiegen. Bei normaler Laborbeleuchtung
(ohne zusitzliche UV-Bestrahlung) waren dagegen keine bzw. nur geringfiigige Anderungen

der Flicheneinheiten mit steigender Standzeit im Laborlicht zu beobachten.

Bei Wiederholung dieser Versuche mit einer lodzugabe von 2,5 % bzw. 7,5 % waren ver-

gleichbare Tendenzen zu beobachten (Daten nicht gezeigt).

4.1.1.3 Isomerisierung von (all-E)-Lycopin mit unterschiedlichen Iodmengen ohne UV-

Bestrahlung

Um dem Einfluss der zugesetzten lodmenge bei der Lycopinisomerisierung zu testen, wurde
eine (all-E)-Lycopinlosung (144,8 ug/mL) im abgedunkeltem Labor mit Iodmengen zwischen
0% und 20 % des Carotinoidgewichtes behandelt. Wie in den HPLC-Chromatogrammen
(Abbildung 14) zu erkennen ist, bildete sich ein Gemisch aus Lycopinisomeren und zahlreichen

anderen Lycopin-Abbauprodukten (hauptsidchlich Oxidationsprodukten).

100 mV 100 m¥

70 min

100 mv 100 m¥

AP
c —
i R
/—j\—\‘ L L) :

1) tuiry 70 tmin
Abbildung 14: HPLC-Chromatogramme von Lycopingemischen, isomerisiert mit unterschiedlichen
TIodmengen, A) 0 % Iod, 1:10 verd.; B) 0,1 % Iod, unv.; C) 5 % lod, unv.; D) 20 % lod, unv.
HPLC-Bedingungen: YMC C3( (250 x 4,6 mm, 5 um), 1,3 mL/min, Gradient aus Methanol und MTBE (siehe
Tabelle A 6), 17 = °C, 463 nm
1 =(13Z/15Z)-Lycopin, 2 =(5Z,9°Z)-+(9Z)-+(5Z,9Z)-Lycopin, 3 = (all-E)-Lycopin, 4 = (5Z)-Lycopin, * = unbe-
kannte Lycopinisomere, AP = Lycopin-Abbauprodukte (Oxidationsprodukte)

Die einzelnen Flicheneinheiten der durch die Einwirkung von verschiedenen Iodmengen ent-
standenen Verbindungen sind im Anhang (Tabelle A 14) zu finden. Mit steigender lodzugabe
dnderte sich die Zusammensetzung des lod-isomerisierten Lycopingemisches (Abbildung 15).
Die maximalen Peakfldchen waren beim (/3Z/15Z)-Lycopin bei einer lodzugabe von etwa 7 %,

bei der 3er-Isomerengruppe (Summe aus (5Z,97Z), (9Z) und (57,9Z)) bei etwa 9 % und beim
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(5Z)-Lycopin bei etwa 6 % zu beobachten. Die Gesamt-Peakfliche der detektierten Oxida-

tionsprodukte sowie der prozentuale Anteil im Gemisch erhohte sich mit steigender lodmenge.

M (all-E) H(52) E(132/152)
0O(52,9°2)+(92)+(52,92) Ounbekannte Lycopinisomere M Oxidationsprodukte

0 0,05 0,1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 15 20
lodzugabe in %

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0% -

Anteil an der Gesamtflache

Abbildung 15: Abhingigkeit der relativen Anteile [%] der Lycopinisomere und Lycopinoxidationspro-
dukte in Abhédngigkeit von der lodzugabe bei der Isomerisierung ohne UV-Bestrahlung

4.1.1.4 Stabilitit der Lycopin-Standardlosung und von Humanplasmaextrakten im Auto-

sampler

Da die Analysenzeiten der HPLC-Carotinoidtrennungen (iiber 1 h pro Probe) sehr lang sind
und die Proben demzufolge iiber mehrere Stunden bei Raumtemperatur im Autosampler stehen,
wurde weiterhin die Stabilitdt von Lycopin-Standardlosungen sowie von Humanplasmaextrak-
ten im Autosampler getestet. Bei einer Standzeit von 24 Stunden wurden weder bei Lycopin-
Standardlosungen (Tabelle A 16) noch bei Humanplasmaextrakten (Daten nicht gezeigt)

signifikante Anderungen in den Peakflichen der einzelnen Lycopinisomere beobachtet.

4.1.2  Charakterisierung von Lycopinisomeren

Abbildung 16 =zeigt eine HPLC-Trennung eines Lycopinmetabolitengemisches mit der
praparativen HPLC-Anlage. Sechs verschiedene Lycopinisomere wurden isoliert und fiir die

weiteren Untersuchungen verwendet.
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Abbildung 16: HPCL-Chromatogramm einer lod-Photo-isomerisierten Lycopinldsung
HPLC-Bedingungen: YMC C3() (300 x 10,0 mm, 5 pm), 4,0 mL/min Methanol/MTBE (6+4, v/v), RT, 450 nm
1=(132/15Z)-Lycopin, 2 =(5Z9Z)-Lycopin, 3 =(9Z)-Lycopin, 4= (5Z9Z)-Lycopin, 5 = (all-E)-Lycopin,
6 = (5Z)-Lycopin (Strukturzuordnung der einzelnen Isomere siche Kapitel 5.1.2)

4.1.2.1 UV-vis-Spektroskopie

Die UV-vis-Daten (Absorptionsmaxima, Q-Verhiltnisse) der sechs isolierten Isomere sind in
Abbildung 17 sowie im Anhang (Tabelle A 17) angegeben. Die Wellenlidngen der Absorptions-
maxima waren vom jeweiligen LoOsungsmittel abhingig. Das Absorptionsmaximum von
(all-E)-Lycopin (5) lag zwischen 469 nm in Petrolether und 482 nm in Dichlormethan. Iso-
mer 6 ((5Z)-Lycopin) zeigte die gleichen spektralen Eigenschaften in allen getesteten
Losungsmitteln wie das (all-E)-Lycopin (5). Dies ist auch besonders deutlich in Abbildung
17 B zu sehen, wo die UV-vis-Spektrem dieser beiden Isomere (5 und 6) iibereinandergelagert
dargestellt sind. Im Unterschied dazu wiesen die Isomere 2 -4 ((52,9°Z)-, (9Z)-, (5Z,97)-
Lycopin) eine hypsochrome Verschiebung um 5 - 7 nm auf, d. h. eine Wellenldngenverschie-
bung zum kurzwelligeren, energiereicheren Wellenldngenbereich (Abbildung 17 C). Die Spek-

tren dieser drei Isomere (2 - 4) waren untereinander jedoch nahezu identisch (Abbildung 17 D).

Weiterhin wurden die Q-Verhiltnisse (Tabelle A 17) zur Identifizierung der Isomere zu Hilfe
genommen, welche die Verhiltnisse der Extinktion des Nebenmaximums (,,cis-Peak*) zu der
Extinktion des Hauptmaximums sind. Die Q-Verhiltnisse lagen bei den vorliegenden Messun-
gen in verschiedenen Losungsmitteln bei 0,09 bis 0,17 fiir Isomer 5, 0,08 bis 0,12 fiir [somer 6

und 0,14 bis 0,25 fiir die Isomere 2 — 4.
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0.5 0.4

200 300 400 500 600 200 300 400 500 600

Wavelength [nm] Wavelength [nm]
A) (157/13Z)-Lycopin (1) (blau) und B) (5Z)-Lycopin (6) (blau) und
(all-E)-Lycopin (§) (griin) (all-E)-Lycopin (§) (griin)
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Wavelength [nm] Wavelength [nm]
C) (9Z)-Lycopin (3) (blau) und D) (57,9 Z)-Lycopin (2) (blau),(9Z)-
(all-E)-Lycopin (S) (griin) Lycopin (3) (griin) und (5Z,9Z)-

Lycopin (4) (braun)

Abbildung 17: Vergleich von UV-vis-Spektren verschiedener, isolierter Lycopinisomere (in MTBE)

Zusitzlich zu den UV-vis-Spektren in acht verschiedenen Losungsmitteln (Tabelle A 17) wur-
den von der isolierten Verbindung 1 ((/3Z/15Z)-Lycopin) mehrere UV-vis-Spektren (in Me-
thanol/MTBE 1+1, v/v) sowie DAD-Spektren aus verschiedenen HPLC-Laufen (Gradient aus
Methanol und MTBE) zur Bestimmung der Q-Verhiltnisse dieses Isomers herangezogen. Die
ermittelten Q-Verhiltnisse zeigten bei beiden Methoden relativ grosse Schwankungen. Aus den
DAD-Daten (n = 23) wurde ein Q-Verhiltnis von 0,49 £ 0,07 (0,41 —0,69) und aus den UV-
vis-Spektren (n = 14) von 0,56 = 0,04 (0,51 — 0,66) ermittelt.

4.1.2.2 LC-MS-Analyse

Alle isolierten Isomere zeigten in ihren Massen-Spektren ein starkes Massensignal bei m/z

537,4, was dem Molekiilion vom Lycopin entspricht.
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4.1.2.3 NMR-Analyse

Um eine eindeutige Charakterisierung der Struktur ausgewéhlter (Z)-Lycopinisomere (Isomere
2 bis 6 aus Abbildung 16) zu erhalten, wurden nach Isolierung von (all-E)-Lycopin und vier
(Z)-Lycopinisomeren diese mittels unterschiedlicher NMR-Techniken (1D-NMR: "H NMR,
2D-NMR: gCOSY, TROESY, TOCSY) untersucht und anhand ihrer chemischen Verschiebun-
gen (8) und Kopplungskonstanten (J) charakterisiert.

Die Nummerierung der Protonen im Lycopinmolekiil ist in Abbildung 18 zu sehen. 'H-NMR-
Daten (chemische Verschiebungen) der einzelnen Isomere sind im Anhang Tabelle A 18
angegeben. Die genaue Strukturzuordnung erfolgte hauptsichlich iiber die 2D-NMR-Techni-

ken.

Abbildung 18: Struktur von (all-E)-Lycopin (§) mit Nummerierung der einzelnen Protonen

(5Z)-Lycopin (6):
In Abbildung 19 sind die 1H—NMR—Spektren von (all-E)-Lycopin (§) und (5Z)-Lycopin (6) zu

sehen, wo die Unterschiede der Resonanzfrequenzen der dquivalenten Methylgruppen gut zu
erkennen sind. Zusitzlich zeigte das (5Z)-Lycopin (6) eine Tieffeldverschiebung des Protons 2
(H-2) um Ad=0,04 ppm und des Protons 4 (H-4) um Ad=0,11 ppm verglichen mit dem
(all-E)-Lycopin ~ (5). AuBlerdem waren Kern-Overhauser-Effekte  zwischen  der
18. Methylgruppe (Me-18) und dem 6. Proton (H-6), sowie zwischen H-4 und H-7 zu be-

obachten.
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Abbildung 19: 'H-NMR-Spektren des aliphatischen Bereiches von (all-E)-Lycopin (5) (oberes Spek-
trum) und (5Z)-Lycopin (6) (unteres Spektrum)

(97)-Lycopin (3):

Beim (9Z)-Lycopin (3) waren ebenfalls die typischen chemischen Verschiebungen im Ver-
gleich zum (all-E)-Lycopin zu beobachten: Tieffeldverschiebungen von H-6 (Ad = 0,08 ppm),
H-7 (A86=0,02ppm), H-8 (Ad=0,54ppm) und H-11 (Ad=0,17 ppm) sowie
Hochfeldverschiebungen von H-10 (Ad = 0,14 ppm) und H-12 (Ad = 0,07 ppm). Weiterhin war
bei dem Lycopinisomer 3 ein Kreuzsignal zwischen H-10 und Me-19 im ROESY-Spektrum zu
erkennen (Abbildung 20).

IR

FZ (ppm)

Abbildung 20: ROESY-Spektrum von (9Z)-Lycopin (3)
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(57,9 °Z)-Lycopin (2) und (5Z,97)-Lycopin (4):

Die Lycopinisomere 2 und 4 zeigten zum (9Z)-Lycopin identische 'H-NMR-Spektren im olefi-
nischen Bereich (Abbildung 21). Der Hauptunterschied lag in der chemischen Verschiebungen
(AS = 0,03 ppm) zwischen dem Dublett von Isomer 2 bei & = 6,80 ppm und dem Duplett von
Isomer 4 bei & = 6,77 ppm. Weiterhin traten signifikante Unterschiede in den chemischen Ver-

schiebungen im Bereich der Methylgruppen auf (Abbildung 22).
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Abbildung 21: 'H-NMR-Spektren des olefinischen Bereiches von (5Z,9 Z)-Lycopin (2) (oberes Spek-
trum) und (5Z,9Z)-Lycopin (4) (unteres Spektrum)
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Abbildung 22: '"H-NMR-Spektren des aliphatischen Bereiches von (5Z,9 “Z)-Lycopin (2) (oberes Spek-
trum) und (5Z,9Z)-Lycopin (4) (unteres Spektrum)

Bei Betrachtung der 2D-NMR-Spektren konnten eindeutige Unterschiede zwischen den beiden
Verbindungen beobachtet werden (Abbildung 23, Abbildung 24). In Abbildung 23 wurden die

einzelnen ROESY-Experimente mittels Pfeilen in den entsprechenden Strukturformeln gra-



Ergebnisse 68

phisch dargestellt. Charakteristisch fiir die Verbindung 4 waren die ROESY-Korrelationen
zwischen H-4 und H-7, Me-18 und H-6, H-7 und Me-19 sowie zwischen Me-19 und H-10. Da-
gegen waren die Kern-Overhauser-Effekte zwischen H-4 und H-7, Me-18 und H-6, H-7 und
Me-19, Me-19 und H-11, H-10" und Me-19°, Mel19” und H-7" sowie zwischen H-7" und Me-
18" charakteristisch fiir die Verbindung 2.

9 5

N ~
(’ 19")\418'
Abbildung 23: Strukturen von (5Z,9 Z)-Lycopin (2) und (5Z,9Z)-Lycopin (4) mit Kennzeichnung der
wichtigsten ROESY-Korrelationen mittels Pfeilen
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Abbildung 24: COSY-Spektren von (57,9 Z)-Lycopin (2) (oberes, linkes Spektrum), (9Z)-Lycopin (3)
(oberes, rechtes Spektrum) und (5Z,9Z)-Lycopin (4) (unteres Spektrum)
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4.1.3  Untersuchungen zur antioxidativen Aktivitit von Lycopinisomeren

(all-E)-Lycopin und fiinf (Z)-Lycopinisomere wurden mittels praparativer C3p-HPLC isoliert
und ihre antioxidative Aktivitit im TEAC- und PCL-Assay bestimmt. Die Messwerte der ein-
zelnen Isomere und die daraus berechneten relativen antioxidativen Aktivititen (bezogen auf
(all-E)-Lycopin) sind in Abbildung 25 bzw. im Anhang in Tabelle A 19 angegeben. Die Mittel-
werte enthalten jeweils mindestens fiinf Einzelmessungen, wobei die Reinheit der untersuchten

Isomerenfraktionen immer iiber 80 % lag (Daten nicht gezeigt).

BTEAC 0OPCL C

D,E

antioxidative Aktivitat
m

(all-E) (52) (52,92) (52,9°2) (92) (132/152)

Abbildung 25: Antioxidative Aktivitit von fiinf (Z)-Lycopinisomeren im Vergleich zu (all-E)-Lycopin
im TEAC- und PCL-Test (X + s),

Werte mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, einfaktorielle ANOVA,
Tukey-HSD)

Die Untersuchungen zeigten, dass das (5Z)-Lycopin in beiden Testsystemen keine signifikan-
ten Unterschiede zum (all-E)-Lycopin aufwies. Dagegen war die antioxidative Aktivitdt der
anderen Lycopinisomere hoher als die vom (all-E)-Lycopin. Die TEAC-Werte der Lycopin-
isomere (57,97), (52,9°Z), (9Z) und (137/15Z) sind 1,3fach bis 1,5fach hoher als die vom (all-
E)-Lycopin. Diese Unterschiede stellten sich im TEAC-Test allesamt als signifikant (p < 0,05)
heraus. Im PCL-Test waren die Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Messwerte auf-
grund der hohen Standardabweichungen nur teilweise als signifikant nachzuweisen. Aufgrund
verschiedener Schwierigkeiten mit der lipophilen PCL-Methode und dem Photochem®-Geriit

sind die erhaltenen Messwerte kritisch zu betrachten. Sie zeigten jedoch (mit Ausnahme des

(13Z/15Z)-Lycopins) zum TEAC-Assay vergleichbare Tendenzen.



Ergebnisse 71

4.2 Untersuchungen von Lebensmitteln
4.2.1 Tomaten und Tomatenprodukte

Von verschienenen tomatenhaltigen Lebensmitteln (Tomaten, Tomatensifte, Tomatenketchups,
Dosentomaten, passierte Tomaten und Tomatensaucen) wurden jeweils 8 bzw. 9 Handelspro-
ben auf die Gehalte an Carotinoiden und Vitamin C untersucht. Des weiteren wurden vier To-
matenproben mit den Sortenbezeichnungen Celsior, Black Cherry, Bloody Butcher und Sieger,
drei verschiedene Tomatenpulver und eine Probe getrocknete Tomatenscheiben auf ihre Caro-
tinoidzusammensetzung analysiert. Die Angabe aller gemessenen Werte erfolgte bezogen auf

100 g Frischmasse.

Abbildung 26 zeigt ein typisches HPLC-Chromatogramm einer Carotinoidtrennung fiir eine
Tomatenprobe. In allen Tomaten- und Tomatenproduktproben konnten (all-E)-Lycopin,
(all-E)-B-Carotin und verschiedene (Z)-Isomere der beiden Carotinoide detektiert werden. In
rohen Tomaten waren zusitzlich auch noch geringe Mengen (all-E)-Lutein (0,04 bis

0,10 mg/100 g) enthalten.

2 3
1 A. 4 5
ped ) T =l L :
1 1

T T T 1 min

I
0 10 20 30 40 50 60

Abbildung 26: HPLC-Chromatogramm einer Carotinoidtrennung eines Tomatenextraktes
HPLC-Bedingungen: YMC C3() (250 x 4,6 mm, 5 um), 1,3 mL/min, Gradient aus Methanol und MTBE (siehe

Tabelle A 5), 23 = 1°C, 450 nm
1 = (all-E)-Lutein, 2 = Echinenon (IS), 3 = (all-E)-B-Carotin, 4 = (13Z)-+(15Z)-Lycopin, 5 =(9Z)-Lycopin,
6 = (all-E)-Lycopin

Lycopin war mit 89 % bis 99 % des (Gesamt)-Carotinoidgehaltes das mengenmiBig bedeu-
tendste Carotinoid in den untersuchten Tomaten und Tomatenprodukten. Den niedrigsten
durchschnittlichen Gehalt an (Gesamt)-Lycopin hatte mit 9,4 £2,9 mg/100 g die Produkt-
gruppe der Tomaten, gefolgt von den Tomatensaucen mit 11,0 2,0 mg/100 g. Der hochste
durchschnittliche (Gesamt)-Lycopingehalt war mit 19,8 £ 2,2 mg/100 g bei den Tomatensiften
zu finden (Abbildung 27). Innerhalb einer Produktgruppe schwankten die Lycopingehalte zum
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Teil sehr stark. Die Werte der einzelnen Handelsproben und die signifikanten Unterschiede

zwischen den Einzelproben sind im Anhang Tabelle A 20 angegeben.
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Abbildung 27: Gehalte an (Gesamt)-Lycopin [mg/100 g] der einzelnen Tomaten- und Tomatenprodukt-
proben (X + s) sowie die Mittelwerte der Produktgruppen,

Gruppen mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, einfaktorielle
ANOVA, Tukey-HSD)

Lycopin war in allen untersuchten Proben zum iiberwiegenden Teil in der trans-Isomerenform,
d. h. als (all-E)-Lycopin zu finden (Tabelle 17, Tabelle A 21). Neben dem (all-E)-Lycopin
wurden verschiedene (Z)-Lycopinisomere detektiert. Bei Retentionszeiten um 39 — 40 min
eluierten zwei Isomere, welche jedoch bei den verwendeten HPLC-Bedingungen nicht voll-
standig voneinander abgetrennt werden konnten. Der vordere Teil des Doppelpeaks (Peak Nr. 4
im Chromatogramm Abbildung 26) konnte eindeutig mit Hilfe der Retentionszeit und des
DAD-Spektrums dem (/3Z)-Lycopin und der hintere Teil dem (/5Z)-Lycopin zugeordnet wer-
den. Die Verbindung, welche im Bereich von 46 min bis 48 min eluiert, wurde als (9Z)-Lyco-
pin identifiziert. Genauere Angaben zur eindeutigen Charakterisierung der einzelnen Lycopin-
isomere sind im Kapitel 4.1.2 zu finden. In allen untersuchten Proben waren die erwihnten
Lycopinisomere vorhanden und wurden summarisch als (Z)-Lycopin ausgewertet. Tomaten,
Tomatensifte, Tomatenketchups, Dosentomaten und passierte Tomaten zeigten vergleichbare
(p > 0,05) Verhiltnisse zwischen (all-E)- und (Z)-Lycopin. Der Anteil von (all-E)-Lycopin am
(Gesamt)-Lycopin betrug 93 % bis 96 % und der Anteil der Summe der (Z)-Lycopinisomere
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demzufolge 4 % bis 7 %. Im Gegensatz dazu war bei den Tomatensaucen ein signifikant
(p < 0,05) geringerer Anteil an (all-E)-Lycopin (etwa 82 %) und demzufolge ein erhohter An-

teil an (Z)-Isomeren (etwa 18 %) zu beobachten.

Tabelle 17: Mittlere relative Anteile [%] des (all-E)-Lycopins und der Summe der (Z)-Lycopinisomere
am (Gesamt)-Lycopin in Tomaten und Tomatenprodukten (X £ s), Gruppen mit verschiedenen Buchsta-
ben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, einfaktorielle ANOVA, Tukey-HSD)

Tomaten” Tomaten- Tomaten- Dosen- Passierte Tomaten-

sifte” ketchups” tomaten” Tomaten” saucen”
(all-E)  952+15 94,0+1,0 93,6 +2,0 94,6 +1,9 93,1 +0,7 81,7 +10,1
>(Z) 48+1,5 6,0+1,0 6,4+£20 54+19 6,9+0,7 18,3 + 10,1

B-Carotin lag in den untersuchten Proben hauptséchlich als (all-E)-f-Carotin (> 98 %) vor. Zu-
sdtzlich konnten z. T. geringe Mengen an (/3Z)- und (9Z)-3-Carotin detektiert werden. Die
Gehalte an (Gesamt)-B-Carotin in den untersuchten Tomaten und Tomatenprodukten betrugen
je nach Probe zwischen 0,1 mg/100 g und 1,8 mg/100 g (Abbildung 28, Tabelle A 20). Im
Gegensatz zum Lycopin waren die 3-Carotingehalte in rohen Tomaten etwa zweifach hoher als

in verarbeiteten Tomatenprodukten.
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Abbildung 28: Gehalte an (Gesamt)-B-Carotin  [mg/100 g] der einzelnen Tomaten- und
Tomatenproduktproben (X + s) sowie die Mittelwerte der Produktgruppen,

Gruppen mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, einfaktorielle
ANOVA, Tukey-HSD)

Zusitzlich zu den oben dargestellten Tomaten und Tomatenprodukten wurden weitere Proben
auf Tomatenbasis untersucht. In Tabelle 18 sind die (Gesamt)-Carotinoidgehalte, die (Gesamt)-

Lycopingehalte und die Lycopinisomerenverhéltnisse von vier Tomatensorten, drei Tomaten-
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pulvern und einer Probe getrocknete Tomatenscheiben angegeben. In allen Proben war Lycopin
als Hauptcarotinoidverbindung vertreten. Weiterhin konnten B-Carotin und z. T. Lutein detek-
tiert werden (Daten nicht gezeigt). Die Tomatensorte mit dem niedrigsten
(Gesamt)-Carotinoidgehalt (7,56 + 0,43 umol/100 g) bzw. (Gesamt)-Lycopingehalt (2,94 £
0,25 mg/100 g) ist die Tomatensorte Black Cherry. Schon die Fruchtfarbe dieser Sorte war auf-
fiallig. Im Vergleich zu den anderen Tomatensorten, welche alle kréftig rot gefiarbt waren,
zeigten die Black-Cherry-Tomaten eher eine braun-rétliche Fiarbung (Abbildung 9). Die klei-
nen Tomaten der Sorte Celsior hatten dagegen die hochsten Carotinoid- bzw. Lycopingehalte.
In den trockenen Tomatenerzeugnissen (Tomatenpulver, getrocknete Tomatenscheiben) waren

mit iiber 45 mg/100 g deutlich hohere Lycopingehalte zu beobachten.

Lycopin lag in den Tomatensorten Bloody Butcher und Sieger, sowie in allen drei Tomaten-
pulvern und in den getrockneten Tomatenscheiben iiber 90 % als (all-E)-Lycopin vor. In den
Sorten Celsior und Black Cherry war mit 88,7 % bzw. 85,0 % (all-E)-Lycopin und 11,3 %
bzw. 15,0 % (Z)-Lycopin der prozentuzale Anteil an (Z)-Lycopinisomeren etwas hoher.

Tabelle 18: (Gesamt)-Carotinoidgehalte [umol/100 g], (Gesamt)-Lycopingehalte [mg/100 g] (X £s)

sowie relative Anteile [%] des (all-E)-Lycopins und der Summe der (Z)-Lycopinisomere am (Gesamt)-
Lycopin in verschiedenen Tomaten und Tomatenerzeugnissen

(Gesamt)- Lycopin
Carotinoide
(Gesamt)-Lyc. (all-E) : X (Z)

[umol/100 g] [mg/100 g] [%]
Tomaten
Celsior 20,29 £ 0,12 10,13 £ 0,22 88,7:11,3
Black Cherry 7,56 £ 0,43 2,94+ 0,25 85,0:15,0
Bloody Butcher 11,87 £0,99 5,83+0,34 93,8: 6,2
Sieger 12,03 + 0,89 5,56 0,56 91,5: 8,5
Tomatenpulver
Probe 1 138,6 £ 9,69 71,08 £5,45 92,0:8,0
Probe 2 93,66 7,22 45,20+ 1,99 91,3:8,7
Probe 3 102,52 £9,57 50,11 +£2,98 90,9 :9,1
Getrocknete Tomatenscheiben 107,41 + 8,56 50,07 £ 3,97 96,7:3,3

Neben der Carotinoidzusammensetzung wurden in den Proben des Hessischen Rundfunks auch
die Gehalte an Vitamin C bestimmt. Diese schwankten in den untersuchten Tomaten und To-
matenprodukten zwischen 0,3 mg/100 g und 42,3 mg/100 g (Abbildung 29, Tabelle A 20). Die
verarbeiteten Produkte zeigten mit 1,5 + 1,8 mg/100 g fiir Dosentomaten, 9,4 + 6,3 mg/100 g
fiir Tomatensaucen, 10,3 £ 2,7 mg/100 g fiir Tomatensifte, 11,1 £5,2 mg/100 g fiir Tomaten-
ketchups und 13,5+ 8,0 mg/100 g fiir passierte Tomaten verglichen mit rohen Tomaten

(31,2 £9,2 mg/100 g) signifikant (p < 0,05) niedrigere Vitamin-C-Durchschnittsgehalte.
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Abbildung 29: Gehalte an Vitamin C [mg/100 g] der einzelnen Tomaten- und Tomatenproduktproben
(X + s) sowie die Mittelwerte der Produktgruppen,

Gruppen mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, einfaktorielle
ANOVA, Tukey-HSD)

4.2.2 Hagebutten und Hagebuttenprodukte

Fiinfzehn verschiedene Hagebuttenarten, drei verschiedene Reifestadien der Hagebutte Rosa
rugosa sowie acht Hagebuttenprodukte aus dem deutschen Lebensmittelhandel wurden u. a.

auf ihre Gehalte an Vitamin C und Carotinoiden untersucht.

Vitamin C

Die Vitamin-C-Gehalte der Einzelproben sind in den Diplomarbeiten von Grit Laske und Juli-
ane Hohbein (Laske, 2005; Hohbein, 2007) sowie in Tabelle 19 und im Anhang (Tabelle A 22)
angegeben. Die unverarbeiteten Friichte der verschiedenen Hagebuttenarten besaen Vitamin-
C-Gehalte zwischen 1,9+ 0,1 g/100 g TM (Rosa-canina-Hybride) und 7,2+ 0,2 g/100 g TM
(Rosa glauca). Wihrend der Fruchtreifung konnte bei den Hagebutten der Art Rosa rugosa
eine leichte, jedoch nicht signifikante Abnahme der Gehalte an Vitamin C (bezogen auf Frisch-
masse) beobachtet werden. Bei den griinen Friichten lag der Vitamin-C-Gehalt in der Frisch-
masse bei 558 £ 24 mg/100 g und bei den roten Hagebutten bei 535 £ 13 mg/100 g. Bezieht
man die Gehalte jedoch auf die Trockenmasse, ist dieser Abfall signifikant (Laske, 2005).

In den Hagebuttenprodukten lagen die Gehalte an Vitamin C mit 31,8 = 1,1 mg/100 g FM
(Hagebuttenmus) bis 172,8 £ 3,2 mg/100 g FM (Hagebutten-Marmelade) deutlich unter den

Gehalten der unverarbeiteten Hagebutten.
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Tabelle 19: Gehalte an Vitamin C [mg/100 g FM] in Hagebuttenprodukten (X *+ s), Werte mit verschie-
denen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05, einfaktorielle ANOVA, Tukey-HSD)

Vitamin C Vitamin C

Hagebuttenprodukte [me/100 g FM] Hagebuttenprodukte [me/100 g FM]
Hagebutten-Wildfrucht- 50 £ 5% Hagebutten-Marmelade 173 +3°
Aufstrich
Hagebutte Frucht & Honig 75 +4*° Hagebutten-Konfitiire 113 +7°
Hagebuttenmus 32+1° Frinkisches Hiffenmark 140 + 4>¢
Wildfrucht Hagebutten- be Hiffenmark Hagebutten- be

+3% +6"
mark 150 %3 Konfitiire extra 14626
Carotinoide

In den Friichten von Wildrosen konnte mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie unter
Verwendung einer C3p-Sédule eine Vielzahl von Carotinoiden inklusive ihrer stereoisomeren
Formen getrennt werden (Abbildung 30). Im unverseiften Hagebuttenextrakt waren besonders
im hinteren Chromatogrammteil (> 30 min) eine Vielzahl von Peaks zu beobachten. Durch die
Uberlagerung von verschiedenen Xanthophyllestern und Lycopinisomeren in diesem Chroma-
togrammbereich erwies sich die Auswertung einzelner Carotinoidverbindungen, speziell der
Lycopinisomere, als schwierig. Durch Verseifung der Hagebuttenextrakte konnten die storen-
den Xanthophyllester gespalten werden. Die Erhohung der Peakflichen von Lutein, Zea-
xanthin, B-Cryptoxanthin und Rubixanthin nach der Verseifung bewies, dass in Hagebutten
u. a. Ester dieser Carotinoide vorkamen. Im verseiften Probenextrakt fand sich eine Erhohung
weiterer, bisher nicht genauer charakterisierter Peaks, was zeigte, dass zusitzlich zu den er-

wihnten Xanthophyllestern weitere Ester in Hagebutten vorhanden waren.

Obwohl die verwendete Verseifungsmethode optimiert wurde, kam es nicht nur zur Spaltung
der Xanthophyllester sondern auch teilweise zum Abbau von Carotinoiden. Aus diesem Grund
wurde das (all-E)-Lycopin im unverseiften Probenextrakt ausgewertet, wihrend die Auswer-
tung der (Z)-Lycopinisomere im verseiften Extrakt erfolgte. Die genaue Vorgehensweise und
moglicherweise auftretende Probleme bei der Verseifung, sowie Analysenwerte aller detek-
tierten Carotinoide von zwolf Hagebuttensorten sind in der Diplomarbeit von Juliane Hohbein

ausfiihrlich angegeben (Hohbein, 2007).

Von den fiinfzehn untersuchten Hagebuttensorten waren bei den Friichten der Sorte Rosa
villosa ,,duplex* mit 29,7 £ 2,4 mg/100 g TM die niedrigsten und bei der Rosa tomentosa mit
85,71 2,4 mg/100 g TM die hochsten (Gesamt)-Carotinoidgehalte zu beobachten. Zusitzlich

zum Lycopin kamen in den Hagebuttenfriichten u. a. Lutein, Zeaxanthin, B-Cryptoxanthin, a-
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Carotin, B-Carotin und Rubixanthin in teilweise verschiedenen isomeren Formen vor. Rubi-
xanthin ist ein Carotinoid, welches nahezu auschlieBlich in Hagebutten zu finden ist. Die
hochsten Rubixanthingehalte wurden in der Sorte Rosa glauca (40,5 £ 1,3 mg/100 g TM) und
die niedrigsten Gehalte in Rosa corymbifera (11,3 £ 0,3 mg/100 g TM) ermittelt.
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Abbildung 30: HPLC-Chromatogramme einer Carotinoidtrennung eines unverseiften

Hagebuttenextraktes [A] und eines verseiften Hagebuttenextraktes [B]

1 = (all-E)-Lutein, 2 = (all-E)-Zeaxanthin, 3 = -Apo-8°-Carotinal (IS), 4 = (all-E)-B-Cryptoxanthin, 5 = (all-E)-
Rubixanthin, 6 = (all-E)- B-Carotin, 7 = (9Z)-p-Carotin, 8a = Xanthophyllester, unidentifizierte Peaks und (Z)-
Lycopinisomere, 8b = (Z)-Lycopinisomere, 9 = (all-E)-Lycopin, X = unidentifizierte Verbindungen

Um zu untersuchen, wie sich die Carotinoidzusammensetzung wihrend der Fruchtreifung dn-
dert, wurden griine, orange und rote Friichte der Hagebuttenart Rosa rugosa auf ihre Caroti-
noidgehalte untersucht (Abbildung 31; Tabelle A 22). Dabei zeigten die einzelnen Carotinoide
ein z. T. gegensitzliches Verhalten [siche auch (Laske, 2005)]. Wihrend Zeaxanthin bzw. [3-
Cryptoxanthin gering und B-Carotin, Lycopin und die Xanthophyllester bei der Verfirbung der
Hagebutten von griin nach rot stark zunahmen, sank unverestertes Lutein wihrend der Reifung
signifikant (p < 0,05) ab. Wie in Abbildung 31 ersichtlich, bildeten sich die Xanthophyllester

schon zu Beginn der Reifungsperiode (von griin nach rot) und stiegen im Laufe der Reifung
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(nach rot) weiter an. Der Gehalt an (all-E)-Lycopin schien sich dagegen hauptsichlich im spi-

teren Teil der Reifeperiode zu erhdhen.

A
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Abbildung 31: HPLC-Chromatogramme von Carotinoidtrennungen von unverseiften Extrakten
A) griiner, B) oranger, C) roter Hagebutten (Rosa rugosa); gleiche Extraktkonzentration (2 g Probe auf
10 mL) eingesetzt

HPLC-Bedingungen: Trentec C3() (250 x 4,6 mm, 5 pm), 1,3 mL/min, Gradient aus Methanol und MTBE (siehe

Tabelle A 6), 17 £ 1°C, 470 nm

1 = (all-E)-Zeaxanthin, 2 = -Apo-8°-Carotinal ~ (IS), 3 = (all-E)-B-Cryptoxanthin, 4 = (13Z)-p-Carotin,
5 = (all-E)-Rubixanthin, 6 = (all-E)-B-Carotin, 7 = (9Z)-f-Carotin, 8 = Xanthophyllester + (Z)-Lycopinisomere,
9 = (all-E)-Lycopin

Zusitzlich zu den unverarbeiteten Hagebutten wurden verschiedene im Handel erhiltliche
Hagebuttenprodukte untersucht. Relativ hohe Gehalte an Lycopin und -Carotin sowie geringe
Gehalte an Lutein, Zeaxanhin, B-Cryptoxanthin und a-Carotin konnten in Hagebuttenerzeug-

nissen quantifiziert werden. Xanthophyllester waren (mit Ausnahme der ,,Hagebutten-Marme-

lade*) nicht detektierbar. Lycopin war mit (Gesamt)-Lycopingehalten von 23—
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5,2mg/100 g FM das mengenmifig bedeutendste Carotinoid in den untersuchten Proben

(Tabelle 20).

Tabelle 20: (Gesamt)-Carotinoidgehalte [umol/100 g FM], Gehalte an (Gesamt)-Lycopin und
(Gesamt)-B-Carotin [mg/100 g FM] (X £s) sowie relative Anteile [%] der (all-E)-Isomere und der
Summe der (Z)-Isomere am (Gesamt)-Lycopin- bzw. (Gesamt)-B-Carotingehalt in unterschiedlichen
Hagebuttenprodukten

(Gesamt)- Lycopin B-Carotin
Carotinoide
(Gesamt)-Lyc.  (all-E) : X (Z) (Gesamt)-B-Car. (all-E):X (Z)
[umol/100 g FM] [mg/100 g FM] [%] [mg/100 g FM] [%]
Hagebutten- . :
Wildfrucht-Aufstrich 6,522 0,06 2461023 602398 075+0.03 000:409
Hagebutie 1096056 450006  67.3:327  095+0,09 61.1:38.9
Frucht&Honig
Hagebuttenmus 6,58+0,12 2322007 64,7:353  0,65+0,07 63,1:36,9
pildrucht 11544036 5,18+0,50 739:261  0.80%0,08 70,0:300
agebuttenmark
Hagebutten- 7612009  2,47+024 60.4:396  1,01%0,10 49.6: 50,4
Marmelade
Iéageb}}tten- 641+0,12  2,78+0,22 57,1:42.8 0,62+ 0,02 83,0:17,0
onfitiire
Frankisches 791£005  3,75+0,05 66,4 : 33,6 0,43 0,02 92,1:7.9
Hiffenmark
Hiffenmark
Hagebutten- 6,780,223  320+0,11 65,0 : 35,0 0,40 + 0,01 89,7:10,3

Konfitiire extra

4.2.3 Weitere lycopinhaltige Lebensmittel

Wie aus Tabelle 21 ersichtlich, war Lycopin zusitzlich zu Tomaten- und Hagebuttenerzeugnis-
sen auch in anderen Lebensmitteln wie z. B. in Sanddorn, Wassermelonen und Pink Grapefruits

zu finden.

Die zwei untersuchten Sanddorndle zeigten mit 94,03 £6,21 mg/100 gFM bzw.
31,14 £ 0,69 mg/100 g FM betrdchtlich hohe (Gesamt)-Lycopingehalte. Auffillig war die
Lycopinisomerenverteilung dieser beiden Produkte. Das Sanddorndl 1 enthielt hauptsédchlich
(Z)-Lycopinisomere, wogegen im Sanddorndl 2 das (all-E)-Lycopin iiberwog (Tabelle 21). In
Sanddorn-Fruchtaufstrich bzw. -séften lagen mit 0,96 - 1,65 mg/100 g FM signifikant niedri-
gere (Gesamt)-Lycopingehalte als im Sanddorndl vor. In den untersuchten Sanddornerzeugnis-
sen war mit Ausnahme der Probe ,,Sanddorn mit 25 % Tompinambur* kein (all-E)-Lycopin
detektierbar. Das Lycopin kam also in diesen Erzeugnis ausschlieBlich in Form von bisher noch
nicht genauer identifizierten (Z)-Isomeren vor. Zusitzlich war in allen untersuchten Sand-

dornerzeugnissen B-Carotin enthalten (Daten nicht gezeigt).
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In Proben von Wassermelonen und Pink Grapefruits waren Lycopingehalte zwischen 1,3 und
3,4mg/100 g FM zu finden, wobei das Lycopin zu iiber 95 % als (all-E)-Lycopin vorlag
(Tabelle 21). In den Wassermelonen und Pink Grapefruits konnten weiterhin -Cryptoxanthin

und B-Carotin detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

Tabelle 21:  (Gesamt)-Carotinoidgehalte [umol/100 g FM] und Gehalte an (Gesamt)-Lycopin
[mg/100 g FM] (X % s) sowie relative Anteile [%] des (all-E)-Lycopins und der Summe der (Z)-Lyco-
pinisomere am (Gesamt)-Lycopin in verschiedenen Lebensmitteln

(Gesamt)-Carotinoide Lycopin
Probenart (Gesamt)-Lyc. (all-E) : X (Z)

[umol/100 g FM] [mg/100 g FM] (%]
Sanddornol 1 196,39 + 9,98 94,03 £ 6,21 68,2 :31,8
Sanddornol 2 112,38 £2,16 31,14 £ 0,69 87,7:12,3
Sanddorn Wildfrucht-Aufstrich 3,22 £ 0,30 1,36 £ 0,13 75,4 :24,6
Sanddorn mit 10 % Acerola 7,10£0,43 2,07 £0,20 83,6 : 16,4
Sanddorn mit 35 % Honig 3,50 £0,28 0,96 + 0,07 71,9 : 28,1
Sanddorn mit 25 % Topinambur 4,99 +£0,21 1,65+ 0,06 73,9 :26,1
Wassermelone 1 3,61 £0,31 1,67 £0,15 95,2:4,8
Wassermelone 2 7,39 +£0,38 3,4510,22 97,0 : 3,0
Pink Grapefruit 1 3,72 £0,21 1,34+ 0,09 98,2:1,8
Pink Grapefruit 2 7,01 £0,45 3,11+0,14 96,5:3,5

4.3 Humanstudien
4.3.1 Tomaten-Interventionsstudie

4.3.1.1 Zusammensetzung des Interventionsmaterials

Die (Gesamt)- und (all-E)-Lycopingehalte, sowie die (Gesamt)-Tocopherol- und Ascorbinsiu-
regehalte der von den Probanden verzehrten Tomatenprodukte sind in Tabelle A 23 angegeben.
Die frischen Tomaten wurden einmal wochentlich gekauft. Zwischen den einzelnen Wochen
schwankten die (Gesamt)-Lycopingehalte relativ stark (3,9 —8,7 mg/100 g). Demzufolge
mussten je nach (Gesamt)-Lycopingehalt der Tomaten unterschiedliche Mengen (145 -320 g
pro Tag) verzehrt werden. Die verschiedenen Chargen vom Tomatensaft bzw. -mark zeigten
nicht so starke Unterschiede im Lycopingehalt. Zusitzlich zum Lycopin waren in den Tomaten
und Tomatenprodukten (all-E)-B-Carotin (0,2 — 0,8 mg/100 g) sowie geringe Mengen Lutein
(< 0,08 mg/100 g) enthalten (Kaufmann, 2003).
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4.3.1.2  Anderungen der Carotinoidgehalte im Plasma

I T T T T T T min
0 10 20 30 40 50 60

Abbildung 32: HPLC-Chromatogramm eines Plasmaextraktes aus der Tomaten-Interventionsstudie
nach vierwdchiger Intervention (T4) mit Tomaten
HPLC-Bedingungen: YMC C30 (250 x 4,6 mm, 5 um), 1,3 mL/min, Gradient aus Methanol und MTBE (siehe

Tabelle A 8), 23 + 1°C, 450 nm

1 = (all-E)-Lutein, 2 = (all-E)-Zeaxanthin, 3 = (all-E)-Canthaxanthin, 4 = (all-E)-B-Cryptoxanthin, 5 = Echinenon
(IS), 6 =(13Z)-B-Carotin, 7 = (all-E)-o-Carotin, 8 = (all-E)-B-Carotin, 9 = (9Z)-B-Carotin, 10 = (13Z)-Lycopin,
11 = unidentif. (Z)-Lycopin, 12 = (52,9 °Z)-+(9Z)-+(5Z,9Z)-Lycopin, 13 = (all-E)-Lycopin, 14 = (5Z)-Lycopin

Ein reprisentatives HPLC-Chromatogramm einer Carotinoidtrennung im Humanplasma ist in
Abbildung 32 zu sehen. Folgende Carotinoide konnten detektiert und quantifiziert (Tabelle A
24, Tabelle A 26) werden: (all-E)-Lutein, (all-E)-Zeaxanthin, (all-E)-Canthaxanthin, (all-E)--
Cryptoxanthin, (all-E)-/(13Z)-/(9Z)-B-Carotin, (all-E)-o-Carotin und (all-E)-Lycopin sowie
unterschiedliche (Z)-Isomere des Lycopins. Die Lycopingehalte wurden zum einen als (Ge-
samt)-Lycopin angegeben, worunter die Summe aus (all-E)-, (13Z)-, (52,9 Z)-, (92)-, (52,9Z)-,
(5Z)-Lycopin und noch nicht eindeutig identifizierten (Z)-Lycopinisomeren (siehe Kapitel
4.1.2) zu verstehen ist. Weiterhin wurden die Einzelgehalte der bisher eindeutig charakterisier-
ten Isomere (all-E)-, (13Z)- und (5Z)-Lycopin angegeben, sowie aufgrund unzureichender
Trennung und geringer Einzelkonzentrationen die Summe aus (57,9 Z)-, (9Z)- und (5Z,9Z)-Ly-
copin. Die z. Z. noch nicht eindeutig identifizierten Isomere wurden addiert und als ,,(Z), uni-

dentif.” bezeichnet (Tabelle A 24, 0).

(Gesamt)-Lycopin

Die Anderungen der (Gesamt)-Lycopingehalte im Plasma der Probanden sind in Abbildung 33
dargestellt. Die durchschnittlichen Ausgangsgehalte (T-2) lagen zwischen 0,57 pmol/L. und
0,78 umol/L und waren nicht signifikant verschiedenen (p > 0,05) zwischen den drei Interven-
tionsgruppen. Nach der zweiwochigen Auswaschphase (TO), in welcher die Probanden auf

lycopinhaltige Lebensmittel verzichteten, sanken die (Gesamt)-Lycopinkonzentrationen signi-
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fikant (p < 0,05) um 45 - 62 % ab. Zwischen den drei Interventionsgruppen gab es keine signi-

fikanten Unterschiede in der Lycopin-Auswaschrate.

Wihrend der Interventionsphase stiegen die Plasmagehalte in der Tomatengruppe von
0,25 £ 0,14 pmol/L auf 0,39 + 0,23 umol/L nach einer Woche (T1) des tdglichen Verzehrs von
Tomaten signifikant (p <0,05) an. In der Tomatensaftgruppe war ebenfalls ein signifikanter
Anstieg (p < 0,05) nach einer Interventionswoche (T1) zu verzeichnen (von 0,43 + 0,14 umol/L
auf 0,61 £0,17 umol/L). Wéhrend der néchsten drei Supplementationswochen blieben die
Plasmagehalte in der Tomaten- und Tomatensaftgruppe annihernd gleich (p > 0,05). Im Ge-
gensatz dazu war wihrend des Verzehrs von Tomatenmark erst nach zwei Interventionswochen
(T2) ein signifikanter Anstieg (p < 0,05) des (Gesamt)-Lycopins von 0,40 + 0,17 umol/L auf
0,72 £ 0,28 umol/L zu verzeichnen. Nach vier Wochen (T4) war fiir alle drei Interventions-
gruppen ein vergleichbarer Anstieg (p < 0,05) der (Gesamt)-Lycopingehalte im Plasma zu beo-
bachten. Die Plasmagehalte lagen nach der vierwochigen Interventionsphase (T4) bei 0,53 —
0,81 umol/L und zeigten in allen drei Gruppen keine signifikanten (p > 0,05) Unterschiede zu
den Plasmagehalten beim Studienbeginn (T-2).

1,4
* O Tomaten M Tomatensaft Tomatenmark

(Gesamt) -Lycopin in umol/L

%
_
-

N

T-2 TO T1 T2

Blutentnahmewoche

Abbildung 33: Anderungen der (Gesamt)-Lycopingehalte [umol/L] im Plasma der Probanden wihrend
der Tomaten-Interventionsstudie (X + s),

mit * bezeichnete Balken unterscheiden sich signifikant von TO innerhalb einer Interventionsgruppe
(p < 0,05, t-Test)

Lycopinisomere
Lycopin wurde im Plasma der Probanden in verschiedenen isomeren Formen detektiert. Die

Plasmagehalte der einzelnen Lycopinisomere sind im Anhang (Tabelle A 24) angegeben. Die
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zwel Hauptlycopinisomere im Plasma der Probanden waren (all-E)- und (5Z)-Lycopin. Ab-
und Zunahmen der Gehalte dieser beiden Isomere bedingten die Anderungen der (Gesamt)-

Lycopingehalte wihrend der gesamten Studie.

Tomaten Tomatensaft Tomatenmark
100% 100% 100%

90% 90% - 90% -
80% 80% - 80% -
70% 70% - 70%
60% 60% 60% -
50% 50% - 50% -
40% - 40% - 40% -
30% 30% 30% -
20% 20% 20% -
10% - 10% - 10% -

0% - 0% - 0% -

T2T0 T1 T2 T3 T4 T2 T0 71 T2 T3 T4 T2 TO 71 T2 T3 T4

Abbildung 34: Anderungen der relativen Anteile [%] von (all-E)-Lycopin (®) und der Summe der
(Z)-Lycopinisomere (0) am (Gesamt)-Lycopin im Plasma der Probanden wihrend der Tomaten-Inter-
ventionsstudie

Wiihrend der Studie konnten Anderungen in den relativen prozentualen Anteilen der einzelnen
Isomere am (Gesamt)-Lycopin beobachtet werden (Tabelle A 25). Das Verhiltnis von (all-E)-
Lycopin zu der Summe aller detektierbaren (Z)-Lycopinisomere wurde dafiir genauer betrach-
tet (Abbildung 34). Das Isomerenverhéltnis von (Z)-Lycopin zu (all-E)-Lycopin kehrte sich
wihrend der Studie bei allen drei Interventionsgruppen um. Zu Beginn der Studie (T-2) war
das Verhiltnis von (Z):(all-E) etwa 60:40. Wihrend der zweiwochigen Auswaschphase, in
welcher die Probanden sich lycopinarm ernihrten, dnderte sich das Isomerenverhiltnis zu
Gunsten der (Z)-Isomere. Der prozentuale Anteil an (all-E)-Lycopin sank nach der Auswasch-
phase (TO) auf 25 - 30 % des (Gesamt)-Lycopins und demzufolge stieg der Anteil an (Z)-Lyco-
pinisomeren auf 70 — 75 %. Nach der vierwochigen Interventionsphase (T4) kehrte das Isome-
renverhiltnis bei der Tomatensaftgruppe (63 % (Z), 37 % (all-E)) und bei der Tomatenmark-
gruppe (61 % (Z), 39 % (all-E)) ungefihr wieder zu den Isomerenverhéltnis bei Studienbeginn
(T-2) zuriick. Nach der vierwochigen tdglichen Aufnahme von rohen Tomaten lag das Plas-

malycopin zu 50 % als (Z)-Lycopin und zu 50 % als (all-E)-Lycopin vor.
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Weitere Carotinoide

Der Plasmagehalt an (Gesamt)-Carotinoiden lag durchschnittlich bei 2,48 + 0,38 umol/L
(1,98 — 3,06 umol/L). B-Carotin war, gefolgt von Lycopin (24,5 = 6,2 %), mit 36,6 + 3,1 % des
(Gesamt)-Carotinoidgehaltes das mengenmifig am hiufigsten vorkommende Carotinoid im

Plasma der Probanden (Tabelle 22).

Tabelle 22: Relative Anteile [%] der einzelnen Carotinoide am (Gesamt)-Carotinoidgehalt im Plasma
der Probanden der Tomaten-Interventionsstudie

Anteile am (/ Gesamt)-Carotinoidgehalt1

Carotinoid (%]

Xts Min Max
(Gesamt)-B-Carotin® 36,6+ 3,1 32,2 43,8
(Gesamt)-Lycopin 245+6,2 12,3 35,0
(all-E)-o-Carotin 11,5+3,1 6,6 15,7
(all-E)-Lutein 10,7+ 1,3 8,8 12,7
(all-E)-B-Cryptoxanthin 9,822 7,1 13,6
(all-E)-Zeaxanthin 38+£1,8 2,0 6,5
(all-E)-Canthaxanthin 3,104 2,4 3,7

! (Gesamt)-Carotinoidgehalt: Summe aus Gehalten an (all-E)-Lutein, (all-E)-Zeaxanthin, (all-E)-Canthaxanthin,
(all-E)-B-Cryptoxanthin, (all-E)-o-Carotin, (all-E)-B-Carotin, (13Z)-p-Carotin, (9Z)-B-Carotin, (Gesamt)-
Lycopin

% (Gesamt)-B-Carotin: Summe aus Gehalten an (all-E)-B-Carotin, (13Z)-B-Carotin, (9Z)-B-Carotin

Die durchschnittlichen Gehalte an (all-E)-Lutein, (all-E)-Zeaxanthin, (all-E)-Canthaxanthin,
(all-E)-B-Cryptoxanthin, (all-E)-a-Carotin, (all-E)-B-Carotin, (13Z)-B-Carotin und (9Z)-B-Ca-
rotin im Plasma der Probanden der Tomaten-Interventionsstudie sind in Tabelle A 26 angege-

ben. Keines dieser Carotinoide zeigte eine signifikante Anderung (p > 0,05) als Folge des tigli-

chen Verzehrs von Tomaten, Tomatensaft bzw. Tomatenmark.

4.3.1.3 Anderungen der Vitamin-E-Gehalte im Plasma

Die (Gesamt)-Tocopherolgehalte (Tabelle A 27) lagen in der Tomatengruppe durchschnittlich
bei 22,5 + 4,8 umol/L, in der Tomatensaftgruppe bei 29,8 = 5,3 umol/L und in der Tomaten-
markgruppe bei 21,2 £ 5,1 umol/L. a-Tocopherol (14,0 — 36,8 umol/L) war mit einem Anteil
am (Gesamt)-Tocopherolgehalt von etwa 95 % das Hauptvitamer im Plasma aller Probanden.
Weiterhin konnten B-Tocopherol (0,05 — 0,5 umol/L) und y-Tocopherol (0,2 - 1,9 umol/L) de-
tektiert werden (Daten nicht gezeigt). Wihrend der gesamten Studiendauer waren die Tocophe-
rolgehalte (speziell o- und B-Tocopherol) im Plasma der Tomatensaftgruppe signifikant hher
als die Gehalte in der Tomaten- bzw. Tomatenmarkgruppe. Jedoch konnten in keiner der drei
Interventionsgruppen signifikante Anderungen der Tocopherol-Plasmagehalte wihrend des ge-

samten Studienverlaufes beobachtet werden.
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4.3.1.4 Anderungen der Vitamin-C-Gehalte im Plasma

Die Gehalte an Vitamin C im Plasma der Probanden der Tomaten-Interventionsstudie sind in
Tabelle A 27 angegeben. Die Durchschnittsgehalte lagen in der Tomatengruppe bei
91,0 £ 5,4 umol/L (58,9 — 139,0 umol/L), in der Tomatensaftgruppe bei 92,1 £5,1 umol/L
(57,7-117,5 ymol/L) und in der Tomatenmarkgruppe bei 87,1 £ 8,6 umol/L (36,1 —
127,4 umol/L). Weder der Verzicht auf lycopinhaltige Lebensmittel (Auswaschphase) noch der
tagliche Verzehr von Tomaten, Tomatensaft bzw. Tomatenmark (Interventionsphase) fiihrten

zu signifikanten Anderungen der Vitamin-C-Plasmagehalte.

4.3.1.5 Anderungen der Triglyceridgehalte im Plasma

Obwohl die Blutabnahmen im niichternen Zustand der Probanden erfolgten, schwankten die
Triglyceridgehalte zwischen den einzelnen Probanden und Blutabnahmezeitpunkten sehr stark
(25-220 mg/dL). In keiner Interventionsgruppe konnten signifikante Anderungen im
Triglyceridstatus der Probanden beobachtet werden, welche durch den Verzicht auf lycopin-
haltige Lebensmittel bzw. den Verzehr der Tomaten bzw. Tomatenprodukte bedingt waren

(Tabelle A 27).

4.3.1.6 Anderungen des antioxidativen Status” im Vollblut

Die Einfliisse des vierwochigen tdglichen Verzehrs von Tomaten, Tomatensaft bzw. Tomaten-
mark auf die antioxidative Aktivitdt wurden anhand der Gehalte an reduziertem und oxidiertem
Glutathion (GSH, GSSG) sowie an Lipidperoxidationsprodukten (TBARS) im Vollblut gepriift
(Tabelle A 27).

Glutathionstatus

Die verminderte Lycopinzufuhr wihrend der zweiwochigen Auswaschphase zeigte in keiner
Interventionsgruppe einen Einfluss auf den Blutglutathionstatus (GSH, GSSG, GSH/GSSG-
Verhiltnis) der Probanden (Abbildung 35). Wihrend der gesamten Studiendauer waren die
durchschnittlichen GSH-Spiegel in der Tomatenmarkgruppe signifikant hoher (p < 0,05) als die
GSH-Spiegel in der Tomaten- bzw. Tomatensaftgruppe. Wihrend der vierwochigen Supple-
mentationsphase (T4) stiegen die GSH-Gehalte im Blut in der Tomatensaftgruppe von
295 + 58 ug/mL auf 317 £ 61 pg/mL und in der Tomatenmarkgruppe von 356 *+ 45 ug/mL auf
382 40 pg/mL signifikant (p < 0,05) an. Dagegen war in der Tomatengruppe kein signifi-
kanter Anstieg feststellbar (TO: 313 + 60 ug/mL, T4: 314 £ 47 ug/mL). Im Gegensatz zum
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reduzierten Glutathion (GSH) konnten bei der oxidierten Form des Glutathions (GSSG) in kei-
ner der drei Interventionsgruppen signifikante Anderungen (p >0,05) der Gehalte im Blut
infolge des Verzehrs von Tomatenerzeugnissen beobachtet werden. Die GSSG-Gehalte im Blut
der einzelnen Probanden schwankten zwischen 55 pg/mL und 120 pg/mL. Im Hinblick auf die
GSH/GSSG-Verhiltnisse waren die signifikanten Anderungen nicht so deutlich ausgeprigt wie
bei den GSH-Gehalten. Das GSH/GSSG-Verhiltnis dnderte sich in der Tomatengruppe wih-
rend der gesamten Studiendauer nicht signifikant. Dagegen war sowohl in der Tomatensaft- als
auch in der Tomatenmarkgruppe ein signifikant hoherer Wert (p < 0,05) des Verhiltnisses nach
der ersten Supplementationswoche (T1) zu verzeichnen. Mit ldngerer Supplementationszeit
sank jedoch der GSH/GSSG-Wert wieder ab und war in beiden Gruppen nach der vierten
Supplementationswoche (T4) nicht mehr signifikant unterschiedlich (p > 0,05) zu den Werten

vor Beginn der Supplementation (TO).
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Abbildung 35: Anderungen der Gehalte [ug/mL] an GSH, GSSG sowie der GSH/GSSG-Verhiltnisse

im Vollblut der Probanden wihrend der Tomaten-Interventionsstudie (X + s),

mit * bezeichnete Balken unterscheiden sich signifikant von TO innerhalb einer Interventionsgruppe

(p < 0,05, t-Test)
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Lipidperoxidationsprodukte (TBARS)

Die TBARS-Werte der Tomatengruppe lagen wihrend des gesamten Studienzeitraums mit
durchschnittlich 13,6 £ 0,4 mmol/LL  iiber den Werten der Tomatensaftgruppe
(9,51 0,2 mmol/L) bzw. der Tomatenmarkgruppe (8,0 % 0,6 mmol/L). Weder in der Aus-
waschphase noch in der Interventionsphase zeigten die Gehalte an Lipidperoxidationsproduk-
ten (TBARS) im Vollblut der Probanden aller drei Gruppen signifikante Verdnderungen
(Abbildung 36).

OTomaten M Tomatensaft A Tomatenmark
20,0

1 A S N S

TBARS in nmol/mL

2,5

T-2 TO T1 T2 T3 T4

Abbildung 36: Anderungen der Gehalte an Lipidperoxidationsprodukten (TBARS) [nmol/mL] (X + s),
mit * bezeichnete Balken unterscheiden sich signifikant von TO innerhalb einer Interventionsgruppe
(p < 0,05, t-Test)

4.3.2 Raucher-Interventionsstudie

Die mittleren Gehalte an Lycopin, (Gesamt)-Tocopherolen, Vitamin C und Triglyceriden im
Plasma sowie die Gehalte an GSH, GSSG und TBARS im Vollblut sind vom Raucher-Kollek-
tiv im Anhang Tabelle A 28 und vom Nichtraucher-Kontroll-Kollektiv (Tomatenmarkgruppe
der Tomaten-Interventionsstudie) im Anhang Tabelle A 24 und Tabelle A 27 zu finden.

4.3.2.1 Anderungen der Lycopingehalte im Plasma

Ein reprisentatives HPLC-Chromatogramm einer Carotinoidtrennung im Humanplasma eines
Rauchers ist in Abbildung 37 zu sehen. Die Lycopingehalte wurden als (Gesamt)-Lycopin

angegeben, worunter die Summe aller detektierten Lycopinisomere zu verstehen ist.
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Abbildung 37: HPLC-Chromatogramm eines Plasmaextraktes aus der Raucher-Interventionsstudie
nach zweiwdchiger Intervention (T2) mit Tomatenmark
HPLC-Bedingungen: YMC C30 (250 x 4,6 mm, 5 um), 0,9 mL/min, Gradient aus Methanol und MTBE (siehe

Tabelle A 9), 23 + 1°C, 470 nm
IS = Echinenon (interner Standard), 1 =(/3Z)-Lycopin, 2 = unidentif. (Z)-Lycopinisomere, 3 = (5Z,9°Z)-+(9Z)-
+(5Z,9Z)-Lycopin, 4 = (all-E)-Lycopin, 5 = (5Z)-Lycopin

(Gesamt)-Lycopin

Die Ausgangsgehalte (T-2) an (Gesamt)-Lycopin (Abbildung 38) im Plasma der Raucher-
gruppe (0,64 £ 0,27 umol/L) unterschieden sich nicht signifikant von den Plasmagehalten der
Nichtrauchergruppe (0,78 + 0,39 umol/L). Wihrend der zweiwdchigen Auswaschphase sanken
die Plasmalycopingehalte bei den Rauchern um 75 % und bei den Nichtrauchern um 58 %.
Obwohl alle Probanden tédglich eine vergleichbare Menge Lycopin zu sich nahmen, waren nach
der zweiwoOchigen Supplementationsphase (T2) in der Rauchergruppe signifikant (p < 0,05)
hohere (Gesamt)-Lycopingehalte (1,06 £ 0,22 umol/L) im Vergleich zu den Ausgangswerten
(T-2) zu beobachten. Im Gegensatz dazu waren bei den Nichtrauchern die Plasmalevel nach der
zweiwochigen Aufnahme von Tomatenmark (0,74 = 0,22 umol/L) vergleichbar mit den Plas-

magehalten zum Studienbeginn (0,77 = 0,39 umol/L).
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M Raucher Nichtraucher

(Gesamt)-Lycopin [umol/L]
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Abbildung 38: Unterschiede in den (Gesamt)-Lycopingehalten [umol/L], (X +s) zwischen Rauchern
und Nichtrauchern wihrend der Raucher-Interventionsstudie,

mit * bezeichnete Balken unterscheiden sich signifikant von TO innerhalb einer Studiengruppe (p < 0,05, t-Test),
mit ° bezeichnete Balken unterschieden sich signifikant zwischen Rauchern und Nichtrauchern (p < 0,05, t-Test)

Lycopinisomere

Die Lycopinisomerenverhiltnisse (Abbildung 39) waren zu Beginn der Studie (T-2) zwischen
Rauchern und Nichtrauchern nicht signifikant unterschiedlich. Bei den Nichtrauchern kehrte
sich das Isomerenverhiltnis von (all-E)- und (5Z)-Lycopin wihrend der Studienperiode um
(siehe auch Kapitel 4.3.1.2). Dieses Phinomen konnte jedoch im Plasma der Raucher nicht
beobachtet werden. Die Rauchergruppe zeigte nach der Supplementation (T2) signifikant
(p <0,05) hohere Plasmagehalte an (all-E)-Lycopin (0,49 £ 0,10 umol/L) und (5Z)-Lycopin
(0,25 £ 0,08 umol/L) im Vergleich zu den Ausgangswerten (T-2), aber auch im Vergleich zu
den Gehalten nach der Supplementation (T2) in der Nichtrauchergruppe (0,31 + 0,10 pmol/L
bzw. 0,19 + 0,05 umol/L). Im Gegensatz dazu waren die (/3Z)-Lycopingehalte am Studienende

bei den Rauchern signifikant niedriger (p < 0,05) als die Gehalte bei den Nichtrauchern.
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Abbildung 39: Unterschiede in den Gehalten an ausgewihlten Lycopinisomeren [pmol/L], (X + s) bei
Rauchern und Nichtrauchern wihrend der Raucher-Interventionsstudie,
mit * bezeichnete Balken unterscheiden sich signifikant von TO innerhalb eines Isomers (p < 0,05, t-Test)

Lycopinoxidationsprodukte

Nur ein Oxidationsprodukt des Lycopins, das 2,6-Cyclolycopin-1,5-diol, konnte im Plasma der
Raucher detektiert, jedoch nicht quantifiziert werden. Diese Verbindung war auch schon im
verzehrten Tomatenmark zu finden. Andere Oxidationsmetabolite des Lycopins konnten im

Plasma der Raucher nicht detektiert werden.

4.3.2.2  Anderungen der Vitamin-E- und Vitamin-C-Gehalte im Plasma

Vitamin E

Zwischen der Raucher- und der Nichtrauchergruppe wurden keine signifikanten (p <0,05)
Unterschiede in den (Gesamt)-Tocopherolgehalten im Plasma festgestellt. Die Ausgangslevel
(T-2) im Plasma der Raucher (26,5 £ 4,0 umol/L) waren tendentiell (p > 0,05) hoher als die
Gehalte im Plasma der Nichtraucher (22,3 + 4,6 umol/L). Sie sanken in der Auswaschphase in
der Rauchergruppe signifikant (p < 0,05), wéhrend sie sich in der Nichtrauchergruppe nicht
verdnderten. Nach der zweiwdchigen Supplementationsphase (T2) waren die (Gesamt)-
Tocopherolkonzentrationen im Plasma der Raucher vergleichbar mit den zu Studienbeginn

(T-2) vorliegenden Werten.

Vitamin C
In Hinblick auf die Vitamin-C-Gehalte im Plasma wurden ebenfalls keine signifikanten

(p < 0,05) Unterschiede zwischen Raucher- und Nichtrauchergruppe festgestellt. Zu Beginn der
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Studie (T-2) lagen die mittleren Ascorbinsduregehalte der Raucher (82 £ 14 umol/L) tenden-
tiell (p > 0,05) niedriger als die Gehalte der Nichtraucher (87 £ 26 umol/L). In beiden Studien-
gruppen wurden weder wihrend der Auswasch- noch wéhrend der Supplementationsphase sig-

nifikante Verdnderungen der mittleren Vitamin-C-Konzentrationen im Plasma beobachtet.

4.3.2.3 Anderungen der Triglyceridgehalte im Plasma

Die Konzentrationen der Triglyceride im Plasma der Raucher und Nichtraucher verinderten
sich nicht signifikant (p > 0,05) wihrend der gesamten Studiendauer. Zwischen den beiden Stu-

diengruppen wurden ebenfalls keine signifikanten Unterschiede beobachtet.

4.3.2.4 Anderungen des antioxidativen Status” im Vollblut

Glutathionstatus

Die Ausgangsgehalte (T-2) an reduzierten Glutathion (GSH) im Blut waren in der Nichtrau-
chergruppe (363 +44 ug/mL) signifikant (p <0,05) hoher als in der Rauchergruppe
(273 £ 24 pg/mL). Wihrend der Auswaschphase verdnderten sich die GSH-Konzentrationen
nicht signifikant. Jedoch war in beiden Studiengruppen wihrend der zweiwdchigen Supple-
mentation mit Tomatenmark ein vergleichbarer signifikanter (p <0,05) Anstieg (um etwa
15 %) zu beobachten (Abbildung 40). Im Gegensatz zu den GSH-Gehalten waren die Blutkon-
zentrationen an oxidiertem Glutathion (GSSG) in der Nichtrauchergruppe (69 £8 ug/mL)
signifikant (p < 0,05) niedriger im Vergleich zur Rauchergruppe (84 + 6 ug/mL). Daraus resul-
tierte mit 5,3 £ 0,9 ein hoheres GSH/GSSG-Verhiltnis bei den Nichtrauchern im Vergleich zu
den Rauchern (3,3 = 0,1) beim Beginn der Studie (T-2). In beiden Studiengruppen hatte weder
die lycopinarme Erndhrung wihrend der Auswaschphase noch der tdgliche Konsum von Toma-
tenmark einen Einfluss auf die Blutgehalte an GSSG. Das GSH/GSSG-Verhiltnis zeigte eben-
falls keine signifikanten Verdnderungen wihrend der Auswaschphase, jedoch einen Anstieg
wihrend der Supplementationsphase. Diese Anderung war jedoch nur bei der Rauchergruppe

signifikant (p < 0,05).
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Abbildung 40: Unterschiede in den GSH-Gehalten [pg/mL], (X + s) zwischen Rauchern und Nichtrau-

chern wihrend der Raucher-Interventionsstudie,

mit * bezeichnete Balken unterscheiden sich signifikant von TO innerhalb einer Interventionsgruppe (p < 0,05, t-
Test), mit ° bezeichnete Balken zeigen unterscheiden sich signifikant zwischen Rauchern und Nichtrauchern
(p < 0,05, t-Test)

Lipidperoxidationsprodukte (TBARS)

Die Blutgehalte an Lipidperoxidationsprodukten, gemessen als Thiobarbitursdure-reaktive Sub-
stanzen (TBARS) verinderten sich sowohl in der Nichtrauchergruppe als auch in der Raucher-
gruppe wihrend des gesamten Studienverlaufes nicht signifikant (p < 0,05). Zwischen den bei-
den Studiengruppen wurden ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in den Gehalten an

Lipidperoxidationsprodukten beobachtet.

4.3.3 Hagebutten-Interventionsstudien

Die einzelnen Analysendaten (Carotinoide, Vitamin C, Vitamin E im Hagebuttenmark bzw.
Plasma) der beiden nachfolgenden Studien sind in den Diplomarbeiten von Grit Laske (Hage-
butten-Interventionsstudie I) und Juliane Hohbein (Hagebutten-Interventionsstudie II) zu fin-

den (Laske, 2005; Hohbein, 2007).

4.3.3.1 Hagebutten-Interventionsstudie 1

Reprisentative HPLC-Chromatogramme von Carotinoidtrennungen im Humanplasma vor (TO)
und nach (T4) der Supplementation mit Hagebuttenmark (HM 0) sind in Abbildung 41 zu se-
hen. Die Lycopingehalte wurden als (Gesamt)-Lycopin angegeben, worunter die Summe aller

detektierten Lycopinisomere zu verstehen ist.
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Abbildung 41: HPLC-Chromatogramme von Plasmaextrakten aus der Hagebutten-Interventionsstudie I
[A] vor Supplementationsbeginn (TO) und [B] nach der vierwochigen Intervention (T4) mit Hagebut-
tenmark (HM 0)

HPLC-Bedingungen: Trentec C3( (250 x 4,6 mm, 5 pm), 1,3 mL/min, Gradient aus Methanol und MTBE (siehe

Tabelle A 10), 17 £ 1°C, 470 nm

1 = (all-E)-Lutein, 2 = (all-E)-Zeaxanthin, 3 = (all-E)-Canthaxanthin, 4 = (all-E)-B-Cryptoxanthin, 5 = Echinenon
(IS), 6 =(13Z)-B-Carotin, 7 = (all-E)-o-Carotin, 8 = (all-E)-Rubixanthin, 9 = (all-E)-B-Carotin, 10/11/13 = (Z)-
Lycopinisomere, 12 = (all-E)-Lycopin

Abbildung 42 zeigt die Anderungen der mittleren Plasmagehalte an (Gesamt)-Lycopin und
Rubixanthin in der Hagebutten-Interventionsstudie I (Hagebuttenmark HM 0). Nach zwei Wo-
chen lycopinarmer Erndhrung sanken die mittlere (Gesamt)-Lycopingehalte signifikant
(p <0,05) von 0,54 £ 0,19 umol/L (T-2) auf 0,26 £ 0,15 umol/L (T0). Wahrend der téglichen
Aufnahme des Hagebuttenmarks HM 0 konnte iiberraschenderweise kein Anstieg des Plasma-
lycopinspiegels festgestellt werden. Die (Gesamt)-Lycopingehalte sanken nach der vierwochi-

gen Interventionsphase signifikant (p < 0,05) auf 0,20 £ 0,07 umol/L (T4).

Im Gegensatz zum Lycopin stiegen die Plasmagehalte an Rubixanthin, einem speziellen
Hagebuttencarotinoid, durch den Verzehr des Hagebuttenmarks HM 0 signifikant (p < 0,05) an.
Vor Beginn der Supplementation wurde kein Rubixanthin im Plasma der Probanden detektiert.
Nach einer Supplementationswoche stieg der Rubixanthingehalt signifikant auf

0,02 £ 0,02 umol/L und nach der vierten Supplementationswoche auf 0,08 + 0,04 umol/L.

Die anderen Carotinoide (Lutein, Zeaxanthin, Canthaxanthin, B-Cryptoxanthin, o~ und -
Carotin) sowie Vitamin E (Tocopherole und Tocotrienole) zeigten wéhrend der gesamten Stu-
diendauer keine signifikanten (p <0,05) Anderungen in ihren Plasmagehalten (Daten nicht

gezeigt).
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Abbildung 42: Anderungen der Gehalte [umol/L] an (Gesamt)-Lycopin und Rubixanthin im Plasma
der Probanden der Hagebutten-Interventionsstudie I (X + s),
mit * bezeichnete Werte unterscheiden sich signifikant von TO (p < 0,05, t-Test)

Im Gegensatz dazu konnten wihrend der Hagebutten-Interventionsstudie I signifikante Ande-
rungen (p <0,05) der Vitamin-C-Gehalte im Plasma beobachtet werden (Abbildung 43).
Wihrend der Auswaschphase sank der Vitamin-C-Spiegel der Probanden auf 85 + 8 umol/L
und stieg schon nach einer Supplementationswoche signifikant auf 108 £ 19 umol/L an. Die
Plasmagehalte an Vitamin C blieben in den néchsten drei Supplementationswochen annihend

auf dem selben Level.
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Abbildung 43: Anderungen der Gehalte [umol/L] an Vitamin C im Plasma der Probanden der Hagebut-
ten-Interventionsstudie I (X + s),
mit * bezeichnete Werte unterschieden sich signifikant von TO (p < 0,05, t-Test)
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4.3.3.2 Hagebutten-Interventionsstudie II

Da die Aufnahme von lycopinhaltigen Hagebuttenmark in der Hagebutten-Interventionsstudie I
keinen Einfluss auf den Lycopinplasmaspiegel zeigte, wurde eine vergleichbare, zweite
Humanstudie durchgefiihrt, in der die Probanden ebenfalls Hagebuttenmark verzehrten, wel-
ches jedoch anders hergestellt wurde (siehe Kapitel 3.3.3). Aufgrund der geringen Probanden-

zahl (2 Probanden pro Gruppe) wurde jeder Proband einzeln ausgewertet.

In der zweiten Studie waren zur Studie I vergleichbare Resultate zu beobachten. Die Veridnde-
rungen der Plasmagehalte an (Gesamt)-Lycopin, Rubixanthin und Vitamin C wéhrend der
Hagebutten-Interventionsstudie II sind in Abbildung 44 dargestellt. Wihrend beim Lycopin
kein signifikanter Anstieg der Plasmakonzentrationen nach dem Verzehr von Hagebuttenmark
HM A bzw. HM B zu beobachten war, stiegen die Rubixanthingehalte bei allen vier Proban-
den in der Supplementationsphase signifikant (p < 0,05) an. Auch beim Vitamin C war ein
signifikanter Anstieg (p < 0,05) der Plasmagehalte nach zweiwdchigem (Probanden 1, 3, 4)

bzw. vierwochigem Konsum von Hagebuttenmark zu verzeichnen.
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Abbildung 44: Anderungen der Gehalte [umol/L] an (Gesamt)-Lycopin, Rubixanthin und Vitamin C

im Plasma der Probanden der Hagebutten-Interventionsstudie II (X + s),
mit * bezeichnete Werte unterschieden sich signifikant von TO (p < 0,05, t-Test)
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4.3.4 Kinetik-Pilotstudien

Die Lycopingehalte im Plasma der Probanden der Kinetik-Pilotstudien wurden in umol/g TG
angegeben. Die Verwendung der Plasma-Triglyceride (TG) als Bezugsgrosse ist eine gingige
Praxis bei Untersuchungen des zeitlichen Verlaufes (Kinetik-Studien) von Anderungen der
Plasmagehalte an fettloslichen Verbindungen. Aufgrund der geringen Probandenzahlen (je
zweil Probanden pro Interventionsgruppe) in den beiden Studien wurde jeder Proband einzeln

ausgewertet.

4.3.4.1 Kinetik-Pilotstudie I

Die Anderungen der (Gesamt)-Lycopingehalte aller vier Probanden der Kinetik-Pilotstudie I
sind im Anhang (Abbildung A 1) zu finden. Nur bei zwei Probanden konnten signifikante
(p < 0,05) Anderungen der Plasmagehalte an (Gesamt)-Lycopin beobachtet werden. Der Pro-
band A hatte Tomatenmark verzehrt und der Proband D dagegen Tomatensaft. Bei den Proban-
den B (Tomatenmark) und den Probanden C (Tomatensaft) verdnderten sich die Plasmaspiegel

wihrend der gesamten Studiendauer nicht signifikant (p > 0,05).

Im Plasma des Probanden A stieg der (Gesamt)-Lycopingehalte ab 10 Stunden nach der Auf-
nahme des Tomatenmarks signifikant an. Der Plasmagehalt war bei 10 Stunden etwa doppelt so
hoch und der Gehalt bei 11 Stunden etwa dreifach so hoch wie der Lycopingehalt zum Stu-
dienbeginn (0 h). Danach fiel der Lycopinspiegel schnell wieder auf die Ausgangsgehalte ab.
Bei Proband D waren trotz des hohen Ausgangslycopinspiegels signifikant héhere Plasma-
gehalte 4 — 5 Stunden sowie 12 Stunden nach der Aufnahme des Tomatensaftes im Vergleich
zum Ausgangswert (0 h) zu beobachten. Die Lycopingehalte fielen nach dem Maximum ab,
wobei nach 24 Stunden ein niedrigerer Gehalt im Vergleich zum Ausgangswert zu finden war.
Die beschriebenen Anderungen waren sowohl bei den unkorrigierten Plasmawerten [pmol/L]
als auch bei den korrigierten Plasmawerten [umol/g TG] zu beobachten, wobei leichte Unter-
schiede in den Signifikanzen auftraten (Daten nicht gezeigt). Die Verhiltnisse von (all-E)-
Lycopin zur Summe aller (Z)-Lycopinisomere dnderten sich bei keinem der vier Probanden

wihrend des Studienverlaufes signifikant (p > 0,05).

4.3.4.2 Kinetik-Pilotstudie II

Die Verinderungen der Gehalte (Gesamt)-Lycopingehalte (all-E)-Lycopin sowie (Gesamt)-(Z)-
Lycopin aller vier Probanden der Kinetik-Pilotstudie II sind im Anhang (Abbildung A 2) zu
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finden. Um die Ergebnisse genauer zu beschreiben wurde exemplarisch der Proband 2, welcher
Tomatenmark verzehrt hat, ausgewdhlt, da bei diesen Probanden die Verinderungen der Lyco-
pinisomere besonders ausgeprdgt waren. Bei Proband 1 (Tomatenmark) und Proband 3
(Tomatensaft) waren dazu vergleichbare Tendenzen in den Lyopinverdnderungen zu beobach-
ten. Dagegen verinderten sich sowohl die (Gesamt)-Lycopingehalte als auch die Gehalte der
einzelnen Lycopinisomere im Plasma des Probanden 4 (Tomatensaft) nicht signifikant

(p > 0,05).

Der Gehalt an (Gesamt)-Lycopin im Plasma des Probanden 2 stieg nach der Lycopinaufnahme
bis zum Zeitpunkt von 7 Stunden allmihlig an. Vier Stunden nach der Supplementation war der
Lycopingehalt signifikant (p < 0,05) hoher als der Gehalt vor der Supplementation. Beim
Maximum nach 7 Stunden lag die Plasmakonzentration an (Gesamt)-Lycopin etwa doppelt so
hoch wie der Gehalt bei Studienbeginn (0 h). Danach fiel der (Gesamt)-Lycopingehalt bis zum
Zeitpunkt von 11 Stunden signifikant ab und stieg dann erneut wieder signifikant an. Nach 24
Stunden war der Plasmagehalt vergleichbar mit dem Gehalt beim ersten Maximum (8 h) und
sank dann wieder ab. 96 Stunden nach desr Lycopinaufnahme lag die Lycopinkonzentration im
Plasma signifikant niedriger als bei Studienbeginn.

Proband 2 —o— (Gesamt)-Lycopin —#— (all-E)-Lycopin —&— (Gesamt)-(Z)-Lycopin
0,8

0,7 -
0,6 -
0,5 -

0,4 1

[umol/g TG]

0,3 -

0,2 1

0,1 1

0,0 T T T

[h]

Abbildung 45: Anderungen der Gehalte [umol/g TG] an (Gesamt)-Lycopin, (all-E)-Lycopin,
(Gesamt)-(Z)-Lycopin im Plasma des Probanden 2 der Kinetik-Pilotstudie II nach dem Verzehr von
Tomatenmark,

mit unterschiedlichen Buchstaben bezeichnete (Gesamt)-Lycopin-Werte unterschieden sich signifikant vonein-
ander (p < 0,05, t-Test)
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Der Anstieg des (Gesamt)-Lycopingehaltes resultierte sowohl aus dem steigenden (all-E)-Ly-
copingehalt als auch aus den steigenden Gehalten an (Z)-Lycopinisomeren. In der Abbildung
46 sind die Anderungen der Isomerenverhiltnisse graphisch dargestellt. Das Verhiltnis von
(all-E)-Lycopin zur Summe der (Z)-Lycopinisomere blieb in den ersten 4 Stunden nach der
Tomatenmarkaufnahme mit 22 -28 % (all-E) und 72 -78 % (Z) unveridndert (p > 0,05).
Danach stieg der prozentuale Anteil an (all-E)-Lycopin signifikant (p <0,05) an. Nach
12 Stunden verschob sich das Isomerenverhéltnis zu Gunsten der (Z)-Lycopinisomere. Dieser
Abfall des (all-E)-Anteils und somit der Anstieg des (Z)-Isomerenanteils ist bis zum Zeitpunkt
von 96 h jedoch nicht signifikant (p > 0,05).

Proband 2

M (E)-Lycopin O(Z)-Lycopin
100%

80% -

60% -

Anteil am Gesamtlycopin [%]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 24 9
Entnahmezeitpunkte [h]

Abbildung 46: Anderungen der relativen Anteile [%] von (all-E)-Lycopin (W) und der Summe der

(Z)-Lycopinisomere (0) am (Gesamt)-Lycopin im Plasma des Probanden 2 der Kinetik-Pilotstudie II

nach dem Verzehr von Tomatenmark;

mit unterschiedlichen Buchstaben bezeichnete Isomereverhiltnisse unterschieden sich signifikant voneinander
(p < 0,05, t-Test)
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Obwohl wihrend der Untersuchungsdauer die Triglyceridgehalte im Plasma geringfiigig
schwankten, waren die Tendenzen bei den nicht auf Triglyceride bezogenen Gehalten zu den

hier beschriebenen Ergebnissen vergleichbar (Daten nicht gezeigt).
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5 Diskussion
5.1 Lycopinisomere
5.1.1 Untersuchungen zu Isomerisierung und Stabilitiit von Lycopin

5.1.1.1 Isomerisierung von Lycopin

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Vorversuche zu Isomerisierung und Stabilitét
von Lycopin unter ausgewihlten Bedingungen durchgefiihrt. Die Herstellung des Lycopin-
isomerengemisches, welches fiir die Isolierung einzelner Isomere und die anschlieBende
Struktur-Charakterisierung bzw. die Bestimmung der antioxidativen Aktivitit dieser Verbin-
dungen verwendet wurde, erfolgte in Anlehnung an eine Isomerisierungsmethode von Zech-
meister (Zechmeister, 1944), wobei diese jedoch leicht modifiziert wurde. An insgesamt
15 verschiedenen Tagen wurde ein Lycopinmetabolitengemisch mit Hilfe von Iod (5 % des
Carotinoidgewichts) und 15-miniitiger Bestrahlung mit UV-Licht hergestellt. Obwohl die
Isomerisierung jeden Tag unter identischen Bedinungen (Iodmenge, Bestrahlungsdauer) her-
stellt wurde, schwankte die Zusammensetzung der isomerisierten Lycopinlosungen von Tag
zu Tag relativ stark. Der Anteil der Struktur-bekannten Isomere (all-E)-, (13Z/15Z)-,
(52,9°Z)-, (92)-, (52,9Z)- und (5Z)-Lycopin lag zwischen etwa 32 % und 90 % und somit der
Anteil der anderen Isomerisierungsprodukte (unbekannte Isomere, Oxidationsprodukte) zwi-
schen 10 % und 68 %. Diese Schwankungen kamen hauptsidchlich durch die variierenden
Anteile an Oxidationsprodukten zu Stande. Dagegen verdnderte sich das Verhiltnis der sechs
bekannten Lycopinisomere untereinander mit (all-E) : (132/15Z) : (52,9 Z)+(9Z2)+(52,9Z) :
(5Z) gleich 1,0:1,0£0,3: 1,5+0,4: 1,5 £ 0,3 kaum. Der Grund dieser Schwankungen liegt
vermutlich zum einen darin begriindet, dass teilweise die Standzeiten bis zur Entfernung des
Iods unterschiedlich waren. Da man nicht direkt erkennen konnte, wann alles Iod aus der
Mischung entfernt war, ist auch denkbar, dass teilweise noch Spuren von Iod in den Lyco-

pinmetabolitenlosungen waren und eine Nachisomerisierung bzw. -oxidation stattfand.

Um die Ausbeute an ausgewihlten (Z)-Lycopinisomeren wihrend der Isomerisierung von
(all-E)-Lycopin zukiinftig verbessern zu konnen, wurde die Bildung von Lycopinisomeren
und -oxidationsprodukten aus (all-E)-Lycopin mit unterschiedlichen Iodmengen, sowie
unterschiedlicher Art und Dauer der UV-Bestrahlung untersucht. Eigene Versuche zur
Lycopinisomerisierung unter volligem Lichtausschluf3 zeigten, dass schon ein sehr geringer

Lichtimpuls (z. B. kurzzeitiger Lichteinfall beim Pipettieren) ausreicht, um eine Isomerisie-
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rung auszulosen. Ohne diesen Lichtimpuls fand keine bzw. nur eine geringfiigige Isomerisie-

rung durch lod statt. (Daten nicht gezeigt)

Die vorgestellten Daten zeigten, dass fiir eine hohere Ausbeute an (137Z/15Z)-Lycopin eine
Iodzugabe von 7 % theoretisch giinstig zu sein scheint, wobei die Dauer der UV-Bestrahlung
keine Rolle zu spielt. Ideale Bedingungen fiir (52,9 Z)/(92)/(5Z,9Z)-Lycopin wiren 9 % lod
sowie etwa 5-miniitige UV-Bestrahlung und beim (5Z)-Lycopin 6 % lod ohne UV-Bestrah-
lung. Bei der Verwendung dieser Daten ist darauf zu achten, dass die angegebenen Bedin-
gungen nur fiir die in den Versuchen verwendete UV-Lampe gilt. Praktisch gesehen erweist
sich auch die Entfernung hoher Iodmengen (iiber 5 % des Carotinoidgewichtes) als recht
schwierig. Zukiinfig sollte demzufolge gepriift werden, ob Iod auch mittels anderer Methoden
aus dem Iod-Lycopin-Gemisch entfernt werden kann. Zusammenfassend lasst sich feststel-
len, dass je nach Fragestellung (Art des bendtigten Isomers) eine Optimierung der Isomerisie-

rungsbedingungen (Iodzugabe, UV-Bestrahlung, Isomerisierungszeit etc.) sinnvoll ist.

5.1.1.2  Stabilitit von Lycopin

Da die Analysenzeiten der HPLC-Carotinoidtrennungen (iiber 1 h pro Probe) sehr lang waren
und die Proben demzufolge iiber mehrere Stunden bei Raumtemperatur im Autosampler
standen, wurde weiterhin die Stabilitit von Lycopin-Standardlésungen sowie von
Humanplasmaextrakten im Autosampler getestet. Weder beim Lycopinstandard noch beim
Plasmaextrakt waren iiber 24 Stunden signifikante Anderung der Gehalte der einzelnen
Lycopinisomere festzustellen. Die Messung grosserer Probenserien ist somit auch ohne

Kiihlung der Proben im Autosampler kein Problem.

5.1.2  Charakterisierung von Lycopinisomeren

Lycopin kann aufgrund seiner hohen Doppelbindungsanzahl in Form vieler unterschiedlicher
Konfigurationsisomere vorliegen (Kapitel 2.2.1). Einige Lycopinisomere zeigten in
Abhingigkeit von ihrer Struktur signifikante Unterschiede in ihrer antioxidativen Kapazitit
gemessen mittels TEAC- und PCL-Test (siehe Kapitel 4.1.3 und 5.1.3). Die Wichtigkeit der
Strukturcharakterisierung einzelner Lycopinisomere wird klar, wenn man bedenkt, dass eine
Vielzahl von Lycopinisomeren in Lebensmitteln und im menschlichen Kérper zu finden sind
und die Wirkung von Lycopin als Antioxidans als einer der Mechanismen der chemopriven-

tiven Wirkung von Lycopin beim Menschen angesehen wird (Kapitel 2.4.2).
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Ziel der vorliegenden Untersuchungen war, die chemische Struktur ausgewihlter Lycopin-
isomere eindeutig zu charakterisieren und die identifizierten Lycopinisomere den Signalen
(Peaks) bei den im Rahmen dieser Arbeit verwendeten HPLC-Methoden sicher zuzuordnen.
Fiinf bis sechs Isomere (Zuordnung der Verbindungen siehe Abbildung 16) wurden durch
Iod-katalysierte Photo-Isomerisierung hergestellt, mittels priparativer Csp-HPLC isoliert und

iber verschiedene spektroskopische Methoden charakterisiert.

5.1.2.1 UV-vis-Spektroskopie

Die Lichtabsorptionseigenschaften der isolierten Verbindungen in verschiedenen Losungs-
mitteln lieferten die ersten Hinweise auf ihre Strukturidentitét. Fiir die Aufnahme der UV-vis-
Spektren wurden Losungsmittel ausgewihlt, welche laut Literatur am héufigsten bei der
Carotinoidanalytik verwendet wurden. Die Lage der Absorptionsmaxima in den verschiede-
nen Losungsmitteln unterschied sich dabei nur um wenige Nanometer. Diese spektralen Ver-
schiebungen waren abhéngig von der Polaritdt und dem refraktometrischen Index des ver-
wendeten Losungsmittels (Britton ef al., 1995). Bei der Strukturbestimmung von Carotinoi-
den nur iiber deren UV-Spektren ist jedoch Vorsicht geboten. Um sichere Ergebnisse zu
erhalten, sollten die aus den UV-vis-Daten erhaltenen Strukturvorschlige immer mittels MS

und NMR-Spektroskopie iiberpriift werden.

Das Isomer 6 zeigte in allen getesteten Losungsmitteln die gleichen spektralen Eigenschaften
wie das (all-E)-Lycopin. Daraus konnte man schlussfolgern, dass es sich um ein mono-(Z)-
Isomer handelt, welches die (Z)-Doppelbindung weit entfernt vom Molekiilzentrum hat. Die
Vermutung lag demzufolge nahe, dass es sich bei diesem Isomer um das (5Z)-Lycopin han-

delt.

Im Unterschied dazu wiesen die Isomere 2 -4 ((52,9°Z)-, (9Z)-, (5Z,9Z)-Lycopin) eine
hypsochrome Verschiebung um 5 —7 nm, d. h. eine Wellenldngenverschiebung zum kurz-
welligeren, energiereicheren Wellenldngenbereich auf. Eine so geringfiigige Verschiebung
des Absorptionsmaximums ist normalerweise ein Hinweis auf eine mono-(Z)-Verbindung.
Jedoch zeigten die spidteren NMR-Untersuchungen, dass es sich bei den Isomeren 2 und 4 um
di-(Z)-Isomere handelte. Die Ubereinanderlagerung der drei Absorptionsspektren zeigte
ebenfalls kaum Unterschiede zwischen den Verbindungen 2 — 4. Nachdem die Struktur dieser

drei Lycopinisomere identifiziert war, konnten diese UV-vis-Ergebnisse auch gut erklirt
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werden. Die cis-Bindung in der 9er-Position, welche bei allen drei Isomeren zu finden ist,
fiihrte zu der beobachteten hypsochromen Verschiebung um wenige Nanometer. Dagegen
hatte die in den Isomeren 2 und 4 vorliegende cis-Bindung in der Ser-Position analog zum

(5Z)-Lycopin (Isomer 6) keinen Einfluss auf das Absorptionsspektrum.

Eine weitere Eigenschaft des UV-vis-Spektrums, welche Hinweise auf die Struktur der Ly-
copinisomere geben kann, ist das Q-Verhiltnis. Dies driickt das Verhéltnis zwischen der Ab-
sorptionsintensitit des sogenannten ,,cis-Peaks® bei etwa 360 nm zu der Absorptionsintensitét
des Hauptmaximums bei etwa 460 — 480 nm aus. Die Hohe des ,,cis-Peaks* und demzufolge
auch die GroBe des Q-Verhiltnisses ist von der Lage der Doppelbindung im Lycopinmolekiil
abhéngig. Je ndher die Doppelbindung im Zentrum des Lycopinmolekiils liegt, umso grosser
ist das Q-Verhiltnis. Das Q-Verhéltnis von (all-E)-Lycopin war in allen Losungsmitteln an-
nihernd Null (0,09 — 0,17). Der geringe Q-Wert (0,08 — 0,12) vom Isomer 6 zeigte, dass die
Doppelbindung bei dieser Verbindung weit vom Molekiilzentrum entfernt liegt, was beim
(5Z)-Lycopin auch der Fall ist. Fiir die Isomere 2 — 4 wurden in den verschiedenen Losungs-
mitteln Q-Verhiltnisse zwischen 0,14 und 0,25 ermittelt, was einen Hinweis darauf gibt, dass
die vorhandenen Doppelbindungen ebenfalls relativ weit am Molekiilende liegen. Die ermit-
telten Q-Verhiltnisse fiir die Lycopinisomere 3 ((9Z)-Lycopin), S ((all-E)-Lycopin) und 6
((5Z)-Lycopin) stimmten gut mit den Literaturdaten (siehe Tabelle 23) iiberein. Fiir die bei-
den di-(Z)-Isomere (2 und 4) waren keine Daten zu den Q-Verhiltnissen in der Literatur zu

finden.

Tabelle 23: Vergleich der ermittelten Q-Verhiltnisse' von ausgewihlten Lycopinisomeren mit
Literaturdaten (* Stahl el al., 1992; ®Yeum et al., 1996; © Schierle et al., 1997, dHolloway el al., 2000;
¢ Breitenbach ez al., 2001; 'Lee & Chen, 2001; ¢ Lin & Chen, 2003)

Lycopinisomer Q-Verhéltnisse

Eigene Werte” Literaturwerte™*

(all-E) 0,08-0,17° 0,09*/0,07° / 0,06

(52) 0,08-0,12° 0,06'/ 0,058

(9Z) 0,14-0,19° 0,10*70,13"/0,12°/0,24-0,28" 7 0,108

(132) 3 . 0,43*70,56" /0,55 — 0,56° / 0,39°/ 0,56° / 0,53-0,54" / 0,55¢
0,51-0,66” bzw. 0, 41-0,69 .

(152) “w 0,630,757 0,70-0,75'/ 0,61¢

(52,9°7) 0,19-0,28° -

(52,92) 0,14-0,21° -

" Minimal- und Maximalwerte der Q-Verhiltnisse in den acht verschiedenen Losungsmitteln (Tabelle A 17)
% aus dem Metabolitengemisch isolierte Lycopinisomere

? berechnet aus dem UV-vis-Spektrum

* berechnet aus dem DAD-Spektrum
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Die spektralen Untersuchungen der isolierten Verbindung 1 lieBen keine eindeutigen Aussa-
gen zur Struktur dieses Isomers zu. Die aus UV-vis- bzw. DAD-Spektren ermittelten Q-
Werte fiir diese Verbindung lagen zwischen 0,41 und 0,69. Die hohen Q-Verhéltnisse wiesen
darauf hin, dass es sich bei der Verbindung 1 um ein Isomer handelt, welches eine (Z)-Dop-
pelbindung in der Nihe des Molekiilzentrums hat. Durch den Vergleich der Lage der Peaks
im HPLC-Chromatogramm und den ermittelten Gehalten in Lebensmitteln und Human-
plasma mit Literaturdaten kann vermutet werden, dass es sich um das (/3Z)- oder das (15Z)-
Lycopin handelt. Die Streuung zwischen den Einzelmesswerten war jedoch sehr hoch, wo-
durch es sich als sehr schwierig erwies, mit Hilfe der ermittelten Werte zwischen diesen bei-
den Isomeren zu unterscheiden. Auch die von unterschiedlichen Arbeitsgruppen verdffent-
lichten Q-Werte fiir das (/3Z)- und das (15Z)-Lycopin zeigten relativ grole Abweichungen
voneinander (siehe Tabelle 23). Da es somit nicht moglich war, eine dieser beiden Strukturen
der isolierten Verbindung 1 eindeutig zuzuordnen, wurde das Lycopinisomer 1 im Rahmen
dieser Arbeit als (/13Z/15Z)-Lycopin bezeichnet. Weitere Untersuchungen (NMR-Spektros-

kopie etc.) zur eindeutigen Identifizierung dieser Verbindung sind in Planung.

Bei Plasmaproben war die Unterscheidung zwischen (/3Z)- und (15Z)-Lycopin etwas einfa-
cher, da im Gegensatz zum iod-photo-isomerisierten Lycopinmetabolitengemisch groBten-
teils diese beide Isomere in einer Probe detektiert wurden und die Verbindung mit den hohe-
ren Q-Verhiltnis dann dem (/5Z)-Lycopin und die mit den niedrigenen Q-Verhiltnis dem

(13Z)-Lycopin zugeordnet werden konnte (5.1.2.4).

5.1.2.2 LC-MS-Analyse

Massenspektren (Totalionenspektren, Tochterionenspektren etc.) sind nicht direkt fiir die
Strukturbestimmung von geometischen Isomeren geeignet, da (all-E)- und (Z)-Isomere iden-
tische Spektren ergeben. Die Massenspektroskopie lieferte jedoch eindeutige Informationen
dariiber, ob es sich bei den untersuchten Verbindung wirklich um Konfigurationsisomere des
Lycopins handelte (besitzen identische Massen) oder ob andere Metabolite wie beispiels-

weise Oxidationsprodukte (vom Lycopin abweichende Massen) vorlagen.

Alle isolierten Isomere zeigten in ihren MS-Spektren ein starkes Massensignal bei m/z 537 4,
welches dem Molekiilion [M+H]* vom Lycopin (Molmasse: 536,8 g/mol) entspricht. Da-
durch konnte eindeutig sichergestellt werden, dass es sich bei den isolierten Verbindungen

um Lycopinisomere und nicht um andere Lycopinmetabolite handelte.
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5.1.2.3 NMR-Analyse

Die NMR-Spektroskopie ist das einzige Verfahren, mit dessen Hilfe eine eindeutige Struk-
turbestimmung von Konfigurationsisomeren (frans-cis-Isomeren) moglich ist. Da Caroti-
noide mit ihren Isomeren jedoch sehr dhnliche eindimensionale NMR-Spektren ('H-NMR)
haben, sind fiir die eindeutige Charakterisierung der unterschiedlichen Isomere zweidimen-
sionale NMR-Techniken (gCOSY, TROESY, TOCSY) notwendig, welche zusitzliche
Informationen iiber die Kopplungen der einzelnen Protonen und die dazugehorigen Kopp-

lungskonstanten (J) geben.

(57)-Lycopin (6):

In den 1H—NMR—Spektren des aliphatischen Bereiches konnte sehr gut der Unterschied zwi-
schen einer symmetrischen und einer unsymmetrischen Struktur erkannt werden. Das Spekt-
rum der Verbindung 6 zeigte eine Aufspaltung der Methylgruppensignale, was auf eine un-
symmetrische Struktur schlieBen lisst. Bei dem 'H-NMR-Spektrum des symmetrischen (all-
E)-Lycopins fielen dagegen die Resonanzfrequenzen der dquivalenten Methylgruppen zu-
sammen. Die Tieffeldverschiebungen der Protonen H-2 und H-4 und die Kern-Overhauser-
Effekte zwischen der Methylgruppe M-18 und dem Proton H-6 sowie zwischen den Protonen

H-4 und H-7 identifizierten das Isomer 6 eindeutig als (5Z)-Lycopin.

(9Z)-Lycopin (3):

Mit Hilfe charakteristischer chemischen Verschiebungen mehrerer Protonen sowie des im
ROESY-Spektrum deutlich erkennbaren Kreuzsignals zwischen dem Proton H-10 und der
Methylgruppe M-19 konnte das Isomer 3 eindeutig als (9Z)-Lycopin identifiziert werden.

(57,9 °Z)-Lycopin (2) und (5Z,9Z)-Lycopin (4):

Die Verbindungen 2 und 4 zeigten nur geringe Unterschiede in ihren 'H-NMR-Spektren und
waren durch die eindimensionale NMR-Spektroskopie demzufolge nicht eindeutig zu unter-
scheiden. Mittels der 2D-NMR-Spektren konnten jedoch in beiden Verbindungen sowohl die
Peakmuster der (5Z)-Konfiguration als auch die der (9Z)-Konfiguration beobachtet werden.
Die Unterschiede in den 2D-Experimenten identifizierten die Verbindung 2 eindeutig als

(57,9 °Z)-Lycopin und die Verbindung 4 als (5Z,9Z)-Lycopin.

Der Vergleich der "H-NMR-Daten mit den chemischen Verschiebungen (8) und Kopplungs-

konstanten (J) der untersuchten Lycopinisomere zeigte gute Ubereinstimmungen mit Litera-
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turdaten (Hengartner et al., 1992; Strohschein, 1997; Glaser & Albert, 2002). Geringfiigige
Unterschiede der chemischen Verschiebungen kénnen durch die Verwendung unterschied-
licher Losungsmittel (bzw. auch unterschiedlicher Gradientenmethoden) zu Stande kommen,
da die exakten Werte der Verschiebungen von der genauen Zusammensetzung des Losungs-

mittels abhédngig sind.

Hengartner et al. (Hengartner et al., 1992) isolierten (5Z,9°Z)- und (9Z)-Lycopin mittels
praparativer HPLC, wihrend die (all-E)- und (5Z)-Isomere synthetisiert wurden. Die dort
verwendeten HPLC-Bedingungen (C,s-Siule, isokratisch mit Hexan und N-Ethyldiisopro-
pylamin) weichen sehr stark von unseren HPLC-Bedingungen ab. Strohschein identifizierte
die Lycopinisomere (9Z), (all-E) und (5Z) mittels LC-NMR-Technik und das (5Z,9Z)-Lyco-
pin mittels konventioneller NMR nach Isolierung der Verbindung. Fiir die HPLC-Trennung
wurden in diesen Untersuchungen Silica-Gel-Sdulen und Aceton als mobile Phase verwendet
(Strohschein, 1997). Die Analyse von Lycopinisomeren in Tomatenextrakten und Humanse-
rum wurde von Glaser und Albert beschrieben, welche jedoch nur das (9Z)- und das (5Z)-
Lycopin mittels LC-NMR (Cs,-Séule, Gradient aus Aceton und Wasser bzw. aus Methanol,
MTBE und Wasser) charakterisierten (Glaser & Albert, 2002). In einer weiteren Literatur-
quelle wurden die Isomere (9Z)-, (5Z,9Z)-, (all-E)- und (5Z)-Lycopin in einem C3o-HPLC-
Chromatogramm (Gradient aus Methanol, MTBE und Wasser) zugeordnet, ohne jedoch ge-
nauere Informationen iiber die Strukturcharakterisierung der Isomere zu geben (Breitenbach
et al., 2001). In einer neueren Untersuchung charakterisierten Tiziani et al. sowohl das (9Z)-
Lycopin als auch das (5Z)-Lycopin in Tomatensaft mittels off-line-NMR-Technik unter Ver-
wendung von Csp-Sdulen und einem Methanol-MTBE-Gradient als mobile Phase (Tiziani et

al., 2006).

5.1.2.4 Zuordnung der charakterisierten Lycopinisomere in HPLC-Chromatogrammen

Zusammenfassend kann man feststellen, dass in den Studien, die in der Literatur zu finden
sind, groBtenteils andere Identifizierungstechniken und vor allem unterschiedliche HPLC-
Bedingungen verwendet wurden (siehe auch 2.2.2, Tabelle 3). Dies erschwert die
Ubertragbarkeit der Strukturzuordnungen auf die von uns verwendete HPLC-Methode, die

welt verbreitet ist.

In unseren Untersuchungen konnten die Isomere (52,9 Z)-, (9Z2)-, (5Z,9Z)-, (all-E)- und (5Z)-
Lycopin eindeutig und (13Z)- sowie (15Z)-Lycopin tendentiell charakterisiert und den detek-
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tierten Peaks in C3p-HPLC-Chromatogrammen zugeordnet werden. Die Strukturformeln der

im Rahmen dieser Arbeit charakterisierten Isomere sind in Abbildung 47 angegeben.

In Tomaten und Tomatenprodukten (sieche auch Kapitel 4.2.1, Abbildung 26) konnten bis zu
fiinf verschiedene Lycopinisomere detektiert werden. Die Isomere (/3Z)- und (15Z)-Lycopin
konnten bisher nur vorlidufig identifiziert werden. Eine genaue Charakterisierung mittels
NMR-Spektroskopie steht noch aus. (9Z)-Lyocpin wurde in anndhernd jedem Tomatenex-
trakt gefunden. Da die Trennkapazitit der analytischen Cso-Séulen oft fiir eine Trennung der
3er-Gruppe bestehend aus (57,9 Z)-, (9Z)- und (5Z,9Z)-Lycopin nicht ausreichend war, wur-
den verschiedene Tomatenextrakte an der prédparativen C3p-Sdule getrennt, welche eine gute
Trennung dieser drei Isomere zulie. Diese Untersuchungen (Daten nicht gezeigt) zeigten
eindeutig, dass in Tomaten und Tomatenprodukten die beiden di-(Z)-Isomere nicht vorlagen.
Das Hauptlycopinisomer war das (all-E)-Lycopin. In einigen Tomatenprodukten konnte teil-

weise auch das (5Z)-Lycopin in geringen Konzentrationen gefunden werden.
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fall-E)-Lycopin /g B - e g N <z
{3Z)-Lycopin

(PZ)-Lycopin

{13Z2)-Lycopin
{1 32)-Lycopin

(57,0 Z)-Lycopin

{25 92)-Lycopn

Abbildung 47: Strukturformeln der im Rahmen dieser Arbeit charakterisierten Lycopinisomere

In Humanplasma kommt eine Vielzahl von Lycopinisomeren vor. Laut Literatur konnten bis
zu 30 verschiedene geometrische Isomere vom Lycopin in Humanblut und -gewebe detek-
tiert werden (Clinton et al., 1996; Clinton, 1998). Jedoch wurde die Struktur der einzelnen
Isomere selten genauer charakterisiert. Abbildung 48 zeigt ein HPLC-Chromatogramm einer
Carotinoidtrennung eines Plasmaextrakts. Unter den in dieser Arbeit verwendeten HPLC-Be-

dingungen (Cso-Sdule, Gradient aus Methanol und MTBE) konnten folgende Konfigurations-
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isomere des Lycopins detektiert und zugeordnet werden: (13Z)-, (15Z)-, (52,9°Z)-, (9Z)-,
(52,9Z)-, (all-E)- und (5Z)-Lycopin. Nicht in jeder Humanplasmaprobe konnten alle aufge-
fiihrten Isomere detektiert werden. Ausserdem traten teilweise noch andere, bisher nicht cha-
rakterisierte Lycopinmetabolite auf. Die Zuordnung der Isomere (/3Z)- und (15Z)-Lycopin
muss noch mittels NMR-Daten bestdtigt werden. Zum jetzigen Zeitpunkt wurden sie nur
durch den Vergleich der Retentionszeiten, der Q-Verhiltnisse und der Verhiltnisse der ein-

zelnen Isomere untereinander mit verschiedenen Literaturdaten zugeordnet.

1 1 1 1 1 I L] min

Abbildung 48: HPLC-Chromatogramm eines Plasmaextraktes

1 = (all-E)-Lutein, 2 = (all-E)-Zeaxanthin, 3 = (all-E)-Canthaxanthin, 4 = (all-E)-B-Cryptoxanthin, 5 = Echi-
nenon (IS), 6 = (13Z)-B-Carotin, 7 = (all-E)-o-Carotin, 8 = (all-E)-B-Carotin, 9 = (9Z)-B-Carotin 10 = (13Z)-
Lycopin, 11 =(15Z)-Lycopin, 12 =(5Z,9°Z)-Lycopin, 13 =(9Z)-Lycopin, 14 =(5Z,9Z)-Lycopin, 15 = (all-E)-
Lycopin, 16 = (5Z)-Lycopin

Die unter den im Rahmen dieser Arbeit verwendeten HPLC-Bedingungen beobachtete Elu-
tionsreihenfolge der Lycopinisomere stimmt im Grossen und Ganzen mit den in der Literatur
beschriebenen HPLC-Trennungen auf Csp-Siulen iiberein (siehe auch Kapitel 2.2.2). Caroti-
noidtrennungen auf C;s-HPLC-Siulen zeigten dagegen teilweise vollig andere Elutionsrei-

henfolgen.

Untersuchungen von Breitenbach et al. fiihrten zu von unseren Ergebnissen leicht abwei-
chenden Beobachtungen. Bei der HPLC-Trennung eines Lycopinmetabolitengemisches, wel-
ches mit Hilfe von Carotinoid-Desaturasen aus E.-coli-Zellen hergestellt wurde, trat bei 45 -
50 min ein Signal auf, welches vermutlich drei verschiedene Verbindungen enthélt. Der erste

Peak wurde nicht genauer charakterisiert, der zweite Peak als (9Z)-Lycopin und der dritte
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Peak als (5Z,9°Z)-Lycopin bezeichnet (Breitenbach et al., 2001). Wir konnten mittels der
NMR-Untersuchungen abweichend davon folgende Elutionsreihenfolge in diesem Chroma-
togrammbereich feststellen: (57,9 Z)-Lycopin, (9Z)-Lycopin, (5Z,9Z)-Lycopin. Breitenbach
et al. verwendeten ebenfalls eine Csp-Sdule fiir die HPLC-Trennung, jedoch eine etwas an-
dere mobile Phase (Gradient aus MeOH/MTBE/H,O0). Es ist jedoch fraglich, ob diese geringe
Abweichung des Gradienten ausreichend ist, um die Elutionsreihenfolge umzukehren. Wenn
man bedenkt, wie schwierig die Unterscheidung zwischen den beiden di-(Z)-Isomeren war
(5.1.2.3), wire auch moglich, dass die Zuordnung der di-(Z)-Isomere bei den dort beschriebe-
nen Trennungen nicht korrekt ist. Wie die Charakterisierung der Isomerenstrukturen in den

vorgestellten Untersuchungen durchgefiihrt wurde, war aus der Literatur nicht ersichtlich.

Die Arbeitgruppe von Lee und Chen beschrieb ebenfalls abweichende Elutionsreihenfolgen,
besonders in Hinsicht auf das (5Z)-Lycopin (Lee & Chen, 2001; Lee & Chen, 2002; Wang &
Chen, 2006). Die HPLC-Trennung erfolgte mittels einer Csp-Sdule als stationdre und einem
Gemisch aus 1-Butanol, Acetonitril und Dichlormethan als mobile Phase. Ein relativ kleiner
Peak, welcher zwischen dem (9Z)- und (all-E)-Lycopin eluierte, wurde als (5Z)-Lycopin
bezeichnet (Tabelle 3). Sehr unwahrscheinlich ist, dass sich die Reihenfolge der Peaks auf
einer Csp-Séule trotz abweichender mobiler Phase so stark @ndert. Bei der Trennung eines
Lycopinisomerengemisches bzw. einer Plasmaprobe mit den von Lee und Chen
beschriebenen HPLC-Bedingungen eluierten die Lycopinisomere in der gleichen Reihenfolge
wie in Abbildung 48 beschrieben, nur mit kiirzeren Retentionszeiten (Daten nicht gezeigt).
Die Zuordnung wurde im Falle dieser Verbindung von Lee und Chen nur mit Hilfe des er-
mittelten Q-Verhiltnisses durchgefiihrt. Das Q-Verhiltnis des als (5Z)-Lycopin bezeichneten
Peaks betrug dabei 0,34, was fiir das (5Z)-Lycopinisomer viel zu hoch ist (siehe Tabelle 23).
So ldsst sich demzufolge schlussfolgern, dass die Zuordnung des (5Z)-Lycopins nicht korrekt

ist.
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5.1.3  Untersuchungen zur antioxidativen Aktivitit von Lycopinisomeren

Die Untersuchungen an sechs ausgewihlten Lycopinisomeren, welche aus einer Lycopinme-
tabolitenmischung isoliert wurden, zeigten eindeutig, dass analog zu verschiedenen Caroti-
noidverbindungen auch innerhalb eines Carotinoids Unterschiede bei der antioxidativen Ak-

tivitdt zwischen den einzelnen Isomeren bestanden.

(all-E)-Lycopin und (5Z)-Lycopin zeigten sowohl im TEAC-Assay als auch im PCL-Assay
eine vergleichbare (p > 0,05) antioxidative Aktivitdt, was in der dhnlichen Struktur dieser
beiden Isomere begriindet ist. Dagegen lagen die Aktivititen vom (5Z,9Z2)-, (52,9 °Z)-, (9Z)-
und (13Z/15Z)-Lycopin signifikant bzw. tendentiell hoher im Vergleich zum (all-E)-Lycopin.
Bohm et al. erhielten bei ihren Untersuchungen vergleichbare Resultate (Bohm et al., 2002).
Im TEAC-Test war fiir die antioxidative Kapazitit der untersuchten sechs Lycopinisomere

folgende Reihenfolge zu beobachten: (all-E) = (5Z) < (92) = (52,9Z) < (1372/15Z) = (52,9 Z).

Die unterschiedlichen Absolutwerte, aber auch teilweise dadurch entstehende voneinander
abweichende Gesamtaussagen (speziell beim (/3Z/15Z)-Lycopin) zwischen dem TEAC-
Assay und dem PCL-Assay beruhen auf den unterschiedlichen Messprinzipien der beiden
Methoden. Beide Tests bestimmen zwar die Scavenger-Eigenschaften der untersuchten Ver-
bindungen, jedoch bestehen grundlegende Unterschiede in der Methodik (siehe auch Kapitel
3.4.4.1). Interessant wire die Messung der verschiedenen Isomere auch in weiteren
antioxidativen Assays, jedoch sind bisher fiir lipophile Antioxidantien kaum brauchbare Test-
systeme vorhanden. In der Zukunft ist geplant, neue fiir Carotinoide anwendbare Tests zu

etablieren und die Untersuchungen fiir die Lycopinisomere auszuweiten.

Bedenkt man, dass im menschlichen Korper Lycopin bis zu 75 % als (Z)-Lycopin vorliegt
(Kapitel 2.2.2) und die biologische Wirkung von Lycopin u. a. auf seinem antioxidativen
Potential beruht, konnten sich die hier beschriebenen Resultate als bedeutend fiir die Erkla-
rung des Auftretens der vielen (Z)-Isomere im Korper erweisen. Da diese in-vitro-Befunde
jedoch nicht direkt auf die in-vivo-Situation iibertragbar sind, sind weitere Studien dazu

unumginglich.
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5.2 Untersuchungen von Lebensmitteln
5.2.1 Tomaten und Tomatenprodukte

Die Untersuchungen von jeweils 8 bzw. 9 Handelsproben von Tomaten, Tomatenséften, To-
matenketchups, Dosentomaten (Pizzatomaten), passierten Tomaten und Tomatensaucen zeig-
ten, dass sich die einzelnen Handelsproben innerhalb einer Produktgruppe, sowie die Pro-
duktgruppen untereinander zum Teil erheblich in den Carotinoid- und Vitamin-C-Gehalten

unterscheiden.

In allen Tomaten und Tomatenprodukten wurden Lycopin in verschiedenen isomeren Formen
als Hauptcarotinoid sowie B-Carotin detektiert. In den untersuchten Tomaten, jedoch nicht in
den verarbeiteten Tomatenprodukten konnten zusitzlich geringe Mengen an Lutein quantifi-
ziert werden. Die Zusammensetzungen stimmten gut mit publizierten Daten von roten To-
maten und Tomatenprodukten iiberein (Shi & Le Maguer, 2000; Sicilia, 2004). Andere To-
matensorten, wie z. B. gelbfarbige Tomaten konnen auch davon abweichende Carotinoidzu-

sammensetzungen aufweisen (Shi & Le Maguer, 2000).

In Bezug auf die (all-E)-Luteingehalte unterschieden sich die Tomatenproben (0,04 —
0,10 mg/100 g FM)  betrachtlich  von  den  verarbeiteten = Tomatenerzeugnissen
(<0,002 mg/100 g FM). Eine mogliche Erkldrung fiir diese signifikanten Unterschiede
konnten in einer geringeren Luteinstabilitit im Vergleich zur Lycopin- oder
B-Carotinstabilitit wihrend der Tomatenverarbeitung liegen. Weiterhin spielt eine Rolle, dass
Lutein im Gegensatz zu den beiden anderen Carotinoiden nur in geringen Mengen in Toma-
ten vorkommt und sich somit ein Abbau wihrend der Verarbeitung stark bemerkbar macht.
Takeoka et al. (Takeoka et al., 2001) beobachteten ebenfalls, dass der Luteingehalt, gefolgt

von B-Carotin, wihrend der Tomatenverarbeitung am stirksten abnimmt.

Die durchschnittlichen (Gesamt)-Lycopingehalte waren mit 14,0 — 19,8 mg/100 g FM bei den
verarbeiteten Tomatenprodukten (Tomatensifte, Tomatenketchups, Dosentomaten, passierte
Tomaten) signifikant (p<0,05) hoher als bei den unverarbeiteten Tomaten
(9,4 £2,9mg/100 g FM). Ein Grund fiir die hoheren Gehalte ist im Wasserverlust (Konzen-
trierung der Tomatenmasse) wihrend der Weiterverarbeitung von Tomaten zu Tomatenpro-
dukten zu sehen. Fiir die Herstellung von Tomatenerzeugnissen werden auflerdem z. T. spe-
zielle lycopinreiche Tomatensorten als Rohmaterial verwendet (Abushita e al., 2000). Die

Lycopingehalte in Tomaten werden zusitzlich zur Sorte auch durch zahlreiche weitere Fakto-
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ren, wie zum Beispiel Wachstumsbedingungen (Temperatur, Feuchtigkeit, Sonnenstunden,
etc.), Reifegrad und Lagerung beeinflusst (Lurie et al., 1996; Nguyen & Schwartz, 1998;
Leonardi et al., 2000; Gautier et al., 2005; Lewinsohn et al., 2005; Slimestad & Verheul,
2005; Krauss et al., 2006). Die erhaltenen Daten lassen vermuten, dass es wihrend der
Herstellung von Tomatensiften, Tomatenketchups, Dosentomaten, passierten Tomaten und
Tomatensaucen kaum zum Abbau von Lycopin kommt. Zur Veridnderung von Lycopin wih-
rend der Tomatenverarbeitung liegen z. T. widerspriichliche Daten vor. Untersuchungen von
Dewanto et al. (Dewanto et al., 2002) zeigten eine Erhohung der (all-E)-Lycopingehalte bei
der thermischen Behandlung von Tomaten. Diese Ergebnisse wurden mit einer erhdhten Frei-
setzung von Lycopin aus der Zellmatrix nach der Erhitzung begriindet. Eine unvollstindige
Extraktion der Carotinoide aus den rohen Tomaten kann bei der in dieser Arbeit verwendeten
Methode aufgrund der farblosen Extraktionsriickstinde ausgeschlossen werden. Abnehmende
Gehalte an Lycopin nach der Verarbeitung von Tomaten wurden von Graziani et al. (Graziani
et al., 2003) und Seybold et al. (Seybold et al., 2004) beobachtet. Der Abbau von Lycopin
wird durch verschiedene Faktoren wie z. B. Temperatur, Sauerstoffgehalt und Lichteinstrah-
lung beeinflusst (Shi & Le Maguer, 2000). In zahlreichen Untersuchungen (Khachik et al.,
1992; Nguyen & Schwartz, 1998; Abushita et al., 2000; Agarwal et al., 2001; Nguyen et al.,
2001; Takeoka et al., 2001) wurde dagegen nachgewiesen, dass in die Tomatenmatrix
eingebundenes Lycopin relativ resistent gegeniiber Abbau- und Isomerisierungsreaktionen
wihrend der Lebensmittelverarbeitung ist. Im Gegensatz zur hohen Stabilitdt von Lycopin in
Tomaten wurde in Modellsystemen (Lycopin in Distelol) beobachtet, dass Lycopin eine hohe
Anfilligkeit gegeniiber Oxidation und thermischen Abbau aufweist. Im Vergleich zu anderen
Carotinoiden (Lutein, B-Carotin) zeigte Lycopin in dem Modellsystem eine etwa doppelt so
hohe Reaktionsrate (Henry et al., 1998). Die Griinde fiir die hohe Stabilitdt von Lycopin in
Tomaten und Tomatenprodukten ist noch nicht eindeutig geklart. Denkbar ist, dass andere
antioxidativ wirksame Tomateninhaltsstoffe wie z. B. Vitamin C, Vitamin E oder auch an-
dere Carotinoide (z. B. B-Carotin) eine Rolle beim Schutz des Lycopins vor Abbauprozessen
spielen. Ausserdem scheint die Einbindung in die Zellmatrix einen schiitzenden Effekt auf

das Lycopin zu haben.

In Tomaten und Tomatenprodukten waren neben dem thermodynamisch stabilen (all-E)-Ly-
copin auch verschiedene (Z)-Lycopinisomere zu finden. Bisher wurden folgende (Z)-Isomere
des Lycopins in Tomatenerzeugnissen charakterisiert: (5Z)-, (9Z)-, (13Z)- und (15Z)-Lycopin

(Schierle et al., 1997). In allen untersuchten Proben von Tomaten und Tomatenerzeugnissen
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konnten (all-E)-, (13Z)-, (15Z)- und (9Z)-Lycopin detektiert und mittels Retentionszeitenver-
gleich und spektroskopischer Methoden eindeutig identifiziert werden (5.1.2). (5Z)-Lycopin

wurde dagegen in keiner der untersuchten Proben detektiert.

Wihrend der Tomatenverarbeitung und -lagerung kann es zu trans-cis-Isomerisierungen von
Carotinoiden kommen. Hitze, Licht, Sduren und andere Faktoren konnen die Isomerisierung
von Lycopin beeinflussen (Shi & Le Maguer, 2000). In den untersuchten Tomaten, Tomaten-
sidften, Tomatenketchups, Dosentomaten und passierten Tomaten lag Lycopin zu iiber 90 %
als (all-E)-Lycopin und zu unter 10 % als (Z)-Lycopinisomere vor. Die durchschnittlichen
Isomerenverhiltnisse dieser Produktgruppen unterschieden sich nicht signifikant (p > 0,05)
voneinander. Im Vergleich dazu war bei der Gruppe der Tomatensaucen der durchschnitt-
liche Anteil an (all-E)-Lycopin mit 81,7 £ 10,1 % signifikant niedriger bzw. der Anteil an
(Z)-Lycopin mit 18,3 £10,1 % signifikant hoher (p < 0,05). Schierle et al. (Schierle et al.,
1997) fanden in Tomatenpaste und Tomatenketchup Anteile an (all-E)-Lycopin am (Ge-
samt)-Lycopin von 77 % bis zu 96 % und in Tomatensauce von 35 % bis 93 %. Die Hitzebe-
handlung scheint bei der Herstellung von Tomatenerzeugnissen der aggressivste Prozess-
schritt zu sein. Die Literaturdaten zum Einfluss von Hitze auf die Lycopinisomerenverhélt-
nisse von Tomatenerzeugnissen sind teilweise widerspriichlich. Nguyen et al. und Abushita
et al. (Nguyen & Schwartz, 1998; Abushita e al., 2000; Nguyen et al., 2001) zeigten, dass
eine Hitzebehandlung wihrend iiblicher Zubereitungs- und industrieller Produktionsverfahren
zu keiner signifikanten Anderung der Isomerenverteilung fiihrte. Der Anteil an (Z)-Lycopin-
isomeren am (Gesamt)-Lycopin stieg jedoch als Funktion der Erhitzungszeit an (Nguyen &
Schwartz, 1998). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den signifikant hoheren Anteilen
an (Z)-Isomeren bei den untersuchten Tomatensaucen. Saucen werden im Vergleich zu ande-
ren Tomatenerzeugnissen bei der Herstellung iiber einen lingeren Zeitraum erhitzt. Aufler-
dem werden vor dem Erhitzen den Tomatensaucen Speisedle zugesetzt, welche die Stabilitét
des Lycopins beeinflussen konnen. Untersuchungen zeigten, dass eine Erhitzung von Toma-
tenpaste, -saft oder Lycopin in Speisedl (Olivenol, Maiskeimol bzw. Sonnenblumendl) einen
groferen Einfluss als die Erhitzung in Wasser hat (Schierle ef al., 1997; Agarwal et al., 2001;
Seybold et al., 2004). Im Gegensatz dazu wurde in einer anderen Studie Tomatenpiiree mit
5 % Olivenolzusatz iiber neun Stunden erhitzt und dabei ein verringerter Lycopinabbau beo-
bachtet (Graziani et al., 2003). Dieser Effekt wurde den antioxidativ wirksamen Polyphenol-
Verbindungen des Olivendls zugeschrieben, welche die Carotinoide vor Oxidationsprozessen

schiitzen konnen. Die z. T. gegensitzlichen Ergebnisse zeigen deutlich die Notwendigkeit
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von weiteren Untersuchungen, um den Einfluss von Speisedl auf die Stabilitdt von Caroti-
noiden in Tomatenprodukten eindeutig zu kldren. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass
nicht nur Dauer und Temperatur der Erhitzung, sondern auch andere Zutaten der Tomatener-

zeugnisse einen Einfluss auf die Lycopinstabilitit haben.

Die in rohen Tomaten im Vergleich zu Tomatenprodukten signifikant (p < 0,05) hoheren Ge-
halte an B-Carotin lassen vermuten, dass B-Carotin anfillig gegeniiber Lebensmittelverarbei-
tungsprozessen (beispielsweise Homogenisierung, Hitzebehandlung) ist. Dies kann auch
durch die Untersuchungen von Abushita et al. (Abushita et al., 2000) bestitigt werden, in
denen festgestellt wurde, dass wihrend der Verarbeitung von Tomaten der B-Carotingehalt
im Vergleich zum Lycopingehalt im stirkeren Mafle abnimmt. Tavares und Rodriguez-
Amaya (Tavares & Rodriguez-Amaya, 1994) beobachteten ebenfalls eine Abnahme der -

Carotin-Gehalte bei der Herstellung von Tomatensaft aus frischen Tomaten.

Desweiteren wurden vier Tomatensorten (Celsior, Black Cherry, Bloody Butcher, Sieger),
drei verschiedene Tomatenpulver und eine Probe getrocknete Tomatenscheiben auf ihre
Carotinoidzusammensetzung untersucht. Die Carotinoidgehalte der vier Tomatensorten wa-
ren vergleichbar mit denen der Tomatenproben vom Hessischen Rundfunk und stimmten
ebenfalls gut mit publizierten Daten iiberein (Shi & Le Maguer, 2000; Sicilia, 2004). Die
Sorte Black Cherry zeigte einen (Gesamt)-Lycopingehalt von 2,9 + 0,3 mg/100 g. Dieser
relativ geringe Lycopingehalt ldsst sich gut mit der von den anderen untersuchten Tomaten
abweichenden braun-rotlichen Fiarbung dieser Tomaten in Einklang bringen. Wihrend das
Perikarp eine rotliche Farbe besall, war das Fruchtfleisch dieser Sorte jedoch vollstindig
braun gefirbt. Die Verhiltnisse von (all-E)- zu (Z)-Lycopin zeigten in den untersuchten Pro-
ben keine Auffilligkeiten. Die Isomerenverhiltnisse der Sorten Bloody Butcher und Sieger
stimmten mit tiber 90 % (all-E)-Lycopin mit denen der neun untersuchten Tomatenproben
des Hessischen Rundfunks (Sorten unbekannt) iiberein. Die etwas niedrigeren Anteile von
(all-E)-Lycoin am (Gesamt)-Lycopin in den Tomatensorten Celsior (88,7 %) und Black
Cherry (85,0 %) liegen immer noch im biologischen Schwankungsbereich fiir rote Tomaten.
In den getrockneten Tomatenerzeugnissen (Tomatenpulver, getrocknete Tomatenscheiben)
waren (Gesamt)-Lycopingehalte von iiber 45 mg/100 g FM zu beobachten. Diese hohen
Werte sind in der Konzentrierung der Inhaltsstoffe durch den Wasserverlust wihrend der
Herstellung begriindet. Der relativ geringe Anteil an (Z)-Lycopinisomeren (unter 10 %) bei

diesen Produkten bestitigt die Hypothese, dass Lycopin in Tomaten durch die
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Tomatenmatrix bzw. durch andere Tomateninhaltsstoffe geschiitzt wird und es somit bei der

Verarbeitung kaum zu Isomerisierungsprozessen kommt.

Als Vertreter hydrophiler antioxidativ wirksamer Tomateninhaltsstoffe wurde Vitamin C in
den Tomaten und Tomatenprodukten (Hessischer Rundfunk) analysiert. In den rohen Toma-
ten konnten Gehalte an Vitamin C zwischen 20,5+ 0,3 mg/100gFM und 42,3+
0,4 mg/100 g FM quantifiziert werden. Je nach Sorte und Anbaubedingungen von Tomaten
kann der Vitamin-C-Gehalt stark variieren (Abushita et al., 1997). Bei den verarbeiteten
Tomatenerzeugnissen war im Vergleich zu rohen Tomaten ein deutlich erniedrigter Vitamin-
C-Gehalt feststellbar. Untersuchungen zeigten (Girtner et al., 1997; Bohm & Bitsch, 1999;
Giovanelli et al., 2001; Dewanto et al., 2002), dass insbesondere durch die thermische
Behandlung von Tomaten der Gehalt an Vitamin C minimiert wird. Gahler et al. (Gahler et
al., 2003) stellten ebenfalls eine signifikante Abnahme des Gehaltes an Vitamin C wihrend
der Erhitzung von Tomaten und bei der Herstellung von Tomatensaft und Tomatensauce fest.
Wihrend des Erhitzungsprozesses kommt es zu einer beschleunigten Oxidation der Ascor-
binsdure zur Dehydroascorbinsidure und anschlieBender Hydrolyse zu 2,3-Diketogulonsédure
und anderen Metaboliten. Die Abbauprodukte besitzen keine Vitaminwirksamkeit mehr. Die
Gehalte an Vitamin C in tomatenhaltigen Lebensmitteln sind im Vergleich zu anderen
Lebensmitteln (Kohl, griines Gemiise, Zitrusfriichte u.a.) relativ niedrig, aber aufgrund der
teilweise hohen Verzehrsmengen dieser Produkte konnen Tomaten und Tomatenprodukte

eine betrachtliche Rolle in der Gesamt-Vitamin-C-Aufnahme spielen.

Fiir die didtetische Relevanz dieser Ergebnisse muss beachtet werden, dass Dosentomaten,
passierte Tomaten, TomatensoBen und z. T. auch rohe Tomaten vor dem Verzehr von den
meisten Konsumenten erhitzt werden. Im Gegensatz dazu werden Tomatenséfte, Tomaten-
ketchup und hidufig auch frische Tomaten normalerweise ohne weitere Verarbeitung verzehrt.
Die Gehalte der verschiedenen Tomateninhaltsstoffe konnen sich durch Weiterverarbeitung
abermals dndern. Im Hinblick auf die gesteigerte Carotinoidbioverfiigbarkeit (Gértner et al.,
1997; Bohm & Bitsch, 1999), aber verminderten Vitamin-C-Gehalte von verarbeiteten Toma-
tenprodukten scheint eine Kombination von rohen Tomaten und verarbeiteten Tomatenpro-

dukten fiir eine ausgewogene Erndhrung sinnvoll zu sein.
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5.2.2  Hagebutten und Hagebuttenprodukte

Die Hagebutte ist schon seit Jahrhunderten in der Medizin und Volksheilkunde bekannt und
wurde bis jetzt insbesondere aufgrund ihres hohen Gehaltes an Vitamin C geschitzt
(Schroeder & Braun, 1941). Dennoch ist sie in den letzten Jahrzehnten etwas in Vergessen-
heit geraten. Der Trend zum 6kologischen Obstbau, der nach alternativen Obstarten verlangt,
fiihrte zu Wiederentdeckung bereits ignorierter oder gar in Vergessenheit geratener Wild-
obstarten, wie z. B. der Wildrose. Die aufgrund hoher Gehalte an Vitaminen und sekundiren
Pflanzeninhaltsstoffen grofle erndhrungsphysiologische und pharmazeutische Wertigkeit der
Friichte in Verbindung mit vielseitigen Verwendungsmoglichkeiten machte sie in den ver-
gangenen Jahren als Rohstoff fiir Pharmazie, Kosmetik- und Lebensmittelindustrie interes-
sant. Besonders Verbraucher, fiir die eine gesunde Erndhrung eine besondere Rolle spielt,
schitzen in den letzten Jahren verstirkt das Angebot an Hagebuttenprodukten in Form von

Siften und Konfitiiren.

Fiinfzehn verschiedene Hagebuttensorten (R. canina, R.-canina-Hybride, R. caesia, R.
glauca, R. corymbifera, R. dumalis, R. dumalis x pendulina, R. duplex, R. pendulina, R. pim-
pinellifolia, R. rugosa, R. rubiginosa, R. sheradii, R. tomentosa, R. virginiana) aus drei unter-
schiedlichen Anbaugebieten und drei verschiedenen Erntejahren (2003 —2005), drei ver-
schiedene Reifestadien (griin, orange, rot) der Sorte Rosa rugosa und acht Hagebuttenpro-
dukte aus dem deutschen Lebensmittelhandel wurden u. a. auf die Gehalte an Vitamin C und

Carotinoiden untersucht.

Hagebutten

Unverarbeitete Hagebutten wiesen mit 1,9 £0,1 g/100 g TM (Rosa-canina-Hybride) und
7,2£0,2 g/100 g TM (Rosa glauca), was je nach Wassergehalt der einzelnen Sorten etwa
1 g/100 g Frischmasse entspricht, betriachtliche Gehalte an Vitamin C auf. Die in den unter-
schiedlichen Hagebuttensorten gemessenen Vitamin-C-Gehalte sind mit Literaturdaten ver-
gleichbar (Schroeder & Braun, 1941; Stamberg, 1945; Gao et al., 2000). Die Ergebnisse zeig-
ten eindeutig, dass der Vitamin-C-Gehalt in Hagebutten sehr hohen biologischen Schwan-
kungen unterliegt und von zahlreichen Faktoren wie z. B. Sorte, Standort, Reifegrad, Klima-
bedingungen abhéngt. Bei der Untersuchung der drei Reifestadien der Rosa rugosa konnte
festgestellt werden, dass wihrend der Reifung der Gehalt an Vitamin C in den Friichten ab-
nimmt. Daher ist anzunehmen, dass die Hagebutte das Vitamin C nutzt, um ihre Friichte wih-

rend der Reifung vor oxidativem Stress zu schiitzen. Zusammenfassend kann man sagen, dass
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die Hagebutten zu den reichsten, natiirlichen Vitamin-C-Quellen unserer Pflanzenwelt geho-
ren und dass man ihnen demzufolge gesundheitsférdernde Wirkungen zuschreiben kann. Sie
enthalten etwa 25fach mehr Vitamin C als Zitronen, 10fach mehr als Paprika und dreifach

mehr als Sanddornbeeren (Laske, 2005).

In den untersuchten Hagebuttensorten konnte eine Vielzahl unterschiedlicher Carotinoide
detektiert werden. In den meisten Sorten war Lyopin das mengenmifig am hiufigsten ver-
tretene Carotinoid in den Hagebuttenfriichten. Weiterhin enthielten die Hagebutten Lutein,
Zeaxanthin, B-Cryptoxanthin, a-Carotin, B-Carotin, Rubixanthin, verschiedene Xanthophyll-
ester und weitere noch nicht genauer charakterisierte Carotinoide bzw. Carotinoidester. Die
qualitative Zusammensetzung der untersuchten Friichte stimmte mit den Literaturdaten
(Schroeder & Braun, 1941; Razungles et al., 1989; Hodisan et al., 1997; Hornero-Mendez &
Minguez-Mosquera, 2000) iiberein. Trotz der teilweise betrdchtlichen Unterschiede in der
Carotinoidzusammensetzung der verschiedenen Hagebuttensorten kann man zum jetzigen
Zeitpunkt noch nicht sagen, ob eine Identifizierung der Sorte aufgrund der unterschiedlichen
Verteilung der Carotinoide moglich ist. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um ein-
deutig zu kldren, ob die Hagebuttensorte oder aber andere Faktoren, wie beispielsweise
Standort, Wachstumsbedingungen und Erntejahr die Carotinoidzusammensetzung der

Friichte von Wildrosen beeinflusst.

Zusitzlich zu den Carotinoiden sind als weiterere antioxidativ wirksame lipophile Verbin-
dungen der Hagebutten die Tocopherole und Tocotrienole zu nennen. In den unterschiedli-
chen Hagebuttensorten konnten (Gesamt)-Vitamin-E-Gehalte von 2,2 + 0,1 umol/100 g FM
(Rosa pimpinellifolia) bis 11,2 £0,4 umol/100 g FM (Rosa virginiana) gemessen werden
(Daten nicht gezeigt). Im Vergleich dazu hatten frische Tomaten (Tomaten-Interventionsstu-
die, Tabelle A 23) (Gesamt)-Vitamin-E-Gehalte von 0,3 — 0,7 umol/100 g FM. a-Tocopherol
war mit Gehalten von 0,8 £ 0,0 mg/100 g FM (Rosa pimpinellifolia) bis 3,2 + 0,1 mg/100 g
(Rosa virginiana) das Hauptvitamer in unverarbeiteten Hagebutten. Zusitzlich zum o-To-
copherol waren weitere Tocopherole und Tocotrienole in geringen Mengen vorhanden
(Laske, 2005). Diese Daten zeigten, dass der Verzehr von Hagebuttenerzeugnissen auch

einen Beitrag zur Vitamin-E-Versorgung des Menschen liefern kann.

AuBerdem waren mit der Methode von Folin-Ciocalteau betridchtliche Gesamtphenolgehalte

in den Hagebutten messbar. 24 — 58 % des Gesamtphenol-Gehaltes konnten dem Vitamin C
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zugeschrieben werden, welches aufgrund seiner Struktur ebenfalls im Folin-Ciocalteau-Test
reagiert. Diese Untersuchungen zeigten, dass zusitzlich zum Vitamin C auch Polyphenole

zum hohen hydrophilen antioxidativen Potential der Hagebutten beitragen (Laske, 2005).

Hagebuttenprodukte

Da Hagebutten nicht roh verzehrt werden, wurden zusitzlich zu unverarbeiteten Hagebutten
verschiedene Hagebuttenprodukte (Konfitiiren, Mark) untersucht. Das bekannteste Hagebut-
tenprodukt ist vermutlich der Hagebuttentee. Da dieser aufgrund seiner Zubereitung (Auf-
giessen getrockneter Hagebutten mit heiBem Wasser) aber nur wasserlosliche Verbindungen
und demzufolge keine lipophilen Carotinoide enthilt, wurde diese Produktgruppe in die Un-

tersuchungen nicht mit einbezogen.

In den untersuchten Hagebuttenprodukten lagen die Vitamin-C-Gehalte mit etwa
32 - 173 mg/100 g FM deutlich unter den Gehalten in den unverarbeiteten Hagebuttenfriich-
ten. Ein Grund fiir die geringeren Gehalte ist darin zu sehen, dass die Produkte nicht zu
100 % aus Hagebutten bestanden, sondern der Fruchtgehalt nur bei 39 — 62 % lag (Tabelle
11). Weiterhin kann es bei der Verarbeitung von Hagebutten zu Hagebuttenmark bzw.
-konfitiire wie bei den Tomatenprodukten (5.2.1) zum Abbau von Vitamin C, hauptsichlich
bedingt durch Erhitzungsprozesse, kommen. Trotz der Vitamin-C-Verluste sind in Produkten,
welche aus Hagebutten hergestellt werden, im Vergleich zu anderen verarbeiteten Lebens-

mitteln noch betrichtliche Mengen an Vitamin C enthalten.

Lycopin war mit (Gesamt)-Lycopingehalten von 2,3 — 5,2 mg/100 g FM das mengenmalig
bedeutendste Carotinoid in den untersuchten Hagebuttenerzeugnissen. Die ,,Hagebutten-
Marmelade* unterschied sich in ihrer Carotinoidzusammensetzung (Isomerenverhéltnisse,
Xanthophyllester) von den anderen Hagebuttenprodukten. Dieser Unterschied kam dadurch
zustande, dass verschiedene Hagebuttensorten als Rohware fiir die Herstellung eingesetzt
wurden. Industriell hergestelle Hagebuttenprodukte werden zum grofiten Teil aus der Sorte
Rosa canina hergestellt, was vermutlich auch bei den untersuchten Produkten der Fall war.
Als Ausgangsprodukt der ,,Hagebutten-Marmelade* wurden jedoch Friichte der Sorte Rosa

rugosa verwendet.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Hagebutten und Hagebuttenprodukte einen hohen

Gehalt an lipophilen und hydrophilen antioxidativen Inhaltsstoffen aufweisen. Sie konnen
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somit als ,,altes Hausmittel neue Moglichkeiten in der Privention verschiedenster Erkran-
kungen, wie beispielsweise kardiovaskuldre Erkrankungen und Krebs, bieten. Industriell
werden hauptsdchlich Friichte aus dem Formenkreis der Hundsrosen (Rosa canina) verwen-
det (Wildfruchttagung, 1997). Aufgrund der teilweise gro3en Unterschiede zwischen den ein-
zelnen Hagebuttensorten ist der bevorzugte Einsatz bestimmter Hagebuttensorten mit hohen
Gehalten an antioxidativen Verbindungen fiir die Produktion von Hagebuttenprodukten
(Marmeladen, Piiree) zu iiberdenken. Dafiir miisste jedoch noch gekliart werden, inwieweit
sich andere Hagebuttensorten fiir die groBtechnische Verarbeitung eignen und ob sie in

ausreichender Menge zur Verfiigung stiinden.

5.2.3  Weitere lycopinhaltige Lebensmittel

In aus Sanddornbeeren hergestellten Erzeugnissen konnte Lycopin in unterschiedlichen
Gehalten quantifiziert werden. Die zwei untersuchten Sanddorndle wiesen mit
94 + 6 mg/100 g FM und 31 = 1 mg/100 g FM hohe (Gesamt)-Lycopingehalte auf. Die hohen
Carotinoidgehalte lassen darauf schliessen, dass es sich bei den beiden untersuchten Proben
um Sanddornfruchtfleischéle und nicht um Sanddornkerndle handelte. Sanddornéle werden
aufgrund ihrer hohen Gehalte an Vitamin C, Vitamin E und Carotinoiden in der Kosmetik-
industrie (Cremes, Lotions, Seife) sowie in der Nahrungsmittelindustrie (Farbmittel, Nah-
rungserginzungsmittel) eingesetzt. Sie sollen entziindungshemmende und krebsprédventive
Eigenschaften besitzen und werden u. a. aufgrund ihrer Licht- und Sonnenschutzwirkung

bzw. gegen Sodbrennen und bei Magenerkrankungen eingesetzt.

Der untersuchte Sanddornfruchtaufstrich bzw. die Sanddornsifte wiesen deutlich niedrigere
(Gesamt)-Lycopingehalte (0,96 — 1,65 mg/100 g FM) als die Sanddorndle auf. Dies ist da-
durch erkldrbar, dass zum einen im Sanddorndl die lipophilen Inhaltsstoffe sehr konzentriert
vorlagen und zum anderen in dem Sanddornfruchtaufstrich und in den Sanddornsiften nur

10 — 55 % Sanddornmark (deklarierte Inhaltsstoffe nicht gezeigt) eingesetzt wurden.

Die analysierten (Gesamt)-Lycopingehalte der Wassermelonen (1,7 — 3,5 mg/100 g FM) und
Pink Grapefruits (1,3 — 3,1 mg/100 g FM) stimmten mit Angaben aus der Literatur (Khachik
et al., 1989; Sandler et al., 1990; Edwards et al., 2003) iiberein. Die Lycopinisomerenvertei-
lungen dieser beiden Lebensmittel (iiber 95 % (all-E)-Lycopin) waren mit denen von Toma-

tenerzeugnissen (5.2.1) vergleichbar.
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5.24  Zusammenfassende Darstellung des Lycopinprofils ausgewihlter Lebensmittel

In Abbildung 49 sind die auf Frischmasse bezogenen (Gesamt)-Lycopingehalte sowie die

Verteilung der Lycopinisomere aller untersuchten Erzeugnisse graphisch dargestellt.
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Abbildung 49: Gehalte an (Gesamt)-Lycopin [mg/100 g FM] der untersuchten Lebensmittel unterteilt
in Anteile von (all-E)-Lycopin (®) und der Summe der (Z)-Lycopinisomere (&)

Zahlen neben den einzelnen Balken entsprechen der Probenzahl, Prozentzahlen iiber den einzelnen Balken ent-
sprechen den prozentualen Anteilen der (all-E)-Lycopingehalte an den (Gesamt)-Lycopingehalten (Min-Max)

Diese Zusammenstellung zeigt deutlich, dass neben Tomaten- und Tomatenprodukten auch
andere pflanzliche Produkte Lycopin enthalten. Obwohl die Gehalte in diesen Produkten in
den meisten Féllen niedriger als die Lycopingehalte in Tomatenprodukten waren, sind sie
aufgrund der protektiven Wirkungen des Lycopins und anderer Inhaltsstoffe eine interes-

sante Alternative fiir eine gesunde, lycopinreiche Erndhrung des Menschen.

Auffallend war weiterhin, dass bei Hagebutten und Sanddorn sowie Produkten aus diesen
Wildfriichten das Lycopin im Vergleich zu den anderen lycopinhaltigen Pflanzen tendentiell
zu hoheren Anteilen als (Z)-Lycopinisomere vorlag. In zukiinftigen Untersuchungen wére

interessant zu testen, ob die Isomerenverhiltnisse dieser Wildfriichte signifikant unter-
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schiedlich zu anderen lycopinhaltigen Pflanzen sind und wieso es zu diesen auffélligen Iso-

merenprofilen kommt.

5.3 Humanstudien
5.3.1 Tomaten-Interventionsstudie

5.3.1.1 Zusammensetzung des Interventionsmaterials

In der Tomaten-Interventionsstudie nahmen die Probanden vier Wochen lang taglich 12,5 mg
Lycopin in Form von Tomaten, Tomatensaft oder Tomatenmark zu sich. Diese relativ hohe
Lycopindosis wurden gewihlt, um auch geringe Plasmagehalte einiger Verbindungen, bei-
spielsweise der (Z)-Lycopinisomere, gut detektieren zu konnen. Die Dosis von 12,5 mg/d ist
etwa zehnfach hoher als die in der Nationalen Verzehrsstudie fiir Deutschland ermittelte tag-
liche Lycopinzufuhr von 1,28 mg (Pelz et al, 1998). In einigen Lindern liegt die
durchschnittliche tidgliche Lycopinaufnahme um ein Mehrfaches hoher als in Deutschland
(siehe auch Kapitel 2.3.3). In Kanada wurde beispielsweise eine tigliche Aufnahme von iiber
25 mg/d ermittelt (Agarwal et al., 2001). Bei Betrachtung dieser Daten sind 12,5 mg/d nicht
als ungewohnlich hoch einzuschitzen. AuBerdem entsprechen 145 —320 g Tomaten, 94 —

101 g Tomatensaft und 25 —28 g Tomatenmark durchaus vertretbaren Verzehrsmengen.

Die Lycopingehalte und Isomerenverteilungen der verzehrten Lebensmittel lagen im norma-
len Schwankungsbereich fiir Tomaten- und Tomatenprodukte (siehe auch 5.2.1). Der relative
Anteil von (all-E)-Lycopin am (Gesamt)-Lycopingehalt betrug bei den Tomaten 90 — 95 %,
bei den Tomatensiften 95 — 98 % und beim Tomatenmark 92 — 94 % und war in diesem Fall
nicht, wie teilweise angenommen, in den verarbeiteten Produkten niedriger als in den fri-

schen Tomaten.

5.3.1.2 Anderungen der Carotinoidgehalte im Plasma

(Gesamt)-Lycopin

Die (Gesamt)-Lycopingehalte im Plasma der Probanden lagen zu Studienbeginn (T-2) bei
0,57 — 0,78 umol/L und sanken wihrend der zweiwochigen Auswaschphase (TO0), in welcher
die Probanden sich lycopinarm ernéhrten, signifikant auf etwa die Hélfte des Ausgangswertes
(T-2). In anderen Studien konnten vergleichbare Lycopin-Auswaschraten beobachtet werden

(Bohm, 1999; Bohm & Bitsch, 1999; Allen et al., 2003).
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Der tigliche Verzehr von Tomaten, Tomatensaft bzw. Tomatenmark fiihrte spétestens nach
zwel Wochen zu einem signifikanten Anstieg der (Gesamt)-Lycopingehalte. Bis zum Ende
der Interventionsphase blieben die hohen Lycopinplasmagehalte unverdndert erhalten. Dieser
,.Plateau-Effekt konnte auch in anderen Studien (Bohm & Bitsch, 1999; Paetau et al., 1999)
beobachtet werden. Die nach vier Interventionswochen (T4) in allen drei Gruppen vergleich-
baren Anstiege der (Gesamt)-Lycopingehalte stehen im Gegensatz zu fritheren Untersuchun-
gen, in welchen die Probanden tédglich 5 mg Lycopin in Form von Tomaten, Tomatensaft
bzw. Oleoresinkapseln verzehrten (Bohm & Bitsch, 1999). In dieser Studie konnte eine bes-
sere intestinale Absorption von Lycopin aus Tomatensaft und Oleoresinkapseln im Vergleich
zu rohen Tomaten beobachtet werden. Eine hohere Aufnahme von Lycopin aus verarbeiteten
Tomatenprodukten im Vergleich zu unverarbeiteten Tomaten wurde auch in weiteren Unter-

suchungen beschrieben (Girtner et al., 1997; Porrini et al., 1998; van het Hof et al., 2000b).

Der erste Schritt bei der Carotinoidabsorption ist die Zerstorung der Lebensmittelmatrix so-
wie die Freisetzung der Carotinoide aus dieser Matrix sowie aus Protein-Carotinoid-Komple-
xen (Britton, 1995). Ein hoherer Anstieg der Lycopinplasmagehalte konnte nach dem Ver-
zehr von homogenisierten Tomaten im Vergleich zu ganzen Tomaten beobachtet werden
(Shi & Le Maguer, 2000; van het Hof et al., 2000b). Der Grund fiir die in der Tomaten-
Interventionsstudie erstaunlich gute Aufnahme von Lycopin aus frischen Tomaten konnte
moglicherweise sein, dass die Probanden die frischen Tomaten in relativ kleine Stiicke zer-
schnitten haben und sich die Lycopinbioverfiigbarkeit dadurch erhoht hat. Weiterhin ist be-
kannt, dass die intestinale Absorption stark vom Fettgehalt der Nahrung abhéngig ist, da Fett
essentiell fiir die Mizellenbildung und somit fiir die Carotinoidaufnahme ist (Borel et al.,
1996; Parker, 1997). Einige Probanden verzehrten ihre frischen Tomaten als Tomatensalat
mit einem Ol-Dressing. Daher ist denkbar, dass die Tomatengruppe mehr Fett als die Toma-
tensaft- bzw. Tomatenmarkgruppe zu sich nahm, was ebenfalls eine erhohte Bioverfiigbarkeit
zur Folge haben konnte. Weiterhin kann die Art der verzehrten Lipide die Carotinoidabsorp-
tion beeinflussen (Stahl & Sies, 1992; Borel et al., 1996). Um den Einfluss der Lebensmittel-
matrix und/oder der Lipidmenge bzw. -art genauer zu untersuchen, wire es fiir zukiinftige
Untersuchungen sinnvoll, die Erndhrung der Probanden wihrend der Studie genauer zu
reglementieren. Auflerdem sollte die Probandenanzahl erhoht werden, da moglich ist, dass
aufgrund der relativ groBen Diffenenzen zwischen den einzelnen Probanden keine ein-

deutigen, d. h. signifikanten Unterschiede zu verzeichnen waren.
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Lycopinisomere

Lycopin kann in einer Vielzahl von geometrischen Stereoisomeren auftreten. In Tomaten und
Tomatenprodukten kommt Lycopin zu iiber 90 % hauptsichlich als (all-E)-Lycopin vor,
wihrend im menschlichen Plasma iiber die Hilfte des (Gesamt)-Lycopins in Form von (Z)-
Lycopinisomeren zu finden ist. (all-E)- und (5Z)-Lycopin waren die Hauptlycopinisomere in
allen untersuchten Plasmaproben. Die prozentualen Anteile der Isomere sind mit 39 — 40 %
(all-E)-Lycopin und 27 — 34 % (5Z)-Lycopin beim Studienbeginn (T-2) mit anderen Untersu-
chungen vergleichbar (Clinton et al., 1996; Schierle et al., 1997; Holloway et al., 2000;
Richelle et al., 2002).

Wiihrend der Auswaschphase wurde eine signifikante Anderung der (Z)-(all-E)-Verhiltnisse
von 60:40 vor der lycopinarmen Kost (T-2) auf 70:30 nach der zweiwodchigen lycopinarmen
Kost (TO) beobachtet. In bisher verdffentlichten Arbeiten, in der Stereoisomere des Lycopins
im Plasma untersucht wurden, sind dazu kontroverse Daten zu finden. Hadley et al. (Hadley
et al., 2003) zeigten beispielsweise wihrend einer einwochigen Auswaschphase im Plasma
eine Verringerung des Anteils an (all-E)-Lycopin am (Gesamt)-Lycopin von 44,4 £ 1,2 % auf
39,6+ 1,2 %, wihrend die Summe der (Z)-Lycopinisomere von 55,6+ 1,2% auf
60,4 £ 1,2 % anstieg. Eine Verschiebung im Lycopinisomerenverhiltnis zu Gunsten der (Z)-
Isomere wurde auch in einer Studie von Edwards er al. (Edwards et al., 2003) wihrend einer
dreiwochigen lycopinfreien Erndhrung festgestellt. Im Gegensatz dazu konnten Miiller et al.
(Miiller et al., 1999) wiihrend einer zweiwdchigen Auswaschphase keine signifikanten Ande-
rungen im Verhiltnis von (Z):(all-E) beobachten. Der sinkende Anteil des (all-E)-Lycopins
am (Gesamt)-Lycopin wihrend einer lycopinarmen Kost kann in verschiedenen Prozessen
begriindet sein. Denkbar ist, dass (all-E)-Lycopin im Korper schneller abgebaut wird als die
(Z)-Isomere und demzufolge die (Z)-Lycopinisomere hohere Halbwertzeiten im Plasma auf-
weisen als (all-E)-Lycopin. Theoretisch konnte die Verschiebung der Isomerenverhiltnisse
zu Gunsten der (Z)-Isomere auch durch eine bevorzugte Aufnahme von (all-E)-Lycopin ins
Gewebe zu Stande kommen. Bedenkt man aber, dass in menschlichen Geweben der Anteil an
(Z)-Lycopinisomeren hoher ist als im Blut (Clinton et al., 1996; Ferruzzi et al., 2001), ist
diese Hypothese als kritisch zu betrachten. Weiterhin ist eine systematische Umwandlung
von (all-E)- zu (Z)-Lycopin im menschlichen Korper moglich. Auch eine Mobilisierung von
Lycopin aus Gewebespeichern, wo Lycopin hauptsichlich in seiner (Z)-Form zu finden ist,
wire denkbar. Eine Freisetzung der (Z)-Lycopinisomere wiirde zu einer relativen Erhohung

der (Z)-Lycopinisomere im Plasmapool fiihren.
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Nach vierwochigem Verzehr (T4) von Tomatensaft bzw. Tomatenpiiree kehrte das Verhiltnis
von (Z):(all-E)-Lycopin wieder auf das zu Studienbeginn (T-2) vorliegende Verhiltnis von
etwa 40 % (all-E)-Lycopin und 60 % (Z)-Lycopin zuriick. In der Tomatengruppe lag Lycopin
nach der vierwochigen Interventionsphase dagegen zu 50 % als (all-E)-Lycopin und zu 50 %
als (Z)-Isomere vor, d. h. der prozentuale Anteil an (all-E)-Lycopin war in der Tomaten-
gruppe nach der Intervention (T4) hoher als in der Tomatensaft- bzw. Tomatenmarkgruppe.
Dieser Unterschied ist nicht in der unterschiedlichen Isomerenzusammensetzung der ver-
zehrten Lebensmittel begriindet, da die Tomaten mit Tomatensaft bzw. -mark vergleichbare
Anteile an (all-E)- und (Z)-Lycopin enthielten. Der Grund fiir den Unterschied zwischen der
Tomaten- und der Tomatensaft- bzw. -markgruppe ist noch nicht eindeutig geklért. Zum ei-
nen miisste untersucht werden, ob diese Abweichungen in der Isomerenverschiebung bei den
Probanden, welche Tomaten verzehrten, nur zufillig auftraten, was bei Betrachtung der rela-
tiv niedrigen Probandenanzahl (n = 6) denkbar wire. Weitere Untersuchungen mit gro3erer
Anzahl an Probanden sind zur Kldrung notwendig. Moglich wire jedoch auch, dass beim
Verzehr von rohen Tomaten die in-vivo-Isomerisierung von (all-E)- zu (Z)-Lycopin ineffi-
zienter bzw. langsamer erfolgt als bei verarbeiteten Tomaten und demzufolge der Anteil von

(all-E)-Lycopin am (Gesamt)-Lycopin hoher ist.

In der Literatur liegen uneinheitliche Daten zu den Verdnderungen der Lycopinisomeren-
verhéltnisse im Humanblut vor. Von der Tomaten-Interventionsstudie abweichende Ergeb-
nisse zur Isomerenverschiebung stellten Richelle ef al. (Richelle et al., 2002) fest. Wihrend
einer 8wochigen Intervention mit Lycopinsupplementen (92 % (all-E)-, 8 % (Z)-Lycopin)
bzw. Tomatenpaste (95 % (all-E)-, 5 % (Z)-Lycopin) konnten keine signifikanten Anderun-
gen der Lycopinisomerenverhiltnisse im Plasma beobachtet werden. Andere Studien bestéti-
gen dagegen die Ergebnisse der Tomaten-Interventionsstudie. Nach einer zweiwdchigen In-
tervention mit 21 mg Lycopin pro Tag in Form von Tomatenpaste konnte ein Anstieg des
(all-E)-Lycopins auf 40 — 45 % des (Gesamt)-Lycopins beobachtet werden (Holloway et al.,
2000). In einer Studie von Hadley et al. (Hadley et al., 2003) wurde vergleichbar zu der
vorliegenden Studie ein Absinken des relativen Gehaltes an (5Z)-Lycopins nach einer
15tdagigen Aufnahme von 23 — 55 mg Lycopin pro Tag in Form von Tomatenprodukten be-
schrieben. Auch beim dreiwochigen Verzehr von lycopinhaltigem Wassermelonensaft (94 %
(all-E)-, 6 % (Z)-Lycopin) konnte ein signifikanter Anstieg im relativen Anteil von (all-E)-
Lycopin am (Gesamt)-Lycopin von 30 — 32 % auf 44 — 46 % beobachtet werden (Edwards et

al., 2003). All diese Daten lassen vermuten, dass bei einer kontinuierlichen Aufnahme von
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(all-E)-Lycopin, welches hauptsichlich in Lebensmitteln vorkommt, ein definiertes Verhilt-
nis zwischen (all-E)- und (Z)-Lycopin im Blut vorliegt. Es ist moglich, dass sich ein Gleich-
gewichtsverhéltnis zwischen (all-E)-Lycopin und verschiedenen (Z)-Isomeren einstellt, wel-

ches sich im Plasma als thermodynamisch am stabilsten erweist.

In der Literatur sind verschiedene hypothetische Mechanismen beschrieben, welche das Auf-
treten der hohen (Z)-Isomerenanteile im menschlichen Korper erkldaren konnten. Daten aus
Humanstudien (Stahl & Sies, 1992; Girtner et al., 1997; Boileau et al., 2002) und Tiermodel-
len (Boileau et al., 1999) unterstiitzen beispielsweise die Hypothese, dass (Z)-Lycopiniso-
mere aus der Nahrung besser aufgenommen werden als (all-E)-Lycopin. Der Grund dafiir soll
in der leichteren Einbindung der (Z)-Isomere in die Mizellen bzw. der niedrigeren Tendenz
zur Aggregatbildung liegen (Britton, 1995). In einer Studie von Re et al. (Re et al., 2001)
wurden die hohen Anteile an (Z)-Lycopin als Folge einer erhohten Absorption dieser Isomere
im Gastrointestinaltrakt beschrieben. Bei dieser These ist jedoch zu beachten, dass in den
Hauptlycopinquellen des Menschen (Tomaten und Tomatenprodukte) nur geringe Gehalte an
(Z)-Lycopinisomeren vorliegen und die relativ hohen (Z)-Lycopingehalte im menschlichen
Korper demzufolge nicht allein durch die bevorzugte Absorption zu Stande kommen konnen.
Ein moglicher Grund fiir die hohen Anteile an (Z)-Isomeren im menschlichen Korper ist auch
in einer lingeren Verweildauer der (Z)-Isomere im Plasma aufgrund der hoheren Halbwerts-
zeiten der (Z)-Lycopinisomere im Vergleich zum (all-E)-Lycopin (Cohen, 2002) zu sehen.
Eine weitere Erklidrung ist die in-vivo-Isomerisierung des aus der Nahrung absorbierten (all-
E)-Lycopins. Eine mogliche Isomerisierung von (all-E)- zu (Z)-Lycopin wihrend der Ver-
dauung wird von Re et al. (Re et al., 2001) beschrieben. Die Anwesenheit von Sdure im Ma-
gen wird als ein moglicher Grund fiir die Bildung der (Z)-Isomere angesehen. Jedoch erklart
dies nicht die teilweise sehr unterschiedliche Isomerenverteilung in den verschiedenen Orga-
nen des Korpers. In einer neueren Humanstudie von Tyssandier et al. (Tyssandier et al.,
2003) konnte auBerdem festgestellt werden, dass im menschlichen Magen keine signifikante
(all-E)-(Z)-1somerisierung stattfindet. Weiterhin wurde im Gegensatz zu anderen Studien bei
(Z)-Lycopinisomeren ein im Vergleich zum (all-E)-Lycopin verringerter Transport iiber die
Chylomikronen und demzufolge eine verringerte Absorption beobachtet. All diese Daten un-
terstiitzen die Hypothese, dass im menschlichen Korper eine effiziente Umwandlung von
(all-E)-Lycopin zu verschiedenen (Z)-Lycopinisomeren erfolgt. Weitere Untersuchungen
sind notwendig, um eindeutig zu kldren, welche Mechanismen fiir die hohen Gehalte an (Z)-

Lycopinisomeren im menschlichen Blut und Gewebe verantwortlich sind.
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Weitere Carotinoide

Die (Gesamt)-Carotinoidgehalte (1,98 — 3,06 umol/L) sowie die relativen Anteile der einzel-
nen Carotinoide am (Gesamt)-Carotinoidgehalt (B-Carotin: 32 — 43 %, Lycopin:12 — 35 %,
o-Carotin: 7 —16 %, Lutein: 9 - 13 %, P-Cryptoxanthin: 7 - 14 %, Zeaxanthin: 2 -7 %,
Canthaxanthin: 2 - 4 %) zeigten zwischen den einzelnen Probanden teilweise starke Unter-
schiede, stimmten jedoch mit publizierten Daten (Stahl & Sies, 1996b; El-Sohemy et al.,
2002; Dietrich et al., 2003; Lagiou et al., 2003) iiberein. Wihrend des gesamten Studienver-
laufs wurden keine signifikanten Anderungen der Plasmagehalte dieser Carotinoide festge-
stellt. Dies ist nicht verwunderlich, da die Gehalte in den verzehrten Produkten teilweise sehr
niedrig waren und die Probanden diese Carotinoide durch ihre Nahrung, welche nur fiir das

Lycopin reglementiert war, in unterschiedlichen Mengen zu sich nahmen.

5.3.1.3 Anderungen der Vitamin-E-Gehalte im Plasma

Im Plasma der Probanden konnten a-Tocopherol als Haupvitamer (etwa 95 %) sowie geringe
Gehalte an B- und y-Tocopherol quantifiziert werden. Die Plasmazusammensetzungen waren
in Bezug auf die Vitamin-E-Verbindungen mit publizierten Daten vergleichbar (Sies et al.,
1992; Heseker et al., 1994; Sies & Stahl, 1995; Grolier et al., 2000). Die Probanden der
Tomaten-Interventionsstudie wiesen o-Tocopherolgehalte von 14,0 — 36,8 umol/L auf, wel-
che mit den Plasmagehalten aus der Nationalen Verzehrsstudie (Heseker er al., 1994)
vergleichbar waren und auf eine gute Vitamin-E-Versorgung schliessen lassen. In der Natio-
nalen Verzehrsstudie lagen die a-Tocopherolgehalte in Deutschland (1 951 minnliche und
weibliche Probanden) durchschnittlich bei 30,6 + 0,21 umol/L (17,6 — 53,5 umol/L). Plasma-
gehalte von y-Tocopherol wurden in dieser Studie nicht angegeben. In einer aktuelleren Stu-
die von Olmedilla et al. (Olmedilla et al., 2001) wurden die Plasmagehalte von Probanden
aus flinf europdischen Lédndern untersucht und waren mit durchschnittlich 10,6 pg/mL
(24,6 umol/L) a-Tocopherol und 0,55 pg/mL (1,3 pmol/L) y-Tocopherol ebenfalls mit in der

Tomaten-Interventionsstudie ermittelten Plasmagehalten vergleichbar.

In keiner der drei Interventionsgruppen konnten signifikante Anderungen des Vitamin-E-
Status” wihrend des Studienverlaufes beobachtet werden. Auch Tyssandier et al. (Tyssandier
et al., 2004) stellten nach dem dreiwochigen tiglichen Verzehr von 96 g Tomtenpiiree keine
Unterschiede im Tocopherolplasmaspiegel fest. Die durch den Verzehr von Tomaten und

Tomatenprodukten unbeeinflussten Plasmagehalte sind jedoch nicht verwunderlich, da die
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Erndhrung der Probanden wihrend der Studie nicht fiir Vitamin E reglementiert war und
andere, Vitamin-E-reiche Lebensmittel (z. B. Pflanzenole) wahrscheinlich einen gréBeren

Beitrag zur Vitamin-E-Versorgung lieferten.

5.3.1.4 Anderungen der Vitamin-C-Gehalte im Plasma

Alle Probanden der Tomaten-Interventionsstudie lagen zu jeden Entnahmezeitpunkt mit
Plasmaeinzelwerten zwischen 36,9 umol/L und 139,0 umol/L iiber den in der Nationalen
Verzehrsstudie fiir eine gute Vitamin-C-Versorgung verwendeten Plasmareferenzwert von
36,8 umol/L. Die Durchschnittsgehalte der Probanden waren mit 91,0 + 5,4 umol/L. (Toma-
tengruppe), 92,1 £ 5,1 pmol/L (Tomatensaftgruppe) und 87,1 £ 8,6 pmol/L (Tomatenmark-
gruppe) sogar hoher als der in der Nationalen Verzehrstudie ermittelte Durchschnittswert von

76,0 £ 0,7 umol/L (Heseker et al., 1994).

Wihrend der gesamten Dauer der Tomaten-Interventionsstudie konnten in keiner der drei
Interventionsgruppen signifikante Anderungen der Vitamin-C-Gehalte im Plasma beobachtet
werden. Wihrend sich in einer Humanstudie von Tyssandier et al. (Tyssandier et al., 2004)
nach dem Verzehr von Tomatenpiiree weder die Plasmagehalte an Vitamin E noch an Vita-
min C &dnderten, stellten Riso et al. (Riso et al., 2004) nach dem téglichen Verzehr von
verschiedenen Tomatenprodukten einen Anstieg des durchschnittlichen Vitamin-C-Plas-
maspiegels von 39,2 + 12,5 pmol/L auf 52,8 = 9,1 umol/L fest. Die Unterschiede dieser Stu-
die zur Tomaten-Interventionsstudie bzw. zur Studie von Tyssandier et al. waren zum einen
die relativ niedrigen Vitamin-C-Ausgangsgehalte im Plasma und zum anderen die auch fiir
die Vitamin-C-Aufnahme (60 mg Vitamin C pro Tag) reglementierte Erndhrung der Proban-
den. In der Tomaten-Interventionsstudie war Vitamin C nicht reglementiert und demzufolge
wurden die Plasmaspiegel der Probanden im stirkeren Malle durch den Verzehr anderer,
Vitamin-C-reicher Lebensmittel beeinflusst, als durch tdglichen Verzehr der Tomaten bzw.

Tomatenprodukte.

5.3.1.5 Anderungen der Triglyceridgehalte im Plasma

Obwohl die Blutabnahmen im niichternen Zustand erfolgten, schwankten die Triglyce-
ridplasmagehalte mit Einzelwerten von 25 mg/dL bis 220 mg/dL zwischen den einzelnen
Probanden und Blutabnahmezeitpunkten sehr stark, lagen aber grotenteils im Normalbereich
von 70 — 200 mg/dL (Kohlmeier et al., 1993). In keiner Interventionsgruppe konnten signifi-

kante Anderungen im Triglyceridstatus der Probanden beobachtet werden, welche durch den
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Verzicht auf lycopinhaltige Lebensmittel bzw. den Verzehr der Tomaten bzw. Tomatenpro-
dukte zu Stande kamen. Vergleichbare Ergebnisse zeigte auch eine Studie Bohm und Bitsch
(Bohm & Bitsch, 1999), in der Probanden 5 mg Lycopin pro Tag in Form von Tomaten,
Tomatensaft oder Lycopinkapseln aufnahmen. Auch andere Arbeitgruppen beobachteten in
verschiedenen Humanstudien nach dem Verzehr von lycopinhaltigen Produkten (Tomaten-
suppe, Tomaten- bzw. Gemiisesaft, Wassermelonen, Tomatenextrakt-Kapseln) ebenfalls keine
Anderungen im Triglyceridstatus (Hadley et al., 2003; Collins et al., 2004; Engelhard et al.,
2006).

5.3.1.6  Anderungen des antioxidativen Status” im Vollblut

Glutathionstatus

Der Glutathionspiegel des Menschen wird von zahlreichen Faktoren beeinflusst. Beispiels-
weise sind die GSH- und GSSG-Gehalte im Blut abhingig von der Glutathionproduktion in
Leber, Muskeln und anderen Geweben. Aber auch der Einfluss von oxidativem Stress auf den
Glutathionspiegel wurde zahlreich beschrieben. Ein Zusammenhang bestand u. a. zu ver-
schiedenen Enzymen (Katalase, Superoxiddismutase etc.) im Korper, welche in diesem vor
freien Radikalen schiitzten und somit die Bildung von oxidiertem Glutathion (GSSG) ver-
minderten. Weiterhin wurde der Glutathionspiegel stark von der Aktivitdt der Glutathion-
reduktase beeinflusst, welche das oxidierte Glutathion (GSSG) in seine reduzierte Form

(GSH) iiberfiihrt. (Kohlman und Réhm, 1998)

Der Verzicht auf lycopinhaltige Lebensmittel wihrend der zweiwochigen Auswaschphase
filhrte in keiner der drei Interventionsgruppen zu einer signifikanten Anderung des Gluta-
thionspiegels (GSH, GSSG, GSH/GSSG-Verhiltnis) im Blut. Dies ldsst vermuten, dass der
Mehrbedarf an Glutathion durch die fehlende Zufuhr an Lycopin gering war. Moglich wire
aber auch, dass aufgrund des fehlenden Lycopins im Plasma, mehr Glutathion verbraucht
wird und dies aber durch eine erhhte GSH-Syntheserate in der Leber und anderen gluta-
thionproduzierenden Geweben ausgeglichen wird. In diesem Fall wire ein erhohter Glu-

tathion-Verbrauch nicht messbar.

Wihrend der vierwdchigen Supplementationsphase stiegen die GSH-Gehalte im Blut der
Probanden der Tomatensaftgruppe und der Tomatenmarkgruppe signifikant an. Dagegen war
in der Tomatengruppe kein signifikanter Anstieg feststellbar. Die GSH-GSSG-Daten der

Tomaten-Interventionsstudie zeigten deutlich, dass der Glutathionstatus im Blut nicht allein
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durch die Lycopinspiegel im Plasma beeinflusst wird. Wihrend zwischen den drei Interven-
tionsgruppen keine signifikanten Unterschiede im Anstieg der Lycopingehalte wéhrend der
Supplementationsphase zu verzeichnen waren, unterschieden sich jedoch die Anderungen der
GSH-Gehalte bzw. GSH/GSSG-Verhiltnisse zwischen den drei Gruppen. Tomaten und
Tomatenprodukte enthalten neben dem Lycopin eine Vielzahl von weiteren Inhaltsstoffen
(weitere Carotinoide, Vitamin E, Vitamin C, Polyphenole etc.), welche ebenfalls antioxida-
tive Wirkungen aufweisen. Beim Konsum dieser Produkte verringert sich moglicherweise der
Glutathion-Verbrauch im Korper, da die aufgenommenen Antioxidantien die protektiven
Aufgaben des Glutathions teilweise iibernehmen konnen. Bei gleichbleibender Syntheserate

von GSH wiirden sich somit die GSH-Spiegel im Korper erhohen.

Zu der Tomaten-Interventionsstudie vergleichbare Ergebnisse waren beispielsweise in einer
von Bohm et al. durchgefiihrten Humanstudie zu beobachten. Wihrend der Auswaschphase
(Iycopinarme Erndhrung) traten ebenfalls keine Veridnderungen im Glutathionstatus auf, wo-
gegen wihrend der Supplementationsphase bei vier von sechs verzehrten Lycopinkapseln ne-
ben dem Anstieg der Lycopingehalte im Plasma auch ein Anstieg der Blut-GSH-Konzentra-
tionen zu verzeichnen war. Die GSSG-Gehalte verinderten sich dabei nicht, was mit den Er-
gebnissen der Tomaten-Interventionsstudie iibereinstimmt. Im Rahmen dieser Studie wurde
auch der Effekt einer Kapsel untersucht, die synthetisches Lycopin und somit keine anderen
Tomateninhaltsstoffe enthielt. Nach der Aufnahme dieser Kapselart konnte neben dem An-
stieg der Lycopinspiegel im Plasma auch ein Anstieg der GSH-Spiegel im Blut beobachtet
werden. Dieses Ergebnis zeigte deutlich, dass fiir die beobachteten Anderungen des Glutathi-
onspiegels in der Tomaten-Interventionsstudie neben weiteren Tomateninhaltsstoffen auch

das Lycopin verantwortlich war. (Lupp et al., 2004; Welz, 2004)

Lipidperoxidationsprodukte (TBARS)

Im Hinblick auf die Lipidperoxidationsprodukte, gemessen als Thiobarbitursdure-reaktive
Substanzen (TBARS), wurden in allen drei Interventionsgruppen weder wihrend der Aus-
waschphase noch wihrend der Supplementationsphase signifikante Verdnderungen in den
Gehalten an Lipidperoxidationsprodukten (TBARS) im Vollblut der Probanden festgestellt.
In der Lycopinkapsel-Studie von Bohm ef al. waren nach der Lycopinaufnahme ebenfalls
keine verianderten TBARS-Werte zu beobachten (Lupp et al., 2004). Daraus lésst sich schlie-
Ben, dass der menschliche Korper eine Erniedrigung der Gehalte des antioxidativ wirkenden

Lycopins im Plasma gut durch korpereigene antioxidative Schutzsysteme ausgleichen kann.
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Im Gegensatz zur Tomaten-Interventionsstudie und zur Lycopinkapsel-Studie fiihrte die
achtwdochige, tidgliche Aufnahme von 15 mg Lycopin in Form von Tomatenextrakt-Kapseln
in einer erst kiirzlich veroffentlichten Humanstudie von Engelhard et al. zu einer Verringe-
rung der Lipidperoxidationsprodukte (TBARS) im Blut der Probanden (Engelhard er al.,
2006). Auch Agarwal und Rao beobachteten abnehmende Lipidperoxidationsprodukte (LDL-
TBARS) im Korper nach einer Woche der Aufnahme (39 - 75 mg Lycopin pro Tag) von

Spaghettisauce, Tomatensaft bzw. Tomatenoleoresin (Agarwal & Rao, 1998).

5.3.2 Raucher-Interventionsstudie

Raucher sind aufgrund der hohen Konzentration an verschiedenen freien Radikalen im Ziga-
rettenrauch hohem ,,oxidativen Stress* ausgesetzt und haben demzufolge einen erhohten
Bedarf an Antioxidanzien im Vergleich zu Nichtrauchern. Zigarettenrauch ist ein Gemisch
aus iiber 4700 chemischen Verbindungen, inklusive freie Radikale und Oxidanzien. Der
Rauch eines Zuges an einer Zigarette enthilt beispielsweise etwa 10'* freie Radikale
(Rahman & MacNee, 1999). Verbindungen wie Carotinoide, Tocopherole und Ascorbinsidure

sind in der Lage, diese schidlichen freien Radikale abzufangen und zu inaktivieren.

5.3.2.1 Anderungen der Carotinoidgehalte im Plasma

(Gesamt)-Lycopin

Die Ausgangswerte (T-2) der Lycopinkonzentrationen im Plasma unterschieden sich gering-
fiigig, jedoch nicht signifikant (p > 0,05) zwischen den Rauchern und Nichtrauchern in der
Raucher-Interventionsstudie. Der Vergleich mit in anderen Humanstudien gemessenen Plas-
magehalten (siehe Kapitel 2.3.5; Tabelle 8) zeigte, dass die Probanden der Raucherstudie mit
(Gesamt)-Lycopingehalten von 0,64 0,27 umol/L (Raucher) bzw. 0,77 % 0,39 umol/L
(Nichtraucher) eine gute Lycopinversorgung hatten. Die fehlenden Unterschiede im Lyco-
pinplasmagehalt zwischen Rauchern und Nichtrauchern sind vergleichbar mit anderen Hu-
manstudien (Thompson et al., 1985; Stryker et al., 1988; Morrow et al., 1995; Ross et al.,
1995; Brady et al., 1996; Albanes et al., 1997; Mayne et al., 1999; Rissanen et al., 2003). Ge-
gensitzlich dazu waren in wenigen Studien die Lycopinspiegel im Plasma von Rauchern
niedriger als die von Nichtrauchern, wobei diese Unterschiede teilweise nicht signifikant wa-
ren (Sanders et al., 1993; Pamuk et al., 1994; Wei et al., 2001; Lagiou et al., 2003). Raucher
hatten hidufig andere Erndhrungsgewohnheiten als Nichtraucher. Sie verzehrten hiufiger

Tiefkiihlkost, mehr Zucker und gesittigte Fettsduren, aber weniger Obst, Gemiise und Cerea-
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lien und nahmen demzufolge weniger Ballaststoffe, PUFAs, antioxidative Vitamine und
sekundire Pflanzeninhaltstoffe auf (Morabia & Wynder, 1990; Brasche et al., 1998; Alberg,
2002). Konsumierten Raucher und Nichtraucher jedoch vergleichbare Carotinoiddosen und
nur geringfiigig unterschiedliche Mengen an Obst- und Gemiise, wurden signifikant niedri-
gere Carotinoidgehalte, inklusive Lycopingehalte, im Plasma von Rauchern im Vergleich zu

Nichtrauchern beobachtet (Marangon et al., 1998; Rust et al., 2001).

Wihrend der zweiwochigen Aufnahme von Tomatenmark stiegen die (Gesamt)-Lycopinge-
halte bei den Rauchern stirker an als bei den Nichtrauchern. Demzufolge waren die Plasma-
gehalte der Raucher zum Studienende (T2) signifikant hoher als die der Nichtraucher. Vor
der Durchfiihrung dieser Raucher-Interventionsstudie lag die Vermutung nahe, dass die Rau-
cher infolge eines erhohten Bedarfes an Antioxidanzien vergleichbare bzw. niedrigere Lyco-
pinkonzentrationen nach der Supplementationsphase aufweisen. Das iiberraschende Ergebnis
des beobachteten, hoheren Lycopinanstieges bei den Rauchern kann zum jetzigen Zeitpunkt

der Untersuchungen noch nicht erklért werden.

Lycopinisomere

Die Verhiltnisse der Lycopinisomere untereinander waren zu Beginn der Studie (T-2) mit
etwa 40 % (all-E)-Lycopin und 60 % (Z)-Lycopinisomere vergleichbar mit anderen publi-
zierten Daten (Stahl & Sies, 1992; Clinton et al., 1996) und nicht signifikant unterschiedlich
zwischen Rauchern und Nichtrauchern. Vor (TO) und nach (T2) der zweiwochigen Aufnahme
von Tomatenmark war der Anteil der Summe der (Z)-Lycopinisomere in der Rauchergruppe
signifikant niedriger im Vergleich zur Nichtrauchergruppe. Demzufolge zeigte sich auch
keine Verschiebung der Isomerenverhiltnisse, wie sie bei den Nichtrauchern der Tomaten-
Interventionsstudie beobachtet wurde (siehe Kapitel 5.3.1.2). In der Auswaschphase blieb bei
den Rauchern der prozentuale Anteil von (all-E)-Lycopin gleich und verschob sich nicht zu
Gunsten des (5Z)-Lycopins. Eine gesicherte Erkldrung dieses Phinomens kann zum jetzigen
Zeitpunkt ebenfalls noch nicht gegeben werden. Moglicherweise kommt es bei den Rauchern
zu einer Inhibierung der Umwandlung von (all-E)-Lycopin in die isomeren (Z)-Formen oder

die (Z)-Isomere werden vermehrt verbraucht.

Die Gehalte an (/3Z)-Lycopin waren nach der Supplementation (T2) im Plasma der Raucher
signifikant niedriger (p < 0,05) als im Plasma der Nichtraucher. Untersuchungen zur antioxi-

dativen Kapazitit verschiedener Lycopinisomere (siehe Kapitel 5.1.3) zeigten, dass das als
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(13Z)-Lycopin vermutete (Z)-Isomer eine hohere Aktivitiit als andere Lycopinisomere, spe-
ziell (all-E)- und (5Z)-Lycopin, aufwies. Moglicherweise wurde bei den Rauchern, die wie
schon erwéhnt einen erhohtem oxidativen Stress ausgesetzt sind, dieses Isomer aufgrund sei-
nes hohen antioxidativen Potentials bevorzugt verbraucht. Weitere Untersuchungen sind
zwingend notwendig, um die Mechanismen der Lycopinmetabolisierung im Korper bei Rau-

cher aber auch bei Nichtrauchern genauer verstehen und vergleichen zu kénnen.

Lycopinoxidationsprodukte

Oxidationsprodukte, welche in fritheren Untersuchungen mittels in-vitro-Methoden gebildet
und genauer charakterisiert wurden (Caris-Veyrat et al., 2003), konnten bis auf eine Aus-
nahme im Plasma der Raucher nicht detektiert werden. Da diese Abbauprodukte des Lyco-
pins im menschlichen Korper nur in sehr geringen Konzentrationen vorliegen, waren ihre
Konzentrationen im Plasma der Probanden der Raucher-Interventionsstudie moglicherweise
kleiner als die Nachweisgrenze der verwendeten HPLC-DAD-MS-Methode (Reuter, 2004).
Lycopinoxidationsprodukte sind analog zu den Lycopinisomeren sehr instabil. Denkbar wire
demzufolge auch, dass obwohl die Extrakte mit Trockeneis gekiihlt transportiert wurden,
wihrend der relativ langen Zeit zwischen Extraktion (Jena, Deutschland) und Analyse (Avig-
non, Frankreich) ein Abbau der im Plasmaextrakt enthaltenen Metabolite stattfand und diese
deshalb nicht mehr detektiert werden konnten. Ein Lycopinoxidationsprodukt, das 2,6-
Cyclolycopin-1,5-diol, konnte in allen Plasmaextrakten detektiert, jedoch nicht quantifiziert
werden. Die Charakterisierung dieses Metabolites ist in der Diplomarbeit von Doreen Reuter
genauer beschrieben (Reuter, 2004). Das 2,6-Cyclolycopin-1,5-diol wurde auch im verzehr-
ten Tomatenmark gefunden und somit wére denkbar, dass dieser Metabolit schon durch die
Nahrung aufgenommen wurde und sich nicht erst im Korper bildete. Khachik et al. vertreten
jedoch die Hypothese, dass das 2,6-Cyclolycopin-1,5-diol durch die Metabolisierung von
Lycopin erst im Korper entsteht (Khachik ez al., 1998; Khachik et al., 2002b).

Zum jetzigen Zeitpunkt kann nicht sicher gesagt werden, ob zusitzlich zum 2,6-Cyclolyco-
pin-1,5-diol auch anderen Metabolite im Plasma der Raucher vorlagen oder ob die Analytik
der Oxidationsprodukte als limitierender Faktor angesehen werden muss. Weitere Unter-

suchungen zu diesem Thema sind in naher Zukunft geplant.
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5.3.2.2 Anderungen der Vitamin-E- und Vitamin-C-Gehalte im Plasma

Signifikante Unterschiede in Hinsicht auf die Plasmagehalte an (Gesamt)-Tocopherolen und
Vitamin C konnten wihrend der gesamten Studiendauer weder in der Raucher- noch in der
Nichtrauchergruppe beobachtet werden, obwohl das verzehrte Tomatenmark sowohl Vita-
min E als auch Vitamin C enthielt. In der Raucher-Interventionsstudie war die Aufnahme von
Vitamin E und Vitamin C nicht reglementiert und demzufolge wurden die Plasmaspiegel der
Probanden im stirkerem MaBe durch den Verzehr anderer, Vitamin-E-reicher (z. B. Pflan-
zenole) bzw. Vitamin-C-reicher (Zitrusfriichte etc.) Lebensmittel beeinflusst, als durch tigli-

chen Verzehr des Tomatenmarks.

Auch zwischen den beiden Studiengruppen konnten keine signifikanten Unterschiede in den
Vitamin-E- und Vitamin-C-Gehalten beobachtet werden. Abweichend davon, zeigten in ver-
schiedenen Humanstudien Raucher hédufig niedrigere Antioxidanzienspiegel (insbesondere
Vitamin C) im Korper als Nichtraucher. Die Gehalte dieser Mikronihrstoffe im Plasma und
Serum korrelierten teilweise sehr stark mit ihrer Aufnahme durch die Nahrung. Die Raucher
erndhrten sich tendentiell weniger gesund und verzehrten geringere Mengen an Obst und
Gemiise, welche die Hauptquellen fiir Vitamin C und andere Antioxidanzien sind (Ross et
al., 1995; Brasche et al., 1998; Alberg, 2002). Die teilweise beobachteten Unterschiede der
Vitamin-C-Plasmaspiegel zwischen Rauchern und Nichtrauchern sind vermutlich nicht einzig
in den Erndhrungsgewohnheiten begriindet. Lykkesfeldt ez al. diskutierten auch die Toxizitéit
des Zigarettenrauches (freie Radikale etc.) und einen damit verbundenen erhohten Verbrauch
an Vitamin C als moglichen Faktor fiir die niedrigen Ascorbinsdure-Gehalte bei Rauchern
(Lykkesfeldt et al., 2000). Vergleichbar zu den Ergebnissen der Raucher-Interventionsstudie
zeigten verschiedene Humanstudien in Hinblick auf Vitamin E keine signifikanten Unter-
schiede der Tocopherolgehalte im Plasma von Rauchern und Nichtrauchern (Morabia &

Wynder, 1990; Lykkesfeldt et al., 2000; Alberg, 2002).

5.3.2.3 Anderungen der Triglyceridgehalte im Plasma

In keiner der beiden Gruppen (Raucher, Nichtraucher) der Raucher-Interventionsstudie wur-
den signifikante Anderungen im Triglyceridstatus der Probanden beobachtet, welche durch
den Verzicht auf lycopinhaltige Lebensmittel bzw. den Verzehr von Tomatenmark zu Stande
kamen. Vergleichbare Ergebnisse zeigten die Tomaten-Interventionsstudie sowie auch andere

Studien (siehe auch Kapitel 5.3.1.5).
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5.3.2.4 Anderungen des antioxidativen Status” im Vollblut

Glutathionstatus

Nichtraucher hatten einen signifikant hoheren GSH-Gehalt und signifikant niedrigeren
GSSG-Gehalt im Blut zu Beginn (T-2) der Raucher-Interventionsstudie. Diese Ergebnisse
waren iibereinstimmend mit Literaturdaten (Sela et al., 2002) und sind moglicherweise auf
den Verbrauch von reduzierten Glutathion (GSH) infolge des oxidativen Stresses bei Rau-
chern zuriickzufiihren. Dieser beobachtete Effekt war unabhingig von den Konzentrationen
an anderen antioxidativen Substanzen wie Ascorbinsidure, Tocopherole oder Carotinoide.
Auch eine neuere Studie von Kasagi et al. mit Méusen zeigte, dass durch Tabakrauch entste-
hender oxidativer Stress den GSH-Spiegel im Blut herabsetzte (Kasagi et al., 2006). Die
protektive Funktion von GSH im Korper ist bei vielen enzymatischen und nichtenzymati-
schen Mechanismen involviert. Die Verschiebung des GSH-GSSG-Gleichgewichtes im Kor-
per aufgrund von oxidativem Stress oder anderen Faktoren hat einen Einfluss auf eine Viel-
zahl von schidlichen zellulidren Prozessen und demzufolge auch auf die Entstehung verschie-

dener Krankheiten (Rahman & MacNee, 1999).

Wie auch schon in friiheren Humanstudien von der Arbeitsgruppe Bohm et al. beobachtet
wurde (Lupp et al., 2004), stiegen nach der Lycopinaufnahme sowohl in der Nichtraucher-
als auch in der Rauchergruppe die GSH-Level im Blut signifikant an. Dieser Blut-GSH-An-
stieg konnte auf den verminderten GSH-Verbrauch infolge des antioxidativen Effektes von

Lycopin und/oder anderen Tomateninhaltsstoffen begriindet sein.

Lipidperoxidationsprodukte (TBARS)

Im Gegensatz zum Glutathionstatus konnte in der Raucher-Interventionsstudie kein Einfluss
des Rauchens auf die Gehalte an Lipidperoxidationsprodukten beobachtet werden. Diese Er-
gebnisse sind gegensitzlich zu anderen publizierten Studien, in denen ein Anstieg der Lipid-
peroxidationsprodukte infolge der Exposition mit Zigarettenrauch zu beobachten war (Zhou
et al., 2000; Durak et al., 2002; Kim et al., 2003b). In zwei von diesen Studien (Zhou et al.,
2000; Kim et al., 2003b) nahmen die Plasmagehalte an Vitamin C, Vitamin E und B-Carotin
ab. Moglicherweise hatten die relativ hohen Gehalte dieser Antioxidanzien im Plasma bei den
rauchenden Probanden der Raucher-Interventionsstudie protektive Effekte in Bezug auf die
Lipidperoxidation. Die Supplementation mit Tomatenmark fiithrte weder bei den Rauchern

noch bei den Nichtrauchern zu einer Anderung der Gehalte an Lipidperoxidationsprodukten.
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Diese Beobachtung ist vergleichbar mit der von Bohm et al. durchgefiihrten Humanstudie, in

der die Probanden unterschiedliche Lycopinkapseln verzehrten (Lupp et al., 2004).

5.3.3 Hagebutten-Interventionsstudien

In den letzten Jahren hat die Verwendung von Wildfriichten als Rohmaterial fiir verschiedene
Produkte stark zugenommen. Untersuchungen an Hagebutten zeigten, dass die Friichte der
Wildrose und daraus hergestellte Lebensmittel hohe Mengen an Lycopin enthalten (Kapitel
4.2.2). In den letzten Jahren beschiftigen sich verschiedene Arbeitsgruppen mit den positiven
Wirkungen von Hagebuttenprodukten. In verschiedenen in-vivo-Studien wurde u. a. eine
Inhibierung der Lipidoxidation und eine Reduzierung der Chemotaxis und Chemolumines-
zenz von Leukozyten durch Hagebuttenextrakte beobachtet (Winther et al., 1997; Kharazmi
& Winther, 1999; Larsen et al., 2003). Die entziindungshemmenden Eigenschaften der Hage-
butten wurden fiir die Linderung der Symptome (Steitheit, Schmerzen) bei Osteoarthritis
nach dem Verzehr von Hagebuttenpulvern verantwortlich gemacht (Winther et al., 1999;
Rein et al., 2004). Van Rensburg et al. beobachteten in einer Humanstudie aulerdem, dass
die antioxidative Kapazitit und das GSH-GSSG-Verhiltnis im Blut nach dem Konsum von
Hagebuttensaft anstieg. Bisher konnte nicht eindeutig gekldrt werden, welche Inhaltsstoffe
der Hagebutte fiir die beschriebenen Effekte verantwortlich sind. Voraussetzung fiir die Ent-
faltung von verschiedenen Wirkungen im Korper ist die Aufnahme der Inhaltsstoffe in die
entsprechenden Zielorgane. In den erwédhnten Sudien wurden die Effekte des Hagebuttenpro-
dukt-Konsums auf die Lycopingehalte im Korper nicht untersucht. Ziel der Hagebutten-
Interventionsstudien war, zu untersuchen, welchen Einfluss die tdgliche Aufnahme von
Hagebuttenmark auf die Plasmagehalte an Lycopin und anderen Carotinoiden, Vitamin C und

Vitamin E hat.

5.3.3.1 Hagebutten-Interventionsstudie I

Nach zwei Wochen lycopinarmer Erndhrung sanken die Plasmalycopinspiegel analog zur
Tomaten-Interventionsstudie und zu anderen Humanstudien (Béhm, 1999; Bohm & Bitsch,
1999; Allen et al., 2003) auf etwa die Hilfte des zu Studienbeginn vorliegenden Ausgangs-
wertes. Uberraschenderweise stieg wihrend der vierwochigen, tiglichen Aufnahme des lyco-
pinhaltigen Hagebuttenmarks die Lycopingehalte im Plasma der Probanden nicht an. Wih-
rend der Supplementationsphase wurde in der Hagebutten-Interventionsstudie I sogar eine

weitere signifikante Abnahme der Plasmagehalte an (Gesamt)-Lycopin beobachtet. Dieses
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Resultat zeigte eindeutig, dass das Lycopin aus dem Hagebuttenmark (HM 0) fiir den
menschlichen Korper nicht verfiigbar war. Im Gegensatz dazu wurde in unterschiedlichen
Humansstudien festgestellt, dass Lycopin aus Tomaten, Tomatenprodukten oder Lycopin-
kapseln (Bohm & Bitsch, 1999), aus Wassermelonen (Edwards et al., 2003) oder aus Gac-
Friichten (Vuong et al., 2002) fiir den Menschen bioverfiigbar war. Eine hohere intestinale
Absorption von Lycopin aus verarbeiteten Tomatenprodukten im Vergleich zu rohen Toma-
ten wurde in einer Vielzahl von Studien beschrieben (Girtner et al., 1997; Porrini et al.,
1998; van het Hof et al., 2000a). Insbesondere die Erhitzung wihrend der Verarbeitung
beeinflusst positiv die Bioverfiigbarkeit von Lycopin (Stahl & Sies, 1992). Fiir das verwen-
dete Hagebuttenmark HM O lagen keine detailierten Informationen zu den Herstellungspro-
zessen (Erhitzung etc.) vor. Dadurch entstand die Uberlegung, dass moglicherweise das
Hagebuttenmark erhitzt werden muss, um die Verfiigbarkeit des Lycopins durch Zellwand-
zerstorung und Carotinoid-Protein-Komplex-Spaltung zu erméglichen. Dies wurde in einer

nachfolgenden Humanstudie (Hagebutten-Interventionsstudie II) getestet.

Im Gegensatz zum Lycopin war das im Hagebuttenmark enthaltene Rubixanthin gut biover-
fiigbar, was im signifikanten Anstieg der Plasmagehalte an Rubixanthin wéihrend der
Supplementationsphase eindeutig zu erkennen war. Rubixanthin ist ein spezielles Hage-
buttencarotinoid und kommt in anderen Pflanzen nicht vor. Demzufolge wurde vor Beginn
der Supplementation im Plasma der Probanden kein Rubixanthin detektiert. Die tdgliche
Aufnahme des Hagebuttenmarks, welches sehr geringe Mengen Rubixanthin enthielt (unter
Bestimmungsgrenze), fithrte deshalb auch bei allen Probanden zu einer geringen, jedoch

signifikanten Zunahme der Plasmagehalte an Rubixanthin.

Die Vitamin-C-Konzentrationen im Plasma dnderten sich wéhrend der zweiwdchigen lyco-
pinarmen Erndhrung (Vitamin-C-Abnahme) sowie wihrend der Aufnahme von Hagebutten-
mark (Vitamin-C-Zunahme) im Plasma der Probanden der Hagebutten-Interventionsstudie I
signifikant. Die Abnahme wihrend der Auswaschphase kam dadurch zu Stande, dass die
Probanden aufgrund des Verzichts der Aufnahme von lycopinhaltigen Lebensmittel wihrend
der Studiendauer allgemein weniger Obst und Gemiise und somit auch weniger Vitamin C zu
sich nahmen. Wihrend des Konsums von Hagebuttenmark waren aufgrund seines hohen
Vitamin-C-Gehaltes (172 = 12 mg/100 g) schon nach einer Woche signifikante Anstiege der

Vitamin-C-Level im Plasma der Probanden zu beobachten.
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5.3.3.2 Hagebutten-Interventionsstudie II

Da die Aufnahme von lycopinhaltigem Hagebuttenmark in der Hagebutten-Interventions-
studie I keinen Einfluss auf den Lycopinplasmaspiegel zeigte, wurde eine vergleichbare,
zweite Humanstudie durchgefiihrt, in der die Probanden ebenfalls Hagebuttenmark verzehr-
ten, welches jedoch unterschiedlichen Erhitzungsprozessen unterzogen wurde (sieche Kapitel

3.3.3).

In der Hagebutten-Interventionsstudie II waren in Bezug auf die Plasmagehalte an Rubi-
xanthin und Vitamin C bei allen Probanden die gleichen Effekte wie in der Hagebutten-

Interventionsstudie I zu beobachten.

Wihrend der Aufnahme der Hagebuttenmarkmuster HM A und HM B nahmen die Plas-
maspiegel an (Gesamt)-Lycopin analog zur ersten Studie erstaunlicherweise ebenfalls nicht
zu. Jedoch konnten im Gegensatz zur Hagebutten-Interventionsstudie I auch keine signifi-
kanten Abnahmen der Lycopingehalte festgestellt werden. Diese Beobachtungen zeigten,
dass die Erhitzung des Hagebuttenmarks eine geringfiigige Erhohung der Lycopinbioverfiig-
barkeit zur Folge hatte, denn wiirde kein Lycopin aus dem Hagebuttenmark aufgenommen,
sdnken die Lycopinlevel aufgrund des auch fehlenden Verzehrs anderen lycopinhaltiger
Lebensmittel weiter ab. Jedoch wird Lycopin auch aus diesen zwei Arten von Hagebutten-
mark im Vergleich zu anderen Lebensmitteln wie Tomaten, Tomatenprodukte, Wassermelo-
nen etc. (siche auch Tabelle 9) nur in sehr geringem MaBle vom menschlichen Korper absor-
biert. Ein Grund fiir die geringe Bioverfiigbarkeit aus Hagebuttenmark konnten die hohen
Ballaststoffgehalte (etwa 3,5 g/100 g) der Produkte sein. Vergleichbar dazu beobachtete Hor-
vitz et al. in einer Humanstudie eine geringe Lycopin-Bioverfiigbarkeit aus lycopinhaltigen
Karotten begriindet in Menge und Art der Ballaststoffe in diesen Pflanzen (Horvitz et al.,
2004). Eine verringerte Bioverfiigbarkeit von Carotinoiden aufgrund von Ballaststoffwirkun-
gen wurde auch in einer Vielzahl weiterer Studien (Rock & Swendseid, 1992; Hoffmann et
al., 1999; Riedl et al., 1999) beobachtet. Ein anderer Grund der niedrigen Verfiigbarkeit
konnte sein, dass die Probanden das Hagebuttenmark in den meisten Féllen zusammen mit
Milchprodukten (Milch, Joghurt etc.) verzehrten. Moglicherweise bildete Lycopin mit den
Milchproteinen Carotinoid-Protein-Komplexe, die wihrend der Verdauung schlecht gespal-
ten werden konnten. Kontrovers zu dieser Hypothese waren jedoch Untersuchungen von
Richelle et al., die einen Anstieg der Lycopinspiegel nach dem Verzehr von Supplementen

namens Lacto-Lycopin (Lycopin in Molkenprotein eingeschlossen) beobachteten (Richelle ef
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al., 2002). Breithaupt et al. zeigten weiterhin in einer Humanstudie, dass B-Cryptoxanthin
auch beim gleichzeitigen Verzehr von B-Cryptoxanthin-haltigen Papajas und Milchprodukten
gut vom menschlichen Korper absorbiert wurde. Dabei ist jedoch zu bedenken, dass -Cryp-
toxanthin im Vergleich zu Lycopin polarer ist und demzufolge etwas anderen Absorptions-
vorgingen unterliegt. Die geringfiigig unterschiedlichen Polaritdten von Carotinoiden konnen
auch der Grund fiir die voneinander abweichenden Verfiigbarkeiten von Lycopin und Rubi-

xanthin (polarer als Lycopin) aus Hagebuttenmark sein.

Bei der Untersuchung des verwendeten Hagebuttenmarks in einem ,,in-vitro-Verdauungsmo-
dell”, in dem die Absorption von lipophilen Mikrondhrstoffen aus Lebensmitteln simuliert
und die anschlieende Aufnahme dieser in Mizellen erfasst wird, wurde eine Absorptionsrate
von 0,30+ 0,11 % ermittelt (Hohbein, 2007). Im Vergleich dazu beobachten Reboul et al.
unter Verwendung des gleichen in-vitro-Modells bei rohen Tomaten eine Aufnahme von
0,10 £0,05 % und bei verarbeiteten Tomaten 1,60 = 0,22 % (Reboul et al., 2006). Diese
Ergebnisse geben ebenfalls einen Hinweis darauf, dass Lycopin aus erhitztem Hage-
buttenmark in geringen Mengen aufgenommen wird, jedoch sind solche in-vitro-Befunde

nicht immer direkt auf die in-vivo-Situationen iibertragbar.

5.3.4 Kinetik-Pilotstudien

5.3.4.1 Kinetik-Pilotstudien

Bis heute wurden nur wenige absorptionskinetische Untersuchungen mit Lycopin, vor allem
im Hinblick auf die verschiedene Lycopinisomere, durchgefiihrt. Zu anderen Carotinoiden,
wie beispielsweise 3-Carotin oder Lutein, liegen absorptionskinetische Daten vor, welche je-
doch aufgrund der unterschiedlichen Eigenschaften der Carotinoide (speziell der Polaritit)
nicht direkt auf Lycopin iibertragbar sind. Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus Tierstudien
auf den Menschen ist auch nicht unbedingt gegeben. Eine Zusammenstellung bisher publi-

zierter Studien zu diesem Thema ist in der Tabelle 24 zu finden.
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Tabelle 24: Zusammenstellung publizierter absorptionskinetischer Untersuchungen zu Carotinoiden

. Untersuchte Carotinoid- Untersuchungs- Zeltl?unkt der A
Literatur Carotinoide dosis medium Maximalkonzentration im
Untersuchungsmedium
. 1 . LDL, HDL, .
(Kiibler, 1989) Canthaxanthin 150 mg CHYL+VLDL Canthaxanthin: 3 hund 8 h
(Oshima et al., Capsanthin 16,2 mg Plasma Capsanthin: 8 h
1997)! Lycopin 100 mg Lycopin:12 - 14 h
(1(9}3;t)nler etal., Lycopin 25 mg TLR-Fraktion® Lycopin: 5-6h
(1J909h7n)slo netal, Lycopin 60 mg Plasma Lycopin: ~5h
N B-Carotin B-Carotin: 3-5h
(T?lgiﬁiﬁ 1og)  Lutein 30 — 40 mg TLR-Fraktio®  Lutein: 2 h
’ Lycopin Lycopin: 4 -6 h
B-Carotin 15 mg B-Carotin: 4 - 7 h
gﬁ:tdigi(;fg & van Lutein 15 mg TLR-Fraktion® Lutein: 2 und 6 h
’ Lycopin 15 mg Lycopin: 6 h
(Porrini et al., 1998)" Lycopin 16,5 mg Plasma Lycopin: 4 -8 hund 12 h
. 1 B-Carotin 0,5 umol/kg KG B-Carotin: 8 hund 24 h
(Kostic et al., 1995) Lutein 0.5 umol/kg KG Serum Lutein: 12 h
(Kurilich et al., Lutein® 18 —19 mg Plasma Lutein: 12 h
2003)’ B-Carotin® 18— 19 mg B-Carotin: 8 h und 24 h
i .5 Lycopin, Canthaxanthin:
(E/Ia{g‘;“g)% Roth et Iéiﬁ?l?;nanth'ns 200 - 600 ug Plasma -4—8h (Ratten)
ak xanti -8 — 48 h (Affen)
(Bierer et al., 1995)? Ey;“)pm 20 mg Plasma Lycopin: ~16 h (Kilber)
(2138?)/9(0 etal, Lycopin 10 - 50 mg/kg KG  Plasma Lycopin: ~15 h (Hunde)
(Gustin et al., 2004)  Lycopin 10 - 120 mg Plasma Lycopin: ~ 5 hund ~24 h

" Humanstudie, * Tierstudie, > Chylomikronen-reiche Lipoproteinfraktion, * *C-Isotopen-markiert, > "*C-Isoto-
pen-markiert

In der Kinetik-Studie I zeigten nur zwei von vier Probanden nach dem einmaligen Verzehr
von 50 mg Lycopin in Form von Tomatenmark bzw. Tomatensaft signifikante Anderungen in
den Lycopingehalten im Plasma. Aus Zeitgriinden wurde bei dieser Studie auf eine Aus-
waschphase verzichtet. Demzufolge waren die Ausgangsgehalte relativ hoch, was mogli-
cherweise eine schlechtere Lycopin-Absorptionsrate zur Folge hatte. Trotzdem gaben die
erhaltenen Daten einen Hinweis darauf, dass etwa 10 — 12 Stunden nach der Aufnahme einer
Einmaldosis an Lycopin die Lycopingehalte im Plasma anstiegen und danach wieder fielen.
Die fehlende Auswaschphase war ebenfalls der Grund, dass keine Anderungen der Lycopin-
isomerenverhiltnisse zu beobachten waren. Da die Probanden vor Beginn der Studie lyco-
pinhaltige Lebensmittel zu sich nahmen, lag mit 40 % (all-E)-Lycopin und 60 % (Z)-Lycopin
im Plasma ein Gleichgewicht zwischen den verschiedenen Isomeren vor. Diese Isomerenzu-
sammensetzung konnte beispielsweise auch in der Tomaten-Interventionsstudie (siehe Kapi-

tel 5.3.1.2) beobachtet werden. Problematisch waren bei dieser Studie die aufgrund analyti-
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scher Probleme aufgetretenen starken Abweichungen zwischen den Doppelbestimmungen
(Daten nicht gezeigt), was die Auswertung besonders in Bezug auf die Signifikanzen der An-

derungen negativ beeinflusste.

In der Kinetik-Studie II war bei drei von vier Probanden nach dem einmaligen Verzehr von
50 mg Lycopin in Form von Tomatenmark bzw. Tomatensaft eine eindeutige Plasmareaktion
in Bezug auf die Lycopingehalte zu beobachten.Wihrend der vierwochigen Auswaschphase,
in der sich die Probanden lycopinarm erndhrten, waren vergleichbar zur Tomaten-Interven-
tionsstudie eine Verringerung der Lycopinspiegel und eine Verschiebung der Lycopiniso-
merenverhiltnisse zu Gunsten der (Z)-Isomere zu beobachten. Bei drei Probanden zeigte sich
im Plasma 6 — 7 Stunden bzw. bei 8 — 10 h nach der Lycopinaufnahme ein Maximum der
(Gesamt)-Lycopinkonzentration. Nach dem Maximum fielen die Lycopingehalte und stiegen
2 — 3 Stunden spiter erneut signifikant an. Im Vergleich dazu zeigten eigene Untersuchun-
gen, dass sich der Lycopinspiegel ohne die morgendliche Aufnahme von Lycopin im Laufe
von 24 h nicht dnderte (Daten nicht gezeigt). Die beobachteten Veridnderungen nach der
Lycopinaufnahme stimmten grofBtenteils mit den publizierten Daten iiberein (siehe Tabelle
24). Andere Untersuchungen zeigten abweichend davon, dass sich die Plasmalevel an Lyco-
pin nach dem Verzehr einer einmalgen Dosis Tomatensaft bzw. anderer Tomatenprodukte
nicht dnderten (Brown et al., 1989; Stahl & Sies, 1992). Jedoch war ein Anstieg der
Lycopingehalte im Plasma nach dem einmaligen Verzehr von Tomatensaft, welcher fiir 1 h
mit 1% Maiskeimol erhitzt wurde, zu beobachten (Stahl & Sies, 1992). Da einige Probanden
eine Plasmareaktion zeigten und andere jedoch nicht, liegt die Vermutung nah, dass analog
zum PB-Carotin auch beim Lycopin moglicherweise Responder/Lowresponder/Nonresponder
zu beobachten sind (Diwadkar-Navsariwala et al., 2003). Bei den meisten Probanden trat ein
Doppelmaximum in den Lycopingehalten im Plasma auf. Das erste Maximum bei etwa
6 Stunden konnte durch den Transfer von Lycopin aus den Entherocyten der Darmschleim-
haut in die Chylomikronen des Plasma zu Stande kommen. Lycopin, welches aus dem Leber-
speicher wieder in die Lipoproteinkompartimente des Plasmas abgegeben wurde, konnte zu

dem spiter auftretenden Maximum fiihren.

Die erhohten (Gesamt)-Lycopingehalte resultierten sowohl aus steigenden Konzentrationen
an (all-E)-Lycopin als auch an (Z)-Lycopinisomeren. Vier Stunden nach dem Verzehr der
Tomatenprodukte wurden signifikante Verschiebungen der Lycopinisomerenverhiltnisse zu

Gunsten des (all-E)-Lycopins beobachtet. Nach 12 Stunden sank der prozentuale Anteil von
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(all-E)-Lycopin am (Gesamt)-Lycopin wieder und niherte sich langsam den Ausgangsbedin-

gungen.

Die Ergebnisse dieser Pilotstudie unterstiitzten die Hypothese, dass es im Korper zu einer
Isomerisierung von (Gesamt)-Lycopin kommt. Die Untersuchungen zu den Isomerenverhlt-
nissen legten die Vermutung nahe, dass diese Isomerisierung relativ schnell (nach mehreren
Stunden) erfolgt und sich nach einer gewissen Zeit ein stabiles Isomerenverhiltnis im Plasma

einstellt.

Weitere Studien sind jedoch notwendig, um diese Hypothesen eindeutig zu bestétigen. Vor-
teilhaft bei weiteren Untersuchungen wire die Messung der Lycopingehalte in der Chylo-
mikronen-reichen Lipoproteinfraktion (TLR-Fraktion), da neu absorbierte Carotinoide haupt-
sdchlich in den Chylomikronen transportiert werden. AuBlerdem ist dieses Medium sensitiver
als Plasma gegeniiber Lycopinveridnderungen infolge des Verzehrs einer Einmaldosis. Die
Plasmakonzentrationen werden dagegen nicht nur durch die neu absorbierten Carotinoide be-
einflusst, sondern auch durch den Carotinoidmetabolismus, die Gewebeverteilung bzw. den
Transfer der Carotinoide zwischen den einzelnen Lipoproteinfraktionen des Blutes. Van het
Hof et al. beobachteten im Plasma und in der TLR-Fraktion vergleichbare Lycopinverinde-
rungen, wobei die beobachteten Unterschiede in der TLR-Fraktion des Plasmas grofler waren

als im Gesamtplasma (van het Hof et al., 2000a).

5.3.5 Zusammenfassende Diskussion der Lycopin-Isomerenverteilung in

physiologischen Materialien

Ein Hauptziel der verschiedenen, durchgefiihrten Humanstudien war, durch die Untersuchung
der Lycopinisomerengehalte und -verhiltnisse weitere Erkenntnisse dariiber zu erhalten,
wieso im Gegensatz zu Lebensmitteln der Anteil der (Z)-Lycopinisomere im menschlichem
Korper so hoch ist. In den meisten Lebensmitteln kommt Lycopin zu iiber 85 % als (all-E)-
Lycopin und demzufolge zu weniger als 15 % in der (Z)-Form vor. Im menschlichen Blut
liegt dagegen der Anteil an (Z)-Lycopinisomeren iiber 50 %, im menschlichem Gewebe sogar
z. T. iiber 75 %. Hauptsichlich zwei Hypothesen sind in der Literatur als Erklarung fiir diese
Beobachtung zu finden. Zum einen wird eine bevorzugte Absorption von (Z)-Isomeren dafiir
verantwortlich gemacht, zum anderen im Korper stattfindende Isomerisierungsreaktionen. Im

nachfolgenden Kapitel werden diese und andere Hypothesen beschrieben und diskutiert.



Diskussion 145

Bevorzugte Aufnahme von (Z)-Lyocopinisomeren

Pro: Einige Autoren sahen die bevorzugte Aufnahme von (Z)-Lycopin als Grund fiir den
hoheren Anteil dieser Isomere im Vergleich zum (all-E)-Lycopin. Parker beschrieb bei-
spielsweise eine bessere Absorption der (Z)-Lycopinisomere aufgrund ihrer hoheren Polaritit
und der daraus resultierenden geringeren Neigung zur Kristallisation sowie der besseren Los-
lichkeit dieser Isomere in Lipiden im Vergleich zum (all-E)-Lycopin (Parker, 1997). Die
Arbeitsgruppe von Boileau et al. schloss sich ebenfalls dieser Hypothese an (Boileau et al.,
2000; Boileau et al., 2002). Ergebnisse aus Rattenstudien lieferten Hinweise auf eine bessere
Aufnahme der (Z)-Isomere gegeniiber (all-E)-Lycopin infolge ihrer hoheren Loslichkeit in
gemischten Mizellen, ihrer geringeren Kristallisationsneigung und/oder ihrer kiirzeren Mole-
kiillinge (da gewinkelte Struktur). Auch Re er al. vermuteten, dass neben anderen Mecha-
nismen auch die bessere Absorption der (Z)-Isomere zu den beobachteten Isomerenverhalt-
nissen im Korper fiithren (Re et al., 2001).

Contra: Sicilia et al. konnten im Gegensatz dazu bei Studien mit Kélbern keine bessere Auf-
nahme der (Z)-Lycopinisomere feststellen (Sicilia, 2004; Sicilia et al., 2005). Auch Gustin et
al. stellten keine Unterschiede in den Absorptionsraten von (all-E)-Lycopin und (Z)-Lyco-
pinisomeren im Gastrointestinal-Trakt fest (Gustin et al., 2004). Die im Vergleich zum
(all-E)-Lycopin hohen Konzentrationen an (Z)-Lycopinisomeren im Korper alleinig mit der
beschriebenen Hypothese zu begriinden scheint auSerdem nicht sinnvoll, wenn man bedenkt,
dass in den Hauptlycopinquellen des Menschen (Tomaten, Wassermelonen und Produkte

daraus) Lycopin nur zu einem geringen Anteil in der (Z)-Form vorliegt.

Isomerisierung von (all-E)-Lycopin zu (Z)-Lycopinisomeren im Gastrointestinal-Trakt

Pro: Die Umwandlung von absorbiertem (all-E)-Lycopin in unterschiedliche (Z)-Konfigura-
tionen im Gastrointestinal-Trakt infolge der Einwirkung von Magensdure und verschiedenen
Enzymen wurde als eine weitere Hypothese diskutiert. Aus eigenen Untersuchungen (Daten
nicht gezeigt) und verschiedenen weiteren in-vitro-Untersuchungen ist bekannt, dass Lycopin
mittels verschiedener Siduren isomerisiert und oxidiert werden kann (Zechmeister, 1944).
Eine Isomerisierung von aufgenommenem (all-E)-Lycopin durch im Korper vorkommende
Enzyme wire ebenfalls denkbar, jedoch wurden dazu bis heute noch keine Untersuchungen
publiziert. In Frettchen konnte nach einer oralen Aufnahme von Lycopin im Gastrointestinal-
Trakt ein Anstieg des prozentualen Anteils an (Z)-Isomeren von 6 % im Magen auf 18 % im
Dickdarm beobachtet werden. Jedoch konnte diese relativ geringe Isomerisierung nicht die in

den Darmmukosazellen vorkommenden Isomerenverhéltnisse mit etwa 60 % an (Z)-Isomeren
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erkldaren. (Boileau er al., 1999) Auch Re et al. konnten in Modellversuchen mit simuliertem
und humanem Magensaft eine Isomerisierung feststellen (Re ez al., 2001).

Contra: Untersuchungen von Tyssandier et al. widerlegten jedoch die Hypothese, dass die
hohen Konzentrationen an (Z)-Lycopinisomeren in Plasma und Gewebe durch eine Isomeri-
sierung von (all-E)-Lycopin zu Stande kommen. Sie untersuchten in einer Humanstudie, in
der Probanden Tomatenpiiree verzehrten, das Isomerenprofil des Lycopins im Magensaft, in
der Duodenum-Fliissigkeit und im Blut und beobachten keine signifikante Anderung der
Isomerenverhiltnisse in Magen oder Diinndarm wéhrend der Verdauung. (Tyssandier et al.,

2003)

Isomerisierung von (all-E)-Lycopin zu (Z)-Lyocopinisomeren beim Mukosaiibergang
bzw. bei der Chylomikronenbildung

Pro: In mehreren Publikationen wurde beschrieben, dass Lycopin in Chylomikronen iiber
50 % in der (Z)-Konfiguration vorkam. Holloway et al. untersuchten beispielsweise in einer
Humanstudie die Isomerenverteilung in verschiedenen Lipoprotein-Fraktionen des Plasmas
und fanden in den Chylomikronen ein Verhiltnis von 57 % (Z)-Lycopin zu 43 % (all-E)-
Lycopin (Holloway et al., 2000). Da, wie schon erwihnt, in Magen und Diinndarm noch
keine nennenswerte Isomerisierung stattfand und in den Chylomikronen dann aber schon
iiber 50 % des Lycopins in der (Z)-Form vorlag, wire eine Isomerisierung des aus der
Nahrung stammenden (all-E)-Lycopins nach der Aufnahme in die Mukosazellen denkbar.
Die Umwandlung konnte noch in den Mukosazellen stattfinden und/oder bei der Einbindung
in die Chylomikronen.

Contra: Abweichend davon ermittelten Gértner ef al. in Chylomikronen eine Lycopinzu-
sammensetzung von 65 % (all-E) und 35 % (Z) und vermuteten demzufolge, dass Lycopin
hautséchlich in der Form in die Chylomikronen absorbiert wurde, wie es auch im Lebens-
mittel vorlag. Eine spitere Isomerisierung im Korper fithrte dann zu dem im Serum ermittel-
ten Isomerenverhiltnis von 45 % (all-E)-Lycopin und 55 % (Z)-Lycopin. (Girtner et al.,
1997) Aus den Daten dieser Untersuchungen (5 % (5Z) in den Lebensmitteln, 35 % (5Z) in
den Chylomikronen) ldsst sich aber auch schlussfolgern, dass moglicherweise schon eine
Isomerisierung vor der Einbindung in die Chylomikronen stattfindet und/oder diese Isome-

renverhiltnisse in der bevorzugten (Z)-Lycopinaufnahme begriindet sind.

Die Untersuchung der Chylomikronen wird hiufig als eine gute Methode angesehen, um die

Isomerenverteilung nach der Absorption aus dem Darm und vor moglichen Verdnderungen in
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der Leber zu betrachten. All diese Ergebnisse sind in Bezug auf mogliche Hypothesen zur
Isomerisierung als kritisch zu betrachten, da nicht die Chylomikronen direkt, sondern die
Chylomikronen-reiche Plasmafraktion (TLR-Fraktion) untersucht wurde, deren Zusammen-
setzung von der verwendeten Methode (Bedingungen der Ultrazentrifugation) abhingt. Chy-
lomikronen haben nur eine Halbwertszeit von 5 — 30 Minuten und deshalb ist auch fraglich,
in wieweit in den untersuchten TLR-Fraktionen (siehe auch Tabelle 24) iiberhaupt noch

Chylomikronen enthalten waren.

Tomaten-Interventionsstudie

In der Tomaten-Interventionsstudie (siehe Kapitel 4.3.1.2) wurden im Plasma der Probanden
signifikante Verdnderungen der Verhiltnisse von (all-E)-Lycopin zur Summe der (Z)-Lyco-
pinisomere beobachtet. Dadurch konnten verschiedene Hypothesen zur Lycopinisomerisie-
rung aufgestellt werden, welche im Kapitel 5.3.1.2 genauer erldutert sind. Die Verschiebung
des Isomerenverhiltnisses in der Auswaschphase (lycopinarme Erndhrung) zu Gunsten der
(Z)-Isomere konnte zum einen durch eine systematische Umwandlung von (all-E)-Lycopin
zu (Z)-Lycopin im Koérper zu Stande kommen. Weiterhin wire denkbar, dass die (Z)-Isomere
eine lingere Halbwertszeit im Korper haben als das (all-E)-Lycopin. Theoretisch konnte der
steigende prozentuale Anteil an (Z)-Isomeren durch eine bevorzugte Aufnahme von (all-E)-
Lycopin ins Gewebe entstehen, wogegen jedoch die hohen (Z)-Konzentrationen im Gewebe
sprechen. Auch ein Transfer von (Z)-Lycopinisomeren aus den Geweben ins Plasma konnte

moglich sein.

Kinetik-Pilotstudien

Bei der Untersuchung des zeitlichen Verlaufes der Lycopinaufnahme ins Blut und der Verin-
derungen der Isomerenverhiltnisse nach dem Verzehr von Tomatenprodukten konnten eben-
falls interessante Verschiebungen zwischen den Isomerenanteilen beobachtet werden (siehe
Kapitel 4.3.4.). Etwa 4 Stunden nach der Lycopinaufnahme wurde eine Verschiebung der
Isomerenverhiltnisse zu Gunsten des (all-E)-Lycopins festgestellt. Der Anteil der (all-E)-
Konfiguration stieg die nichsten Stunden stetig an und sank nach etwa 12 Stunden wieder ab.
Der Anstieg sowohl des Gehaltes als auch des prozentualen Anteils an (all-E)-Lycopin kam
durch die Aufnahme dieses Isomers aus der Nahrung zu Stande. Die Verschiebung des Ver-
hiltnisses nach 12 Stunden zu Gunsten der (Z)-Isomere ldsst vermuten, dass ein Teil des auf-
genommenen (all-E)-Lycopins langsam in verschiedene (Z)-Lycopinisomere umgewandelt

wird. Diese Isomerisierung kann einerseits in der Leber bzw. auch in anderen Geweben statt-
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finden, wobei nachfolgend die gebildeten Isomere wieder ins Blut transferieren, bis sich dort
ein Gleichgewichtszustand eingestellt hat. Denkbar wire auch eine langsame Isomerisierung

des Lycopins im Blut.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass das Auftreten der hohen (Z)-Isomerenanteile
im menschlichen Korper nicht, wie hdufig beschrieben, ausschlieflich durch die bevorzugte
Absorption von (Z)-Isomeren aus der Nahrung erkldrbar ist. Wahrscheinlicher ist, dass im
menschlichen Korper eine effiziente Umwandlung von (all-E)-Lycopin zu verschiedenen (Z)-
Lycopinisomeren erfolgt. Diese Isomerisierung konnte an unterschiedlichen Stellen im Kor-
per (Mukosa, Chylomikronen, Leber, Blut, Gewebe) stattfinden, wobei bei der jetzigen Da-
tenlage keine genaueren Angaben zum wirklichen Isomerisierungsort gemacht werden kon-
nen. Zusitzlich dazu sind aber auch noch andere Mechanismen, wie der bevorzugte Abbau
von (all-E)-Lycopin im Blut, die Mobilisierung von (Z)-Isomeren aus Korperspeichern etc.
moglich. Vermutlich findet im Korper eine Kombination aus mehreren dieser Prozesse statt.
Fiir eine genaue Klidrung der im Korper stattfindenden Mechanismen der Lycopinaufnahme
und Metabolisierung sind zwingend weitere Untersuchungen notwendig. Dabei sollten
Humanstudien bevorzugt werden, da Ergebnisse aus Tier- bzw. in-vitro-Studien nicht immer
direkt auf den Menschen iibertragbar sind. Besonders Untersuchungen mit isotopen-markier-

tem Lycopin wiirden sich dabei als sinnvoll erweisen.
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6 Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Tomaten sind neben Kartoffeln das am haufigsten verzehrte Gemiise in Europa und machen
in Deutschland etwa 22 % des Gesamtgemiiseverzehrs aus. Sie enthalten neben verschiedenen
Vitaminen und Mineralstoffen auch eine Vielzahl von sekundiren Pflanzenstoffen, wie bei-
spielsweise Carotinoide und Polyphenole. Verschiedene epidemiologische Studien deuten
darauf hin, dass auch der Verzehr von Tomaten und Tomatenprodukten organspezifische,
chemopriventive Effekte auf einige Krebsarten und auf kardiovaskuldre Erkrankungen hat.
Obwohl die Mechanismen der protektiven Wirkungen bis heute nicht eindeutig geklért sind,

gibt es zahlreiche Hinweise darauf, dass ein Teil der Effekte dem Lycopin zuzuschreiben ist.

Ziel dieser Arbeit war, Untersuchungen zur Struktur und zur antioxidativen Aktivitdt ausge-
wihlter Lycopinisomere durchzufiihren, sowie Lycopingehalte und Isomerenverteilung in
verschiedenen Lebensmitteln zu ermitteln. Weiterhin sollten verschiedene Humanstudien

neue Erkenntnissse zu Bioverfiigbarkeit und Metabolisierung von Lycopin bringen.

In Lebensmitteln und Humanplasma konnten mittels Hochleistungsfliissigkeitschroma-
tographie (HPLC) mit einer analytischen Csp-Sdule (250 x 4,6 mm, 5 uym) und einem Gra-
dienten aus Methanol und tert.-Methylbutylether als mobile Phase zusétzlich zum (all-E)-Ly-
copin eine Vielzahl von geometrischen Lycopinisomeren detektiert werden. Bei den kommer-
ziell erhdltlichen Cjp-Séulen traten bei einigen Sdulentypen Probleme auf, welche Auswir-
kungen auf Reproduzierbarkeit und Trennleistung hatten. Bei der Verwendung von Sdulen
verschiedener Hersteller, aber auch zwischen unterschiedlichen Chargen eines Herstellers
wurden gravierende Unterschiede in der Trennung von Carotinoidmischungen beobachtet. Fiir
jede Sdule mussten die HPLC-Bedingungen wie Gradientenzusammensetzung, Sdulentempe-
ratur, Flussrate neu optimiert werden. Bei einigen Siulen war trotz entsprechender Anderun-
gen der HPLC-Parameter keine zufriedenstellende Trennung moglich. Problematisch war
teilweise auch das Material der verwendeten Sduleneingangsfritten bzw. Sdulenmintel. Bei
einigen Sdulen war eine Oxidation der Carotinoide in der Sédule zu beobachten, was sich

durch den Austausch dieser Teile durch inerte Kunststoffmaterialien beheben lieB3.

In der Literatur liegen nur wenige, z. T. sehr widerspriichliche Daten zur genauen Struktur
einzelner Lycopinisomere vor. Ziel war, vier (Z)-Lycopinisomere, welche auch in Lebens-
mitteln und Plasma zu finden sind, mit Hilfe von verschiedenen spektroskopischen Methoden

zu identifizieren. Dafiir wurde eine (all-E)-Lycopinlosung durch lodzugabe und UV-
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Bestrahlung isomerisiert, und die entstandene Mischung aus Lycopinisomeren und Lycopin-
abbauprodukten an einer semipriparativen Csop-Sédule (300 x 10,0 mm, 5 pum) fraktioniert. Von
den isolierten (Z)-Lycopinisomeren wurden Absorptionsspektren in verschiedenen Losungs-
mitteln aufgenommen sowie Untersuchungen mittels HPLC-MS, NMR (IH NMR, 2D NMR)
durchgefiihrt. Mit den erhaltenen Daten konnten die genauen Strukturen von zwei Mono-(Z)-
und zwei Di-(Z)-Lycopinisomeren charakterisiert werden. Damit ist erstmalig gelungen, die
(Z)-1somere (52,9°Z)-, (9Z)-, (5Z,9Z)- und (5Z)-Lycopin eindeutig zu identifizieren und den

mit einer heutzutage gingigen Cso-HPLC-Methode detektierten Peaks sicher zuzuordnen.

Die antioxidative Wirkung des Lycopins scheint eine Schliisselrolle bei der pridventiven
Wirkung des Lycopins auf den menschlichen Organismus zu spielen. Aus diesem Grund wur-
den von (all-E)-Lycopin und den vier isolierten (Z)-Lycopinisomeren mit zwei verschiedenen
Methoden (TEAC, PCL) die antioxidativen Aktivititen bestimmt. (all-E)- und (5Z)-Lycopin
zeigten vergleichbare Aktivitdten, wihrend die Isomere (52,9 Z)-, (9Z)- und (5Z,9Z)-Lycopin
signifikant hohere antioxidative Aktivitidten im Vergleich zu (all-E)-Lycopin aufwiesen. Die
hohere antioxidative Wirkung einiger (Z)-Lycopinisomere ist moglicherweise ein Grund fiir

das im menschlichen Korper verstirkte Auftreten des Lycopins in der (Z)-Konfiguration.

Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit lag auf der Untersuchung des Carotinoid-, speziell des
Lycopinprofils verschiedener Lebensmittel. Dazu wurden u. a. in verschiedenen Tomaten
und Tomatenprodukten die Carotinoidgehalte ermittelt und miteinander verglichen. Lyco-
pin in unterschiedlichen isomeren Formen und B-Carotin konnten in allen Proben detektiert
und quantifiziert werden. In Tomaten, jedoch nicht in den verarbeiteten Produkten, waren zu-
satzlich geringe Gehalte an Lutein zu finden, was die Vermutung nahe legt, dass Lutein wih-
rend der Verarbeitung leicht abgebaut wird. Die Ergebnisse zu -Carotin zeigten, dass auch
dieses Carotinoid realtiv empfindlich auf Erhitzungs- und andere Prozessschritte reagiert.
Beim Lycopin war dagegen ein etwas anderes Verhalten zu beobachten. Die durchschnitt-
lichen (Gesamt)-Lycopingehalte lagen in frischen Tomaten bei 4,1 — 13,6 mg/100 g FM, in
den verarbeiteten Tomatenprodukten bei 9,4 - 24,8 mg/100 g FM. Die durchschnittlich héhe-
ren Lycopinwerte bei den verarbeiteten Erzeugnissen kommen durch Wasserverluste und
somit Konzentrierung wihrend der Verarbeitung und moglicherweise durch Verwendung
lycopinreicher Tomatensorten als Rohmaterial zu Stande. (all-E)-Lycopin war das Haupt-
lycopinisomer in allen untersuchten Tomaten und Tomatenerzeugnissen. Wihrend der

Lebensmittelverarbeitung konnen bekannterweise cis-trans-Isomerisierungsreaktionen statt-
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finden und demzufolge auch Anderungen der biologischen Aktivitit (antioxidativen Aktivi-
tiat). Die relativen Verhiltnisse von (all-E)-Lycopin zu der Summe der (Z)-Lycopinisomere
zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Tomaten, Tomatensiften, Tomaten-
ketchups, Dosentomaten und passierten Tomaten. Der Anteil von (all-E)-Lycopin am
(Gesamt)-Lycopin betrug bei all diesen Proben iiber 90 %. Dieses Ergebnis zeigte, dass
Lycopin eingebettet in die Tomatenmatrix relativ stabil gegeniiber Isomerisierungen wihrend
der Verarbeitung ist. Bei den Tomatensaucen war dagegen mit durchschnittlich 82 % (Z)-
Isomeren ein signifikant hoherer Anteil an (Z)-Lycopin zu beobachten. Die Griinde dafiir
konnten die ldngeren Erhitzungszeiten, sowie die Anwesenheit von Speisedlen und -fetten

sein.

Neben Tomaten, enthielten auch Wassermelonen, Pink Grapefruits, Hagebutten und
Sanddorn sowie daraus hergestellte Produkte Lycopin. Obwohl die Gehalte in diesen Pro-
dukten in den meisten Fillen niedriger als die Lyopingehalte in Tomatenprodukten waren,
sind sie aufgrund der protektiven Wirkung des Lycopins und anderer Inhaltsstoffe eine inte-

ressante Alternative fiir eine gesunde, lycopinreiche Erndhrung des Menschen.

Weiterhin wurden verschiedene Humanstudien, in denen Probanden lycopinhaltige Lebens-
mittel (Tomaten, Tomatenmark, Tomatensaft, Hagebuttenmark) verzehrten, durchgefiihrt. Das
Hauptinteresse der Untersuchungen lag dabei aufgrund der unterschiedlichen antioxidativen
Aktivititen der einzelnen Lycopinisomere auf den Anderungen der Lycopinisomerenverhilt-
nisse. In der ersten Studie (Tomaten-Interventionsstudie) verzehrten 17 Probanden vier
Wochen lang tdglich 12,5 mg Lycopin in Form von Tomaten, Tomatensaft oder Tomaten-
mark. Im Vergleich dazu wurde eine Studie mit Rauchern durchgefiihrt (Raucher-Interven-
tionsstudie), welche tiglich eine vergleichbare Menge (14,1 mg) Lycopin als Tomatenmark
verzehrten. In zwei weiteren Humanstudien (Hagebutten-Interventionsstudien I und II) wur-
den die Anderungen der Carotinoidgehalte im Blutplasma von fiinf Probanden nach dem
vierwochigen tdglichen Verzehr von verschiedenen Typen Hagebuttenmark (5 mg Lycopin
pro Tag) untersucht. Vor Beginn der Interventionsphase fand jeweils eine zweiwochige Aus-
waschphase statt, um den Lycopingehalt im Plasma der Probanden zu senken. AuBerdem
sollten sich die Probanden wihrend der gesamten Studiendauer lycopinarm erndhren. Weiter-
hin wurden in zwei Pilotstudien mit jeweils vier Probanden absorptionskinetische Unter-
suchungen zum zeitlichen Verlauf der Lycopinaufnahme iiber 24 bzw. 96 Stunden nach dem

einmaligen Verzehr von Tomatensaft- bzw. Tomatenmark (50 mg Lycopin) durchgefiihrt.
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Wihrend der Auswaschphasen resultierten in allen Studien signifikante Abnahmen der
Lycopingehalte im Plasma. Wihrend in der Tomaten- und Raucher-Interventionsstudie
nach dem Verzehr der Tomatenerzeugnisse jeweils ein signifikanter Anstieg des Lycopin-
gehalts im Plasma der Probanden zu beobachten war, stieg iiberraschenderweise in den
Hagebutten-Interventionsstudien nach dem Verzehr von Hagebuttenmark der Plasmagehalt
an Lycopin nicht an. Beim Rubixanthin, einem spezifischen Rosencarotinoid, konnte im
Gegensatz zu Lycopin eine signifikante Erhohung der Gehalte im Plasma verzeichnet werden.
Die Unterschiede in der Bioverfiigbarkeit von Lycopin und Rubixanthin aus Hagebuttenmark
konnen durch die unterschiedliche Polaritit dieser beiden Carotinoide zu Stande kommen.
Der Grund fiir die geringe Aufnahme von Lycopin in den Korper konnte die hohen Ballast-
stoffgehalte der Hagebuttenprodukte oder auch die Bildung von Carotinoid-Protein-Kom-

plexen infolge des gleichzeitigen Konsums von Milchprodukten sein.

Weiterhin trat in den Humanstudien eine Verschiebungen der prozentualen Anteile von
(all-E)-Lycopin und (Z)-Isomeren am (Gesamt)-Lycopin auf. Wihrend der Auswaschphase
wurde eine signifikante Anderung der (Z)-(all-E)-Verhiltnisse von 60:40 vor der lycopin-
armen Kost auf 70:30 nach der zweiwdchigen lycopinarmen Kost beobachtet. Wihrend der
nachfolgenden Aufnahme von Tomaten und Tomatenprodukten niherte sich das Isomeren-
verhéltnis langsam wieder den Ausgangsbedingungen von 60 % (Z)-Lycopinisomere und
40 % (all-E)-Lycopin. In der Kinetik-Pilotstudie II verschob sich etwa 4 Stunden nach der
Aufnahme der Tomatenprodukte das Isomerenverhiltnis zu Gunsten des (all-E)-Lycopins.
Der Anteil der (all-E)-Konfiguration stieg die nichsten Stunden stetig an und sank nach etwa
12 Stunden wieder ab. Diese Daten lieferten wichtige Hinweise auf mogliche Vorgidnge, die

zu den hohen (Z)-Isomerenanteilen im Korper fithren konnten.

Zusammenfassend lisst sich feststellen, dass das Auftreten der hohen (Z)-Isomerenanteile im
menschlichen Korper nicht, wie hiufig beschrieben, ausschlieBlich durch die bevorzugte Ab-
sorption von (Z)-Isomeren aus der Nahrung erklarbar ist. Wahrscheinlicher ist, dass im
menschlichen Korper eine effiziente Umwandlung von (all-E)-Lycopin zu verschiedenen (Z)-
Lycopinisomeren erfolgt. Diese Isomerisierung konnte an unterschiedlichen Stellen im Kor-
per (Mukosa, Chylomikronen, Leber, Blut, Gewebe) stattfinden, wobei bei der jetzigen Da-
tenlage keine genaueren Angaben zum wirklichen Isomerisierungsort gemacht werden kon-
nen. Zusitzlich dazu sind aber auch noch andere Mechanismen, wie beispielsweise der bevor-

zugte Abbau von (all-E)-Lycopin im Blut, die Mobilisierung von (Z)-Isomeren aus Korper-
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speichern moéglich. Vermutlich findet im Korper eine Kombination aus mehreren dieser Pro-
zesse statt. Fiir eine genaue Klidrung der im Korper stattfindenden Mechanismen der Lycopin-
aufnahme und Metabolisierung sind zwingend weitere Untersuchungen notwendig. Dabei
sollten Humanstudien bevorzugt werden, da Ergebnisse aus Tier- bzw. in-vitro-Studien nicht
immer direkt auf den Menschen iibertragbar sind. Besonders Untersuchungen mit isotopen-

markiertem Lycopin wiirden sich dabei als sinnvoll erweisen.
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Anhang A1

Anhang
I ANALYSENVORSCHRIFTEN

LI Carotinoidstammlosungen

LLI Herstellung der Carotinoidstammlosungen und -standardlosungen

Gerite:
Ultraschallbad Modell Branson Ultrasonics 8210 (Branson, Soest, Niederlande)
Membranfilter 0,2 um, & 25 mm (Ref. Nr. 401306, Schleicher & Schuell, Dassel)

Reagenzien:
Carotinoidstandards:

BASF (Ludwigshafen), DSM Nutritional Products (Basel, Schweiz)

Arbeitsweise:
Alle Arbeitsschritte werden unter reduziertem Licht durchgefiihrt.

Das jeweilige Carotinoid (etwa 3 —6 mg) wird in einer Mischung aus Cyclohexan/Toluol
(4+1, v/v) im Ultraschall gelost und durch einen Membranfilter filtriert. Die so hergestellten
Stammlosungen der Carotinoide werden bei —20 °C gelagert.

Die Standardlosungen werden tédglich frisch hergestellt, indem man die Stammldsungen 1:10
bis 1:100 mit Methanol/MTBE (1+1, v/v) verdiinnt.

LLII  Photometrische Ermittlung der Konzentration der Carotinoidstammlésungen

Geriite:
Spektralphotometer: V-530 (Jasco, Gro3-Umstadt)
Quarzkiivetten, 1 cm Schichtdicke

Arbeitsweise:
Alle Arbeitsschritte werden unter reduziertem Licht durchgefiihrt.

Die Konzentrationen der Carotinoidstammlosungen werden regelmifig photometrisch ermit-
telt. Dazu werden die Stammlosungen 1:10 mit Ethanol, Hexan oder Petrolether verdiinnt und
die Extinktionen (Epler er al) bei der jeweiligen spezifischen Wellenldnge des
Absorptionsmaximums  gemessen. Die  verwendeten Losungsmittel, spezifischen
Wellenldngen und E,q, ;cm-Werte sind in Tabelle A 1 angegeben. Die Konzentrationen der
Stammlosungen werden nach folgender Formel berechnet:

C Stammissung [/100 mL] = (E * 1 g/100 mL) / E14, 1cm * Verdiinnungsfaktor (hier: 10)

C Stammlosung [Hg/mL] = (E *100 000) / El%, lecm
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Tabelle A 1: Zur photometrischen Konzentrationsbestimmung der Carotinoidlosungen verwendete
Losungsmittel, Wellenldngen und E,q, ;..-Werte der Carotinoide (Craft et al., 1988; Olmedilla et al.,
1990; Hart & Scott, 1995; Schierle et al., 1995; Britton et al., 2004)

Carotinoid Losungsmittel Amay [NM] Ei%. iem
B-apo-8 -Carotinal Ethanol 457 2640
(all-E)-Echinenon Ethanol 458 2158
(all-E)-Lutein Ethanol 445 2550
(all-E)-Zeaxanthin Ethanol 450 2540
(all-E)-Canthaxanthin Ethanol 460 2220
(all-E)-B-Cryptoxanthin Ethanol 452 2386
(all-E)-Rubixanthin Petrolether 460 2750
(all-E)-B-Carotin n-Hexan 453 2592
(15Z)-B-Carotin n-Hexan 447 1820
(13Z)-B-Carotin n-Hexan 443 2090
(9Z)-B-Carotin n-Hexan 445 2550
(all-E)-a-Carotin n-Hexan 444 2800
(all-E)-Lycopin n-Hexan 472 3450

LIl  Versuche zu Isomerisierung und Stabilitit von Lycopin

Alle Arbeitsschritte werden im vollig abgedunkelten Labor durchgefiihrt. Als einzige Licht-
quelle dient eine handelsiibliche Rotlichtlampe.

LILI  Herstellung der (all-E)-Lycopinlosung

Geriite:
Ultraschallbad Modell Sonorex RK 100 (Bandelin, Berlin)
Zentrifuge Modell Universal 30 RF (Hettich, Tuttlingen)

Reagenzien:
(all-E)-Lycopin

Arbeitsweise:

Fiir die Herstellung der Lycopinlosung wird (all-E)-Lycopin in Cyclohexan/Toluol (4+1, v/v)
mittels Ultraschall gelost und die Losung 5 Minuten bei 5 000 U/min zentrifugiert. Der Vor-
gang wird bis zum vollstindigen Auflosen des (all-E)-Lycopins wiederholt. Die Zentrifugate
werden vereinigt und die Konzentration der Lycopinldsung photometrisch bestimmt (L.LII).

LILIT Iod-Photo-Isomerisierung

siehe L.IIL.1

LILIII Isomerisierung mit unterschiedlichen Iodmengen ohne UV-Bestrahlung

Gerdiite:
Verschraubbare Zentrifugengldaser SVL 16 (16 x 100 mm), mit Schraubdeckel und PTFE-
beschichteter Gummidichtung (QVS Labortechnik, [Imenau)
Reagenzglasschiittler
Braunglas-V-Vials

Reagenzien:
Iod, kristallin (Merck, Darmstadt)
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Iodlosung (0,25 mg/mL): 25 mg Iod werden mittels Ultraschall in 100 mL n-Hexan gelost.
Stickstoff 4.6 (> 99,996 %)

Arbeitsweise:

S mL der (all-E)-Lycopinlosung werden in einem verschraubbaren Zentrifugenglas mit der
entsprechenden Menge lodlosung (0 —20 % des Carotinoidgewichtes) versetzt, geschiittelt
und 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln stehengelassen. Dann wird ein Aliquot der
isomerisierten Losung unter starkem Stickstoffstrom bis zur Trockene eingedampft und der
Riickstand in Methanol/MTBE (1+1, v/v) geldst. Diese Losung wird entsprechend verdiinnt
und in Braunglas-V-Vials zur HPLC eingesetzt.

Die Versuche wurden als Doppelbestimmung an zwei verschiedenen Tagen durchgefiihrt.

LILIV Isomerisierung mit 5 % lod und unterschiedlichen UV-Bestrahlungen

Geriite:
Quarzkiivetten, 1 cm Schichtdicke
UV-Lampe (Derma Spac Skin Imager, Avon)
Braunglas-V-Vials

Reagenzien:
- Iod, kristallin (Merck, Darmstadt)

Iodlosung (0,25 mg/mL): 25 mg Iod werden mittels Ultraschall in 100 mL n-Hexan

gelost.
Stickstoff 4.6 (> 99,996 %)

Arbeitsweise:

Je 2 mL der (all-E)-Lycopin-Lésung werden in Quarzkiivetten mit der entsprechenden Menge
Iodlosung (5 % des Carotinoidgewichts) versetzt, mittels Glasstab gemischt und die Kiivetten
durch Kiivettendeckel und zusitzlich Tesafilm verschlossen. Die Kiivetten werden unter-
schiedlich lange mit Hilfe einer UV-Lampe bestrahlt bzw. im hellen Laborlicht stehengelas-
sen. Um den Einfluss der Isomerisierungszeit auszuschlieen, werden die Kiivetten nach der
entsprechenden Bestrahlungsdauer im Dunkeln gelagert. Nach exakt 30 Minuten wird dann
ein Aliquot der isomerisierten Losung unter starkem Stickstoffstrom bis zur Trockene
eingedampft und der Riickstand in Methanol/MTBE (1+1, v/v) gelost. Diese Losung wird
entsprechend verdiinnt und in Braunglas-V-Vials zur HPLC eingesetzt.

Die Versuche wurden als Doppelbestimmung an zwei verschiedenen Tagen durchgefiihrt.

LILV HPLC fiir LILI bis LILIV

HPLC-Anlage
Siehe L.V.1

HPLC-Bedingungen (fiir Stabilititsversuche, Hagebuttenproben)
Injektionsvolumen: 50 uLL

Siehe 1.V.1, Tabelle A 6
Detektionswellenldnge: 470 nm
Saulentemperatur: 17 £ 1 °C
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oder:

Siehe L.IIL.III, Tabelle A 2
Detektionswellenldnge: 463 nm
Sédulentemperatur: 23 £ 1 °C

LILVI Stabilitit der Lycopin-Standardlosung im Autosampler

Geriite:
Siehe LILIII

Reagenzien:
(all-E)-Lycopinstammldsung (82,1 ug/mL)

Arbeitsweise:

Die Lycopinstammlésung wird 1:10 bzw. 1:100 mit Methanol/MTBE (1+1, v/v) verdiinnt und
auf mehrere Braunglas-V-Vials verteilt. Diese werden fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur im
Autosampler platziert. Stiindlich werden Aliquote daraus mittels HPLC analysiert. Die Drei-
fachbestimmung wird an drei unterschiedlichen Tagen durchgefiihrt.

HPLC-Bedingungen: siehe LIILIII

LIII Isomerenidentifizierung

LIIL.I TIod-Photo-Isomerisierung

Geriite:
Ultraschallbad Modell Sonorex RK 100 (Bandelin, Berlin)
Vakuum-Rotationsverdampfer Modell Rotavapor R-124 und Wasserbad B-480 (Biichi,
Flawil, Schweiz) mit Vakuumpumpe (Vacuubrand, Wertheim)
UV-Lampe (Derma Spac Skin Imager, Avon)

Reagenzien:
Iod, kristallin (Merck, Darmstadt)

Iodlosung (58 mg/20 mL): 58 mg Iod werden mittels Ultraschall in 20 mL n-Hexan ge-
1ost.
Stickstoff 4.6 (> 99,996 %)

Arbeitsweise:

Die zur Isomerisierung eingesetzten (all-E)-Lycopin-Losungen mit Konzentrationen von
150 - 200 ug/mL werden durch Losen von (all-E)-Lycopin in Cyclohexan/Toluol (4+1, v/v)
mittels Ultraschall hergestellt. Zu der Lycopinlosung wird eine definierte Menge Iodlosung
gegeben (etwa 5 % des Carotinoidgewichts) und 15 Minuten mit UV-Licht bestrahlt. Die
Lycopinmetabolitenmischung wird im Rotationsverdampfer bei etwa 30 °C auf 1 -2 mL
eingeengt und unter starkem Stickstoffstrom bis zur Trockene eingedampft, um das restliche
Iod vollstiandig aus der Probe zu entfernen.
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LIILII Fraktionierung der Isomere

Gerite:
Zentrifuge Modell 5415 C (Eppendorf, Hamburg)
HPLC-Pumpe Modell L-7100 (Merck, Darmstadt)
Detektor Modell Lambda 1000 (Bischoff, Leonberg)
Integrator Modell Chromatopac C-R6A (Shimadzu, Duisburg)
Préparative C;p-Sdule 5 um / 300 x 10,0 mm (YMC Europe, Schermbeck)
Vorsdule: Cig ProntoSil 120-5-C18 H 5 um / 10 x 4,0 mm (Bischoff, Leonberg)

Reagenzien:
Stickstoff 4.6 (> 99,996 %)

Arbeitsweise:

Aufgrund der geringen Stabilitdt der Lycopinisomere werden alle Schritte schnellstmoglich
unter reduziertem Licht durchgefiihrt. Die Fraktionierung der Isomere erfolgt bei Raumtempe-
ratur in einer priaparativen Csp-Sdule mit einem Gemisch aus Methanol und MTBE als mobile
Phase. Die Flussrate betrigt 4,0 mL/min, die Detektionswellenldnge 400 nm bzw. 450 nm und
das Injektionsvolumen 1 mL.

Fiir die NMR-Messung von (52,9 Z)-, (9Z)- und (5Z,9Z)-Lycopin ist eine Vorfraktionierung
notwendig, um eine ausreichende Menge des jeweiligen Isomers zu erhalten. Dafiir wird die
Metabolitenmischung in Cyclohexan/Toluol (4+1, v/v) gelost, 5 Minuten mit 14 000 U/min
zentrifugiert und in der praparativen Csp-Sdule mit Methanol/MTBE (1+1, v/v) als mobile
Phase getrennt. Die vereinigten Fraktionen, welche die drei Lycopinisomere enthalten, wer-
den unter Vakuum im Rotationsverdampfer bei Raumtemperatur eingeengt. Diese konzen-
trierte Losung ist bei -30 °C mindestens zwei Wochen stabil. Vor der Fraktionierung der ein-
zelnen Isomere wird die Isomerenmischung unter Stickstoffstrom bei Raumtemperatur bis zur
Trockene eingedampft.

Fiir die Isolierung der einzelnen Isomere wird die Lycopinmetabolitenmischung bzw. die
Isomerenmischung aus der Vorfraktionierung in mobiler Phase (Methanol/MTBE, 3+2, v/v)
gelost. Die Fraktionierung der einzelnen Isomere erfolgt mit Methanol/MTBE (3+2, v/v). Die
Eluate der isolierten Lycopinisomere werden bei Raumtemperatur unter Vakuum im Rota-
tionsverdampfer eingeengt und Losungsmittelreste unter Stickstoffstrom bei Raumtemperatur
entfernt.

LIILIII Reinheitspriifung der isolierten Isomere

Geriite:
siche I.V.I
siche LIILII

Arbeitsweise:

Die Reinheit der isolierten Lycopinisomere wird fiir die Isomere (52,9 Z)-, (9Z)- und (5Z,9Z7)-
Lycopin mit der priparativen Csp-Sdule bei Raumtemperatur mit 4 mL/min Methanol/MTBE
(3+2, v/v) und einer Detektionswellenldnge von 463 nm gepriift. Das Injektionsvolumen be-
trigt 1 mL. Die anderen Lycopinisomere werden mit einer analytischen Czo-Sédule 5 um /
250 x 4,6 mm (YMC Europe, Schermbeck) mit Methanol und MTBE (Gradient siehe nach-
folgende Tabelle) und einer Detektionswellenlidnge von 470 nm bei 23 £ 1°C untersucht. Das
Injektionsvolumen betrdgt 50 bzw. 100 uL.
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Tabelle A 2: HPLC-Gradient fiir Reinheitspriifung

Zeit [min] Methanol [ %] MTBE [%] Flussrate [mL*min'l]
0 90 10 1,3
35 55 45 1,3
45 40 60 1,3
56 40 60 1,3
60 90 10 1,3

LIILIV UV-Vis Spektroskopie

Gerite:
Photometer Jasco Modell V-530 (Jasco, Grof3-Umstadt)
Quarzkiivetten, 1 cm Schichtdicke

Arbeitsweise:
Alle Arbeitsschritte werden unter reduziertem Licht durchgefiihrt.

Die einzelnen Isomere werden direkt nach der Fraktionierung und Trocknung in n-Hexan,
Petrolether, MTBE, Ethanol, Dichlormethan oder Aceton geldst und das Absorptionsspektrum
mit folgenden Bedingungen aufgenommen:

Spektrale Bandbreite: 2,0 nm

Zeitkonstante: 0,4 sec

A-Skalierung: 20 nm/cm

Scan-Geschwindigkeit: 100 nm/min

LIIL.LV HPLC-MS-Analyse

Geriite:
HP1100 HPLC-System (Hewlett Packard, Waldbronn)
Massenspektrometer: Micromass VG platform II quadrupole mit APCI-Interface
(Manchester, UK)
C30-Sédule 5 pm /250 x 4,6 mm (YMC Europe, Schermbeck)
Vorsdule mit Cszp-Material 5 um / 10 x 4,6 mm

Arbeitsweise:

Die getrockneten Isomere werden unter Argon-Atmosphire gekiihlt transportiert und bei
-18 °C bis zur Analyse eingefroren. Fiir die Analyse werden die Lycopinisomere in Metha-
nol/MTBE (1+1, v/v) gelost. Die HPLC-Trennung erfolgt in einer analytischen Cso-Séule bei
35+ 1°C. Als mobile Phase wird ein Gradient (sieche nachfolgende Tabelle) aus
A) Methanol/MTBE/Wasser (81+15+4, v/v/v) und B) Methanol/MTBE/Wasser (6+90+4,
v/v/v) eingesetzt. Das Injektionsvolumen betrigt 20 uL.

Tabelle A 3: HPLC-Gradient fiir HPLC-MS-Analyse

Zeit [min] A %] B[%] Flussrate [mL*min'l]
0 99 1 1,0
39 44 56 1,0
45 0 100 1,0
48 0 100 1,0

52 99 1 1,0
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55 99 1 1,0

Bei der Massenspektroskopie wird im positiven Modus gearbeitet, um die Molekiilionen
[M+H]" herzustellen. Die Aufnahme der Massenspektren erfolgt im Scanbereich von
m/z = 200-1000. Die detaillierten Bedingungen fiir die MS-Detektion werden an anderer
Stelle (Breithaupt er al., 2002) angegeben. Die Datenauswertung wird mit Hilfe von der
MassLynx 3.2 Software durchgefiihrt.

LIIL.VI NMR-Analyse

Geriite:
NMR-Gerit: Unity Inova 500 MHz (Varian, Darmstadt)

Reagenzien:
CDCl; (Euriso-top, Saarbriicken)

Arbeitsweise:

Die Riickstinde der isolierten Lycopinisomere wurden zwei Stunden unter Vakuum bei
Raumtemperatur im Exikkator getrocknet, um mogliche Restfeuchtigkeit vollstindig zu ent-
fernen. Die getrockneten Isomere wurden unter Argon-Atmosphire gekiihlt transportiert und
bis zur Analyse bei —18 °C eingefroren. Fiir die NMR-Analyse wurden 160 - 290 pug der iso-
lierten Lycopinisomere in 175 pL deuterierten Chloroform (CDCls) gelost. Zur vollstandigen
Sauerstoffentfernung wurden die NMR-Losungsmittel und das Probentube mit Stickstoff
begast.

Die Aufnahme der NMR-Spektren erfolgte mittels eindimensionaler (‘H NMR) und
zweidimensionaler (gCOSY, TOCSY, TROESY) NMR-Technik. Die chemischen
Verschiebungen (8 in ppm) aus den 'H-NMR-Spektren werden mit dem Losungsmittelsignal
als Referenzsignal (CDCls, 6=7,27 ppm) angegeben. Als Interner Standard wurde TMS
(Tetramethylsilan) verwendet. Alle NMR-Messungen wurden mit Standard Varian Puls
Sequenz durchgefiihrt.

LIV  Antioxidative Aktivitit der Lycopinisomere

LIV.I Iod-Photo-Isomerisierung und Fraktionierung der Isomere

Jod-Photo-Isomerisierung
Siehe LIII.1

Fraktionierung der Isomere

Siehe LIILII

Abweichende Parameter:
Mobile Phase: Methanol/MTBE (55+45, v/v)
Die einzelnen Fraktionen werden in verschraubbaren Zentrifugenrohrchen aufgefangen,
welche 2 mL Hexan enthalten.
Die Hexanextrakte von mehreren Fraktionierungsldufen werden vereinigt und unter Va-
kuum bei Raumtemperatur im Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingedampft, der
Riickstand in einem geringen Volumen (0,75 - 1,5 mL) Hexan gelost und fiir die Rein-
heitspriifung und Konzentrationsmessung sowie antioxidative Tests eingesetzt.
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LIV.II Reinheitspriifung und Konzentrationsbestimmung der isolierten Isomere

Siehe LIILIIT
Die Quantifizierung der Lycopinisomere erfolgt mittels HPLC unter Verwendung der (all-E)-
Lycopin-Kalibrierung.

LIV.III TEAC-Test lipophil

Geriite:
Membranfilter 0,2 um, & 25 mm (Ref. Nr. 401306, Schleicher & Schuell, Dassel)
Ultraschallbad: Branson 8210 (Branson Ultrasonics B.V., Soest, Niederlande)
Spektralphotometer: Modell S 750 (Secomam, Sarcelles, Frankreich)
Kunststoffkiivetten, halbmikro, 1 cm Schichtdicke
Reagenzglasschiittler
Zentrifuge Modell 5415 C (Eppendorf, Hamburg)

Reagenzien:
- Phosphatpuffer pH 7,4: 218 mg KH,PO4 wasserfrei (oder 221 mg KH,PO, Monohydrat),

1,494 ¢ Na,HPO,4 x 2H,0 und 8,766 g NaCl werden in einem Liter destilliertem Wasser
gelost.

ABTS: 2,2°-Azinobis(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonsdure (Nr. A 1888, Sigma-Aldrich,
Taufkirchen)

ABTS-Stammlosung: Eine Spatelspitze ABTS wird in einem Becherglas in einigen Milli-
litern Phosphatpuffer gelost.

Mangandioxid - MnO, (Nr. 805958 S20766 704, Merck-Schuchardt, Hohenbrunn)
ABTS*"-Stammlosung: Ein Loffelspatel MnO, wird in ein Filterpapier gegeben und mit
einigen Millilitern Phosphatpuffer befeuchtet. Dieser Puffer wird verworfen. Dann wird
die ABTS-StammL06sung in das Filterpapier mit dem MnO, gegossen und mit einigen
Millilitern Puffer nachgewaschen. Die entstandene ABTS"*-Stamml6sung wird durch ei-
nen Membranfilter filtriert und ist mehrere Wochen in einer dunklen Flasche im Kiihl-
schrank haltbar.

Trolox®: (S)-(-)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chroman-2-carboxylic acid (Nr. 39 192-1,
Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

Trolox-Stammlosung, 2,5 mmol/L: 12,5 mg Trolox® werden in 20 mL destilliertem Was-
ser im Ultraschallbad gelost.

Arbeitsweise:

Die ABTS*-Arbeitslosung wird tiglich hergestellt indem man die ABTS""-Stammldsung
zwei Stunden vor Beginn der Messungen mit Phosphatpuffer auf eine Extinktion von ca. 0,72
einstellt (A =734 nm). Als Standard wird Trolox in Konzentrationen von 0,0125 bis
0,125 mmol/L und als Blindwert Hexan verwendet.

Zu 1 mL ABTS"*-Arbeitslosung werden 100 uL Hexan (Blindwert) bzw. Probenlésung gege-
ben, 30 Sekunden geschiittelt und 1 Minute mit 14 000 U/min zentrifugiert. Die untere blau-
griin gefirbte Phase wird in eine Kiivette iiberfiihrt und nach exakt 2 Minuten die Extinktion
bei 734 nm gemessen.

LIV.IV PCL

Geriite:
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Photochem® (Analytik Jena AG, Jena)
Reagenzglasschiittler

Reagenzien:
- ACL-Kit (Analytik Jena AG, Jena)

Reagenz 1: ACL-Diluent (Methanol-haltig), gebrauchsfertig
Reagenz 2: Puffer, gebrauchsfertig

Reagenz 3: Photosensibilisator und Detektorsubstanz (Luminol-haltig), Herstellung der

Arbeitslosung: Zugabe von 0,75 mL Reagenz 2, schiitteln und dunkel stellen
Trolox-Stammlosung (2,5 mmol/L) siehe L.IV.III

Arbeitsweise:

Als Standard wird Trolox in Konzentrationen von 50 pmol/L bis 2,5 umol/L eingesetzt. Die
Lycopinisomere werden in 25 uLL Toluol gelost, dann werden 100 uLL Methanol/MTBE (1+1,
v/v) zugesetzt und kriftig geschiittelt. Die Reagenzien werden in Reaktionsrohrchen pipettiert
und nach kurzem Mischen der Reagenzien wird die Messung gestartet. Dabei ist wichtig, dass
immer die gleiche Messdauer eingehalten wird (100 Sekunden). Die folgende Tabelle zeigt

das Pipettierschema beim PCL-Test.

Tabelle A 4: Pipettierschema beim PCL-Test

Reagenz [pL] 1 2 3 Trolox Probe
Blindwert 2300 200 25 - -
Standard 2200 200 25 100 -
Probe 2200 200 25 - 100

L.V~ Untersuchungen von Lebensmitteln
Alle Untersuchungen an Lebensmitteln wurden als Dreifachbestimmung durchgefiihrt.

ILV.I Carotinoide

Extraktion von Carotinoiden aus Lebensmitteln

Gerite:
Kiichenmaschine, hier: Moulinex Modell Multi Moulinette
Labormiihle A 10 (IKA Labortechnik, Staufen)
Homogenisierstab, hier: Ultra-Turrax Modell S25N-18G (IKA Labortechnik, Staufen)
Saugflasche
Biichnertrichter mit Satorius Nr. 1390-Filterpapier
Erlenmeyerkolben 50 mL
Braunglas-Rundkolben 250 mL
Braunglas-Spitzkolben 50 mL
Messkolben 10 mL
15 mL Zentrifugenrohrchen

Vakuum-Rotationsverdampfer Modell Rotavapor R-124 und Wasserbad B-480 (Biichi,

Flawil, Schweiz) mit Vakuumpumpe (Vacuubrand, Wertheim)
Ultraschallbad Modell Sonorex RK 100 (Bandelin, Berlin)
Zentrifuge Modell Universal 30 RF (Hettich, Tuttlingen)
Braunglas-V-Vials
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Reagenzien:
Methanol/Tetrahydrofuran (1+1, v/v), mit 0,1 % Butylhydroxytoluol (BHT)

Magnesiumhydroxidcarbonat
Stickstoff 4.6 (> 99,996 %)

Interner Standard: B-Apo-8’-carotinal bzw. Echinenon

Arbeitsweise:
Alle Arbeitsschritte erfolgen ohne lidngere Standzeiten unter reduziertem Licht.

Als Analysenprobe wird nur der essbare Anteil des Lebensmittels verwendet. Stiele, Blitter
und das Fruchtinnere (Kerne u.d.) bei den Hagebuttenproben werden vor der Zerkleinerung
entfernt. Das vorbereitete Lebensmittel wird mittels Kiichenmaschine oder Labormiihle
zerkleinert und bis zur Analyse bei —18 °C eingefroren.

Die Einwaage (1 - 2 g) wird in einem Erlenmeyerkolben mit 200 mg Magnesiumhydroxidcar-
bonat und einem Aliquot (250 - 500 uL) der Losung des internen Standards (Echinenon oder
B-Apo-8“-carotinal) versetzt. Nach Zugabe von 35 mL Methanol/THF (1+1, mit 0,1 % BHT)
wird die Probe 5 Minuten unter Kiihlung im Eisbad mit dem Ultra-Turrax homogenisiert. Der
Uberstand wird iiber den Biichnertrichter unter Vakuum filtriert. Die Extraktion mit je 35 mL
Losungsmittel und anschlieBender Filtration wird insgesamt dreimal durchgefiihrt. Die ver-
einigten Extrakte werden in braunen Rundkolben im Rotationsverdampfer unter reduziertem
Druck bei ca. 30 °C bis auf etwa 10 mL eingeengt und anschlieBend in braune 50 mL-Spitz-
kolben iiberfiihrt und bis zur Trockene eingedampft. Das Vakuum wird mit Stickstoff aufge-
hoben. Den verbleibenden Riickstand 16st man in dem Gemisch aus Methanol und Tetra-
hydrofuran (Ultraschall) und fiillt diese Losung im Messkolben auf 10,0 mL auf. Diese Lo-
sung wird gut gemischt, 5 Minuten bei 5 000 U/min (etwa 3 900 g) zentrifugiert, in Braun-
glas-V-Vials abgefiillt und zur HPCL-Analyse eingesetzt.

HPLC

HPLC-Anlage
Autosampler: AS-2000 (Merck, Darmstadt)

Pumpe: HPLC-Pumpe L-6200 (Merck, Darmstadt)
Saulenthermostat: CTO-10AC (Shimadzu, Duisburg)
Detektor: Dioden Array L-4500 (Merck, Darmstadt)

HPLC-Bedingungen (fiir Tomaten und Tomatenprodukte)
Saule: C3p Analysensdule Vertex YMC Carotinoid S-5 um / 250 x 4,6 mm (YMC Europe,
Schermbeck)
Vorsdule: Cig ProntoSil 120-5-C18 H 5 um / 10 x 4,0 mm (Bischoff, Leonberg)
Injektionsvolumen: 100 uLL
Mobile Phase: Gradientenprogramm siehe folgende Tabelle

Tabelle A 5: HPLC-Gradient fiir Tomatenproben

Zeit [min] Methanol [ %] MTBE [%] Flussrate [mL*min'l]
0 90 10 1,3
55 45 55 1,3
60 45 55 1,3
70 90 10 1,3

Sédulentemperatur: 23 £ 1 °C
Detektionswellenldnge: 450 nm
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HPLC-Bedingungen (fiir Stabilititsversuche, Hagebuttenproben)
- Séule: C3p Analysensdule Trentec 5 um / 250 x 4,6 mm (Trentec, Gerlingen)
Vorsdule: Cig ProntoSil 120-5-C18 H 5 um / 10 x 4,0 mm (Bischoff, Leonberg)
Injektionsvolumen: 50 bzw. 100 uLL
Mobile Phase: Gradientenprogramm siehe folgende Tabelle
Tabelle A 6: HPLC-Gradient fiir Hagebuttenproben
Zeit [min] Methanol [ %] MTBE [%] Flussrate [mL*min'l]
0 90 10 1,3
35 55 45 1,3
45 45 55 1,3
60 45 55 1,3
70 90 10 1,3

Saulentemperatur: 17 £ 1 °C
Detektionswellenldnge: 450 bzw. 470 nm

Carotinoidstandards:

Die Carotinoidstammlsungen werden fiir die Herstellung der Standardmischungen 1:10 bzw.
1:50 mit Methanol/MTBE (1+1, v/v) verdiinnt. Die verwendeten Standardmischungen sind in
der nachfolgenden Tabelle angegeben. Fiir die Untersuchung von Tomatenprodukten werden
die Standards 1 bis 6 verwendet. Fiir die Untersuchung von Hagebuttenproben wird statt
Standard 6 Standard 7 eingesetzt.

Tabelle A 7: Carotinoid-Standardmischungen

Standard

Carotinoide

1

(all-E)-Lutein, (all-E)-Zeaxanthin, (all-E)-Canthaxanthin, (all-E)-B-Cryptoxanthin,
B-apo-8“-Carotenal, (15Z)-B-Carotin, (13Z)-f-Carotin, (all-E)-o-Carotin, (all-E)-B-
Carotin, (9Z)-B-Carotin, (all-E)-Lycopin

(all-E)-Lutein, B-apo-8 -Carotinal, (all-E)-B-Carotin

(all-E)-Zeaxanthin, (9Z)-B-Carotin, (all-E)-o-Carotin

(all-E)-B-Cryptoxanthin, (15Z)-3-Carotin

(all-E)-Canthaxanthin, (13Z)-B-Carotin

(all-E)-Lycopin

N[N

(all-E)-Lycopin, (all-E)-Rubixanthin

LV.II Tocopherole, Tocotrienole

Extraktion von Tocopherolen, Tocotrienolen aus Lebensmitteln

Geriite:
Verschraubbare Zentrifugengldaser SLV 16 (16 x 100 mm), mit Schraubdeckel und PTFE-
beschichteter Gummidichtung (Pyrex, QVS Labortechnik, [lmenau)

Reagenzglasschiittler

Zentrifuge Modell Universal 30 RF (Hettich, Tuttlingen)

Zentrifuge Modell 5415 C (Eppendorf, Hamburg)

Vakuum-Rotationsverdampfer Modell Rotavapor R-124 und Wasserbad B-480 (Biichi,
Flawil, Schweiz) mit Vakuumpumpe (Vacuubrand, Wertheim)

Ultraschallbad Modell Sonorex RK 100 (Bandelin, Berlin)

Braunglas-V-Vials
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Arbeitsweise:

Etwa 2 g Probenmaterial werden in verschraubbare Zentrifugenglédser eingewogen, mit 1 mL
Wasser versetzt und 30 Sekunden geschiittelt. AnschlieBend werden nacheinander 1 mL
Ethanol, 1 mL MTBE und 1 mL Petrolether hinzugegeben. Nach jedem Zusatz wird
30 Sekunden lang geschiittelt. Zur Phasentrennung wird 5 Minuten bei 5 000 U/min zentrifu-
giert. Die organische Phase wird abgenommen und in einen Spitzkolben iiberfiihrt. Die Ex-
traktion mit 1 mL MTBE und 1 mL Petrolether wird zweimal wiederholt. Die vereinigten
organischen Phasen werden unter Vakuum bei ca. 30 °C im Rotationsverdampfer bis zur
Trockene eingeengt. Der Riickstand wird mit 2 mL mobiler Phase (n-Hexan/MTBE, 96+4,
v/v) versetzt und mittels Ultraschall gelost. Die erhaltene Losung wird 5 Minuten bei
14 000 U/min zentrifugiert und in Vials iiberfiihrt.

HPLC

Standards
o, B-, ¥-, 0-Tocopherol: Calbiochem (Nr. 613424, Calbiochem, Darmstadt)
o, B-, ¥-, 8-Tocotrienol: Calbiochem (Nr. 613432, Calbiochem, Darmstadt)

Standardlosungen werden tédglich aus Tocopherol- und Tocotrienol-Stammlosungen
(1 mg/mL in n-Hexan) durch Verdiinnung (1:200 bis 1:5 000) mit n-Hexan hergestellt.

HPLC-Anlage
- Autosampler: AS-2000 (Merck, Darmstadt)

Pumpe: HPLC-Pumpe L-6200 (Merck, Darmstadt)
Sdulenthermostat: L-5025 (Merck, Darmstadt)

Detektor: Fluorescence-Detektor F1080 (Merck, Darmstadt)
Integrator: C-R6A Chromatopac (Shimadzu, Duisburg)

HPLC-Bedingungen
Saule: Eurospher 100 DIOL 7 um /250 x 4,0 mm
Injektionsvolumen: 100 uLL
Mobile Phase: n-Hexan/MTBE (96+4, v/v)
Flussrate: 1,5 mL/min
Saulentemperatur: 50 °C
Detektion: Fluoreszenz (Anregungswellenldnge: 292 nm, Emissionswellenlidnge: 330 nm)
Injektionsvolumen: 20 uLL

LV.III Vitamin C

Extraktion von Vitamin C aus Lebensmitteln

Gerite:
Zentrifuge Modell Universal 30 RF (Hettich, Tuttlingen)
Zentrifuge Modell 5415 C (Eppendorf, Hamburg)
Reagenzglasschiittler

Reagenzien:
meta-Phosphorsiure (4,5 %ig in Wasser)
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Arbeitsweise:

Die Probe (200 mg bis 3 g) wird in verschraubbare Zentrifugenrohrchen eingewogen, mit
5 mL meta-Phosphorsédure versetzt, 30 Sekunden geschiittelt und zentrifugiert (5 min bei
5 000 U/min). Die Extraktion wird zweimal wiederholt. Die vereinigten Extrakte werden auf
ein entsprechendes Volumen (5 - 20 mL) mit meta-Phosphorsidure aufgefiillt. Die Losung
wird in Reaktionsgefidf3e iiberfiihrt und 5 Minuten bei 14 000 U/min zentrifugiert und photo-
metrisch gemessen.

Photometrische Messung

Geriite:
Eisbad
Thermoschiittler (Eppendorf, Hamburg)
Spektralphotometer Modell S 750 (Secomam, Sarcelles, Frankreich)
Kunststoffkiivetten, halbmikro, 1 cm Schichtdicke

Reagenzien:
- 9 N Schwefelsdure: 3 Volumenteile dest. HO + 1 Volumenteil konz. H,SO4 werden ge-

mischt.

2,4-Dinitrophenylhydrazin-Losung: 220 mg 2,4-Dinitrophenylhydrazin werden in 10 mL
H,SO, gelost und filtriert.

Trichloressigsidure (TCA): 5 g TCA werden in 100 mL dest. H,O gelost (5 g/100 mL).
Messschwefelsdure: Zu 100 mL Wasser werden 875 mL konz. H,SO4 gegeben und auf
1 Liter mit destilliertem Wasser aufgefiillt.

Thioharnstoff-Losung (5 g/100 mL): 5 g Thioharnstoff werden in 20 mL dest. H,O gelost
und auf 100 mL aufgefiillt.

Kupfersulfat-Losung: 0,6 g CuSO4x 5 H,O werden in 100 mL destilliertem Wasser ge-
16st.

DNP-Reagenz: 1 Volumenteil Thioharnstoff-Losung (0,1 mL), 1 Volumenteil CuSO4-
Losung (0,1 mL) und 20 Volumenteile Dinitrophenylhydrazin-Losung (2 mL) werden
gemischt.

Ascorbinsdure-Stammldsung (1 mg/mL): 50 mg Ascorbinsdure werden in 50 mL TCA
gelost.

Ascorbinsdure-Standardldsungen: 2, 6, 12, 20 ug/mL (tiglich frisch herstellen).

Arbeitsweise:

Zu 300 uL TCA werden 200 uL Standardlésung (fiir Kalibrierung), Probe oder destilliertes
Wasser (Blindwert) gegeben. Nach kurzem Mischen wird der Ansatz fiir 5 Minuten bei
12 000 U/min zentrifugiert. 300 uL des Uberstandes werden abgenommen, mit 100 uL. DNP-
Reagenz versetzt und kriftig gemischt. Der Ansatz wird eine Stunde auf dem Thermoschiittler
bei 60 °C temperiert. Nach 5 min Abkiihlung im Eisbad wird 400 uLL Messschwefelsdure zu-
gegeben. Der Ansatz wird kriftig gemischt, 20 Minuten im Dunkeln stehen gelassen und
photometrisch bei 520 nm gemessen. Alle Messungen werden mindestens als Doppelbestim-
mung durchgefiihrt.

I.VI Humanstudien

L.VLI Aufarbeitung der Blutproben

Geriite:
Zentrifuge Modell Universal 30 RF (Hettich, Tuttlingen)
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Reaktionsgefile 1,5 mL
Reagenzglasschiittler

Arbeitsweise:

Die Entnahme der Blutproben erfolgte in der Regel niichtern morgens zwischen 7 und 9 Uhr.
Das Blut wird in Kalium-EDTA-beschichtete bzw. Lithium-Heparin-beschichtete Rohrchen
entnommen und sorgfiltig gemischt. Die Monovetten werden bei 5 000 U/min fiir 10 Minuten
bei 5 °C zentrifugiert. Aliquote des Blutplasmas werden anschlieBend in Reaktionsgefidle
abgefiillt und bis zur Analyse bei -80 °C gelagert. Fiir die Ascorbinsdure-Analytik werden die
Plasmaproben vor dem Einfrieren mit Trichloressigsdure stabilisiert (200 uL. Plasma +
300 uL Trichloressigsdure).

LVLII Carotinoide

Extraktion aus dem Plasma

Geriite:
Reaktionsgefilie
Reagenzglasschiittler
Zentrifuge Modell 5415 C (Eppendorf, Hamburg)

Reagenzien:
- Interner Standard Echinenon

n-Hexan mit 0,1 % BHT
Methanol/MTBE (1+1, v/v)
Stickstoff 4.6 (> 99,996%)
Carotinoidstandards: siehe L.I.I

Arbeitsweise:
Alle Arbeitsschritte erfolgen ohne ldngere Standzeiten unter reduziertem Licht. Alle Proben-
aufarbeitungen werden mindestens als Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

Zu je 500 uL. Plasma werden 500 uL ethanolische Echinenonlésung (50 uL Echinenon-
Stammlosung in 10 mL Ethanol) zugegeben und fiir 30 Sekunden auf dem Reagenzglas-
schiittler gemischt. Dann werden 250 uL. Hexan zugegeben, 60 Sekunden geschiittelt und
2 Minuten mit 14 000 U/min (etwa 20 000 G) zentrifugiert. Die organische Phase wird in ein
zweites Reaktionsgefidl gegeben. Die Extraktion mit 250 uL Hexan wird noch zweimal
durchgefiihrt. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Stickstoff bei 30 £ 1 °C abge-
blasen. Der Riickstand wird in 250 uL. Methanol/MTBE (1+1, v/v) gelost, 4 Minuten bei
14 000 U/min (etwa 3 900 g) zentrifugiert, in Braunglas-V-Vials abgefiillt und zur HPCL-
Analyse eingesetzt.

HPLC

HPLC-Anlage
Siehe IL.V.I

HPLC-Bedingungen (Tomaten-Interventionsstudie)
Séule: C3p Analysensdule Vertex YMC Carotinoid S-5 pm / 250 x 4,6 mm (YMC Europe,
Schermbeck)
Vorsdule: Cig ProntoSil 120-5-C18 H 5 um / 10 x 4,0 mm (Bischoff, Leonberg)
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Injektionsvolumen: 100 uLL
Mobile Phase: Gradientenprogramm siehe folgende Tabelle

Tabelle A 8: HPLC-Gradient fiir Tomaten-Interventionsstudie

Zeit [min] Methanol [ %] MTBE [%] Flussrate [mL*min'l]
0 90 10 1,3
55 45 55 1,3
60 45 55 1,3
70 10 90 1,3

Sédulentemperatur: 23 £ 1 °C

Detektionswellenldnge: 450 nm

Siehe Tabelle A 7: Standards 1 - 6 (Stammldsungen 1:100 mit Methanol/MTBE, 1+1, v/v
verdiinnt)

HPLC-Bedingungen (Raucher-Interventionsstudie)
Saule: C3p Analysensdule Vertex YMC Carotinoid S-5 um / 250 x 4,6 mm (YMC Europe,
Schermbeck)
Vorsdule: Cig ProntoSil 120-5-C18 H 5 um / 10 x 4,0 mm (Bischoff, Leonberg)
Injektionsvolumen: 100 uLL
Mobile Phase: Gradientenprogramm siehe folgende Tabelle

Tabelle A 9: HPLC-Gradient fiir Raucher-Interventionsstudie

Zeit [min] Methanol [ %] MTBE [%] Flussrate [mL*min'l]
0 90 10 0,9
25 60 40 0,9
35 45 55 0,9
50 45 55 0,9
60 10 90 0,9

Sédulentemperatur: 23 £ 1 °C

Detektionswellenldnge: 470 nm
Siehe Tabelle A 7: Standards 1 -6 (Stammlosungen 1:100 mit Methanol/MTBE, 1+1, v/v
verdiinnt)

HPL.C-Bedingungen (fiir Hagebutten-Interventionsstudie 1)
Saule: C3p Analysensdule Trentec 5 um / 250 x 4,6 mm (Trentec, Gerlingen)
Vorsdule: C;g ProntoSil 120-5-C18 H 5 um / 10 x 4,0 mm (Bischoff, Leonberg)
Injektionsvolumen: 100 uL
Mobile Phase: Gradientenprogramm siehe folgende Tabelle

Tabelle A 10: HPLC-Gradient fiir Hagebutten-Interventionsstudie I

Zeit [min] Methanol [ %] MTBE [%] Flussrate [mL*min'l]
0 90 10 1,3
35 55 45 1,3
45 45 55 1,3
60 45 55 1,3
70 90 10 1,3

Saulentemperatur: 17 £ 1 °C

Detektionswellenldnge: 470 nm

Siehe Tabelle A 7: Standards 1 -5, 7 (Stammlosungen 1:100 mit Methanol/MTBE, 1+1,
v/v verdiinnt)
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HPLC-Bedingungen (fiir Kinetikstudie und Raucher-Interventionsstudie)
Sdule: Analysensdule Vertex YMC Carotinoid S-3 pm / 150 x 4,6 mm (YMC Europe,
Schermbeck)
Vorsédule: C;g ProntoSil 120-5-C18 H 5 um / 10 x 4,0 mm (Bischoff, Leonberg)
Injektionsvolumen: 100 uL
Mobile Phase: Gradientenprogramm siehe folgende Tabelle

Tabelle A 11: HPLC-Gradient fiir Kinetikstudien

Zeit [min] Methanol [ %] MTBE [%] Flussrate [mL*min'l]
0 90 10 0,9
25 60 40 0,9
35 45 55 0,9
50 45 55 0,9
55 90 10 0,9
60 90 10 0,9

Sédulentemperatur: 23 £ 1 °C

Detektionswellenldnge: 470 nm

Siehe Tabelle A 7: Standards 1-6 (Stammldsungen 1:100 mit Methanol/MTBE, 1+1, v/v
verdiinnt)

L.VLIII Tocopherole, Tocotrienole

Extraktion aus dem Plasma

Geriite:
Reagenzglasschiittler
Zentrifuge Modell 5415 C (Eppendorf, Hamburg)

Reagenzien:
Ethanol mit 0,1 % BHT

Stickstoff 4.6 (> 99,996%)

Arbeitsweise:

500 uL Plasma werden mit 400 uL Ethanol (enthilt 0,1% BHT) 30 Sekunden geschiittelt, mit
400 uL n-Hexan versetzt, fiir eine Minute kriftig geschiittelt und 4 Minuten bei 14 000 U/min
zentrifugiert. Die obere, organische Phase wird in ein zweites Reaktionsgefif} {iberfiihrt. Die
Extraktion mit 400 uL n-Hexan wird noch zweimal wiederholt und die vereinigten Hexanpha-
sen werden dann unter Stickstoff bei 30 + 1 °C getrocknet. Der Riickstand wird in 1 mL mo-
biler Phase (n-Hexan/MTBE, 96+4, v/v) gelost, geschiittelt, zentrifugiert (14 000 U/min,
4 min) und der HPLC-Analyse zugefiihrt.

HPLC

HPLC-Anlage
Siehe I.V.II

HPLC-Bedingungen
Siehe LV.II

I.VLIV Vitamin C

Geriite:
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Siehe .V.III

Reagenzien:
Siehe 1.V.II1

Arbeitsweise:
Siehe 1.V .II1

Das Plasma wird vor dem Einfrieren mit Trichloressigsdure stabilisiert (sieche 1. VLI).

LVLV Triglyceride

Geriite:
Reagenzglasschiittler
Spektralphotometer Modell S 750 (Secomam, Sarcelles, Frankreich)
Kunststoffkiivetten, halbmikro, 1 cm Schichtdicke

Reagenzien:
Reagenzienlosung zur Bestimmung der Triglyceride im Plasma (Roche Diagnostics

GmbH, Mannheim)

Arbeitsweise:

1 mL Reagenzienldsung wird mit 10 uL Plasma (Probe) bzw. 10 uL destilliertem Wasser
(Blindwert) gemischt, 5 min bei 37 °C inkubiert und dann innerhalb von 30 Minuten photo-
metrisch (Probe gegen Blindwert) bei 546 nm gemessen. Die Triglycerid-Konzentration wird
nach folgender Formel ermittelt:

C [mg/dL] = 1496 *E Probe (1496 =C Standard/E Standard)

I.VL.VI Okxidiertes bzw. reduziertes Glutathion

Geriite:
Homogenisator (B. Braun Melsungen AG, Melsungen)
Teflonkolben (B. Braun Melsungen AG, Melsungen)
Kiihlzentrifuge 5403 (Eppendorf, Hamburg)
Einwegkiivetten, Schichtdicke 1 cm
Spektralphotometer Modell Spekol 1 100 (Carl Zeiss, Jena)

Reagenzien:
- GSH: reduziertes Glutathion (Serva Feinbiochemica, Heidelberg)

GSSG: oxidiertes Glutathion (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

Puffer A: 8,9 g Na,HPO, * 2 H,O werden in 500 mL bidestilliertem Wasser gelost. 0,93 g
EDTA und 0,69 g NaH,PO, werden unter Riihren in 50 mL bidestilliertem Wasser gelost.
Beide Losungen werden vereinigt und soviel EDTA zugegeben bis ein pH-Wert von 8,0
erreicht ist.

Puffer B: 35,6 g Na,HPO, in 1000 mL bidestilliertem Wasser 16sen. 1,86 g EDTA und
2,76 g NaH,PO, werden unter Riihren in 100 mL bidestilliertem Wasser gelost. Beide Lo-
sungen werden vereinigt und soviel EDTA zugegeben bis ein pH-Wert von 8,0 erreicht ist.
Meta-Phosphorsaure (25 %, w/w)
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Ellmanreagenz (0,01 M): 5,57-Dithio-bis(2-nitrobenzoesdure) (Fluka Chemical AG,
Buchs, Schweiz) wird in Puffer A gelost.

Puffer-Sdure-Gemisch: 0,9 % NaCl-Losung, 25 %ige meta-Phosphorsdure und Puffer B
werden gemischt (1+4+11, v/v/v).

GSH-GSSG-Stammlosung: 26 mg GSH und 5 mg GSSG werden in 50 mL Puffer-Siure-
Gemisch gelost.

0,1 N NaOH-Lo6sung

N-Ethylmaleinimid (Merck, Darmstadt)

o-Phtaldialdehyd (Fluka Chemical AG, Buchs, Schweiz)

Arbeitsweise:

Fiir die Bestimmung wird Vollblut (Lithium-Heparin-beschichtete Monovetten) verwendet.
I mL Blut wird mit 1 mL Puffer B mittels eines Homogenisators in Teflonkolben homogeni-
siert. Ab diesem Zeitpunkt werden die Proben stets im Eisbad gekiihlt. 0,2 mL des Homogeni-
sats werden zu 1 mL Puffer B und 0,4 mL meta-Phosphorsidure gegeben, gemischt und bei
0 °C fiir 30 Minuten mit 12 000 g zentrifugiert. Der Uberstand wird fiir die Bestimmung des
Glutathiongehaltes in oxidierter und reduzierter Form eingesetzt. Fiir beide Analysen wird
dieselbe Stammlosung zur Kalibrierung verwendet, welche mit dem Puffer-Sdure-Gemisch
wie folgt verdiinnt wird:

- fir GSH-Bestimmung: 50, 100, 150, 200, 250 ug GSH/mL

- fiir GSSG-Bestimmung: 5, 10, 15, 20, 25 ug GSSG/mL

Bei beiden Analysen wird als Blindwert das Puffer-Sdure-Gemisch verwendet.

Fiir die GSH-Bestimmung werden 0,2 mL Probeniiberstand (auf Eis) mit 0,7 mL Puffer B und
0,1 mL Ellmanreagenz versetzt, geschiittelt und mit 6 100 g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Von
der Kalibrierlosung werden jeweils 0,1 mL mit 0,8 mL Puffer B und 0,1 mL Ellmanreagens
versetzt und ebenso behandelt. Die Messung erfolgt nach Uberfiihrung der Uberstinde in Kii-
vetten bei 412 nm gegen den Blindwert.

Fiir die GSSG-Bestimmung werden von den Probeniiberstinden und den Kalibrierlosungen
jeweils 0,5 mL mit 0,2 mL N-Ethylmaleinimid versetzt und 30 Minuten im Eisbad inkubiert.
Nach der Zugabe von 2,3 mL NaOH-Losung werden zu 1 mL des Gemisches 1,8 mL NaOH-
Losung und 0,2 mL o-Phtaldialdehyd zugegeben und nach Mischung und 15 Minuten Inku-
bationszeit fluorimetrisch (Anregung 350 nm, Messung 430 nm) gemessen.

Die Berechnungen der GSH- bzw. GSSG-Gehalte erfolgen nach folgenden Gleichungen:
¢ gsu [umol/L Vollblut] =((AE-O k) / Akk) *Fv

¢ gssg [umol/L Vollblut] = (AT-Okk)/ Akx) *Fv
mit:

A E = Extinktion Probe — Extinktion Leerwert

A 1= Emission Probe — Emission Leerwert

O kk = Ordinatenschnittpunkt der Kalibriergeraden
A kk = Anstieg der Kalibrierkurve

F v = Verdiinnungsfaktor

L.VL.VII Lipidperoxidationsprodukte (TBARS)

Gerdiite:
Zentrifuge: Megafuge 10 (Heraeus Instruments, Hanau)
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Wasserbad
Spektrofluorometer RF-1502 (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Reagenzien:
- physiologische Kochsalzlosung (0,9%ige wissrige NaCl-Losung)

"1 N H,SO,4-Losung

10%i1ge wissrige Phosphorwolframséure

Tetramethoxypropan-Stammlosung (0,25 mmol/L): 1,1,3,3-Tetramethoxypropan (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen) wird in bidestilliertem Wasser gelost.

Thiobarbitursidurereagenz:

0,67 %ige (w/w) Thiobarbitursdureldosung: Thiobarbitursidure in einer Mischung aus bi-
destilliertem Wasser und Eisessig (1+1, v/v)

n-Butanol

Arbeitsweise:

0,1 mL Vollblut und 1,0 mL physiologische Kochsalzlosung werden gemischt und bis zur
weiteren Verwendung im FEisbad gekiihlt. 0,5 mL dieser Losung werden in einem
Zentrifugenglas in eine Mischung aus 4,0 mL 1/12NH2504—L('5sung und 0,5 mL 10%ige
Phosphorwolframsiure gegeben und kriftig geschiittelt. Die Mischung wird fiinf Minuten im
Eisbad stehen gelassen und dann zentrifuiert (5 min, 6 100 g). Der Uberstand wird verworfen
und ein weiterer Waschschritt durchgefiihrt. Hierzu wird der im Zentrifugenglas verbliebene
Riickstand nach Zugabe von 2,0 mL 1/12 N H,SO4-Losung und 0,3 mL  10%iger
Phosphorwolframsédure mit Hilfe eines Glasstabes resuspendiert und erneut fiinf Minuten mit
6 100 g zentrifugiert. Der Zentrifugierriickstand wird in 4 mL bidestilliertem Wasser
resuspendiert.

Parallel dazu wird eine Standardreihe angesetzt. Aus der Tetramethoxypropan-Stammlosung
(0,25 mmol/L) wird tdglich durch Verdiinnung auf 5 umol/L die Arbeitslosung hergestellt.
Durch Verdiinnung der Arbeitslosung werden jeweils 4 mL Standardlésung mit den Konzen-
trationen: 0,125/0,25/0,50/0,75/1,00 nmol/Ansatz hergestellt. Der Blindwert wird mit bi-
destilliertem Wasser angesetzt.

Zu den Proben, Standards und dem Blindwert werden jeweils 1,0 mL Thiobarbitursédure-
reagenz gegeben und im Wasserbad mit aufliegendem, aber nicht verschlossenem Deckel bei
95 °C eine Stunde erhitzt. AnschlieBend werden die Ansitze fiinf Minuten im Eisbad gekiihlt,
mit 5,0 mL n-Butanol versetzt und kriftig geschiittelt. Nach erneuter Zentrifugation (15 min,
3600 g) wird die obere Butanol-Phase entnommen und iiber einen Saugschlauch dem
Spektrofluorometer zugefiihrt und bestimmt. Die Anregungswellenldnge betrdgt 515 nm und
die Emissionswellenlinge 553 nm.

Die Berechnung der Gehalte an Lipidperoxidationsprodukten (TBARS) erfolgt nach folgender
Gleichung:

C TBARS [MH’IO]/L Vollblut] = ((A I-0 KK) /A KK) *F \V4

mit:

A 1= Emission Probe — Emission Leerwert

O kk = Ordinatenschnittpunkt der Kalibriergeraden
A xk = Anstieg der Kalibriergeraden

F v = Verdiinnungsfaktor
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L.VII Statistische Analyse

Die Berechnungen der Mittelwerte (X) und Standardabweichungen (s) wurden mit Excel fiir
Windows XP durchgefiihrt. Die statistischen Berechnungen erfolgten mit SPSS fiir Windows
10.7, Juni 2000, SPSS Inc., Chicago, USA. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festge-
legt. Der jeweils angewandte Test zur statistischen Berechnung ist bei den Tabellen und Ab-
bildungen angegeben.
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IT ANALYSENDATEN

zu Kapitel 4.1.1: Untersuchungen zu Isomerisierung und Stabilitit von Lycopin

Tabelle A 12: Relative Anteile' [%] der bekannten Lycopinisomere sowie anderer Lycopinmetabolite
in lod-Photo-isomerisierten Lycopingemischen an unterschiedlichen Isomerisierungstagen

Tag Lycopin- Andere Tag Lycopin-  Andere
isomere’ Lycopinmetabolite® isomere’  Lycopinmetabolite®

1 66,6 334 9 48,5 51,5

2 84,6 15,4 10 69,2 30,8

3 65,8 34,2 11 51,2 48,8

4 31,5 68,5 12 55,4 44,6

5 89,9 10,1 13 54,7 45,3

6 84,3 15,7 14 84,2 15,8

7 72,8 27,2 15 71,3 28,7

8 78,2 21,8

Min - Max 31,5-899  10,1-68,5

X 69,3 30,7

S 13,2 13,2

' Summe aller detektierten Flicheneinheiten entsprechen 100 %
*Summe von (all-E), (13Z/15Z), (52,9 °Z), (9Z), (5Z,9Z), 5(Z)
? alle detektierbaren Flichen mit Ausnahme von (all-E), (137/15Z), (52,9°Z), (9Z), (52,9Z), 5(Z)

Tabelle A 13: Relative Anteile' [%] der bekannten Lycopinisomere in Iod-Photo-isomerisierten
Lycopingemischen an unterschiedlichen Isomerisierungstagen

Tag (all-E)’ (13Z/15Z)° (52,9°Z)+(9Z) (52)°
+(52,92)°
% % % %
1 16,8 1,0 19,3 1,2 30,6 1,8 33,3 2,0
2 18,8 1,0 20,7 1,1 27,4 1,5 33,1 1,8
3 21,2 1,0 17,3 0,8 29,1 1.4 32,4 1,5
4 22,2 1,0 15,8 0,5 27,2 1,5 34,8 1,1
5 29,1 1,0 18,6 0,6 29,2 1,0 23,1 0,8
6 243 1,0 17,0 0,7 27,5 1,1 31,2 1,3
7 16,7 1,0 19,4 1,2 30,6 1,8 33,3 2,0
8 19,1 1,0 20,8 1,1 29,0 1.5 31,1 1,6
9 20,0 1,0 19,1 1,0 28,3 1.4 32,6 1,7
10 20,1 1,0 19,4 1,0 28,1 1.4 32,4 1,6
11 232 1,0 14,0 0,6 27,8 1,2 35,0 1,5
12 19,1 1,0 19,7 1,1 29,6 1,6 31,6 1,7
13 17,3 1,0 28,3 1,6 24,6 1.4 29,8 1,7
14 22,0 1,0 22,4 1,0 25,6 1,2 30,0 1,4
15 18,1 1,0 243 1,3 33,5 1,9 24,1 1,3
X 20,5 1,0 19,7 1,0 28,5 1,5 31,3 1,5
s 3,3 0,0 3,5 0,3 2,1 0,4 3.4 0,3

" Summe der Flicheneinheiten von (all-E), (13Z/15Z), (52,9 Z), (9Z), (5Z,9Z), 5(Z) entsprechen 100 %
? Zuordnung der Lycopinisomere bzw. der Verbindungsgruppen siche Abbildung 13
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Tabelle A 14: Flicheneinheiten der Isomerisierungsprodukte in lod-isomerisierten Lycopingemischen in Abhéingigkeit von der zugegebenen Iodmenge (X + s)

Todzugabe (all-E)! (13Z2/152)" (52,9°Z) + (9Z) (52)" unbekannte Oxidations-
[%] +(52,97)" Lycopinisomere1 Produkte’
0,0 31225270 + 162635 2628230 + 43374 nd nd 339440 + 1131 nd
0,05 16746998 + 113137 2349057 + 81 262757 + 1902 nd 272496 + 3533 149560 + 5728
0,1 13299170 + 21213 2500293 + 2858 312854 + 16744 nd 281187 49 140701 + 358
0,5 10980876 + 8556 2467796 + 5374 669124 + 32 nd 323651 + 276 163547 + 66
1,0 10521104 + 678811 2441306 + 87 956600 + 82 nd 382597 +4 220982 + 283
2,0 9712738 + 919239 2575106 + 5869 1202439 + 21 nd 4491165 273696 + 19092
3,0 6611862 + 254558 2947304 + 206441 2302203 + 129 5674660 + 1344 839459 + 27 618136 + 23829
4,0 6467851 + 104 3565498 + 22627 2980796 + 70711 6834705 + 361 1389662 + 28284 751560 + 5728
5,0 6450836 + 0 3780506 * 129 3186735+ 5 7191814 + 2560 1410823 + 2121 1341286 + 240
6,0 6096952 + 849 4066326 + 91924 3278070 + 72691 7325874 + 36770 1459727 + 55154 1872736 + 141068
7,0 4995436 + 70711 4124712 + 283 3299198 + 1131 7268280 + 1838 1421565 + 4617 3509713 + 225
8,0 4544636 + 16971 4029193 + 247 3685381 + 242 7257372 + 2135 1348370 + 7071 4457508 + 282843
9,0 3667442 + 0 3337586 + 70711 3736824 + 0 6213796 + 4 1354726 £ 0 5730604 + 0
10,0 2600786 + 969 2598448 + 42426 3403224 + 7073 4285453 + 3719 1443040 + 54 6420260 + 30406
15,0 1654154 + 25495 1816000 + 80681 2403538 + 8132 2875606 + 34486 1671032+ 5711 8650038 + 72408
20,0 1145632 + 14001 1522366 + 4950 2184878 + 45184 2547222 + 48790 1587422 + 12587 8893474 + 8485

' Zuordnung der Lycopinisomere bzw. der Verbindungsgruppen siehe Abbildung 14

Tabelle A 15: Flicheneinheiten der Isomerisierungsprodukte in Iod-Photo-isomerisierten Lycopingemischen in Abhéngigkeit von der Bestrahlungsart und -dauer

Bestrahlungszeit (all-E)" (132/152)" (52,9°Z) + (92) + (52,92)" (5Z)" Unbekannte Isomere’  Oxidationsprodukte’
Ausgangslosung 19486950 + 533866 1101225 + 5657 nd nd 1260 £ 11 nd

0 sec 2025801 £ 115342 1546818 +35495 1363738 + 93978 3976326 + 683868 390466 * 14496 200534 + 0125
5 sec UV? 2055142 + 200 1637820+ 16971 1583734 +23284 4060965 + 53033 516766 + 22622 253753 £5515
30 sec UV 2011582+ 141421 1668423 82821 1611561 £ 77743 4056497 + 203244 541468 + 24613 250521 + 3323
1 min UV 2021880+ 70721 1900516+ 14146 2009523 £ 21213 4177250 + 89803 777584 + 10605 283750 + 18031
5 min UV 1557348 + 2475 1725220 £ 210 2316931 + 670 3451124 + 133649 994272 + 91924 354505 + 14213
10 min UV? 1297822 + 3076 1539885 +22627 2079680 £ 98995 2924759 + 45252 993416 + 8490 434402 + 3224
15 min UV? 1085464 +21920 1393252+ 70778 1755478 + 148491 2301169 + 94045 985339 + 17041 479899 + 3002
5 sec Labor® 1939980 + 1131 1876929 + 15556 2406548 + 12021 3796798 + 6614 1464691 + 436 586748 + 17324
5 min Labor® 1723009 + 9829 2224402 29698 2935009 + 162635 4085117 + 141421 1535302 + 126572 686934 + 28284
15 min Labor® 1629925 +21198 2171648 + 2330 2719252 + 70690 3708246 + 87731 1559121 + 73539 681306 + 95463

" Zuordnung der Lycopinisomere bzw. der Verbindungsgruppen, siche Abbildung 13; * Bestrahlung durch UV-Lampe, siehe LILIV ° Bestrahlung durch Laborbeleuchtung
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Tabelle A 16: Flicheneinheiten (FE) und relative Anteile' [%] von (all-E)-Lycopin und (Z)-Lycopin-

isomeren im Lycopinstandard in Abhéngigkeit von der Standzeit [h] im Autosampler (X £ s)

Standzeit im

(Gesamt)-Lycopin

(all-E)-Lycopin

(Z)-Lycopin

Autosampler FE FE (%) FE (%)
1h 85214 + 1539 75926 £ 1238 (89,1) 9288 + 301 (10,7)
2h 88230+ 1912 78348 £ 1654 (88,8) 9882 258 (11,2)
3h 85762 + 5820 76414 £5321 (89,1) 9348 +499 (10,9)
4h 86595 + 3714 79408 £ 3564 (91,7) 7187 £550 (9,3)
5h 90758 £2579 80321 £ 2123 (88,5) 10437 £465 (11,5)
6h 90348 £ 3219 80590 %+ 2956 (89,2) 9758 £ 263 (10,8)
7h 94014 £ 3431 80852 + 3261 (86,0) 13162 £ 770 (14,0)
8h 93062 £ 1913 81429 + 1369 (87,5) 11633 £ 544 (12,5)
9h 93825 £ 2981 80877 2564 (86,2) 12948 + 417 (13,8)
10h 92708 + 4441 81398 + 4265 (87,8) 11310+ 176 (12,2)
11h 87760 + 3871 79686 £ 3265 (90,8) 8074 £ 606 (9,2)
12h 90992 + 4412 81074 + 3986 (89,1) 9918 +£426 (10,9)
13h 90008 £ 8001 78307 = 7786 (87,0) 11701 £215 (13,0)
14 h 87311 £ 1298 77270 £ 1063 (88,5) 10041 £335(11,5)
15h 91719 £ 1668 80804 + 1498 (88,1) 10915 +170 (11,9)
16 h 90726 £ 2221 81018 = 1789 (89,3) 9708 £ 432 (10,7)
17h 95728 £2632 83188 + 2100 (86,9) 12540 £ 532 (13,1)
18 h 89599 + 1992 78041 + 1698 (87,1) 11558 +£294 (12,9)
19h 90579 £ 3001 81521 + 2654 (90,0) 9058 + 347 (10,0)
20h 91108 £ 1668 82453 + 1235 (90,5) 8565 £433 (9,5)
21 h 89803 + 2871 80284 + 2487 (89,4) 9519 + 384 (10,6)
22 h 90030 £ 2998 81838 + 2678 (90,9) 8192 £ 620 (9,1)
23h 94246 £ 3400 82465 + 3121 (87,5) 11781 £279 (12,5)
24 h 88243 + 1999 76595 £ 1691 (86,8) 11648 £308 (13,2)

" Summe aller detektierten Flicheneinheiten entsprechen 100 %

zu Kapitel 4.1.2: Charakterisierung von Lycopinisomeren

Tabelle A 17: Absorptionsmaxima [nm] und Q-Verhiltnisse der isolierten Lycopinisomere in
verschiedenen organischen Losungsmitteln

Lycopinisomer Absorptionmaxima’' [Q]*
Hexan MTBE
(all-E) 295; 363; 444; (470); 502 [0,09] 292; 360; 444; (470); 501 [0,16]
(13Z/15Z) 294; 344; 358; 437; (463); 495 [0,51] 297; 344; 359; 438; (465); 495 [0,53]
52,9°7) 294; 360; 438; (463); 495 [0,20] 296; 360; 440; (464); 495 [0,21]
92) 295; 361; 438; (464); 494 [0,18] 296; 360; 440; (465); 496 [0,19]
(52,97) 296; 361; 438; (463); 496 [0,17] 296; 361; 440; (464); 497 [0,17]
(KY4) 295; 360; 443; (470); 502 [0,09] 295; 360; 443; (470); 500 [0,10]
THF Methanol
(all-E) 295; 363; 443; (469); 502 [0,15] 295; 363; 441; (468); 501 [0,17]
(13Z/15Z) 293; 343; 358; 435; (463); 494 [0,56] 293; 343; 358; 435; (462); 493 [0,51]
52,9°7) 295; 360; 439; (465); 495 [0,22] 295; 360; 436; (464); 495 [0,20]
9z 294; 361; 463; (466); 494 [0,16] 295; 360; 463; (463); 494 [0,18]
(52,97) 294; 360; 438; (464); 497 [0,19] 294; 361, 438; (464); 494 [0,19]
2 294; 360; 442; (470); 501 [0,10] 293; 360; 442; (468); 499 [0,10]
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Ethanol Aceton
(all-E) 295; 363; 445; (470); 503 [0,17] nd; 361; 445; (471); 505 [0,13]
(13Z/15Z7) 293; 343; 358; 437, (464); 495 [0,52] nd; 345; 359; 438; (465); 497 [0,54]
(52,9°7) 294; 360; 441; (466); 497 [0,21] nd; 360; 440; (466); 499 [0,25]
92) 293; 360; 441; (466); 497 [0,19] nd; 361; 440; (465); 499 [0,14]
(52,97) 295; 360; 441; (467); 498 [0,21] nd; 360; 440; (465); 499 [0,15]
42) 295; 362; 445; (470); 503 [0,12] nd; 362; 445; (471); 505 [0,08]

Petrolether Dichlormethan
(all-E) 295; 361; 442; (469); 500 [0,11] nd; 369; 454; (481); 514 [0,10]
(13Z/157) 291; 342; 356, 436, (461); 495 [0,54] 293; 343; 358; 437, (464); 495 [0,52]
(52,9°7) 294; 360; 437, (463); 495 [0,19] nd; 367; 450; (476); 508 [0,28]
92) 294; 360; 437, (462); 495 [0,19] nd; 368; 451; (475); 509 [0,29]
(5Z2,97) 294; 361; 438; (463); 495 [0,17] nd; 367; 450; (475); 508 [0,14]
(52) 295; 361; 441; (469); 500 [0,10] nd; 367; 454; (481); 514 [0,10]

" Werte in Klammern zeigen das Hauptabsorptionsmaximum
? Verhiiltnisse der Absorptionsintensitit des “cis-Peak” (360 - 369 nm) zu der Absorptionsintensitit des
Hauptabsorptionsmaximums (462 - 481 nm)

Tabelle A 18: 'H-NMR-Daten der isolierten Lycopinisomere (CDCl;, ref = 7.27 ppm; T = 25°C; 500
MHz)

"H NMR § [ppm], mult, J [Hz) ; ov = Uberlappung, s = Singulett, d = Dublett, ¢ = Triplett
(52,97) 97) (52,97) (all-E) (52)

2 5,16; bt; 7,2 5,13; ov 5,16; bt; 7,2 5,16; bt; 7,2
5,12; bt; 6,8

27 5,13; bt; 6,8 5,12; ov 5,12; bt; 6,8 5,12; bt; 7,0

3(2H) 2,12;0v 2,14; ov 2,14; ov 2,14; ov
2,13; ov

3"(2H) 2,14;0v 2,13; ov 2,13; ov 2,13; ov

4 (2H) 2,23;1 17,2 2,13; ov 2,24; bt; 7,4 2,24, bt; 7,4
2,13; 0ov

4°(2H) 2,14;0v 2,13; ov 2,13; 0ov 2,13; ov

6 5,95;d; 11,4 6,04; d; 10,9 6,03; d; 10,7 5,95; d; 10,9
5,96; d; 10,9

6 6,04; d; 11,1 5,96; d; 10,9 5,96; d; 10,8 5,96; d; 10,9

7 6,50; dd; 11,2; 15,1 6,52; dd; 10,9; 15,0 6,52; dd; 11,1; 14,9 6,50; dd; 11,0; 15,1
6,50; dd; 10,9; 15,1

7 6,52; dd; 10,9; 14,9 6,50; dd; 10,9; 15,1 6,50; dd; 10,8; 15,1 6,50; dd; 11,0; 15,1

8 6,23; d; 15,1 6,80; d; 15,1 6,77; d; 14,9 6,26; d; 15,0
6,26; d; 15,0

8 6,80; d; 15,0 6,26; d; 15,1 6,26; d; 15,0 6,26; d; 15,0

10 6,19;d; 11,5 6,05;d; 11,6 6,05;d; 11,6 6,19;d; 11,3
6,19;d; 11,4

10” 6,05;d; 11,5 6,19;d; 11,5 6,19;d; 11,5 6,19;d;11,3

11 6,64; ov 6,81; dd; 11,6; 14,9 6,80; dd; 11.5; 14.9 6,64; ov
6,64; ov

117 6,81;dd; 11;4; 14;9 6,64; ov 6,64; ov 6,64; ov

12 6,36; d; 14,9 6,29; d; 15,0 6,29; d; 15;1 6,36; d; 14,9
6,36; d; 14;9

127 6,29; d; 14,9 6,36; d; 14,9 6,36; d; 15;0 6,36; d; 14,9

14 6,26; ov 6,26; ov 6,26; ov 6,26; ov
6,26; ov

147 6,26; ov 6,26; ov 6,26; ov 6,26; ov
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15 6,63; ov 6,64; ov 6,64; ov 6,64; ov
6,64; ov

157 6,63; ov 6,64; ov 6,64; ov 6,64; ov

16 BH) 1,696;s 1,702; s 1,696; ov 1,697; ov
1,698; s

16" (3H) 1,703; s 1,696; s 1,696; ov 1,697; ov

17 BH) 1,632;s 1,632; s 1,633; s 1,635; s
1,624; s

17 (3H) 1,632;s 1,623; s 1,624; s 1,624; s

18 3H) 1,836;s 1,836; s 1,853; s 1,836; s
1,829; s

18" (3H) 1,836; s 1,828; s 1,829; s 1,829; s

19 BH) 1,962;s 1,977; ov 1,965; s 1,963°
1,979; ov

19°(3H) 1,977; s 1,977; ov 1,977; ov 1,979b;0V

20 BH) 1,977;s 1,989; s 1,984; s 1,979; ov
1,979; ov

20” (3H) 1,989; s 1,977; ov 1,977; ov 1,979; ov

*Beobachtete Kopplungskontanten (J) wurden nicht gemittelt. Die Zuordnungen wurden mit Hilfe der 2D-
Spektren (gCOSY-, TOCSY- und TROESY) vorgenommen.
® Zuordnungen wurden eventuell vertauscht.
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zu Kapitel 4.1.3: Untersuchungen zur antioxidativen Aktivitit von Lycopinisomeren

Tabelle A 19: Antioxidative Aktivititen (X = s) sowie relative antioxidative Potentiale ausgewdhlter
Lycopinisomere in TEAC- und PCL-Test, Werte mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich
signifikant (p < 0,05, einfaktorielle ANOVA, Tukey-HSD)

TEAC PCL
Antioxidative Relative antioxidative Antioxidative Relative antioxidative
Aktivitit Aktivitit Aktivitit Aktivitit

(all-E) 3,84+0,92 1,0 0,21 £ 0,08 1,0

(5Z) 4,1710,22 1,1 0,80+ 0,57 3,7

(52,92) 5,00+ 0,27 1,3 1,56 0,92 7,3

(52,9°7) 5,70 = 1,00 1,5 2,96 + 1,30 13,8

(92) 491+0,51 1,3 2,15+ 1,08 10,0

(132/152Z) 588 +1,29 1,5 0,57+0,15 2,7

zu Kapitel 4.2.4: Tomaten und Tomatenprodukte

Tabelle A 20: Gehalte [mg/100 g FM] an Vitamin C und Carotinoiden in Tomaten- und
Tomatenprodukten (X =s), Werte mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant
innerhalb eines Parameters und einer Produktgruppe (p < 0,05, einfaktorielle ANOVA, Tukey-HSD)

Vitamin C (Gesamt)-Lyc.1 (all-E)-Lyec. X (Z)-Lyc. 2 (Gesamt)-B-Car.

[mg/100 g] [mg/100 g] [mg/100 g] [mg/100 g] [mg/100 g]
Tomaten
1 41,5+ 1.4 6,66 +0,21° 6,20+0,31 0,45%0,10 1,84 +£0,02¢
2 35540,1° 8,74+ 0,18 8,38+0,19 0,37 £0,01 1,33 £ 0,04
3 423+ 04" 9,83 + 0,46 9,27+0,40 0,56 + 0,07 1,79 £ B,02°
4 39,3+0,3° 13,55 £ 1,06° 1291£0,99 0,65+ 0,08 1,34 + 0,08
5 243+0,0° 10,60 £ 0,59¢ 9,87+0,58 0,73 +0,01 0,56 +0,02°
6 22,7+04° 8,41 £ 0,56° 8,19+0,55 0,22+0,02 0,79 +0,04°
7 21,2+0,5 9,77 £ 0,38 9,40+ 034 037+0,04 0,64 +0,00*°
8 244+ 1,0° 12,81+ 1,63° 12,42+£1,62  0,39+0,04 0,70 + 0,06
9 20,5 + 0,3 4,08 +0,68" 3,88+ 0,67 0,20+0,02 0,57 + 0,09
MW 30,2 49,2 9,38 £2,91 8,95 +2,01 0,44 0,18 1,06 0,51
Tomatensiifte
1 13,5+ 0,0° 20,05 + 0,45° 19,13£043 0,92+0,07 0,24 +0,01°
2 6,2+0,2° 20,84 £ 0,56° 19,75+£0,52 1,08 +0,04 0,27 +0,01°
3 12,6 £0,5% 15,55+ 0,65 14,57+£0,67 0,99+ 0,03 0,19 0,03
4 8,9+0,1° 19,37 £0,62° 17,81 £0,60 1,56+ 0,06 0,17 £0,01°
5 11,0£0,1° 20,60 * 1,44° 19,41 +1,40 1,19+0,04 0,26 £0,01°
6 12,2+0,1¢ 19,03 + 0,50° 17,78+£0,52  1,26+0,12 0,25 +0,01°
7 6,5+0,4° 20,16 + 1,24° 19,04+ 1,16 1,11 0,08 0,18 £0,01°
8 9,1+0,2° 24,02 + 3,10° 22,46+2,92 1,56+0,18 0,31 £0,02¢
9 12,3+0,3¢ 18,55+ 0,61° 17,51+£0,58 1,04 +0,09 0,21 £0,02°
MW 10,3 £2,7 19,80 2,24 18,61 £2,12 1,19 #0,23 0,23 40,05
Tomatenketchups
1 15,1+£0,7" 19,66 + 1,32¢ 18,84+ 1,30 0,82+0,02 0,40 £ 0,03°
2 52+£02* 14,36 £ 0,30 13,60+ 0,26 0,75+ 0,04 0,28 £0,01°
3 11,0+ 0,5¢ 14,34 £ 0,14° 13,63+£0,09 0,72 +0,04 0,40 £ 0,04°
4 6,5+0,1° 21,12 £ 0,67°¢ 19,83+0,59 1,30+0,08 0,40 £ 0,06
5 12,9+0,3° 20,05 + 1,20° 18,62+0,93 1,43+0,27 0,42 0,03
6 16,2+ 0,2° 19,28 +0,81°¢ 17,79+ 0,83 1,48 +0,02 0,32 +0,03
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7 19,5+0,28 16,10 + 0,97*° 14,69+ 0,92 1,41+0,05 0,42 +0,04°
8 4,5+0,3° 24,25+0,91¢ 21,95+0,64 230%0,26 0,36 £ 0,02
9 9,0+0,2° 20,79 +0,59° 20,04 +0,54 0,75 +0,05 0,51 £0,03¢
MW 11,1 £5,2 18,88 +3,33 17,66 £3,01 1,22 0,52 0,40 £0,07
Dosentomaten

1 2,11+£0,07* 18,69 +1,58¢ 18,00+ 1,36 0,69 +0,21 0,29 +0,02¢
2 0,35+£0,02° 13,57 +0,67° 13,14+0,71 0,44 +0,04 0,28 £ 0,06°
3 0,34 +£0,01° 15,06 £ 0,69°¢ 14,36 £ 0,67 0,70 0,02 0,27 £0,01°¢
4 0,32+£0,04* 18,35+ 1,43%¢ 1721125 1,14+0,18 0,23 £ 0,02*°
5 0,86 +£0,06" 16,78 + 1,42° 1594+ 1,22 0,85+0,20 0,23 £ 0,02*°
6 5,88 +0,09° 9,43+0,18" 8,96+0,23  0,47+0,06 0,18 £ 0,00
7 1,090,045  11,46+0,15° 10,91 +0,11 0,54 +0,05 0,25 +0,02"¢
8 2,18+0,04° 18,58 £0,19%¢ 17,30+£0,17 1,28 +0,02 0,26 £ 0,00°¢
9 0,51+£0,01° 17,35+ 0,20° 15,70+0.28 1,65+0,08 0,20 + 0,00
MW 1,51 #1,79 15,47 #3,35 14,61 3,09 0,86 +0,41 0,24 10,04
Passierte Tomaten

1 13,3+ 0,3° 12,54 +0,21° 11,80+ 0,19 0,74+ 0,03 0,27 £0,01%¢
2 4,9+0.2° 12,53 £ 0,56 11,77+0,51 0,76 £ 0,05 0,40 + 0,00
3 6,5+ 0,1 12,64 + 0,90 11,80+ 0,70 0,84 +0,19 0,24 +0,00°
4 14,0 £ 0,4° 11,74 £ 0,26 10,97 £025 0,77 £ 0,00 0,25 + 0,00
5 23,4+0,5° 15,31+0,17° 1421+0,19 1,10+0,02 0,30 +0,01¢
6 7,6+ 1,4° 14,06 + 0,53*° 12,93+0,47 1,13+0,06 0,37 +0,02°
7 25,5+04° 18,07 £ 0,89¢ 16,85+0,77 122+0,12 0,06 % 0,06
8 20,6 £ 0,5 13,36 + 0,39*° 12,33+ 0,39 1,04+ 0,00 0,27 £0,01%¢
9 55401  1545+133" 1433+1,24 1,12+0,09 0,12+0,01°
MW 13,5 8,0 13,97 +2,00 13,00 £1,84 0,97 0,19 0,25 £0,11
Tomatensaucen

1 13,5+0,8¢ 9,51 +0,60° 6,92+0,71 2,59+0,15 0,33 +£0,07°
2 13,1 £0,4¢ 12,43 £0,92° 11,04+0,55 1,33+0,32 0,26 £ 0,08"
3 3,2+0,0° 9,42 + 0,44° 8,32+0,47 1,06%0,10 0,29 + 0,03
4 16,8 £0,1° 11,01 £0,81° 10,25+0,56 0,75+0,22 0,41+0,01°
5 13,9+ 0,4¢ 15,29 +2,54° 13,17+£2,07 2,030,441 0,31 £0,07
6 12,0£0,7° 9,43+ 0,12° 6,42+0,18 2,93+0,10 0,35 +0,02°
7 1,2£0,1° 10,01 £ 0,57 8,56 +0,28 1,44+0,18 0,23 £ 0,06
8 1,74 0,0° 10,73 £0,01° 7,32+0,50 3,38%0,51 0,35 +0,02°
MW 9.4 +6,3 10,94 +2,00 9,00 £2,32 1,94 40,95 0,32 40,06

' Summe aus (all-E)-Lycopin und allen detektierten (Z)-Lycopinisomeren
? Summe aus allen detektierten (Z)-Lycopinisomeren

Tabelle A 21: Anteile vom (all-E)-Lycopin und der Summe der (Z)-Lycopinisomere [%] an den
(Gesamt)-Lycopingehalten in Tomaten und Tomatenprodukten (X +s), Werte mit verschiedenen
Buchstaben unterscheiden sich signifikant innerhalb einer Produktgruppe (p < 0,05, einfaktorielle
ANOVA, Tukey-HSD)

(all-E)-Lycopin ¥ (Z)-Lycopin (all-E)-Lycopin ¥ (Z)-Lycopin

[%] (%] [%] [%]
Tomaten Tomatensifte
1 932+ 1,7° 6,8+ 1,7 1 95,4 +0,3° 4,6%0,3
2 95,8 £ 0,2°¢ 42402 2 94,8 +0,1¢ 52+0,1
3 94,3 +0,5*° 5,7%05 3 93,7 +0,4¢ 6,3+04
4 95,2 +0,2°¢ 48+0,2 4 91,9+0,3" 8,1+0,3
5 93,1+ 0,3 6,9+0,3 5 94,2+ 0,29 58+0,2
6 97,3+0,2¢ 2,7+0,2 6 93,4+0,6" 6,6 £0,6
7 96,2 +0,3°¢ 3,8+03 7 94,5+0,1¢ 55+0,1
8 96,9 + 0,4 3,1£04 8 93,5+0,2° 6,502
9 95,4 +0,6™¢ 5,9+0,6 9 94,4 + 0,5 56+05
MW 952+ 15 48+1,5 MW 94,0+ 1,0 6,0+ 1,0
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Tomatenketchups Dosentomaten

1 95,8 +0,2° 42402 1 96,3 + 0,8° 3,7+0,8
2 94,8 +0,2°f 52402 2 96,8 + 0,5¢ 3,240,5
3 95,0 +0,3%f 5,0+0,3 3 95,4 +0,1% 46+0,1
4 93,9 40,24 6,1+0,2 4 93,8 +0,5° 6,2+0,5
5 92,9 +0,9*° 7,1+0,9 5 95,0 + 0,8 5,0+0,8
6 92,3 +0,4° 7,7+0,4 6 95,0 +0,7%4 5,0+0,7
7 91,3+0,2° 8,740,2 7 95,3 +0,4% 47+04
8 90,5+ 0,7° 9,5+0,7 8 93,1 £0,0° 6,910,0
9 96,4+0,1° 3,610,1 9 90,5 + 0,6° 9,5+0,6
MW 93,6 +2.,0 6,4+20 MW 94,6+ 1,9 54+1,9
Passierte Tomaten Tomatensaucen

1 94,2+0,1° 5,8+0,1 1 72,7 £32° 273+32
2 94,0+0,1° 6,0+0,1 2 892+ 1,8° 10,8+ 1,8
3 93,4+ 1,0 6,6+1,0 3 88,7+ 1,5° 113+15
4 93,5+0,1*° 6,5+0,1 4 93,3+1,5° 6,7+1,5
5 92,8 +0,2%° 72402 5 86,7+ 0,5° 13,3+0,5
6 92,0+0,1° 8,0+0,1 6 68,7 +1,4° 313+ 14
7 93,3+0,3*" 6,7+0,3 7 85,6+ 1,1° 144+ 1,1
8 92,340,2° 7,7+0,2 8 68,4 +4.7° 31,6 4,7
9 92,7+ 0,0*° 7,340,0 MW 81,7+ 10,1 18,3+ 10,1
MW 93,1 40,7 6,9 10,7

zu Kapitel 4.2.2: Hagebutten und Hagebuttenprodukte

Tabelle A 22: Gehalte [mg/100 g] an Carotinoiden (unverseifter Extrakt) und Vitamin C in
verschiedenen Reifestadien (griin, orange, rot) der Hagebuttensorte Rosa rugosa (X = s), Werte mit

verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant innerhalb eines Parameters (p < 0,05,
einfaktorielle ANOVA, Tukey-HSD)

griin orange rot
Carotinoide
[mg/100 g FM]
(all-E)-Lycopin <0,02° 1,92 +0,22° 2,99 + 0,16
(all-E)-Lutein 0,26 + 0,02° 0,14 +0,01 <0,02°
(all-E)-Zeaxanthin 0,11+ 0,00" 0,11+£0,01° 0,13 £0,00
(all-E)-B-Cryptoxanthin <0,02* <0,02* 0,16 +0,01°
(all-E)-B-Carotin 0,34 £ 0,02° 1,26 £0,03° 1,56 £ 0,04¢
(9Z)-B-Carotin <0,02° 0,11 40,03 0,14 +0,02°
Vitamin C
Vitamin C [mg/100 g FM] 558 +24° 541 £ 22° 535+£13"
Vitamin C [mg/100 g TM] 2963 + 130" 2748 £ 112° 2267 £ 54°
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zu Kapitel 4.3.1: Tomaten-Interventionsstudie

Tabelle A 23: Gehalte an Lycopin [mg/100 g], (Gesamt)-Tocopherolen [pmol/100 g] und Ascorbin-
sdure [mg/100 g] im Interventionsmaterial der verschiedenen Studien (X £ s)

(all-E)-Lycopin (Gesamt)-Lycopin  (Ges).-Tocopherole  Ascorbinsiure
[mg/100g] (%] [mg/100 g] [umol/100 g] [mg/100 g]
Tomaten-
Interventionsstudie
Tomaten, 1. Woche 8,27+043 94,7 8,73%+0,39 0,32 +0,01 7210,1
Tomaten, 2. Woche 5,08+0,13 93,8 542+0,10 0,34+ 0,01 4,0+0,1
Tomaten, 3. Woche 6,16+0,11 90,7 6,80%0,12 0,36 £ 0,01 9,2+10,2
Tomaten, 4. Woche 3,50+0,03 89,7 3,90%0,34 0,66 0,01 5,0+0,1
Tomatenmark, T 310 4728 +323 93,6 50,50 3,40 11,82 +0,90 34,5+0,7
Tomatenmark, T 311 40,87 1,86 92,1 44,39+ 1,89 15,23 £ 0,35 35,510,6
Tomatensaft, L 004 11,24+0,58 97,7 11,50%0,62 2,75+ 0,06 5,8+0,2
Tomatensaft, L 065 11,76 £0,70 94,6 12.41+0,74 2,871 0,01 6,7+0,3
Raucher-
Interventionsstudie
Tomatenmark 52,14+322 92,5 56,40+%5,01 15,29 + 0,40 53,5107
Hagebutten-
Interventionsstudien
Hagebuttenmark HM 0 4,95 + 0,33 75,5 6,56+ 1,56 2,95+ 0,03- 1722+11,6
Hagebuttenmark HM A 3,86+ 0,28 84,/ 4,59+0,18 - 201,8 13,2
Hagebuttenmark HM B 3,98 £ 0,39 83,1 4,79+0,46 166,8 £ 9,3
Kinetikstudie I
.... Tomatenmark 53,73+3,84 944 56,92+ 1,99 - -
.... Tomatensaft 12,14+ 0,09 880 13,79+0,15 - -
Kinetikstudie II
Tomatenmark 61,36 £4,33 92,1 66,66+ 3,92 - -
Tomatensaft 13,03£0,74 90,2 14,44+0,81 - -

Tabelle A 24: Gehalte [umol/L.] an Lycopinisomeren im Plasma der Probanden der Tomaten-

Interventionsstudie (X * s)

Lycopin-

. T-2 TO T1 T2 T3 T4

isomere

Studiengruppe [umol/L]

(all-E)

Tomaten 0,217£0,081 0,075+£0,035 0,177+0,107 0,280%+0,123 0,259%+0,110 0,259%0,110
Tomatensaft 0,273 10,105 0,137 10,057 0,218 +0,080 0,225+0,069 0,244 +0,102 0,304 +0,157
Tomatenmark 0,309 £ 0,151 0,089 £ 0,037 0,284 +0,189 0,307 +0,106 0,322+0,113 0,322+0,113
(132)

Tomaten 0,048 £0,056 0,034 £0,038 0,042+0,048 0,092+0,092 0,056%0,044 0,056 £ 0,044
Tomatensaft 0,149+ 0,064 0,097 £0,039 0,145+0,046 0,158 +0,060 0,182+0,069 0,182+ 0,069
Tomatenmark 0,113 £0,062 0,071 £0,028 0,149 £0,067 0,164 +0,071 0,186+ 0,066 0,186 + 0,066
(Z), unidentif.

Tomaten 0,051 £0,028 0,032£0,006 0,046+0,017 0,069+0,018 0,077+0,018 0,081 0,027
Tomatensaft 0,046+ 0,022 0,033+0,016 0,052+0,021 0,063+0,025 0,071 +£0,039 0,067 +0,026
Tomatenmark 0,054 £ 0,024 0,030£0,019 0,038 £0,011 0,047 0,011 0,060+ 0,015 0,081 +0,034
(52,9°7)+(9Z)

+(52,97)

Tomaten 0,062 £0,049 0,027 £0,010 0,032+0,013 0,033+0,010 0,037+0,009 0,035%0,011
Tomatensaft 0,036 £ 0,006 0,026 +0,004 0,038 +0,006 0,032+0,007 0,038+0,003 0,038+0,004
Tomatenmark (0,067 £ 0,080 0,040 £ 0,046 0,029 +0,032 0,036+ 0,038 0,039 +0,044 0,051 £0,053
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(52)

Tomaten 0,190 £0,075 0,093 +0,055 0,089 +0,052 0,103+0,048 0,105+0,052 0,095+ 0,045
Tomatensaft 0,194+ 0,083 0,138 +0,052 0,161 £0,045 0,149+0,028 0,179+0,046 0,183 +0,067

Tomatenmark 0,236 £ 0,145 0,136 £0,084 0,218 0,091 0,185+0,049 0,163+ 0,054 0,173+ 0,047

Tabelle A 25: Relative Anteile [%] der Lycopinisomere an den (Gesamt)-Lycopingehalten im Plasma

der Probanden der Tomaten-Interventionsstudie (X % s)

T-2 TO T+1 T+2 T+3 T+4

[%]
Tomaten
(all-E) 39,5+4,1 30,3+4,5 454147 48,6 £8.1 48,4+£32 49,5+1,5
(13Z) 7,3+£4,0 11,955 9,1£39 14,7+£49 9,7£33 9,9+33
(Z), unidentif. 9,027 10,1 £2.2 13,1 £2,0 13,0+43 152+£238 16,0+ 2,7
(52,9 °2)+(92)+(52,9Z) 10,0+24 11,7+£3.2 87+t14 59+13 73+1,8 6,9+1,0
(5Z) 342145 36,0+ 6,5 23,7+3,6 17,8+28 194+£25 17,7+1,2
Tomatensaft
(all-E) 39,2146 30,5+5,6 34,1+5,1 35,3+6,6 32,9+6,0 36,5+7,8
(137) 20,7+3,4 22,3+53 23,5+3,5 24,6 4,5 25,1148 24,1+£3,9
(Z), unidentif. 6,5+£24 7,635 8,9+£3,0 9,9+33 10,2+£42 9,2+27
(52,9 Z)+(92)+(5Z,9Z) 6,229 7,5%£2.8 72+%27 58+1,8 6,3+£12 5814
(5Z) 27,5+3,8 32,1+£32 26,3+23 244+6,3 25,5+3,1 244+39
Tomatenmark
(all-E) 40,1 £6,0 249+39 38,2+9,5 41,1£34 41,5+4,6 39,2+3,8
(137) 153+6,1 21,1£6,0 20,5+2,6 21,8+4,7 242+45 23,1+55
(Z), unidentif. 7,739 9,0£5,6 57t14 6,8+19 8,0+0,9 10,5+54
(52,9 °Z)+(9Z)+(5Z,9Z) 7,0£69 8,4+8,1 44+43 4,6+4,5 5,0+5,1 59+5.8
(57) 299134 36,6 +4,9 31,2199 25,7+38 21,3+3,9 21,3+ 1,1

Tabelle A 26: Gehalte [umol/L] an Lutein, Zeaxanthin, Canthaxanthin, -Cryptoxanthin, o-Carotin,
B-Carotin im Plasma der Probanden der Tomaten-Interventionsstudie (X * s)

Carotinoid- . , T0 T1 T2 T3 T4

isomer

Studiengruppe [umol/L]

(all-E)-

Lutein

Tomaten 0,208 +£0,073 0,215+0,075 0,203+0,072 0,230+£0,076 0,257 +0,074 0,237 £0,085
Tomatensaft 0,284 £0,101 0,317+0,090 0,277 £0,120 0,296+0,127 0,298 £0,129 0,273 +£0,108
Tomatenmark (0,236 +0,145 0,136 +0,084 0,218+0,091 0,185+0,049 0,163+0,054 0,173 +0,047
(all-E)-

Zeaxanthin

Tomaten 0,051 £0,013 0,050+0,010 0,045+0,010 0,046+0,022 0,052£0,025 0,043£0,019
Tomatensaft  0,182+0,129 0,178+0,111 0,173£0,111 0,195+0,118 0,185%£0,112 0,173+0,117
Tomatenmark (0,067 + 0,040 0,055+0,026 0,085+0,054 0,076 +0,046 0,070+ 0,037 0,067 +0,037
(all-E)-

Canthax.

Tomaten 0,088 £0,022 0,072+0,019 0,060+ 0,014 0,054 £0,007 0,074 £0,021 0,053 £0,019
Tomatensaft 0,091 £0,038 0,098 +0,036 0,092 +0,031 0,090+ 0,036 0,087 £0,034 0,077 0,038
Tomatenmark (0,082 +0,077 0,056 +0,030 0,088 +0,039 0,072+0,034 0,075+0,047 0,073 £0,056
(all-E)-

B-Cryptox.

Tomaten 0,302+0,112 0,243+0,108 0,248 +0,086 0,179 +£0,089 0,197 £0,089 0,220+0,123
Tomatensaft 0,408 £ 0,220 0,348 £0,185 0,353+0,148 0,293+0,138 0,290+0,136 0,257 £0,145
Tomatenmark 0,204+ 0,118 0,163+0,082 0,176 +0,101 0,171+0,107 0,185+0,139 0,165+0,113
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(13%)-

B-Carotin

Tomaten 0,029 +£0,022 0,019%0,020 0,014+0,021 0,030£0,019 0,022+0,016 0,030+0,019
Tomatensaft 0,054 £ 0,029 0,053 +0,024 0,060+ 0,026 0,072 10,048 0,059 %0,047 0,055 0,054
Tomatenmark 0,067 £ 0,083 0,036+ 0,011 0,040%0,014 0,036 £0,015 0,038 +0,010 0,042 £0,012
(all-E)-

a-Carotin

Tomaten 0,277+0,094 0,322+0,181 0,309+0,166 0,347 £0,238 0,334+0,238 0,325+0,227
Tomatensaft 0,361 £0,320 0,287 +£0,256 0,341 £0,276 0,336 +£0,376 0,367 £0,376 0,387 £0,347
Tomatenmark 0,169+ 0,098 0,233+0,216 0,190£0,122 0,179+0,138 0,158 0,115 0,169 + 0,098
(all-E)-

B-Carotin

Tomaten 0,823+0,277 0,868 +0,529 0,751+0,384 0,798 £0,369 0,771 £0,359 0,722 +0,372
Tomatensaft 0,908 £ 0,463 0,983+0,580 0,987+0,611 1,113+0,817 1,007+0,730 1,022+0,738
Tomatenmark 0,698 £0,316 0,776+ 0,482 0,775+0,411 0,666 £0,316 0,730+ 0,392 0,642 £ 0,270
(9Z)-

B-Carotin

Tomaten 0,022+0,013 0,013£0,015 0,010+0,011 0,012£0,013 0,008 £0,013 0,011 +0,012
Tomatensaft 0,024 £ 0,026 0,026 +0,028 0,021 £0,024 0,035+0,030 0,026+ 0,029 0,022 £ 0,032
Tomatenmark 0,025+ 0,014 0,007 +0,011 0,022+0,013 0,016 £0,014 0,088 +0,140 0,070 £ 0,122
Tabelle A 27: Gehalte an (Gesamt)-Tocopherol [pumol/L], Vitamin C [umol/L], Triglyceriden

[mg/dL] im Plasma sowie Gehalte an GSH [ug/mL], GSSG [ug/mL], GSH/GSSG, TBARS [nmol/mL]
im Vollblut der Probanden der Tomaten-Interventionsstudie (X % s)

Parameter T-2 TO T1 T2 T3 T4
Studiengruppe

(Gesamt)-

Tocopherol

Tomaten 22,57+5,38 23,09+583 22,68+490 21,90+3,36 22,86%+6,58 22,02+4,58
Tomatensaft 28,96 £3,83 30,65+525 30,30%£5,85 28,96%+6,09 2941%+6,01 30,66%6,64
Tomatenmark 2234+560 21,36+542 22,15+5,66 2047+6,32 20,75+4,70 20,39+5,35
Vitamin C

Tomaten 81,74+ 14,40 89,78+9,52 97,63+2344 91,65+13,48 89,14+ 18,05 94,13+ 12,14
Tomatensaft 83,33 £21,56 9587*+11,83 93,68+ 18,34 89,05+20,35 93,36+17,99 97,10t 9,19
Tomatenmark 87,37 +2737 8547+2294 85,13+2821 82,12+27,74 78,74+2596 103,5+ 10,41
Triglyceride

Tomaten 132,1£49,8 94,6 + 30,3 106,7+ 18,8 71,8+31,4 96,3+30,5 1169 £36,7
Tomatensaft 80,6 33,0 81,3+20,2 87,9+31,8 70,9+304 103,4 £ 64,8 90,6 £ 63,0
Tomatenmark  912+419 75,7+30,6 95,3+37,0 62,3+352 87,2+ 14,2 62,4+24,3
GSH

Tomaten 331,5+£51,9 312,5+60,3 338,0+x53,7 324,1+62,2 340,0+44,9 313,81+46,6
Tomatensaft 326,6 £61,9 294,6+57,8 3245+523 3253+58,7 3344+58,6 317,0x60,7
Tomatenmark 362,7+44,1 356,4+452 409,8+59,7 4102+49,7 3994+56,6 381,8+399
GSSG

Tomaten 77,0+ 4,5 79,3+ 153 76,51 6,6 75,9 £ 8,1 76,9 +9,0 79,6 £ 8,1
Tomatensaft 71,8 £8,4 70,9 + 8,9 67,1+7,1 69,2+79 71,1 £10,2 72,9 £ 8,1
Tomatenmark 69,0 + 8,3 78,9 +23.8 69,8+ 6,1 722+ 14 71,2+3,6 74,9+ 32
GSH/GSSG

Tomaten 4,31 £0,65 4,03 +£0,86 4,44 +0,76 4,30+ 0,83 4,49 +0,89 3,98 +0,74
Tomatensaft 4,58 £ 0,96 420+ 0,97 4,86+0,81 4,71 £0,74 4,74 £ 0,87 4,36 +0,79
Tomatenmark 5,32 +0,91 4,74 + 1,08 5,88+ 0,74 5,69 + 0,76 5,62+ 0,78 5,10+ 0,23
TBARS

Tomaten 1329+2,76 12,39+248 13,18+2,89 13,75+2,99 1426+3,12 14,59 3,60
Tomatensaft 9,75+ 0,83 9,34 + 0,37 9,61 + 0,67 9,56 + 0,39 9,36 £ 0,92 9,59 £ 0,60
Tomatenmark 8,04 £ 1,56 7,97+ 1,16 8,50+ 1,94 8,08+ 0,77 7,81 +1,12 7,33 +0,40
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zu Kapitel 4.3.2: Raucher-Interventionsstudie

Tabelle A 28: Gehalte an (Gesamt)-Lycopin [umol/L], (Gesamt)-Tocopherol [pmol/L], Vitamin C
[umol/L], Triglyceriden [mg/dL] im Plasma sowie Gehalte an GSH [pg/mL], GSSG [pg/mL],
GSH/GSSG, TBARS [nmol/mL] im Vollblut der Probanden der Raucher-Interventionsstudie (X £ s)

Parameter T-2 TO T2
(Gesamt)-Lycopin [umol/L] 0,64 0,27 0,48 £ 0,15 1,06 £ 0,22
(Gesamt)-Tocopherol [pmol/L] 26,5+4,0 247t 44 27,642
Vitamin C [umol/L] 2+ 14 65 £ 30 74 £ 14
Triglyceride [mg/dL] 88 £26 73+ 24 84 +24
GSH [ug/mL] 273+ 24 270+ 40 308 51
GSSG [pg/mL] 8416 8416 86+ 6
GSH/GSSG 3,3+0,1 32104 3,638

TBARS [nmol/mL] 72+1,5 7,1+£0,8 7,1+ 1,1
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zu Kapitel 4.3.4: Kinetik-Pilotstudien
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Abbildung A 1: Anderungen der Gehalte [umol/g TG] an (Gesamt)-Lycopin im Plasma der

Probanden der Kinetik-Pilotstudie 1
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Abbildung A 2 : Anderungen der Gehalte [umol/g TG] an (Gesamt)-Lycopin, (all-E)-Lycopin und
(Gesamt)-(Z)-Lycopin im Plasma der Probanden der Kinetik-Pilotstudie II
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