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Loblied auf den Apfel 

(unbekannter Autor) 

 

Eines musst du dir gut merken: 

Wenn du schwach bist: Äpfel stärken! 

Äpfel sind die beste Speise 

Für zu Hause, auf der Reise, 

Für die Alten, für die Kinder, 

Für den Sommer, für den Winter, 

Für den Morgen, für den Abend. 

Äpfel essen ist stets labend! 

Äpfel glätten dir die Stirn, 

Bringen Phosphor ins Gehirn. 

Äpfel geben Kraft und Mut 

Und erneuern dir das Blut. 

Auch von Most, sofern du durstig, 

Wirst du fröhlich, wirst du lustig. 

Drum, mein Freund, so lass dir raten: 

Esse frisch, gekocht, gebraten 

Täglich ihrer fünf bis zehn: 

Wirst nicht dick, bleibst jung und schön 

Und kriegst Nerven wie ein Strick. 

Mensch, im Apfel liegt dein Glück! 
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Abkürzungsverzeichnis: 
 
AE  Apfelsaftextrakt 

AS  Apfelsaft 

ATP  Adenosintriphosphat 

br   breites Multiplett 

bzw.   beziehungsweise 

ca.   circa 

Caco-2  humane Kolonkrebszelllinie 

cAMP  cyclisches Adenosinmonophosphat 

CD  Konzentration, die zur Verdopplung der spezifischen Aktivität nötig ist 

CEC  3-Cyano-7-Ethoxycoumarin 

COX  Cyclooxygenase 

CYP  Cytochrom P450 

d   Duplett 

df   Filmdicke der Trennphasen von Kapillartrennsäulen 

δ   chemische Verschiebung delta 

DAD  Dioden-Array-Detektor 

d. h.   das heißt 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DNA  Desoxyribonukleinsäure 

DPm mittlerer Polymerisationsgrad (mean degree of polymerization) 

DPPH  2,2-Diphenyl-1-pikrylhydrazyl-Radikal 

EGFR  epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor 

EI  Elektronenstoßionisierung 

ELISA Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (Enzyme Linked Immunosor-

bent Assay) 

ESI  Elektrospray-Ionisation 

et al.   und andere (et alii) 

evtl.   eventuell 

eV   Elektronenvolt 

FAD   Flavin-Adenin-Dinukleotid 

FG Frischgewicht 

GABA γ-Aminobuttersäure 

GC Gaschromatographie 

 



 

h  Stunde(n) 

HT29  humane Kolonkrebszelllinie 

Hz Hertz 

IC50 halbmaximale Hemmkonzentration  

I.D.  Innendurchmesser 

i. d. R.  in der Regel 

IUPAC  International Union of Pure and Applied Chemistry 

J  Kopplungskonstante 

KHK koronare Herzerkrankungen 

λ  Wellenlänge 

LDL low-density lipoprotein 

LOX Lipoxygenase 

m  Multiplett (bei NMR) 

MALDI-TOF-MS matrix assisted laser desorption/ionisation time of flight Mas-

senspektrometrie 

MAPK Mitogen-aktivierter Proteinkinasen 

MG Molekulargewicht 

MS Massenspektrometer  

MS/MS  Tandemmassenspektrometrie 

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazo-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 

m/z  Masse-Ladungsverhältnis 

[M-H]-  deprotoniertes Molekülion 

NADP  Nicotinsäureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat 

NMR magnetische Kernresonanz (nuclear magnetic resonance) 

NP-HPLC Normalphasen-Hochdruckflüssigkeitschromatographie (Normal Phase-

High Performance Liquid Chromatography) 

o. ä.  oder ähnliche 

OD  optische Dichte 

ORAC  Oxygen Radical Absorbance Capacity 

p. a.   pro analysis 

PAC  Proanthocyanidine 

PC  Procyanidine 

PEG Polyethylenglykol 

pH  negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration 
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PPO Polyphenoloxidase 

psi  Druckeinheit; 100 psi = 5170 Torr 

PTK Protein-Tyrosinkinase 

QR Chinonreduktase 

RNA Ribonukleinsäure 

RNS Reaktive Stickstoffspezies 

ROS Reaktive Sauerstoffspezies 

RP-HPLC Umkehrphasen-Hochdruckflüssigkeitschromatographie (Reversed     

Phase-High performance Liquid Chromatography) 

RT Raumtemperatur  

s  Singulett 

SC50  halbmaximale Radikalfängeraktivität 

SC  Säulenchromatographie 

SD  Standardabweichung (standard deviation) 

SDS  Natriumdodecylsulfat 

SPE  Festphasenextraktion (solid phase extraction) 

SPS  sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe  

t  Triplett (bei NMR) 

TEAC Trolox Equivalent Antioxidative Capacity 

TG Trockengewicht 

TPC Gesamtprocyanidingehalt (Total Procyanidin Content) 

u   atomare Masseneinheit (unified mass unit)  

U  Unit (mmol/mg Protein) 

u. a. unter anderem 

UDP Uridindiphosphat 

UV ultravioletter Spektralbereich 

v. a. vor allem 

vgl.   vergleiche 

v/v   Volumen pro Volumen 

z. B.  zum Beispiel 

X/XO Xanthin/Xanthinoxidase 

XTT Sodium-2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-

carboxanilid 
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Zusammenfassung 
 

VI 

Zusammenfassung 

 
Ziel dieser Arbeit war es, unbekannte (Minor)-Komponenten aus Apfelsaft zu identifi-

zieren und deren Beitrag zur chemopräventiven Wirkung des Saftes zu bestimmen. De-

ren Motivation war begründet, dass bisher identifizierte niedermolekulare phenolische 

Verbindungen als Mischung nicht das gleiche chemopräventive Potential wie ein poly-

phenolangereicherter Apfelsaftextrakt aufgewiesen hatten.  

 

Zunächst wurden sieben Apfelsäfte verschiedener Erntejahre sowie 14 polyphenolan-

gereicherte Saftextrakte, welche durch Festphasenextraktion an XAD, SP70 und P-495 

Adsorberharzen hergestellt worden waren, auf ihre stoffliche Zusammensetzung hin 

untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Polyphenolzusammensetzung der Apfelsäfte und 

-extrakte sowohl zwischen verschiedenen Produktionsjahren als auch abhängig von der 

verwendeten Produktionstechnologie stark variierte. Insbesondere der durch enzyma-

tische Tresterverflüssigung erhaltene Saftextrakt (AE03B) wies eine deutliche Anrei-

cherung an Quercetin- und Phloretinglycosiden sowie eine Abreicherung an phenoli-

schen Säuren auf. Die Klärung von trüben Säften hatte keinen signifikanten Einfluss auf 

die Verteilung niedermolekularer Flavonoide. Tendenziell waren die Extrakte der trü-

ben Säfte leicht an Phloretinglycosiden abgereichert. Im Gegensatz dazu wurde eine 

leichte Anreicherung der phenolischen Säuren in den untersuchten klaren Säften im 

Vergleich zu den trüben festgestellt.   

Der Gehalt hochmolekularer Procyanidine variierte in den untersuchten Säften und 

Saftextrakten produktions- und sortenbedingt ebenfalls stark. An klaren und trüben Säf-

ten einer Charge wurde eine signifikante Abnahme sowohl des Gehaltes als auch des 

mittleren Polymerisationsgrades durch den Klärungsprozess nachgewiesen. Ferner zeig-

ten Reinfruchtsäfte aus Mostapfelsorten höhere Gehalte und mittlere Polymerisations-

grade als verschnittene Apfelsäfte mit einem Anteil an Tafeläpfeln.  

Als nicht phenolische Bestandteile wurden in den Säften und Saftextrakten (R)-Oktan-

1,3-diol, (R)-5-(Z)-Okten-1,3-diol, 3-Hydroxy-2-pyron und 3-Hydroxy-β-damascon 

detektiert. Deren Gesamtgehalt lag zwischen 30,7 und 150,5 mg/kg in den Säften und 

zwischen 11,9 und 166,5 mg/g in den Saftextrakten. Die dominierende Verbindung war 

(R)-Oktan-1,3-diol mit einem Gehalt bis zu 97,2 mg/kg in den Säften und bis zu 

113,7 mg/g in den Saftextrakten. 
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Zwei ausgewählte Saftextrakte aus den Jahren 2004 und 2006 wurden unter Zuhilfe-

nahme unterschiedlicher präparativer Trennmethoden fraktioniert. Die mittels Sephadex 

LH-20 erhaltenen Fraktionen zeigten mit Ausnahme der Procyanidine eine gute Auf-

trennung der Apfelpolyphenole. Hierbei eluierten neben polymeren Kohlenhydraten 

zuerst unbekannte phenolische Verbindungen. Es folgten die phenolischen Säuren und 

Dihydrochalkone vor den niedermolekularen Flavan-3-olen und Quercetinglycosiden. 

Später eluierende Fraktionen bestanden ausschließlich aus polymeren Procyanidinen. 

Die nichtphenolischen Inhaltsstoffe waren in einer früh eluierenden Fraktion aufkon-

zentrierbar. 

Die polymeren Procyanidine wurden durch Fraktionierung an Kieselgel von den nie-

dermolekularen phenolischen Inhaltsstoffen der Saftextrakte abgetrennt Aufgrund der 

hohen Affinität der Procyanidine zur stationären Phase waren jedoch hohe Verluste von 

nahezu 50% sowie eine Abnahme an hochpolymeren Procyanidinen zu beobachten. 

 

Im weiteren Verlauf der Auftrennung wurden durch präparative Isolierung Quercetin, 

Qercetin-3-O-glucosid, Quercetin-3-O-galactosid, 3-Hydroxyphloretin-2’-glucosid, 3-

Hydroxyphloretin-2’-xyloglucosid, Phloretin-2’-xyloglucosid und Phloretin-2’,4’-di-

glucosid erhalten.  

Um ausreichend Reinsubstanz für nachfolgende Aktivitätsstudien zur Verfügung zu 

haben, wurden 3-Hydroxyphloretin, 3-Hydroxyphloretin-2’-glucosid, 3-Hydroxyphlore-

tin-2’-xyloglucosid und 3-Hydroxypyron enzymatisch bzw. chemisch in größeren Men-

gen synthetisiert. 

 

Die erhaltenen Subfraktionen und Reinstoffe wurden in vitro auf ihre Hemmwirkung 

der Proteintyrosinkinase (PTK) des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) 

untersucht, welcher in Krebszellen überexprimiert wird und somit einen Beitrag zum 

unkontrollierten Wachstum leistet. Darüber hinaus wurden die antioxidativen (DPPH, 

ORAC, X/XO), die antiinflammatorischen und antihormonellen (COX-1, CYP19) Ei-

genschaften sowie die Fähigkeit zur Modulation des Fremdstoffmetabolismus (CYP1A, 

QR) überprüft. 

Die Procyanidine des Apfels erwiesen sich in Abhängigkeit ihres Polymerisationsgrades 

als starke Inhibitoren der PTK des EGFR. So zeigten ausschließlich hochpolymere Pro-

cyanidine enthaltende Fraktionen (NP.4 und NP.5) eine deutlich stärkere Hemmung als 
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Fraktionen, die nur aus niedermolekularen phenolischen Verbindungen zusammenge-

setzt waren (NP.1-NP.2; Abbildung 0.1).   
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Abbildung 0.1 Hemmung der Proteintyrosinkinase-Aktivität des epidermalen Wachtumsfaktor-
Rezeptors nach Inkubation mit den AE04 Fraktionen NP.1 bis NP.5; MW ± SD von mindestens 3 
unabhängigen Experimenten 
 
Auf die Enzyme Cytochrom P450 1A und Aromatase (CYP19) hatten die Procyanidine 

ebenfalls einen entscheidenden Einfluss. Die antioxidativen Eigenschaften der Apfel-

saftextrakte waren sowohl vom Gehalt polymerer Procyanidine als auch von dem nie-

dermolekularer Polyphenole abhängig. Die für die Apfelsaftextrakte nachgewiesenen 

Radikalfängereigenschaften und die Hemmung der Superoxidanionbildung wurden für 

beide Gruppen ebenfalls bestätigt. Dahingegen wurden Peroxylradikale im ORAC-Test 

fast ausschließlich von niedermolekularen Verbindungen abgefangen. 

Die 3-Hydroxyphloretin(glycoside) zeigten, mit Ausnahme des Xyloglucosids, am 

EGFR eine stärkere inhibitorische Wirkung als die entsprechenden Phloretin(glycoside). 

Die Untersuchung der Enzyme des Fremdstoffmetabolismus zeigte ein uneinheitliches 

Bild. So war Phloretin ein effektiverer Hemmstoff der CYP1A im Vergleich zum 3-

Hydroxyphloretin. Bei den Glycosiden zeigten 3-Hydroxyphloretin-2’-glucosid die et-

was bessere Wirkung. Ähnlich verhielt es sich bei der antioxidativen Kapazität. Die 3-

Hydroxyphloretin(glycoside) wiesen im DPPH und X/XO-Assay eine größere Aktivität 

auf. Hydroxylperoxidradikale wurden nur durch das dihydroxylierte freie Aglykon bes-

ser abfangen.  
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Weiterhin wurde mit 3-Hydroxy-β-damascon erstmals ein hochpotenter Induktor der 

Chinonreduktase in Apfelsaft identifiziert.  

 

Die in dieser Arbeit erlangten Erkenntnisse hinsichtlich der neu identifizierten bioakti-

ven Inhalsstoffe leisten einen Beitrag zum besseren Verständnis der potentiell chemo-

präventiven Wirkungen von (trüben) Apfelsäften. Ferner ist die Quantifizierung dieser 

Substanzen in technologisch unterschiedlich behandelten Säften für weiterführende 

Studien von Relevanz. 
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Summary 
 

The aim of the present work was to identify new (minor) components in apple juice and 

to determine their contribution to the chemopreventive potential of the juice. Motivation 

for this work were previous findings, demonstrating that known, low-molecular pheno-

lic compounds, as a mixture, did not exhibit the same chemopreventive potential as 

polyphenol-enriched apple juice extract. 

 

Therefore seven apple juices of different years of harvest as well as 14 polyphenol-

enriched apple juice extracts, produced by solid phase extraction on XAD, SP70 and P-

495, have been examined with respect to their chemical composition. It was shown, that 

the polyphenol composition of the apple juices and -extracts differed markedly, depend-

ing both on the year of production and the production technology applied. Most notably, 

juice extract AE03B, produced by enzymatic pomace treatment, showed a significant 

enrichment of quercetin and phloretin glycosides as well as a depletion of phenolic ac-

ids. Clarification of cloudy apple juices had no significant effect on the composition of 

the low molecular polyphenol fraction. By tendency, extracts obtained from cloudy 

juices contained slightly less phloretin glycosides compared to clear juice extracts, 

whereas clear juices showed a low enrichment of phenolic acids compared to cloudy 

juices. 

High variations in high molecular procyanidins were observed in the examined apple 

juices and apple juice extracts, depending on conditions of production and the apple 

varieties used. Considering clear and cloudy juices of one batch, procyanidin content 

and their mean degree of polymerisation were reduced significantly by the process of 

clarification. Furthermore, higher contents and higher mean degrees of polymerisation 

were found in juices deriving from one cider apple variety than in juices blended with 

dessert apples. 

(R)-Octane-1,3-diol, (R)-5-(Z)-octene-1,3-diol, 3-hydroxy-2-pyrone and 3-hydroxy-β-

damascone were non-phenolic ingredients of the examined apple juices and apple juice 

extracts. Their total content ranged between 30.7 and 150.5 mg/kg in the apple juices 

and between 11.9 and 166.5 mg/g in the apple juice extracts. (R)-Octane-1,3-diol was 

therby the dominating compound, with amounts up to 97.2 mg/kg in juices and up to 

113.7 mg/g in juice extracts. 
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Two selected apple juice extracts produced in 2004 and 2006 were fractionated using 

different preparative chromatographic methods. Good separation of the apple polyphe-

nols, except for the procyanidins, was obtained upon Sephadex LH-20 fractionation. 

First, polymeric carbohydrates and unknown phenolics eluted, then phenolic acids and 

dihydrochalcones, followed by low molecular flavan-3-ols and quercetin glycosides. 

Later eluting fractions comprised exclusively polymeric procyanidins. Non-phenolic 

ingredients were concentrated in an early eluting fraction. 

Polymeric procyanidins were separated from low-molecular phenolic ingredients of 

juice extracts by fractionation on silica gel. High affinity of procyanidins to the station-

ary phase caused a 50% loss, with most pronounced decrease in content for high-

polymeric procyanidins. 

 

In the course of preparative fractionations, the substances quercetin, quercetin 3-O-

glucoside, quercetin 3-O-galactoside, phloretin 2’-xyloglucoside, 3-hydroxyphloretin 

2’-glucoside, 3-hydroxyphloretin 2’-xyloglucoside, und phloretin 2’,4’-diglucoside 

were obtained.  

With the objective of having larger quantities of pure substances for following activity 

studies, 3-hydroxyphloretin, 3-hydroxyphloretin 2’-glucoside, 3-hydroxyphloretin 2’-

xyloglucoside and 3-hydroxy-2-pyrone were synthesised using enzymatic or chemical 

methods.  

 

Obtained subfractions and pure substances were tested in vitro for their inhibitory po-

tentials with respect to protein tyrosine kinase (PTK) at the epidermal growth factor 

receptor (EGFR). In cancer cells this receptor is overexpressed and contributes to un-

regulated growth. Furthermore, antioxidative (DPPH, ORAC, X/XO), antiinflammatory 

and antihormonal (COX-1, CYP19) properties as well as the ability to modulate en-

zymes of xenobiotic metabolism (CYP1A, QR) were investigated. 

Apple procyanidins showed, depending on their degree of polymerisation, strong inhibi-

tion of the PTK at the EGFR. So fractions containing exclusively high-polymeric pro-

cyanidins (NP.4 and NP.5) showed a clearly stronger inhibition than fractions contain-

ing only low-molecular polyphenols (NP.1-NP.2; Figure 0.1).   
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Figure 0.1: Inhibition of protein tyrosinkinase of the epidermal growth receptor after incubation 
with AE04-fractions NP.1 to NP.5; mean ± SD of at least three independent experiments 
 

Procyanidines also had a decisive impact on the enzymes cytochrom P450 1A and aro-

matase (CYP19). Antioxidative properties of apple juice extracts were dependent on the 

content of both, polymeric procyanidins and low-molecular polyphenols. On the one 

hand both phenolic groups contributed to the radical scavenging properties and to an 

inhibition of superoxide anion generation, attested to the examined apple juice extracts. 

On the other hand, peroxyl radicals generated during the ORAC assay were only 

quenched by low molecular compounds.  

The inhibitory potential of the isolated 3-hydroxyphloretin (glycosides) with respect to 

the protein tyrosine kinase of the epidermal growth receptor was greater than of their 

corresponding phloretin (glycosides), except for the xyloglucoside. 

Inconsistent results were obtained from investigations of xenobiotic metabolising en-

zymes. So, phloretin was a more effective inhibitor of CYP1A than 3-hydroxphloretin, 

whereas, regarding the glycosides, 3-hydroxyphloretin glycosides were more effective. 

Likewise, 3-hydroxyphloretin (glycosides) exhibited slightly better radical scavenging 

activities in the DPPH and X/XO assays than their non-hydroxylated analogs. Only the 

dihydroxylated free aglycon scavenged hydroxyl peroxide radicals more successfully.  

Furthermore, 3-hydroxy-β-damascone was identified as a highly potent quinone reduc-

tase inductor from apple juice for the first time. 
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Findings obtained in this work concerning newly identified bioactive compounds con-

tribute to a better understanding of the potential chemopreventive effect of (cloudy) 

apple juices. Furthermore, quantification of these substances in apple juices, treated 

differently with respect to technological issues, is of relevance for further studies.   
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1 Einleitung 
 

In den vergangen 30-40 Jahren wurden große Fortschritte im Verständnis der Krebsent-

stehung auf molekularer Ebene gemacht. Dies führte unter dem Begriff „Chemopräven-

tion“ auch zu einem neuen Ansatz der Krebsvorbeugung (Sporn und Newton 1979). 

Diese hat zum Ziel die Entstehung und das Fortschreiten von Krebsvorstufen z.B. durch 

Nahrungsbestandteile zu verhindern. Hierbei wurde vor allem eine ausgewogene Ernäh-

rung mit einem hohen Anteil von Obst und Gemüse mit einem verminderten Risiko an 

Krebs zu erkranken assoziiert (Knekt et al. 2002). 

Es gibt viele Hinweise, die vermuten lassen, dass Äpfel und Apfelsaft eine wichtige 

Quelle für chemopräventiv wirksame Substanzen sein könnten (Boyer und Liu 2004). In 

Deutschland lag der Verzehr von Äpfeln bei 20,7 kg/Haushalt weiterhin lag der Apfel-

saft mit einem pro-Kopf-Verbrauch von 11,9 l an der Spitze der Fruchtgetränke 

(www.zmp.de). Epidemiologische Studien der letzten Jahre wiesen den Äpfeln ein 

krebsvorbeugendes Potential nach, insbesonder bei Lungen und Dickdarmkrebs. So lag 

beispielsweise in einer finischen Studie an 10.000 Männern und Frauen, die täglich 

einmal Äpfel verzehrten, das Risiko an Lungenkrebs zu erkranken signifikant niedriger 

als in der Kontrollgruppe (Knekt et al. 2002). Weiterhin konnte in einer Fall-Kontroll-

Studie gezeigt werden, dass der Verzehr von mindestens einem Apfel pro Tag mit ei-

nem deutlich reduzierten Risiko an Dickdarm-, Brust- und Kehlkopfkrebs sowie Krebs 

des Mund-Rachenraums zu erkranken einhergeht (Gallus et al. 2005). 

Für diese Eigenschaften werden insbesondere die phenolischen Substanzen verantwort-

lich gemacht, die aufgrund ihrer Fähigkeit die Gefäßpermeabilität positiv zu beeinflus-

sen füher auch zu den Vitaminen (Vitamin P) gezählt wurden (Rusznyàk und Szent-

Györgyi 1936).    

Äpfel sind reich an phenolischen Substanzen, die in allen Gewebeteilen der Frucht ver-

teilt sind (Guyot et al. 1998). Der Gesamtphenolgehalt des Apfels beträgt zwischen 523 

und 2724 mg/kg niedermolekulare Phenole und zwischen 1374 und 19846 mg/kg poly-

mere Procyanidine bezogen auf das Trockengewicht. Der Gehalt und die Zusammenset-

zung variiert aber stark in Abhängkeit von der untersuchten Sorte, den Anbaubedingun-

gen und dem Erntejahr (Wojdylo et al. 2008). Die Hauptklassen der Apfelphenole sind 

die phenolischen Säuren und ihre Derivate, Dihydrochalkone, Flavonole sowie mono-

mere und polymere Flavan-3-ole (Alonso-Salces et al. 2004, Kahle et al. 2005, Wojdylo 

et al. 2008).  
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Es wurden schon viele biologische Effekte in vitro und in vivo den Extrakten aus Äpfeln 

und Apfelsäften sowie deren bekannten Inhaltsstoffen nachgewiesen (Boyer und Liu 

2004). Hierzu gehören neben antioxidativen Eigenschaften und die Reduzierung von 

oxidativen Streß (Schaefer et al. 2006) auch die Hemmung der Cytochrom P4501A1-

Aktivität (Zessner et al. 2008), die Modulation von Zell-Signal-Kaskaden (Kern 2006), 

die Hemmung der Proteintyrosinkinase am epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor 

(EGFR) (Kern et al. 2005, Kern 2006, Fridrich et al. 2007a, Fridrich et al. 2007c) und 

die Induktion der Apoptose in Dickdarmkrebszellen (Kern et al. 2007). 

Allerdings war es zu Beginn der Studien noch nicht komplett verstanden welche Sub-

stanzen des Apfels bzw. Apfelsafts und in welchem Umfang diese einen Beitrag zu den 

beobachteten potentiell chemopräventiven Aktivitäten leisten. Insbesondere am EGFR 

war der untersuchte Apfelsaftextrakt ein deutlich potenterer Hemmstoff als eine Mi-

schung der bekannten Einzelsubstanzen (Kern et al. 2005).  

 

Ziel dieser Arbeit war daher die Analyse potentiell chemopräventiv wirksamer Inhalts-

stoffe sowie die Identifizierung neuer „aktiver“ Verbindungen in Apfelsaft. Hierzu wur-

den zuerst im Rahmen des Projektes Nutrition Net hergestellte Apfelsäfte untersucht. 

Da Säfte für die Testung im in vitro System nicht geeignet sind, wurden weiterhin aus 

verschiedenen Säften polyphenolangereicherte Apfelsaftextrakte hergestellt und ihre 

Inhaltsstoffe charakterisiert.  

Zwei unterschiedlich zusammengesetzte Extrakte verschiedener Erntejahre wurden an-

schließend unter Anwendung präparativer Chromatographiemethoden fraktioniert um 

neue Inhaltsstoffe mit potententiell chemopräventiver Wirkung zu identifizieren. Hierzu 

wurden parallell zur Fraktionierung Aktivitätsstudien, sowohl von den erhaltenen Frak-

tionen als auch von den Reinsubstanzen, durchgeführt.  

Für die Aktivitätsstudien wurden folgende Eigenschaften untersucht: 

→ Einfluss auf die Proteintyrosinkinase am epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor 

(EGFR),  

→ antioxidative Wirkung: 

o Oxygen (Peroxyl) Radical Absorbance Capacity (ORAC) 

o Hemmung der Superoxidanionbildung durch Xanthin/Xanthinoxidase 

(X/XO) 

o Testung der Radikalfängereigenschaften (DPPH) 
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→ Modulation des Fremdstoffmetabolismus  

o Cytochrom P450 1A (CYP1A) Hemmung 

o NAD(P)H:Chinonoxidoreduktase (QR) Induktion 

→ Antiinflammatorische und antihormonelle Wirkung 

o Cyclooxygenase 1 (Cox-1) Hemmung 

o Aromatase (CYP19) Hemmung 
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2 Kenntnisstand 

2.1 Apfel und Apfelsaft 

2.1.1 Der Apfel 

 

Der Apfel (Malus) bildet eine eigenständige Gattung in der Unterfamilie der Kernobst-

gewächse (Maloidae). Tabelle 2.1 zeigt die taxonomische Einordnung. Die Gattung 

Malus umfasst etwa 40-55 laubwerfende Bäume und Sträucher der nördlichen gemäßig-

ten Zone in Europa, Asien und Nordamerika. Die weltweit bedeutendste Art ist der Kul-

turapfel (Malus domestica). Von dieser wird der Wildapfel oder Holzapfel (Malus syl-

vestris) unterschieden, der durch dornige Zweige und kleine, herb schmeckende, holzige 

Früchte gekennzeichnet ist (Lieberei und Reisdorff 2007). 

 
Tabelle 2.1 Taxonomie des Apfels 

Klasse Dreifurchenpollen-Zweikeimblättrige (Rosopsida) 

Unterklasse Rosenähnliche (Rosidae) 

Ordnung Rosenartige (Rosales) 

Familie Rosengewächse (Rosaceae) 

Unterfamilie Kernobstgewächse (Maloidae) 

Gattung Äpfel (Malus) 

 

Äpfel sind im gemäßigten Klimabereich das bedeutendste Fruchtobst. Die Domestikati-

on begann schon vor mehr als 8000 Jahren in Zentralasien. Von dort erfolgte die 

Verbreitung über Griechenland und Italien nach Mitteleuropa. Gegenwärtig sind über 

30.000 Apfelsorten bekannt. Die Vermehrung der Apfelbäume erfolgt zumeist vegetativ 

durch Veredelung. Infolge ihrer Selbststerilität benötigen die meisten Apfelsorten eine 

Fremdbestäubung, um ausreichende Fruchtmengen zu liefern (Lieberei und Reisdorff 

2007). 

Heutzutage werden Äpfel sowohl roh, als auch in Form von zahlreichen verarbeiteten 

Produkten wie Mus, Gelee, Saft oder Most verzehrt. Des Weiteren stellen die Früchte 

auch ein wichtiges Ausgangsprodukt für die Herstellung von Essig oder Pektin dar.  

Die einzelnen Sorten werden nach ihrem Verwendungszweck in Tafeläpfel, Kochäpfel, 

Mostäpfel und Zieräpfel eingeteilt. 
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Die wechselständigen, auf der Unterseite leicht behaarten Blätter des Apfelbaums sind 

gesägt-gekerbt, breit-oval geformt und am Ende i. d. R. spitz. Die fünfzähligen Blüten 

sind kurzstielig und stehen in wenigblütigen Doldentrauben zusammen. Manche Apfel-

blüten sind weiß, die meisten jedoch rosa getönt oder gestreift. Wenige Apfelarten blü-

hen leuchtend rot (Lieberei und Reisdorff 2007). 

 

Im botanischen Sinne ist der Apfel eine Scheinfrucht, da nicht nur der Fruchtknoten, 

sondern auch das Gewebe der Blütenachse an der Fruchtbildung beteiligt ist. Während 

der Reife werden die Fruchtblätter durch den sich fleischig entwickelnden Blütenboden 

umschlossen, bis nur noch ein Teil des Griffels herausragt. Jedes Fruchtblatt enthält 

zwei Samenanlagen, von denen sich oft nur eine weiterentwickelt.  

Die äußeren Merkmale von Äpfeln sind recht vielfältig. Sie erreichen je nach Art etwa 

Kirsch- bis Grapefruitgröße, und die Farbe der Schale kann zwischen grün und einem 

tiefen, fast schwarzen Rot liegen. Das Fleisch besitzt meist eine helle Farbe, welches 

sich durch enzymatische Oxidationsvorgänge an der Luft schnell braun verfärbt. Eine 

Ausnahme bildet die Sorte Rubens, deren Fruchtfleisch durch den hohen Anthocyange-

halt rot gefärbt ist. Auf Verlauf und Intensität der Bräunungsvorgänge hat unter ande-

rem die Sorte einen Einfluss.  

 

Das Apfelfruchtfleisch besteht zu 85% aus Wasser, zu 10% aus Zucker, zu 2% aus Roh-

fasern, zu 0,7% aus Fruchtsäuren wie Äpfelsäure und Citronensäure und zu 0,4% aus 

Fett. Der Gehalt an Vitamin C liegt je nach Sorte zwischen 2 und 25 mg/100 g (Souci 

und Scherz 1989).  

Das Aroma des Apfels setzt sich aus einigen hundert Stoffen zusammen. Im Wesentli-

chen sind Ester, Aldehyde und Alkohole am Apfelaroma beteiligt. Zu den wichtigsten 

Estern zählen Ethyl-2-methylbutanoat, Ethylbutanoat, 2-Methylbutylacetat, Butylacetat 

und Hexylacetat. In der quantitativen Zusammensetzung der Aromastoffe des Apfels 

gibt es große sortenbedingte Unterschiede. Weitere Schlüsselaromastoffe des Apfels 

sind E-2-Hexenal, E-2- und Z-3-Hexenol, β-Damascenon und α-Farnesen (Dimick und 

Hoskin 1983, Defilippi et al. 2004). 

 

 

 

 

 

http://de.encarta.msn.com/encyclopedia_761558729/Blatt.html
http://de.encarta.msn.com/encyclopedia_761564653/Bl%C3%BCten.html
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2.1.2 Der Apfelsaft 

 

Der Apfel (Malus domestica) dient neben der Orange (Citrus sinensis (L.)) weltweit als 

wichtigste Rohware für die Fruchtsaftindustrie. Die Erkenntnis, aus Früchten Säfte her-

zustellen, führt bis in die menschliche Frühzeit zurück. Heutzutage liegt die Bedeutung 

der Fruchtsäfte nicht nur in ihrem erfrischenden und aromatischen Geschmack, sondern 

zunehmend auch in ihrem ernährungsphysiologischen Wert. 

Da sich einzelne Sorten stark voneinander in ihrer Zusammensetzung unterscheiden, hat 

die Wahl der Sorte einen großen Einfluss auf das Endprodukt. Unter der Vielzahl be-

kannter Apfelsorten sind für die Fruchtsaftindustrie nur etwa 20 von kommerzieller Be-

deutung. Den höchsten Stellenwert besitzen dabei die Sorten Golden und Red Delicious, 

Granny Smith, McIntosh und Rome Beauty. In den letzten Jahren gewinnen auch neue-

re Züchtungen wie Gala, Fuji, Jonagold und Braeburn an Bedeutung (USAPPLE-

Association 2007). Um ein optimales und im Geschmack ausgewogenes Produkt zu 

erhalten, werden meist mehrere Apfelsorten für die Herstellung eines Saftes kombiniert. 

 

2.1.2.1 Herstellung von Apfelsaft 

 

Im Folgenden soll kurz die Herstellung von Apfelsaft näher besprochen werden. 

 

Nach der Obstannahme werden die Äpfel in einem Schwemmkanal transportiert und 

gewaschen.  

Die Art und der Zerkleinerungsgrad haben einen großen Einfluss auf die Dauer des an-

schließenden Entsaftungsvorgangs, die Saftausbeute und den Trubstoffgehalt. Die Zer-

kleinerung der Früchte kann mittels mechanischer (Obstmühlen), thermischer (Thermo-

break, Gefrieren), enzymatischer (Maischefermentierung) oder unkonventioneller Ver-

fahren (Ultraschall, Elektroplasmolyse) erfolgen. Durch eine umfangreichere Zerkleine-

rung werden mehr Zellen zerstört und die Saftausbeute erhöht (Schobinger 2001). In-

folge der Zerstörung des Zellgewebes laufen sofort Oxidationsvorgänge, Pektinabbau 

und trubbildende Reaktionen ab, da fruchteigene Enzyme mit Zuckern und Säuren der 

Vakuolen reagieren (Birus 2001). Beim Thermobreak-Verfahren erfolgt bei einer Erhit-

zung der Früchte auf ca. 80°C eine Denaturierung der Protoplasmahäute, wodurch die 
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Permeabilität des Gewebes erhöht und somit der Saftaustritt erleichtert wird 

(Schobinger 2001).  
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Abbildung 2.1: Herstellung von Apfelsaft (nach Heiss 2004) 
 

Um eine höhere Saftausbeute sowie eine Abnahme der Maischeviskosität zu erreichen, 

erfolgt vor dem Pressen meist ein enzymatischer Pektinabbau bei einer Temperatur von 

45 bis 50°C. Die pektinolytischen Enzyme werden anhand der Angriffspunkte am Pek-

tinmolekül unterschieden (vgl. Abbildung 2.2). Die industriell verwendeten Präparate 

sind mikrobiellen Ursprungs. Aufgrund der stark ausgeprägten Substrat- und Wir-

kungsspezifität der Enzyme hat jedes Präparat - abhängig von dem Enzym, welches die 

Hauptaktivität liefert - einen spezifischen optimalen Wirkungsbereich (Schobinger 

2001).  

Die sich anschließende Entsaftung erfolgt mit Pressen oder Dekantern. Hierbei werden 

die Zellwände und -membranen durch Druck mechanisch aufgebrochen. Der erhaltene 

trübe Saft ist sowohl Ausgangsprodukt für die Herstellung von klaren und naturtrüben 

Direktsäften, als auch von klaren und naturtrüben Konzentraten.  
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Abbildung 2.2: Schematischer Aufbau des Pektinmoleküls mit den Angriffspunkten pektinolyti-
scher Enzyme. GLS: Galacturonsäure; GA: Galactose; RHA: Rhamnose; A: Arabinose; M: Me-
thylester 
 

Zur Entfernung von Stärkekörnern wird der Saft separiert, anschließend bei 80°C pas-

teurisiert und eingelagert. Durch die Pasteurisierung werden für den Verderb verant-

wortliche Mikroorganismen abgetötet und Enzyme inaktiviert. Bei Temperaturen über 

90°C treten vermehrt unerwünschte Nebenreaktionen auf, die das Aroma beeinflussen 

können. 

 

Zur Fertigstellung des naturtrüben Direktsaftes wird dieser in der Regel erneut separiert, 

um den bei der Lagerung gebildeten aggregierten Grobtrub, der sonst in der Flasche 

sedimentieren würde, zu entfernen. Nach dessen Abtrennung beträgt der Gesamttrub in 

naturtrübem Apfelsaft zwischen 0,2 und 1,0 g/l. Der Gehalt an Ascorbinsäure wird nach 

einem weiteren Pasteurisierungsschritt überprüft und gegebenenfalls erneut zugegeben. 

 

Die Herstellung eines klaren Apfelsaftes erfordert zusätzliche Verfahrensschritte, die 

das Endprodukt in seinen ernährungsphysiologischen und sensorischen Eigenschaften 

jedoch nur unwesentlich beeinflussen sollten. Als Hauptursachen für unerwünschte 

Trübungen gelten Proteine, Gerbstoffe, Stärke und Pektin (Birus 2001). Die Entfernung 

dieser Stoffe erfolgt durch den Einsatz von Enzympräparaten, Schönungsmitteln (Gela-

tine, Bentonit, o.ä.), sowie durch mechanische Klärung mittels Filtration, Sedimentation 

oder Flotation (Schobinger 2001). Jeder Schönungsvorgang beeinflusst jedoch auch 

erwünschte Substanzen, wie z.B. Aromastoffe oder Polyphenole (Birus 2001). 
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Die enzymatische Saftbehandlung kann man in den enzymatischen Pektin-, Stärke- und 

Arabanabbau unterteilen. Beim Einsatz pektinolytischer Enzyme ist das richtige Ver-

hältnis zwischen Pektinmethylesterase und Polygalacturonase von entscheidender Be-

deutung. Pektinmethylesterase demethoxyliert Pektin, die resultierenden freien Galactu-

ronate bilden mit Kationen wie Ca2+ unlösliche Komplexe. Polygalacturonase spaltet 

das Rückgrat des Pektinmoleküls, wodurch die Viskosität des Saftes sinkt. Der Einsatz 

von Amylase dient der Hydrolyse von Stärke und verhindert die Retrogradation ver-

kleisterter Stärke und daraus resultierende körnige Strukturen (Ashurst 1998). Zur Ent-

fernung polymerer phenolischer Substanzen werden neben der Ausfällung mit protein-

haltigen Schönungsmitteln und Ultrafiltration zunehmend Laccase-Diphenoloxidase-

Enzympräparate eingesetzt. In der EU ist ihr Einsatz jedoch nicht erlaubt (Fruchtsaft 

VO). 

Das traditionelle Schönungsmittel für Apfelsaft ist Gelatine. Das Protein trägt beim pH-

Wert des Apfelsafts (pH ≈ 3,5) eine positive Ladung. Durch Elektronenpaarbindung 

werden negativ geladene Trubteilchen gebunden und fallen mit der Gelatine aus. Auf 

diese Weise wird vor allem der Anteil an hochpolymeren Procyanidinen reduziert, die 

als Hauptursache für eine Trübung im Saft gelten und bei der Klärung mit mechani-

schen Verfahren im Saft verbleiben. 

Weitere Anwendung finden die Kieselsol-Gelatine-Schönung sowie die Schönung mit-

tels Bentonit, Polyvinylpolypyrrolidon und Aktivkohle. Vor allem letztere binden aber 

auch einen Teil des Saftaromas. 

Im Anschluss wird der Saft durch physikalische Verfahren, wie Filtration, Sedimentati-

on und Flotation geklärt (Schobinger 2001). 

Um den klaren Direktsaft haltbar zu machen wird er ebenso wie der trübe Direktsaft bei 

Temperaturen unter 90°C pasteurisiert; ferner wird der Gehalt an Ascorbinsäure über-

prüft und evtl. Ascorbinsäure zugegeben.  

 

Klare Säfte werden heute in der Regel aus klarem Apfelsaftkonzentrat hergestellt. Hier-

bei wird dem frisch gepressten Saft bei Temperaturen von über 90°C das Aroma abge-

trennt. Der so erhaltene entaromatisierte Trübsaft wird auf 50°C rückgekühlt und einer 

Heißklärung unterzogen. Nach Schönung und Klärung durch Filtration oder durch Ult-

rafiltration und Adsorption wird der klare Saft mit Hilfe von Vakuumverdampfern auf 

72°Brix konzentriert und kühl gelagert. Im letzten Schritt erfolgt die Rekonstitution aus 

Konzentrat, Wasser und dem anfangs abgetrennten Aroma. 
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2.1.2.2 Wirtschaftliche Bedeutung 

 

Mit einem Pro-Kopf-Verbrauch von ca. 38,3 l stand Deutschland im Jahr 2007 weltweit 

an der Spitze im Konsum von Fruchtsäften und Fruchtnektaren. Es folgten Finnland mit 

33,1 l, die USA mit 32,5 l, Spanien mit 29,1 l und die Niederlande mit 28,9 l (VdF 

2008). Der durchschnittliche Verbrauch in der Europäischen Union lag bei 25,0 l. In 

Deutschland erfreute sich im Jahr 2007 der Apfelsaft mit einem Pro-Kopf-Verbrauch 

von 11,4 l der größten Beliebtheit, gefolgt von Orangen- (8,9 l), Multivitamin- (3,8 l) 

und Traubensaft (1,3 l) (VdF 2008). Der Konsum ist im Vergleich zu den Vorjahren 

allerdings leicht rückläufig, in denen jeder Bundesbürger etwa 0,4 l (2005) bzw. etwa 

0,9 l (2004) mehr trank. Es liegen Schätzungen vor, nach denen der weltweite Pro-

Kopf-Verbrauch von Fruchtsäften und -nektaren im Jahre 2008 sechs Litern entspre-

chen wird. Dies entspricht einer gesunkenen jährlichen Wachstumsrate von 4,2% auf 

2,8% (zwischen 1999 und 2005) (Canadean 2006). 
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Abbildung 2.3 Produktionsumfang der wichtigsten Apfelsaftkonzentrat produzierenden Ländern 
(FAS/USDA 2007/08) 
 

Auch die geschätzte Apfelsaftproduktion der wichtigsten Apfelsaft produzierenden 

Ländern war mit 1,44 Mio. Tonnen in den Jahren 2007/2008 im Gegensatz zu den vor-

hergehenden Jahren erstmals rückläufig (2006/2007: 1,57 Mio. Tonnen).  

In Abbildung 2.3 sind die Produktionszahlen der weltweit wichtigsten Apfelsaftkon-

zentrat herstellenden Länder gezeigt. China nimmt mit deutlichem Abstand eine Füh-

rungsposition ein, es folgen Polen und die USA, vor Italien, Argentinien und Chile. 
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Deutschland spielt mit einer Produktion von 550 Mio. l Apfelsaft weltweit nur eine un-

tergeordnete Rolle. 

 

2.2 Polyphenole 

2.2.1 Sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe 

 

Pflanzliche Inhaltsstoffe werden anhand des Stoffwechsels in „primäre“ und „sekundä-

re“ eingeteilt. Primäre Pflanzenstoffe, wie Kohlenhydrate, Proteine und Fette, sind am 

Energiestoffwechsel und am Aufbau der Zellen beteiligt (primärer Pflanzenstoffwech-

sel). Mit Ausnahme der Ballaststoffe dienen sie als Nährstoffe für den Menschen, wes-

wegen sie auch als nutritive Inhaltsstoffe bezeichnet werden. Sekundäre Pflanzenin-

haltsstoffe (SPS) sind Verbindungen, die im Gegensatz dazu weder im Energiestoff-

wechsel, noch im anabolen oder katabolen Pflanzenstoffwechsel produziert werden (se-

kundärer Pflanzenstoffwechsel). Die SPS umfassen eine Vielzahl chemisch sehr unter-

schiedlicher Verbindungen, welche für die Pflanze lebensnotwendig sind. Zu ihnen ge-

hören neben den Polyphenolen u.a. auch die Alkaloide, Phytosterine, Saponine, Gluco-

sinolate und Isoprenoide. Sie kommen in der Pflanze meist nur in geringen Mengen vor, 

zudem wird ihnen häufig eine pharmakologische Wirkung zugeschrieben (Shahidi und 

Naczk 2003, Watzl und Leitzmann 2005). Nicht immer lässt sich der Sekundärstoff-

wechsel eindeutig abgrenzen, da Primär- und Sekundärstoffwechsel häufig die gleichen 

Enzymsysteme nutzen. Deshalb erfolgt eine Einteilung der Substanzen oftmals nur aus 

der Betrachtung der Funktion im pflanzlichen Organismus. 

SPS werden von der Pflanze u.a. als Abwehrstoffe vor Pathogenen, als Wachstumsregu-

latoren, als UV-Schutz, zur Anlockung von Bestäubern, als Verdunstungsschutz und zur 

mechanischen Festigung synthetisiert. Sie können, bezogen auf das Trockengewicht, 

einen Anteil von bis zu einigen Gewichtsprozenten ausmachen. Bei gemischter Kost 

werden täglich bis zu 1,5 g SPS aufgenommen (Watzl und Leitzmann 2005). 

Noch vor 20 Jahren wurden die SPS als antinutritive Nahrungsinhaltsstoffe angesehen. 

Deshalb wurden Versuche unternommen, den Anteil dieser Substanzen durch Züchtun-

gen zu verringern. In den letzten Jahren hat jedoch ein Umdenken begonnen. Nun wer-

den ihnen vielfältige gesundheitsfördernde Wirkungen zugeschrieben, und die Lebens-

mittelindustrie versucht diese Substanzen unter dem Aspekt einer gesundheitsfördern-
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den Wirkung in Lebensmitteln anzureichern. Nachfolgend wird aus der Gruppe der SPS 

kurz der Bereich der Polyphenole vorgestellt. 

 

2.2.2 Chemie und Vorkommen von Polyphenolen 

 

Unter dem Begriff Polyphenole werden Substanzen zusammengefasst, die auf der 

Struktur des Phenols basieren. Sie stellen daher keine einheitliche Stoffgruppe dar. Zu 

ihnen werden insbesondere die Phenolcarbonsäuren, die Flavonoide, die Lignane und 

die Stilbene gezählt (Harborne 1994, Anderson und Markham 2006).  

 

2.2.2.1 Phenolcarbonsäuren 

 

Unter dem Begriff Phenolcarbonsäuren werden sowohl die eigentlichen phenolischen 

Säuren, die sog. Hydroxybenzoesäuren, als auch die Hydroxyzimtsäuren zusammenge-

fasst (Manach et al. 2004).  

Bei den Hydroxybenzoesäuren handelt es sich um Phenole mit der Grundstruktur 

C6C1. In Abbildung 2.4 sind ihre wichtigsten Vertreter in Früchten dargestellt. 
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Abbildung 2.4 Strukturen wichtiger Hydroxybenzoesäure-Verbindungen (A) und Grundstruktur 
der Ellagsäure(B)  
 

Hydroxybenzoesäuren liegen ebenso wie die Hydroxyzimtsäuren im Allgemeinen als 

Konjugate vor, auch wenn in einigen Früchten ebenso die freien Säuren nachgewiesen 

wurden (Mattila und Kumpulainen 2002). Ester der Gallussäure und der Hexahydroxy-

diphensäure bilden neben den Proanthocyanidinen eine der beiden Hauptklassen der 
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pflanzlichen Gerbstoffe. Man unterscheidet die Gallotannine und die Ellagtannine, die 

sich durch verdünnte Säuren vollständig in kleinere Moleküle spalten lassen. Aufgrund 

dieser Eigenschaft werden sie zu den sog. hydrolysierbaren Gerbstoffen gezählt.  

Ellagsäure (vgl. Abbildung 2.4) liegt in Beeren in drei verschiedenen Formen vor. Ne-

ben der weniger häufigen freien Form kommt sie als polymeres Tannin (Ellagtannine) 

oder an Glucose gebunden vor. Vor allem die Ellagtannine werden bei der Verarbeitung 

der Früchte zu Marmeladen oder Saft gespalten, was zu einer Erhöhung des Gehaltes an 

freier Säure führt (Zafrilla et al. 2001). 

Die Hydroxybenzoesäureprofile und -gehalte in Früchten und Gemüse unterscheiden 

sich auch in Varianten derselben Spezies stark. Im Allgemeinen sind ihre Konzentratio-

nen in Lebensmitteln gering. Ausnahmen sind die Früchte der Gattung Rosaceae, einige 

Kräuter, sowie grüner und schwarzer Tee (Tomás-Barberán und Clifford 2000a). 

Die zweite Gruppe der Phenolcarbonsäuren bilden die Hydroxyzimtsäuren. Ihre Struk-

tur leitet sich von der trans-Phenyl-propansäure (C6C3-Körper) ab. Die Doppelbindung 

der Hydroxyzimtsäuren ist in der Natur immer trans konfiguriert, kann aber durch Ver-

arbeitungsschritte und unter Einwirkung von UV-Licht teilweise zur cis-Verbindung 

isomerisieren. Nur ein kleiner Teil der Phenolcarbonsäuren liegt als freie Säure vor. Sie 

sind praktisch in allen pflanzlichen Lebensmitteln enthalten und in der gesamten Pflan-

ze vertreten. Kaffeesäure (3,4-Dihydroxyzimtsäure), Ferulasäure (3-Methoxy-4-

hydroxyzimtsäure), Sinapinsäure (3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtsäure) und p-Cumar-

säure (4-Hydroxyzimtsäure; vgl. Abbildung 2.5) sind die in pflanzlicher Nahrung am 

häufigsten vorkommenden freien Phenolcarbonsäuren (Clifford 1999, Clifford 2000b).  
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Abbildung 2.5 Strukturformeln von Ferulasäure (A), Kaffeesäure (B), p-Cumarsäure (C) und Si-
napinsäure (D) 
 

Der Großteil ist durch Ester-, Ether- oder Acetalbindungen entweder mit strukturbilden-

den Komponenten der Pflanze (Cellulose, Proteine, Lignin), mit größeren Polyphenolen 

(Flavonoide), mit einfachen Zuckern oder Zuckeralkoholen wie z.B. Glycerin und myo-

Inositol, mit Fetten, Sterolen oder mit Terpenen gebunden. Durch die Anzahl und Posi-
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tion der Hydroxylgruppen am aromatischen Ring ist bei gleichem Grundgerüst eine 

Vielzahl von Verbindungen möglich, die durch Verknüpfungen mit anderen Molekülen 

eine große Anzahl an Derivaten bilden (Klick und Herrmann 1988, Clifford 2000b). 

Die Zusammensetzung der Phenolcarbonsäuren ist stark von der untersuchten Pflanze 

abhängig. In Kern- und Steinobst sowie in einigen Beerenobstarten treten die Hydroxy-

zimtsäuren hauptsächlich als Ester mit D-(-)-Chinasäure auf, wobei die Kaffeoylchina-

säuren überwiegen. Die größte Bedeutung haben hierbei die 3- und die 5-Kaffeoyl-

chinasäure, die auch als Neochlorogensäure bzw. Chlorogensäure bezeichnet werden 

(vgl. Abbildung 2.6). Im Kernobst steht die Chlorogensäure im Vordergrund. Im Stein-

obst sind es die Neochlorogensäure und die Chlorogensäure, mit Ausnahme der Kir-

schen, bei denen die 3-p-Cumaroylchinasäure dominiert. Glucoseester der Hydroxy-

zimtsäuren sind z.B. in Beerenobst zu finden.  

 

 
Abbildung 2.6 Strukturformeln der Chlorogensäure (A) bzw. Neochlorogensäure (B) 
 
In Äpfeln kommen sehr geringe Mengen an freier Kaffeesäure (0-7,3 mg/kg) vor. 5-

Kaffeoylchinasäure (32,7-487,6 mg/kg) und 4-p-Cumaroylchinasäure (9,1-140,4 mg/kg) 

dominieren die Zusammensetzung phenolischer Verbindungen (Kahle et al. 2005). Au-

ßerdem wurden geringe Mengen an Kaffeoyl-, p-Cumaroyl- und Feruloylglucose nach-

gewiesen (Risch und Herrmann 1988, Schieber et al. 2001, Gliszczynska-Swiglo und 

Tyrakowska 2003, Will et al. 2007). In Sorbus-Arten dominiert die 1-

Kaffeoylchinasäure mit einem Gehalt von bis zu 1500 mg/kg (Clifford 1999). Des Wei-

teren wurde berichtet, dass das Auftreten von Di-Kaffeoylweinsäure charakteristisch für 

Echinacea purpurea (Wills und Stuart 1999) und das von meso-Weinsäure-Konjugaten 

für Spinat typisch ist (Clifford 1999). 

Die Verteilung der Phenolcarbonsäuren im pflanzlichen Gewebe ist nicht homogen. Sie 

befinden sich überwiegend in den Randschichten der Pflanzen. So sind z.B. in der Kar-

toffel 50% der Kaffeesäure in der Schale sowie im angrenzenden Gewebe lokalisiert 

(Brandl und Herrmann 1984). Einen entscheidenden Einfluss besitzt auch das Reifesta-

dium der untersuchten Früchte. So verringerte sich der Gehalt an Kaffeoylchinasäuren 
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in Maulbeeren auf ein Viertel bis ein Drittel des ursprünglichen Gehaltes während des 

Reifevorgangs, der Gesamtphenolgehalt hingegen stieg stark an (Oki et al. 2006). Auch 

ein Einfluss der Anbaubedingungen und der Temperatur wird vermutet (Wang und 

Zheng 2001). Eine statistische Auswertungen der Studien lässt allerdings darauf schlie-

ßen, dass genetische Faktoren zur Erklärung der Unterschiede wichtiger sind als die 

Umweltbedingungen (Clifford 2000b).  

 

2.2.2.2 Flavonoide 

 
Die Gruppe der Flavonoide hat die größte Bedeutung unter den Pflanzenphenolen. Sie 

leiten sich alle vom Flavan (= 2-Phenyl-benzodihydropyran) ab und haben somit einen 

C6C3C6-Grundkörper. Derzeit sind etwa 4000-5000 verschiedene Strukturen von Flavo-

noiden bekannt (Anderson und Markham 2006), die sich anhand der Oxidationsstufe 

der Kohlenstoffatome in Position zwei, drei und vier in mehrere Untergruppen einteilen 

lassen (Anderson und Markham 2006). Diese sind die Flavan-3-ole und deren Polyme-

re, die sog. Procyanidine, die Flavandiole (3,4-Dihydroxyflavane), die Flavanone (4-

Oxoflavane), die Flavone (3-Oxoflav-2-ene), die Flavonole (3-Hydroxy-4-oxo-flav-2-

ene), die Dihydrochalkone und die Anthocyane (vgl. Abbildung 2.7). 

 

Die einzelnen Verbindungen der Untergruppen unterscheiden sich durch die Zahl und 

die Position der Hydroxyl- und/oder Methoxygruppen. Die Catechine und die Procyani-

dine kommen in der Natur meist frei vor, wohingegen die Anthocyanidine, die Flavono-

le, die Flavanone und die Dihydrochalkone in der Regel glycosidisch gebunden vorlie-

gen. Dies führt zu einer erhöhten Löslichkeit im Pflanzenzellsaft und stabilisiert sie zu-

dem gegenüber Licht und enzymatischen Abbauvorgängen (Watzl und Leitzmann 

2005). Als Zuckerbausteine sind dabei u. a. Glucose, Rhamnose, Galactose, Arabinose 

und Xylose in Form von Mono-, Di- oder Oligosacchariden, meist β-glycosidisch mit 

dem Aglykon verknüpft (Harborne 1994). Die Bindung an Zucker erfolgt O-

glycosidisch bevorzugt in Position 3, 7, 3’ und 4’ bzw. C-glycosidisch in Position 6 und 

8 (Cuyckens und Claeys 2004). 
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Abbildung 2.7 Strukturmerkmale von Flavonoid-Unterklassen mit ausgewählten Beispielen 
 

Die leicht gelbe Färbung der Flavonole (vgl. Abbildung 2.7) gab der Stoffgruppe der 

Flavonoide (flavus = gelb) ihren Namen. Die bevorzugte Bindungsstelle des Zuckers ist 

bei dieser Untergruppe die Position 3, seltener die Position 7. Flavonole sind in zahlrei-

chen Obst- und Gemüsesorten vertreten. Häufig kommen bis zu zehn, manchmal auch 

mehr verschiedene Flavonolglycoside in Früchten vor. Zwischen einzelnen Varietäten 

gibt es kaum qualitative, bisweilen aber große quantitative Unterschiede. Große Men-

gen finden sich v.a. in Zwiebeln (Quercetinglycoside). In Früchten wurden nur in Äp-

feln, Aprikosen und schwarzen Johannisbeeren Gehalte über 15 mg/kg an Quercetin-

glycosiden nachgewiesen (Hollman und Arts 2000). 

 

Flavone sind gelb gefärbte Substanzen (vgl. Abbildung 2.7), die ebenfalls meist glyco-

sidisch gebunden in der Pflanze vorliegen. Die Flavone treten vorwiegend als 7-O-

Glycoside in Erscheinung, seltener als 6-C- oder 8-C-Glycoside (Kiehne und Engelhardt 

1996, Hollman und Arts 2000). Hohe Gehalte wurden vor allem in Rotklee und Tee 

nachgewiesen.  

 

 



Kenntnisstand 
 

17

Isoflavone (vgl. Abbildung 2.7) haben im Gegensatz zu allen anderen Flavonoiden als 

Grundstruktur das 3-Phenylchroman. Bisher sind 60 verschiedene Stoffe dieser Klasse 

identifiziert worden. Abhängig von der Art, der geographischen Lage und Umweltbe-

dingungen gibt es eine hohe Variabilität in qualitativer und quantitativer Zusammenset-

zung bei einzelnen Pflanzen (Eldridge und Kwolek 1983, MacDonald et al. 2005). Hohe 

Gehalte finden sich in verschiedenen Kleearten, Sandelholz und der Rinde von Pflau-

menbäumen, vor allem jedoch in Leguminosen, hier insbesondere in Soja (Cassidy et al. 

2000). Isoflavone kommen in Pflanzen sowohl als Aglykon (Daidzein, Genistein) als 

auch glycosidisch gebunden vor. Letztere können zusätzlich noch acetyliert oder malo-

nyliert vorliegen (Cassidy et al. 2000). Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit zum 

17β-Estradiol haben sie, wie auch die Lignane (s. Kap. 2.2.2.3), in hohen Dosen eine 

schwache geschlechtshormonelle Wirkung auf den Menschen. Sie zählen deshalb zu 

den Phytoestrogenen. 

 

Flavanone und Dihydroflavonole (vgl. Abbildung 2.7) sind biochemisch verwandte 

Verbindungen mit einer eng begrenzten Verbreitung. Sie haben einen gesättigten C-

Ring, der sich in alkalischer Umgebung leicht unter Bildung des Chalkons bzw. Di-

hydrochalkons öffnet. Die Reaktion ist in saurem Medium reversibel (Tomás-Barberán 

und Clifford 2000b). In der Natur treten bei den Flavanonen gewöhnlich nur 2S-

konfigurierte Isomere auf, allerdings wurden während der Extraktion Isomerisierungs-

reaktionen beobachtet. Im Gegensatz hierzu sind die Dihydroflavonole meist 2R,3R 

konfiguriert, es sind aber auch einzelne Dihydroflavanole mit 2S,3S bzw. 2R,3S-

Konfiguration bekannt (Anderson und Markham 2006). Flavanone sind charakteristi-

sche Verbindungen für Zitrusfrüchte und liegen in der Pflanze nur glycosiliert vor. Den 

Zuckerrest bilden vorwiegend an Position 7 glycosidisch gebundene Rutinose (6-O-α-L-

Rhamnosyl-D-glucose) oder Neohesperidose (2-O-α-L-Rhamnosyl-D-glucose). In sü-

ßen Orangen wurden auch 4’-O-Glucoside nachgewiesen (Robards et al. 1997). Die 

Flavanon-7-glycoside der Rutinose, wie Hesperidin, sind geschmacklos, wohingegen 

die 7-O-Neohesperidoside, wie Neohesperidin und Naringin, für den Bittergeschmack 

der Zitrusfrüchte verantwortlich sind. Die freien Aglykone Hesperitin und Naringenin 

sind hingegen geschmacklos. Durch Ringöffnung und Hydrierung kann aus diesen je-

weils das entsprechende süß schmeckende Dihydrochalkon gebildet werden. Das Di-

hydrochalkon des Naringins (Naringenin-7-O-rhamnoglucosid) und des Neohesperidins 

(Hesperetin-7-O-neohesperidosid) besitzt eine um den Faktor 250 bzw. 2000 höhere 
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Süßkraft als Saccharose (Baltes 2007). In Säften aus süßen Orangen der Sorte Valencia 

fanden sich Hesperidin-Konzentrationen bis zu 584 mg/l, allerdings kein Naringin 

(Galensa et al. 1986). Letzteres findet sich mit bis zu 1000 mg/l vor allem in Säften aus 

Grapefruit und Pomelos (Rouseff et al. 1987). Im essbaren Teil getrockneter Früchte 

liegt der Anteil bei bis zu 2% Hesperidin und 1,5% Naringenin (Kawaii et al. 1999), 

trockene Orangenschalen enthalten sogar bis zu 7% Hesperidin (Tomás-Barberán und 

Clifford 2000b). 

 

Dihydrochalkone haben im Gegensatz zu allen anderen Flavonoiden eine offene Ring-

struktur. Sie werden als charakteristische Verbindungen des Apfels und dessen Verar-

beitungsprodukten wie Saft, Püree oder Cidre betrachtet (Tomás-Barberán und Clifford 

2000b, Ehrenkranz et al. 2005), obwohl vor einigen Jahren auch geringe Konzentratio-

nen (49 mg/kg Trockengewicht) in einigen Erdbeeren-Sorten gefunden wurden (Hilt et 

al. 2003). In Äpfeln wurden bisher Phloridzin (Phloretin-2’-O-glucosid), Phloretin-2’-

O-xyloglucosid, 3-Hydroxyphloridzin sowie Phloretin-2’-O-xylogalactosid nachgewie-

sen. Sowohl der Gehalt als auch die Zusammensetzung der Phloretinglycoside variiert 

sortenabhängig stark (Kahle et al. 2005, Wu et al. 2007, Nybom et al. 2008).  

 

Die Anthocyanidine unterscheiden sich von den übrigen Flavonoiden durch ihre posi-

tive Ladung am Sauerstoff des C-Rings (Flavyliumkation). Ihr Name ist auf die griechi-

schen Wörter „anthos“ (Blüte) und „kyanos“ (blaue Farbe) zurückzuführen. Sie sind in 

fast allen heimischen Obstarten und Südfrüchten vertreten. Große Mengen finden sich 

vor allem in Heidelbeeren, in denen die Anthocyane bis zu 1,5% (bezogen auf das 

Frischgewicht) enthalten sind, wobei die in der Natur am häufigsten vorkommenden 

Anthocyanidine Cyanidin, Peonidin, Pelargonidin, Malvidin, Delphinidin und Petuni-

din, in Abbildung 2.8 dargestellt sind. 

In pflanzlichem Gewebe liegen sie ausschließlich als Anthocyanidinglycoside (Antho-

cyane), bevorzugt als 3-O- und 5-O-glycosid, vor (Clifford 2000a). Als Zuckerrest tre-

ten vor allem die Monosaccharide Glucose, Galactose und Arabinose sowie das Disac-

charid Rutinose oder Kombinationen dieser auf. Ferner sind Rhamnose, Sophorose (6-

O-β-D-Glucosyl-D-glucose), Sambubiose (6-O-β-D-Xylosyl-D-glucose) zu finden. Der 

Zucker kann außerdem acyliert sein. Verbindungen mit Kaffee-, p-Cumar-, Ferula-, 

Sinapin-, Essig-, Malon- und Oxalsäure sind ebenfalls bekannt (Clifford 2000a). In Ab-

hängigkeit vom pH-Wert treten bei Anthocyanen starke Farbveränderungen auf. Das 
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Flavyliumkation ist nur bei niedrigen pH-Werten stabil (<1) und geht mit steigendem 

pH-Wert durch Anlagerung eines Hydroxid-Anions an das C2-Atom in die farblose 

Carbinolbase über. Bei pH-Werten > 6 kommt es durch Bildung der chinoiden Form 

bzw. ionischen Anhydrobase durch Abspaltung von Wasser wieder zu einer Farbvertie-

fung. Durch Ringöffnung entsteht aus der ionischen Anhydrobase bei pH-Werten > 7 

das gelbe Chalkon (Mazza und Miniati 1993). 

 

 
 Position 
 3 5 6 7 3’ 4’ 5’ 
Cyanidin OH OH H OH OH OH H 
Peonidin OH OH H OH OCH3 OH H 
Pelargonidin OH OH H OH H OH H 
Malvidin OH OH H OH OCH3 OH OCH3 
Delphinidin OH OH H OH OH OH OH 
Petunidin OH OH H OH OCH3 OH OH 
Abbildung 2.8 Strukturen der natürlich am häufigsten vorkommenden Anthocyanidine 
 

Die letzte Gruppe der Flavonoide stellen die Flavan-3-ole dar. Die monomeren Flavan-

3-ole sind farblose Verbindungen, die in der Natur meist in freier Form oder als 3-O-

Gallat, seltener als Glycoside vorliegen. Der Zucker ist O-glycosidisch entweder an 

Position 3 oder 5 gebunden (Plumb et al. 1998, Xu et al. 2007).  

In der Pflanze liegen neben den monomeren Formen auch die oligomeren oder polyme-

ren Flavan-3-ole vor, welche als Proanthocyanidine (PAC) bezeichnet werden. Als sog. 

kondensierte Gerbstoffe stellen diese die zweite Gruppe der Tannine dar und können im 

Gegensatz zu den Ellagtanninen durch verdünnte wässerige Säuren nicht mehr oder nur 

zu einem geringen Teil hydrolytisch gespalten werden. Abgesehen von Lignin stellen 

die PAC den größten Teil der pflanzlichen Phenole. Ihren Namen erhielten die PAC 

aufgrund ihrer charakteristischen oxidativen Depolymerisation in sauren organischen 

Lösungen, bei der rot gefärbte Anthocyane gebildet werden.  

Die PAC bestehen aus monomeren Flavan-3-ol-Einheiten, die meist über eine C4→C8, 

seltener über eine C4→C6-Bindung verknüpft sind. Dieser Verknüpfungstyp wird als 

B-Typ bezeichnet. Existiert eine zusätzliche Etherverknüpfung zwischen C2→C7 der 

Monomeren, so zählt man diese zu den A-Typ-Proanthocyanidinen (vgl. Abbildung 
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2.9). Neben der üblichen 2β-O7-Verknüpfung wurden in Kakao auch A-Typ-PAC mit 

einer 2β-O2-Verknüpfung gefunden (Porter et al. 1991). 

 

 
Abbildung 2.9 Beispiele für A- und B-Typ Procyanidine 
 

Abhängig vom Substitutionsmuster der Flavan-3-ol-Einheiten gibt es eine Vielzahl von 

(unterschiedlichen) Unterklassen; In Abbildung 2.10 sind die meist verbreiteten Mono-

mere dargestellt. Nur aus Catechin- und Epicatechin-Einheiten bestehende PAC werden 

als Procyanidine bezeichnet und stellen die größte Gruppe der PAC in Pflanzen dar. Die 

weniger verbreiteten Monomere (Epi)afzelechin und (Epi)gallocatechin bilden die Pro-

pelargonidine bzw. die Prodelphinidine. Auch die 5-Deoxy-flavan-3-ole hat man als 

Bestandteile von PAC gefunden.  
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Abbildung 2.10 Strukturen der meist verbreiteten Proanthocyanidin-Monomere 
 

Eine Pflanzengattung besitzt meist eine für sie charakteristische Proanthocyanidin-

zusammensetzung. So enthält das Mark der Peka-Nuss (Carya illionensis) vorwiegend 

Prodelphinidin (Prodelphinidin : Procyanidin = 6 : 1), die Rinde der Kiefer (Pinus radi-

ate) hochpolymeres Procyanidin, das Holz des Quebrachobaums (Schinopsis balansae 

var. chaqueno) vorwiegend Profisetinidin und Prorobinetinidin und der Apfel (Malus 

silvestris) Procyanidin mit einem niedrigen Polymerisationsgrad. In Rotwein wurden 

auch farbige Copolymere aus Catechinen und Anthocyanen nachgewiesen (Mateus et 

al. 2002).  

Die Angaben über die Gehalte an Flavan-3-olen beziehen sich meist nur auf die Mono-

mere und die Oligomere mit bis zu 3 Einheiten. Der Menge an polymeren PAC in 

Pflanzen und Früchten wurde in der Vergangenheit keine große Aufmerksamkeit ge-

schenkt. Hohe Gehalte an Flavan-3-olen finden sich vor allem in Kakao (40,8 g/kg), 

Tee (6-20 g/kg TG), Cranberry (2335 mg/kg) und Wildheidelbeeren (3320 mg/kg) 

(Prior und Gu 2005, Gu et al. 2006, Perva-Uzunalic et al. 2006, Neto et al. 2008).  
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Procyanidine (PC) besitzen eine große strukturelle Vielfalt, die sich aus den vier mögli-

chen monomeren Einheiten (2R,3S)-Catechin, (2S,3R)-ent-Catechin, (2R,3R)-

Epicatechin und (2S,3S)-ent-Epicatechin, den verschiedenen Verknüpfungsmöglich-

keiten der Interflavanoid-Bindung und der variierenden Kettenlänge (Polymerisations-

grad) ergibt. In der Natur dominieren die Diastereomere (2R,3S)-Catechin und (2R,3R)-

Epicatechin. Bezogen auf die Stereochemie der Bindungen an C2 und C3 hat Epicate-

chin eine trans- und Catechin eine cis-Konfiguration. Die stereochemische Orientierung 

der Bindung zwischen den Monomeren an Position 4 wird nach der IUPAC-α,β-

Nomenklatur angegeben (Hemingway et al. 1982). 

Procyanidine tragen entscheidend zum Geschmack von procyanidinreichen Lebensmit-

teln wie Tee und Schokolade bei. So besitzen PC mit geringer Molekularmasse (Mr) 

vorwiegend einen bitteren Geschmack. Mit zunehmender Molekülgröße nimmt dieser 

ab und es tritt ein adstringierender Geschmack auf (vgl. Abbildung 2.11), der auf der 

Bindung der Polymeren an Speichelproteine beruhen soll (Lea und Arnold 1978, Hof-

mann et al. 2006, Renard Catherine et al. 2007). 

 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Polymerisationsgrad (DPm)

Stärke des 
Geschmacks-

eindrucks

bitter

adstringierend

 
Abbildung 2.11 Zusammenhang zwischen Polymerisationsgrad (DPm) der Procyanidine und Ge-
schmackseindruck (nach Lea und Arnold 1978) 
 

2.2.2.3 Lignane und Stilbene 

 

Lignane (vgl. Abbildung 2.12) zeichnen sich durch dimere C6C3-Körper (Phenylpropa-

noide) aus, die über das β-C-Atom miteinander verknüpft sind. Unterschiedliche Struk-

turvarianten ergeben sich durch die Anordnung und Verknüpfung der C3-Seitenketten. 

Den Lignanen, die in Getreide und faserreicher Nahrung vorkommen, werden u.a. 

estrogene Wirkungen zugeschrieben (Otto 2000). In Flachssamen leisten sie mit Gehal-

ten von 1 - 15 g/kg einen entscheidenden Beitrag am antioxidativen Potential. Im Ge-

treidekorn können sie in Konzentrationen bis zu 2,3 mg/kg vorkommen. Deutlich höhe-

 



Kenntnisstand 
 

23

re Konzentrationen wurden insbesondere in den äußeren Bestandteilen des Getreide-

korns, der Kleie, gefunden. Hier fand man nach saurer Hydrolyse Gehalte von bis zu 

6,3 mg/kg, nach enzymatischer Hydrolyse der Zellwände stieg der Anteil sogar um das 

2 bis 70-fache (Meagher und Beecher 2000, Muir 2006, Oboh und Rocha 2007). 

 

 
Abbildung 2.12 Grundstruktur der Lignane 
 

Die Grundstruktur der Stilbene leitet sich vom 1,2-Diphenylethen (C6C3C6-

Grundkörper) ab, wobei am Ethen zwei isomere Formen möglich sind. Beide Isomere, 

cis- und trans-Stilben, kommen natürlich in Pflanzen vor und sind bei Raumtemperatur 

stabil. Wie bei den meisten Verbindungen mit einer disubstituierten Doppelbindung ist 

das trans-Isomer thermodynamisch stabiler.  

Ein bekanntes Stilbenderivat ist Resveratrol (3,5,4’-Trihydroxy-trans-stilben, 

Abbildung 2.13), welches mit der gesundheitsfördernden Wirkungen von Rotwein in 

Verbindung gebracht wird. Als freies Aglykon ist es im Rotwein in Mengen von 0,3 –

 7,0 mg/l und glycosidisch gebunden in Mengen von bis zu 15,0 mg/l enthalten. Deut-

lich höhere Mengen mit bis zu 32,5 mg/kg konnten in der Schale von roten Trauben 

nachgewiesen werden (Chu et al. 1998, Careri et al. 2003). 

 

 
Abbildung 2.13 Struktur von Resveratrol 
 

Eine Reihe von Stilbenderivaten besitzt hormonartige Wirkung; des Weiteren konnten 

in vitro antikanzerogene und antiinflammatorische Effekte nachgewiesen werden 

(Chavez et al. 2008, Sun et al. 2008). 
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2.2.3 Biosynthese von Polyphenolen 

 

Die Biosynthese der Flavonoide beginnt im Phenylpropanoid-Stoffwechsel (Grisebach 

und Barz 1969, Forkmann und Heller 1999). Hier wird in mehreren Schritten aus der 

aromatischen Aminosäure Phenylalanin aktivierte p-Cumarsäure synthetisiert (vgl. 

Abbildung 2.14). Die eigentliche Flavonoidbiosynthese geht von drei Molekülen Malo-

nyl-CoA, die den A-Ring bilden werden, und der aktivierten Cumarsäure, die den B-

Ring sowie die Kohlenstoffatome 2, 3 und 4 des C-Rings bilden wird, aus. Diese kon-

densieren unter Einwirkung der Chalkonsynthase über ein Zwischenprodukt zu einem 

primär gebildeten Chalkon, welches entweder enzymatisch oder spontan zum Naringe-

nin cyclisiert.  

Die biogenetischen Zusammenhänge zwischen verschiedenen Flavonoid-Klassen, wie 

sie sich hauptsächlich auf Grund von Versuchen mit isotopenmarkierten Vorstufen in 

vivo ergaben, sind in Abbildung 2.15 zusammengestellt (Knaggs 2000, Knaggs 2003). 

Das Naringenin ist das Ausgangsprodukt einer Vielzahl von weiteren Syntheseschritten. 

Durch Einwirken der Flavonsynthase II (FNSII) entsteht nach einem Dehydrierungs-

schritt das Apigenin (Flavon). Die Isoflavonoide werden durch Umlagerung des B-

Rings durch die 2-Hydroxyisoflavonsynthase (2-HIS) und anschließende Dehydratisie-

rung gebildet. Durch die Flavon-3-Hydroxylase (F3H) wird das Naringenin hingegen zu 

Dihydrokämpferol (Dihydroflavonol) hydroxyliert, welches selbst wieder Ausgangs-

produkt für die Biosynthese der Flavonole und der Flavan-3,4-diole ist. Letztere werden 

durch enzymatische Dehydrierung zu den Anthocyanidinen bzw. Dehydroxylierung zu 

den Flavan-3-olen umgewandelt. Durch verschiedene Enzyme können diese Verbin-

dungen am A- oder B-Ring hydroxyliert und/oder methyliert werden. Den letzten 

Schritt der Biosynthese stellt bei den meisten Flavonoiden die O-glycosidische Bindung 

an einen Zucker (Knaggs 2000). 
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Flavonoid- 
stoffwechsel 

Phenylpropan- 
stoffwechsel 

Abbildung 2.14 Biosynthese des Flavanons Naringenin, welches die Ausgangssubstanz aller weite-
ren Flavonoide darstellt. ACC: Acetyl-CoA-Carboxylase, PAL: Phenylalanin-Ammoniak-Lyase, 
C4H: Zimtsäure-4-Hydrolase, 4CL: Cumarat-CoA-Ligase, CHS: Chalconsynthase, CHI: Chalconi-
somerase (nach Forkmann und Heller 1999) 

 

 
Abbildung 2.15 Biogenetischer Zusammenhang zwischen einzelnen Flavonoid-Klassen. F3H: Fla-
vonoid-3-Hydroxylase, FNSII: Flavonsynthase II, 2-HIS: 2-Hydroxyisoflanonsynthase, FLS: Flavo-
nolsynthase, DHR: Dihydroflavonolreduktase (Knaggs 2000, Knaggs 2003) 
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2.2.4 Funktion der Polyphenole in Pflanzen 

 

In Pflanzen erfüllen Flavonoide eine Vielzahl wichtiger Funktionen. So verleihen Fla-

vonole der Blüte eine gelbliche Färbung. Komplexierungen der Anthocyane mit Metall-

ionen wie Eisen-, Magnesium- und Aluminiumionen führen abhängig vom pH-Wert der 

Zellsaftvakuole zu einer roten bis blauen Färbung. Dies hat zur Folge, dass Flavonoide, 

vor allem aufgrund ihrer stark UV-fluoreszierenden Eigenschaften, als visuelle Lock-

stoffe sehr gut auf Insekten wirken (Harborne 1994, Cooper-Driver 2001).  

Flavonoide wirken außerdem als Regulatoren von Wachstums- und Differenzierungs-

vorgängen in der Zelle (Formica und Regelson 1995, Brown et al. 2001). Diese Eigen-

schaft wird darauf zurückgeführt, dass Flavonoide in der Lage sind, den Auxinspiegel 

(Pflanzenhormon) zu beeinflussen. So konnte die Arbeitsgruppe um Murphy (2000) 

zeigen, dass Flavonole wie Quercetin und Kämpferol ähnlich dem synthetischen 

Transportinhibitor Naphthylphthalamin-Säure (NPA), einem Herbizid, den Auxin-

transport inhibieren können. Weiterhin spielen Flavonoide eine wichtige Rolle bei der 

Keimung des Pollenkorns und dem Pollenschlauchwachstum. Untersuchungen zeigten, 

dass Flavonoid-Mangel-Mutanten von Mais steril waren, so wie auch transgene Petunia 

hybrida-Pflanzen, bei denen durch eine Blockade des Biosyntheseweges die Akkumula-

tion von Flavonolen im Pollen unterdrückt wurde. Von außen dem Pollenkorn, den An-

theren, oder der Narbe zugeführtes Kämpferol konnte in vitro sowie in vivo die Keimfä-

higkeit des Pollens, das Pollenschlauchwachstum und die Fertilität der Pflanzen wieder-

herstellen (Shahidi und Naczk 2003, Watzl und Leitzmann 2005). 

Einige Flavonoide können antibiotisch, antiviral und fungizid wirken (Harborne und 

Williams 2000) und sind nach Induktion durch biotische oder abiotische Stressfaktoren 

(Elicitoren) als Phytoalexine (pflanzliche Abwehrstoffe) an der Abwehr von Schador-

ganismen beteiligt. Studien an Pisum sativum belegten für die Pterocarpane Maackiain 

und Pisatin eine typische Phytoalexinwirkung bei der Interaktion mit dem Pilz Nectria 

haematococca (Dixon und Steele 1999). Catechine und andere Flavan-3-ole spielen 

ebenfalls eine wichtige Rolle im Abwehrsystem der Pflanze gegenüber Schädlingen 

(Scalbert und Haslam 1987, Matthews et al. 1997, El Modafar und El Boustani 2005). 

Als Wirkmechanismus wird hierbei die Inaktivierung der Pathogene durch eine Phenol-

Protein-Fällung (Gerbung) diskutiert (Hebert et al. 2002).  
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Eine weitere, wichtige biologische Eigenschaft der Flavonoide betrifft die Aktivierung 

der Nodulationsgene in verschiedenen Rhizobium-Arten. Rhizobien infizieren Legumi-

nosen wie z. B. Medicago, Glycine und Pisum und tragen zur Bildung von stickstofffi-

xierenden Wurzelknöllchen bei. Die von der Wirtspflanze über die Wurzel abgesonder-

ten Flavonoide fungieren dabei als Signalstoff, woraufhin die Bakterien den Infektions-

prozess einleiten. Dabei wird die Expression der bakteriellen Nodulationsgene induziert, 

die für die Wirt-Symbiont-Signalkette erforderlich sind (Shirley 1996, Kneer et al. 

1999).  

Vereinzelt wurde berichtet, dass Flavonoide einen gewissen Fraßschutz gegenüber Her-

bivoren vermitteln. Beispielsweise wurden in Blättern der Reispflanze als Antwort auf 

eine Nematodeninfektion erhöhte Konzentrationen des Flavanons Sakuranetin gefun-

den. Entsprechend schützen Isoflavone in Klee die Wurzel vor Fraßfeinden, wie dem 

Käfer Costelytra zealandica oder die Blätter von Trifolium subterraneum vor Befall 

durch die Milbe Halotydeus destructor (Harborne und Williams 2000). 

Des Weiteren kommt den Flavonoiden bei der Katalyse der Elektronentransportprozesse 

in den Photosynthese betreibenden Zellen eine Schlüsselrolle zu (Harborne und Willi-

ams 2000), was sich u.a. in ihrer Akkumulation in den äußeren, dem Licht zugewandten 

Schichten wie Blattepidermis, Blüten und Früchten widerspiegelt (Shirley 1996). Zu-

dem dienen die Flavonoide, wie auch pflanzliche Phenolcarbonsäuren, dem Schutz vor 

Schädigung durch intensive UV-Strahlung (Reuber et al. 1996). Die Schutzfunktion 

besteht zum einen in der Absorption der UV-B-Strahlung (Harborne und Williams 

2000), zum anderen in der Wirkung als effektive Antioxidantien in Form von Radikal-

fängern für UV-induzierte reaktive Sauerstoffspezies (Larson 1988, Kondo und Kawas-

hima 2000, Kaneda et al. 2006). In einigen Untersuchungen wurde gezeigt, dass Pflan-

zen auf UV-B-Strahlung sogar mit einer vermehrten Synthese von Flavonoiden reagie-

ren (Shirley 1996, Harborne und Williams 2000, Kim et al. 2001, Agarwal 2007). 

 

2.2.5 Ernährungsphysiologische Bedeutung von Polyphenolen 

 

Schon in den 30iger Jahren des letzten Jahrhunderts wurden die ersten Beobachtungen 

zur biologischen Wirksamkeit von Polyphenolen gemacht. Szent-Györgyi wies in Zu-

sammenarbeit mit Rusznyàk nach, dass eine Mischung aus den Flavonen Eriodictyol 

und Hesperidin in der Lage war, die Kapillarpermeabilität und –fragilität in vitro zu 
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verringern. Aufgrund dieser Eigenschaft schlugen die Autoren den Namen Vitamin P 

für die Flavonoide vor (Rusznyàk und Szent-Györgyi 1936). 

 

Seitdem wurden eine Reihe epidemiologischer Studien durchgeführt, um die biologi-

sche Wirksamkeit von Flavonoiden auf den menschlichen Organismus zu untersuchen. 

So hat man in der Zutphen-Elderly-Studie (Hertog et al. 1993) und in der Finnish Mobi-

le Clinic-Studie (Knekt et al. 2002) eine negative Korrelation zwischen der Flavonoid-

aufnahme und dem Risiko für koronare Herzerkrankungen (KHK) nachgewiesen. Eine 

kürzlich durchgeführte klinische Studie (placebokontrolliert, doppelblind), bei der über 

einen Zeitraum von 6 Wochen flavanolreicher Kakao verabreicht wurde, konnte aller-

dings die Hinweise aus den oben angeführten Studien nicht bestätigen (Byrd John et al. 

2007).  

Die Ergebnisse epidemiologischer Studien in Bezug auf das Krebsrisiko sind auch nicht 

eindeutig. So wurde von Hertog und Mitarbeitern eine inverse Korrelation zwischen der 

Flavonoidaufnahme und dem Risiko, an einer Krebserkrankung des Verdauungstraktes 

zu erkranken, nachgewiesen (Hertog et al. 1994). Einen Einfluss auf das allgemeine 

Krebsrisiko bzw. die Krebssterblichkeit wurde jedoch nicht festgestellt. In der Iowa 

Women's Health Study wurde eine Abnahme des Lungenkrebsrisikos bei (ehemaligen) 

Rauchern belegt, die eine hohe Aufnahme von Procyanidinen und Gesamtflavonoiden 

vorwiesen. Allerdings gab es keine Hinweise auf die Verringerung des Lungenkrebsri-

sikos bei Nichtrauchern (Cutler et al. 2008). Bei einer in Hawaii durchgeführten Fall-

Kontroll-Studie mit 582 Lungenkrebspatienten und ebenso vielen Kontrollpersonen aus 

der Bevölkerung wurde jedoch wieder ein inverser Zusammenhang zwischen dem Lun-

genkrebsrisiko und der Aufnahme von Flavonoiden beschrieben (Le Marchand et al. 

2000). Kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Ma-

genkrebs und dem Flavonoid-Verzehr wurde dagegen in einer spanischen Fall-Kontroll-

Studie gefunden. Allerdings weisen die Autoren auf einen Trend zu einem geringeren 

Risiko hin und vermerken auch, dass ein hoher Verzehr an Kämpferol schützend wirkte 

(Garcia-Closas et al. 1999).  

Insgesamt kann aus den bisher durchgeführten Studien geschlossen werden, dass so-

wohl die Flavonoide nicht auf alle Krebsarten in gleicher Weise protektiv wirken, als 

auch, dass sich die Flavonoid-Subklassen in Bezug auf ihre gesundheitsfördernden Ei-

genschaften voneinander unterscheiden.  
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Neben epidemiologischen Studien sind es hauptsächlich in vitro sowie tierexperimentel-

le Untersuchungen, aus denen physiologische Wirkungen von Flavonoiden abgeleitet 

werden. Derzeit existiert eine kaum zu überschauende Anzahl an in vitro Untersuchun-

gen über positive Effekte von Flavonoiden. Nachfolgend wird ein kurzer Überblick über 

die am häufigsten untersuchten Eigenschaften gegeben.   

 

2.2.5.1 Antioxidative Eigenschaften 

 

Der menschliche Körper ist ständig dem Einfluss reaktiver Sauerstoff- bzw. Stickstoff-

spezies (ROS bzw. RNS) ausgesetzt, die endogen bei bestimmten, im Körper ablaufen-

den Prozessen wie der Zellatmung in den Mitochondrien, bei Entzündungsreaktionen, in 

Phagozyten oder beim Abbau von DNA-Basen entstehen. Daneben können sie auch 

unter dem Einfluss exogener Faktoren wie UV-Strahlung, Chemikalien und Arzneimit-

teln, kanzerogenen Verbindungen oder Zigarettenrauch entstehen (Kohen und Nyska 

2002, Kuhn Merrily 2003). Zu diesen reaktiven Spezies zählen freie Radikale, wie das 

Hydroxylradikal (HO•), das Superoxidradikalanion (O2
-•) und das Stickstoffdioxidradi-

kal (NOO•), aber auch nicht radikalische Verbindungen wie Singulettsauerstoff, Was-

serstoffperoxid, Ozon oder Peroxynitrit (Halliwell 1997). 

Dem menschlichen Körper stehen neben enzymatischen Schutzmechanismen, wie bei-

spielsweise der Superoxiddismutase, Katalase und Glutathionperoxidase, auch Antioxi-

dantien, wie etwa β-Carotin, α-Tocopherol und L-Ascorbinsäure zur Beseitigung dieser 

reaktiven Moleküle zur Verfügung (Ji und Leichtweis 1997, Chandra et al. 2000, Finkel 

und Holbrook 2000). Ein gestörtes Gleichgewicht zwischen Bildung und Eliminierung 

der ROS zu Gunsten deren Entstehung führt zu oxidativem Stress (Sies 1991, Kohen 

und Nyska 2002). Die überschüssigen reaktiven Sauerstoffspezies reagieren mit Zell-

membranen, DNA und Proteinen. Diese werden durch die hierbei ablaufenden Oxidati-

onsreaktionen modifiziert und in ihrer Funktion beeinträchtigt. Oxidativer Stress wird 

mit zahlreichen Erkrankungen, wie Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Alzheimer, Katarakt, 

Parkinson, Diabetes mellitus und auch mit der Entstehung von Krebs in Verbindung 

gebracht (Poulsen et al. 1998, Zarkovic 2000, Ruel et al. 2005, LeWitt und Taylor 

2008, Ramakrishna und Jailkhani 2008).  

Insbesondere die antioxidative Wirkung von Polyphenolen soll eine besondere Rolle bei 

deren präventiven Effekten im Hinblick auf die Entstehung verschiedener Krankheiten 

spielen. Aufgrund ihrer niedrigen Redoxpotentiale sind diese Substanzen thermo-
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dynamisch in der Lage, ROS bzw. RNS durch Abgabe eines Wasserstoffatoms zu redu-

zieren und damit zu deaktivieren. Das als Zwischenstufe auftretende Phenoxylradikal ist 

im Vergleich zu den freien Radikalen weniger reaktiv (Bors et al. 1990) und kann durch 

Reaktion mit weiteren Radikalen in die stabile Chinon-Struktur übergehen (Abbildung 

2.16) (Pietta 2000, Sekher Pannala et al. 2001). 

 

 
Abbildung 2.16 Prinzip der antioxidativen Wirkung bei Flavonoiden (Pietta 2000) 
 

Phenol selbst ist als Antioxidans inaktiv. Vorraussetzung für die Reaktivität gegenüber 

Radikalen sind Alkylgruppen in ortho- oder para-Position zur Hydroxylfunktion des 

Phenols (Shahidi und Wanasundara 1992). Reagiert ein freies Radikal mit einem Flavo-

noid, so kann das entstehende Radikal über das konjugierte π-Elektronensystem des 

Flavonoids delokalisiert und stabilisiert werden; eine Radikalkettenreaktion wird damit 

unterbunden (Abbildung 2.16). Polyphenole gelten daher als Radikalfänger, was in vie-

len in vivo- und in vitro-Studien bewiesen wurde.  

Die antioxidative Kapazität wird meist mit dem TEAC-Test (Trolox Equivalent Antio-

xidative Capacity) bestimmt und in Troloxäquivalenten angegeben. Hierbei sind für die 

Polyphenole nachfolgend aufgeführte Struktur-Wirkungs-Beziehungen bekannt. 

Bei Phenolcarbonsäuren wird die antioxidative Kapazität mit der Säuregruppe und der 

Zahl an Hydroxylgruppen am aromatischen Ring in Verbindung gebracht. Hydroxy-

zimtsäuren sind hierbei effektivere Antioxidantien als Hydroxybenzoesäuren, da erstere 

eine erhöhte Zahl an Doppelbindungen besitzen und somit das Radikal stärker delokali-

siert werden kann. Benzoesäuren und Zimtsäuren ohne aromatische Hydroxylgruppen 

besitzen keine antioxidative Kapazität. Di- und Trihydroxylierungen erhöhen den 

TEAC-Wert, wobei die Position des Substituenten einen wichtigen Einfluss hat. So füh-

ren Hydroxylgruppen in Position 2 und 4 oder in 3, 4 und 5 zur stärksten antioxidativen 

Kapazität. Benachbarte Hydroxylgruppen wie bei Protocatechusäure sind im Vergleich 

zur meta-Stellung weniger vorteilhaft. Auch elektronengebende Substituenten wie Me-
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thylgruppen erhöhen den TEAC-Wert. In der Folge ist Vanillinsäure ein besseres Anti-

oxidans als Hydroxybenzoesäure (Miller und Rice-Evans 1997). 

 

Für Flavonoide gelten leicht veränderte Struktureigenschaften als Kriterien für eine ma-

ximale antioxidative Kapazität (vgl. Abbildung 2.17). So erhöht eine 3’,4’-Dihydroxy-

Substitution des B-Rings die Delokalisation des Phenoxyradikals. Eine weitere Erhö-

hung kann durch eine 2,3-Doppelbindung in Kombination mit einer Ketogruppe in Posi-

tion 4 des C-Rings erreicht werden. Die größte Elektronendelokalisation und damit das 

höchste Radikalfängerpotential kann durch die Kombination der Hydroxylgruppen in 

Position 3 und 5 im C- bzw. A-Ring mit der Ketogruppe in Position 4 des ungesättigten 

C-Rings erreicht werden (Li et al. 2008). Quercetin ist eines der effektivsten Antioxi-

dantien, da es alle Kriterien erfüllt. Catechin, dem die 2,3-Doppelbindung in Kombina-

tion mit der 4-Keto-Gruppe fehlt, ist weniger wirksam. Kämpferol, dem die 3’-

Hydroxylgruppe fehlt, hat eine deutlich geringere antioxidative Kapazität als Quercetin. 

Die Bedeutung der 3-Hydroxylgruppe des C-Rings wird durch die signifikante Redukti-

on der antioxidativen Kapazität durch Glycosilierung der 3-Position, wie in Quercetin-

3-O-rutinosid (Rutin) gezeigt, deutlich. 

 

  
Abbildung 2.17 Struktur-Wirkungsbeziehung der antioxidativen Kapazität von Flavonoiden am 
Beispiel Quercetin (Li et al. 2008) 
 

Beibehaltung der o-Dihydroxygruppe des B-Rings mit Sättigung der 2,3-Doppel-

bindung, wie dies bei Flavanolen der Fall ist, verhindert die Delokalisierung des B-

Ring-Phenoxylradikals, wie es beim Vergleich von Quercetin und Dihydroquercetin 

gezeigt wurde. In Abwesenheit der 3’,4’-Dihydroxygruppe im B-Ring, wie z.B. bei 

Kämpferol, hat die Reduktion der 2,3-Doppelbindung (Dihydrokämpferol) wenig Ein-

fluss auf die antioxidative Kapazität (Rice-Evans et al. 1996, Rice-Evans und Miller 

1998). 

Eine weitere wichtige Eigenschaft von Flavonoiden besteht in der Fähigkeit, freie 

zweiwertige Kationen zu chelatisieren. Diese Ionen, wie Cu2+- oder Fe2+-Ionen, wirken 

entweder an sich prooxidativ oder vermögen oxidative Prozesse zu katalysieren (Haber-
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Weiss-Reaktion). In der Folge sind Flavonoide gute Inhibitoren der Lipidperoxidation. 

In verschiedenen in vitro- und auch in einigen in vivo-Studien zeigten z. B. Catechin 

und Quercetin hohe Affinität, mit Cu2+- oder Fe2+-Ionen Chelat-Komplexe zu bilden 

und sie auf diese Weise in ihrer Eigenschaft als Prooxidans unwirksam zu machen 

(Paganga et al. 1996, Van Acker et al. 1998, Kuo et al. 2001, Melidou et al. 2005). Zu-

sätzlich sind Flavonoide in der Lage, zahlreiche Enzyme, die an der Entstehung von 

freien Sauerstoffradikalen beteiligt sind, wie z. B. Xanthinoxidase, Proteinkinase C, 

Cyclooxygenase und Lipoxygenase, zu hemmen (Pietta 2000, Kim et al. 2008, Sarawek 

et al. 2008). 

 

2.2.5.2 Herz-Kreislauf-Erkrankungen 

 

In klinischen Studien wurde gezeigt, dass der Konsum von Polyphenolen die Parameter 

für Herz-Kreislauf-Erkrankungen günstig beeinflusst. Zu diesen gehört eine gesteigerte 

Lipidplasmakonzentration, ein erhöhter Cholesterinspiegel, die Konzentration an oxi-

diertem low-density lipoprotein (LDL) – einem Lipoproteinpartikel im Blutplasma –, 

eine erhöhte Thrombozytenaggregation (Blutplättchenaggregation) sowie eine vermin-

derte Gefäßelastizität.  

Einen Überblick über die aktuell diskutierten Mechanismen der Polyphenole auf das 

kardiovaskuläre System gibt Abbildung 2.18. Auf einige wird im Nachfolgenden näher 

eingegangen. 

In einer Studie an fettreich ernährten Hamstern wurde gezeigt, dass nach der Behand-

lung mit einer Mischung aus verschiedenen Flavonoiden sowohl die Plasmatriglyceride 

und das Gesamtcholesterin als auch die Konzentration an freien Fettsäuren im Vergleich 

zur Kontrollgruppe signifikant abnahmen (Narender et al. 2006). Wood (2004) unter-

suchte einen möglichen Einfluss der Ernährung auf Effekte, die auf Flavonoide zurück-

geführt werden. Hierbei stellte er fest, dass die Blutfettwerte im Vergleich zu jeweiligen 

Kontrollgruppe nur in der fettreich, aber nicht in der stärkereich ernährten Gruppe signi-

fikant verringert wurden. Ein möglicher Mechanismus der Blutfettsenkung nach Lee et 

al. (1999) stellt die Hemmung der Schlüsselenzyme des Cholesterinmetabolismus, 

Hydroxymethyl-glutaryl-CoA (HMG-CoA)-Reduktase und Acyl-CoA-cholesterolacyl-

transferase (ACAT) dar. 

Des Weiteren spielt die oxidative Modifizierung von LDL durch ROS eine Schlüsselrol-

le bei der Pathogenese von Arteriosklerose (Staprans et al. 2005). Flavonoide können 
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durch ihre Radikalfänger-Eigenschaften die LDL-Teilchen vor Oxidation schützen und 

damit Herz-Kreislauf-Erkrankungen vorbeugen (Chopra et al. 2000). Ferner zeigte die 

Arbeitsgruppe um De Whalley (1990), dass eine Reihe von Flavonoiden, u.a. Quercetin, 

die Oxidation von LDL durch Makrophagen hemmt. Die gleichzeitige Gabe von Rutin 

und einem weiteren (hydrophilen oder lipophilen) Antioxidans führte zu synergistischen 

Effekten beim Schutz vor LDL-Oxidation (Milde et al. 2004). 

Die Thrombozytenaggregation ist eine kritische Reaktion, die während der Initiation 

koronarer Thrombose stattfindet. Daher spielt eine verminderte Thrombozyten-

aggregation bei der Prävention von Herzinfarkt sowie von Schlaganfällen eine Rolle. 

Des Weiteren hat die Thrombozytenaggregation einen wichtigen Einfluss auf die Ent-

wicklung und die Stabilität von arteriosklerotischen Plaques (George 2000). Eine 

ex vivo Studie zur Thrombozytenfunktion in Anwesenheit von Flavan-3-olen und Pro-

cyanidinen zeigte dosisabhängig eine erniedrigte Thrombozytenaktivierung und             

-aggregation (Neiva et al. 1999, Rein et al. 2000). Um den Mechanismus aufzuklären, 

wurde eine Vielzahl von Studien durchgeführt. Hierbei wurde gezeigt, dass z.B. die 

Flavonoide aus Gingko biloba die Thrombozytenaggregation verringern, da sie in der 

Lage sind, das Ansteigen des Cytoplasma-Ca2+-Spiegels in den Thrombozyten zu unter-

drücken und das cAMP-Level (cyclisches Adenosinmonophosphat) anzuheben (Dutta-

Roy et al. 1999). Auch eine Hemmung der Thrombozytenfunktion durch die Bindung 

von Flavonoiden, insbesondere von Flavonen, an den Thromboxan A2-Rezeptor wird 

diskutiert (Guerrero et al. 2005). 

Daneben ist die Endotheldysfunktion ein entscheidendes Ereignis in der Entwicklung 

von KHK. Die normale physiologische Funktion des arteriellen Endotheliums ist von 

essentieller Bedeutung für die Regelung des Blutdrucks und des Blutflusses zu Organen 

und Geweben. Klinische Studien bewiesen einen Zusammenhang zwischen Endothel-

dysfunktion und Bluthochdruck (Campia und Panza 2007). Studien an isolierten Zellen 

zeigten, dass Polyphenole die NO-Produktion der Endothelzellen steigern können 

(Andriambeloson et al. 1997). Als Mechanismus werden die Steigerung der K+- und 

Ca2+-Freisetzung, sowie eine Inhibierung der Endothel-Phosphodiesterase PDE1, PDE2 

und PDE4 diskutiert (Zhang et al. 2000, Peluso 2006). Auch eine verringerte Plasma-

Konzentration an ROS wird mit einer gefäßschützenden Wirkung in Verbindung ge-

bracht (Duarte et al. 2001).  
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Abbildung 2.18 Einfluss der Flavonoide auf das kardiovaskuläre System (nach Harnafi et al. 2007) 
(+) Aktivierung oder Zunahme; (-) Inhibierung oder Abnahme; ACAT: Acyl-CoA Cho-
lesterol-Acyltransferase; cAMP: cyclisches Adeninmonophosphat; DGAT: Diacylglyce-
rin-Acyltransferase; eNOS: endotheliale Stickoxidsynthase; GSH Reduktase: glutathion 
Reduktase; HMG-CoA Reduktase: Hydroxymethylglutary-CoA-Reduktase; IP3: Inosi-
toltriphosphat; LCAT: Lecithincholesterin-Acyltransferase; MTP: Microsomales 
Triglyceridtransferprotein; PAP: Phosphatidat-Phosphohydrolase; PDE: Phosphodieste-
rase; PIP2: Phosphat-didyinositolbiphosphat ROS: Reaktive Sauerstoffspezies; TG: Tri-
acylglycerin; TxA2: Thromboxan A2; TxB2: Thromboxan B2 
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2.2.5.3 Schutz vor Krebserkrankungen 

 

Flavonoide werden auch im Rahmen der Krebsprävention intensiv untersucht, da Er-

gebnisse zahlreicher in vitro und tierexperimenteller Untersuchungen darauf hindeute-

ten, dass eine hohe Aufnahme von Flavonoiden durch Obst und Gemüse mit einem ge-

ringeren Risiko, an Magen-, Dickdarm- und Brustkrebs zu erkranken, einher geht 

(Grimmer et al. 1992, Bailey und Williams 1993, Hirano et al. 1994, Watzl und Rech-

kemmer 2001). So stellten Bailey und Williams (1993) die These auf, dass die Krebsra-

te durch Umstellung der Ernährung auf pflanzliche Kost durchschnittlich um 35% ver-

mindert werden könne, wobei für Magen und Dickdarmkrebs eine Verringerung um 

90%, für Krebs an Gebärmutterschleimhaut, Gallenblase, Gebärmutterhals, Mund, Ra-

chen und Speiseröhre eine Reduktion um 20% und für andere Krebsarten um 10% er-

reichbar sein soll (Bailey und Williams 1993). Heute steht man diesen Angaben aller-

dings sehr skeptisch gegenüber. 

 

Krebs ist im allgemeinen Sprachgebrauch ein Sammelbegriff für eine Vielzahl ver-

wandter Krankheiten, bei denen Körperzellen unkontrolliert wachsen, sich teilen und 

gesundes Gewebe verdrängen und zerstören. Das ältere so genannte „Dreistufenmodell“ 

gliedert die Krebsentstehung in drei Phasen: Initiation, Promotion und Progression (vgl. 

Abbildung 2.19). Heutzutage geht man von einem „Mehrschrittmodel“ der Krebsentste-

hung aus, bei dem durch Anhäufung mehrerer Mutationen in einer einzelnen Zelle diese 

so in ihrem Proliferations- und Differenzierungsverhalten verändert wird, dass letztend-

lich über benigne (gutartige) Zwischenstufen ein maligner (bösartiger) Zustand mit Me-

tastasierung erreicht wird. Mit diesem Modell kann vor allem die Entstehung von Dick-

darmkrebs sehr gut erklärt werden. Kernpunkt dieser Hypothese ist, dass für die Auslö-

sung von Dickdarmkrebs Mutationen an mehreren Genen stattfinden müssen (z.B. Ak-

tivierung von Onkogenen und Inaktivierung von Tumor-Supressor-Genen). Die Akku-

mulation dieser Läsionen ist vermutlich ein entscheidender Schritt in der Entstehung 

von Krebs (Finlay 1993). Da im Bezug auf dieses Kanzerogenesemodell jedoch noch 

wenige Informationen über mögliche modulierende Wirkungen der Flavonoide vorlie-

gen, werden die Ausführungen im Folgenden auf das klassische Dreistufenmodell be-

grenzt. 
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Demnach können Flavonoide in die verschiedenen Stufen der Krebsentstehung eingrei-

fen und somit eine chemopräventive Wirkung ausüben. In Abbildung 2.19 sind mögli-

che Mechanismen der Tumor-Chemoprävention durch Flavonoide zusammengefasst. 
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Abbildung 2.19 Stufen zellulärer Kanzerogenese (links) und Wirkmechanismen von Flavonoiden in 
der Chemoprävention (abgeändert nach Gerhäuser 2001). 
 

In jeder Zelle liegen Gene für die Entstehung einer Krebszelle vor, deren Expression 

normalerweise blockiert ist. Die Krebsentstehung wird durch Kanzerogene (Strahlen, 

Viren, chem. Substanzen) ausgelöst, deren Wirkung auf genotoxischen sowie nicht-

genotoxischen Mechanismen beruhen kann. Die Initiation beinhaltet eine kurzfristige 

und unwiderrufliche Wechselwirkung zwischen dem Kanzerogen und dem Genom des 

Zielgewebes. Sie besteht aus mehreren Einzelschritten an deren Ende die transformierte 

DNA steht. Werden initiierte Zellen durch Promotoren in ihrer Zellregulation beein-

flusst, kann es zur Tumorbildung kommen. Promotoren sind nicht-genotoxische Sub-

stanzen, die die Kanzerogenese steigern. Sie bewirken, dass es zu vermehrtem Auftreten 

von DNA-Schäden und zur Modulation der Regulationsmechanismen der Proliferation, 

wie beispielsweise zur Überexpression verschiedener Enzyme (Ornithin-Decarboxylase, 

DNA-Polymerasen) kommt. Die Progression schließt sich an die Promotionsphase an 

und stellt die letzte Entwicklungsphase eines Tumors dar, die durch invasives Wachs-

tum und/oder Metastasenbildung gekennzeichnet ist (Depeint et al. 2002). 
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Steht die Zelle unter oxidativem Stress – d.h. die zelleigenen enzymatischen sowie 

nicht-enzymatischen antioxidativen Systeme sind nicht mehr in der Lage, die reaktiven 

Sauerstoffspezies abzufangen – können diese u.a. mit der DNA reagieren. Polyphenole 

tragen durch ihre antioxidativen Eigenschaften dazu bei, diese schädlichen Radikale 

abzufangen und so Lipoproteine (Rice-Evans und Packer 2003), Lipide (Huang und 

Frankel 1997) und die zelluläre DNA (Arimoto-Kobayashi et al. 2003, Cheng et al. 

2004) vor oxidativer Schädigung zu schützen. Auf diese Weise unterstützen die Po-

lyphenole die antioxidativen Schutzmechanismen im menschlichen Organismus aktiv 

und wirken dem Auftreten von oxidativem Stress und seinen Folgen entgegen. 

Phase-I-Enzyme (z.B. Cytochrom-P450-abhängige Monoogygenasen) katalysieren Re-

aktionen, bei denen eine polare Gruppe in das Molekül eingeführt wird. Hierdurch wird 

die Hydrophilie und damit die Ausscheidung der Substanz verbessert. Als Zwischen-

produkte entstehen durch Epoxidbildung, Hydroxylierung und Dealkylierung teilweise 

elektrophile Kanzerogene, die mit den nukleophilen Zentren in der DNA reagieren kön-

nen (Depeint et al. 2002). Flavonoide unterbinden durch Hemmung dieser Enzyme die 

Aktivierung von Prokanzerogenen und schützen auf diese Weise die DNA. Dahingegen 

führt die Induktion von Phase-II-Enzymen, wie z. B. der Glutathion-S-Transferase, der 

UDP-Glucuronyltransferase, oder der Chinonreduktase durch Flavonoide zu einer inten-

sivierten Ausscheidung von Kanzerogenen und damit zu deren verstärkter Detoxifikati-

on. Auf diese Weise verhindern Flavonoide eine Tumor-Initiation (Talalay et al. 1995, 

Patel und Maru 2008). 

In einer Studie an Ratten wurde nach Verabreicherung des Kanzerogens 4-Nitro-

chinolin-1-oxid gezeigt, dass die Aktivität der Phase-I-Enzyme Cytochrom P450, Cy-

tochrom B5 Reduktase, Cytochrom P450 Reduktase und Aryl-Kohlenwasserstoff-

Hydroxylase nach der Gabe von polyphenolreichem grünem Tee-Extrakt im Vergleich 

zur Kontrolle signifikant abnahm. Gleichzeitig stieg die Aktivität der Phase-II-Enzyme 

Glutathion-S-Transferase und UDP-Glucuronyl-Transferase deutlich an (Srinivasan et 

al. 2008). Auch das Flavonol Quercetin ist in vitro in der Lage, die Aktivität von Cy-

tochrom P450 1A2, einem Prokarzinogen-aktivierenden Isoenzym der Cytochrom-P450 

Familie, bereits in einer Konzentration von 0,1 µM um 50% zu verringern (Kang et al. 

2004).  

Es wird auch angenommen, dass chronische Entzündungsprozesse bei der Krebs-

entstehung – vor allem im Bereich des Verdauungstraktes (chronische Gastritis oder 

Pankreatitis) – einen großen Beitrag leisten. Bei diesen Entzündungsprozessen spielt der 
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Arachidonsäurestoffwechsel eine wichtige Rolle. Hierbei wird aus Membran-

Phospholipiden Arachidonsäure freigesetzt, aus der anschließend durch Cyclooxy-

genasen (COX) die Prostaglandine und durch Lipoxygenasen (LOX) die Leukotriene 

gebildet werden, welche wichtige Entzündungsmediatoren darstellen (Zhang und Salo-

mon 2005). Polyphenole, insbesondere Quercetin, vermögen die Freisetzung der Ara-

chidonsäure durch die Phospholipase A2 zu hemmen (Welton et al. 1988). Des Weiteren 

gelten einige Polyphenole als potente Inhibitoren der LOX und der COX-2. In Tumor-

gewebe wurde Überexpression von COX-2 im Vergleich zu unverändertem Gewebe 

nachgewiesen und trägt dort durch eine PGE2-vermittelte Apoptose-Resistenz zur Tu-

morprogression bei (Tsuji et al. 2001, Turini und DuBois 2002). Eine Hemmung dieser 

Überexpression durch Polyphenole würde somit einen weiteren Teilaspekt des protekti-

ven Effektes der Polyphenole im Rahmen der Krebsentstehung erklären und wurde be-

reits in Studien mit Polyphenol-Extrakten aus Rotwein und schwarzem Tee in vivo 

nachgewiesen (Luceri et al. 2002). 

Bei der Kanzerogenese ist v.a. das Verhältnis zwischen Zellproliferation und Apoptose 

(programmierter Zelltod) gestört, so dass es zu einem ungehemmten Zellwachstum und 

in der Folge zur Ausbildung von Tumoren kommt. Polyphenole wirken als effektive 

Inhibitoren von Enzymen der Signaltransduktion. So hat man durch Quercetin-

Applikation in Karzinomzelllinien (mittels 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA) 

transformierte Mäuse-Fibroblasten-Zellen) eine Hemmung der Proteinkinase C beo-

bachtet, die in die Regulation der Mitose involviert ist (Lee und Lin 1997). In anderen 

Studien wurde weiterhin eine reduzierte Enzymaktivität bzw. eine Reduktion der En-

zymsynthese der für das Fortschreiten des Zellzyklus verantwortlichen Enzyme, wie 

z.B. MAP-Kinasen und Cyclin D1, nachgewiesen (Orner et al. 2003, Patel et al. 2008). 

Auch eine Hemmung des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR), der vor 

allem bei Brust-, Blasen-, Magen- und Lungentumoren verstärkt exprimiert wird 

(Salomon et al. 1995, Grandis et al. 1996) und Einflüsse auf das Migrations-, Prolifera-

tions- oder Differenzierungsverhalten der Zellen hat, wurde durch verschiedene Grup-

pen nachgewiesen (Lee et al. 2004, Fridrich et al. 2007b).  

Ein weiterer essentieller Mechanismus ist die Induktion der Apoptose durch Flavonoide. 

So belegen eine Vielzahl von in vitro-Studien die Fähigkeit einer Reihe von Flavonoi-

den, den programmierten Zelltod in verschiedenen Krebszelllinien zu induzieren (Han 

et al. 2007, Park et al. 2008, Winkelmann et al. 2008, Zhang et al. 2008). Die hierfür 

zugrunde liegenden Wirkmechanismen scheinen vielfältig zu sein. In der Literatur wer-
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den u.a. die Regulation der Expression von Hitzeschock-Proteinen (Ochel und Gade-

mann 2002), die Verminderung der Expression von anti-apoptotischen Faktoren wie 

Bcl-2, Bcl-X (L) und NF-κB (Wenzel et al. 2000), sowie die Freisetzung von Cytoch-

rom C mit resultierender Aktivierung von Caspasen 3 und 9 (Wenzel et al. 2000, Han et 

al. 2007, Park et al. 2008) beschrieben. Erst kürzlich wurde nachgewiesen, dass das 

Flavanon Hesperidin bei einer Konzentration von 100 µM in der Lage ist, den Apopto-

se-Faktor Caspase-3 zu induzieren und in der Folge die Zellzahl der menschlichen Ko-

lonzelllinie SNU-C4 nach 24 h um 35% zu verringern (Park et al. 2008).  

Eine Verminderung der Expression von Protoonkogenen, wie z. B. H-Ras und c-myc 

(Csokay et al. 1997) sowie die Hochregulierung der Expression des Tumorsupressor-

gens p53 (Ganguly et al. 2005) durch Flavonoide trägt ebenfalls zu deren antiprolifera-

tiven Wirkung bei. Einige Flavonoide sind sogar in der Lage, die Differenzierung von 

Zellen zu fördern (Middleton et al. 2000). So stellten beispielsweise Takahashi und 

Mitarbeiter fest, dass Quercetin und Genistein die Differenzierung der Leukämie-Zell-

linie HL-60 auslösen (Takahashi et al. 1998). 

 

2.2.5.4 Weitere biologische Effekte 

 

Sowohl in vitro als auch in vivo wurde für einige Flavonoide eine antivirale Wirkung 

nachgewiesen, welche auf unterschiedlichen Mechanismen zu beruhen scheint. So hat 

man gezeigt, dass Quercetin die Infektiosität von Herpes-simplex-Viren Typ 1, Polio-

Viren Typ 1 und Parainfluenza-Viren Typ 3 reduziert, da das Flavonol in der Lage ist, 

die intrazelluläre Replikation zu verringern (Kaul et al. 1985). Für das Flavonol 3-

Methylkämpferol ist eine Inhibierung der RNA-Synthese von Polio-Viren nachgewie-

sen (Kaul et al. 1985, Gonzalez et al. 1990). Auch auf die Replikation von HI-Viren 

üben Flavonoide eine Hemmwirkung aus. Hier zeigte v.a. das dimere Flavon 2'',3''-

Dihydroochnaflavon-7''-O-methylether aus der Ochna integerrima mit einem EC50-

Wert von 0,9 µg/ml (≈1,6 µM) eine herausragende Aktivität (Reutrakul et al. 2007). 

Quercetin hingegen erreichte erst bei einer Konzentration von 40 µM eine 80%ige 

Hemmung der HIV-1 Replikation (Gatto et al. 2002). Baicalein und Genistein waren in 

der Lage, die Infektiosität von Zytomegalieviren zu verringern, indem sie den Eintritts-

prozess in die Wirtszelle blockieren bzw. mit Proteinen interagieren, die für die Infekti-

on essentiell sind (Evers et al. 2005). Auch bei Anti-HIV-Wirkung wurde ein ähnlicher 
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Mechanismus nachgewiesen. Hierbei wird der Eintritt von HIV in die Wirtszelle behin-

dert, indem Baicalein die Fusion mit den Wirtszellrezeptoren CXCR4 und CCR5 

hemmt (Li et al. 2000). Weiterhin konnte ein inhibitorischer Einfluss auf verschiedene 

Influenza-Viren, inklusive der Typen A/H1N1, A/H3N2 und B, gezeigt werden. Die 

untersuchten Catechine und Theaflavine zeigten eine Hemmung der Hämagglutination. 

Eine Galloyl-Gruppe in Position 3 konnte diese nochmals steigern. Weitere Ansätze 

demonstrieren, dass Catechine die virale Aufnahme behindern, indem sie mit dem vira-

len Hüll-Protein gp41 interagieren (Liu et al. 2005) oder indem sie die Oberfläche von 

CD-4 positiven T-Zellen so verändern, dass die Bindung von viralem gp120 behindert 

wird (Kawai et al. 2003).  

Auch gegenüber Bakterien zeigten die Flavonoide eine außerordentliche Hemm-

wirkung. So kann der Zusatz von Quercetin zu Zahnpasten das Wachstum vieler gram-

negativer Bakterien und Aktinomyceten (grampositiv) verringern (Ammar et al. 1990).  

Des Weiteren wurde eine antifungale Wirkung verschiedener Flavonoide wie z.B. dem 

Isoflavon Hildegardiol nachgewiesen (Meragelman et al. 2005). Die Wirkung von 

Cranberry-Saft gegen Harnwegsentzündungen wird auf die darin enthalten Procyanidine 

zurückgeführt, da diese in der Lage sind, die Zelladhäsion von Escherichia coli im 

Harntrakt zu verhindern (Howell et al. 2005).  

Eine weitere wichtige Eigenschaft, die vor allem einige Flavone ausüben, ist deren Bin-

dung an den Benzodiazepinrezeptor und die demzufolge mögliche Beeinflussung des 

Zentralnervensystems. Benzodiazepine-Agonisten vermitteln ihre Wirkung, indem sie 

modulierend auf die Bindungsstelle des Neurotransmitters GABA (γ-Aminobuttersäure) 

am GABAA-Rezeptor wirken. Der Einfluss des inhibitorisch wirkenden Neurotransmit-

ters GABA wird verstärkt und ein angstlösender, muskelrelaxierender, krampflösender 

und sedativer Effekt ausgeübt (Kavvadias et al. 2004). So wurde in unserem Arbeits-

kreis gezeigt, dass das Flavon Hispidulin mit einem IC50 von 1,3 µM einen hochwirk-

samen Ligand für den Benzodiazepinrezeptor darstellt (Kavvadias et al. 2004). 

Die immunmodulierende Wirkung von Flavonoiden wurde in vitro und in vivo nach-

gewiesen (Middleton und Kandaswami 1992, Johnson et al. 2003), wobei diese durch 

die Hemmung von Enzymen erreicht wurde. Mit Hilfe membranständiger Rezeptoren 

und nachgeschalteter Signalelemente wird ein Stimulus durch sogenannte Signaltrans-

duktionskaskaden weitergeleitet und/oder amplifiziert und dadurch unter anderem das 

Genexpressionsprofil der Zelle moduliert (Thiel und Roessler 2005). Hier spielen vor 

allem Signaltransduktionswege eine wichtige Rolle, bei denen Mitogen-aktivierte Pro-
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teinkinasen (MAPK) involviert sind. Diese Kaskaden sind ein wichtiger, von Hormo-

nen, Wachstumsfaktoren und Neurotransmittern genutzter Modus, um physiologische 

Antworten, wie Immunantworten zu regulieren (Hallwachs 2005). Im Allgemeinen lässt 

sich sagen, dass immunmodulatorische Effekte von Flavonoiden insbesondere in in-

flammatorischen Zellen, wie T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und Makrophagen, auf-

treten (Middleton et al. 2000, Korte 2007). 

Seit Anfang der 1980er Jahre wird auch die antidiabetische Wirkung von Flavonoiden 

intensiv untersucht. So wurde erst vor kurzem die schützende Wirkung von Quercetin 

und Epicatechin gegenüber insulinproduzierenden β-Zellen der Bauchspeicheldrüse im 

Tiermodell nachgewiesen. Aufgrund dieser Ergebnisse vermuteten Ardestani et al. 

(2007) eine vorbeugende Wirkung der Flavonoide gegenüber Typ-1 Diabetes . Phlorid-

zin war in der Lage, die intestinale Glucoseaufnahme und die renale Glucoseresorption 

zu verringern, und somit den Blutzuckerspiegel zu senken (Zhao et al. 2004). Weiterhin 

wirkten sich in einer Studie an Ratten mit diabetischer Nephropathie Flavonoide aus 

grünem Tee günstig auf die Nierenfunktion aus (Yokozawa et al. 2005). 

 

Zusammenfassend ist festzuhalten, das Flavonoide aufgrund ihrer vielfältigen positiven 

Wirkungen immer häufiger mit der Prävention degenerativer Erkrankungen in Verbin-

dung gebracht werden. Allerdings muss ergänzend erwähnt werden, dass viele der Da-

ten anhand von isolierten Aglykonen und/oder durch in vitro-Untersuchungen gewon-

nen wurden. Da noch keine ausreichenden Erkenntnisse über Bioverfügbarkeit und Fak-

toren, die diese beeinflussen, vorhanden sind, ist jedoch eine direkte Übertragung auf 

den menschlichen Körper nur eingeschränkt möglich. 

 

2.2.6 Toxizität von Polyphenolen 

 

Neben ihren antioxidativen und protektiven Eigenschaften können Polyphenole auf-

grund ihrer reaktiven funktionellen Gruppen in hohen Dosen unter bestimmten Bedin-

gungen toxische Effekte ausüben (Michels et al. 2005, Rucinska et al. 2007). Wichtige 

Strukturmerkmale sind, wie bereits bei den antioxidativen Eigenschaften (Kapitel 

2.2.5.1) erwähnt, die freie Hydroxylgruppe an C3 und die α/β-ungesättigte Ketogruppe 

im C-Ring. Polyphenole mit einem Phenolring zeigten keine größeren prooxidativen 

Eigenschaften auf als Verbindungen mit einem Catecholring. Die unerwünschten Ei-
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genschaften sind hauptsächlich auf die elektrophilen Metabolisierunsprodukte der Po-

lyphenole wie Chinone und Chinon-Methidstrukturen zurückzuführen. 

Ende der 1970er Jahre wurden von der Arbeitsgruppe um Brown und Dietrich (1979) in 

einer groß angelegten Studie über 70 verschiedene Flavonoide und deren Glycoside im 

Ames-Test auf ihre mutagenen Eigenschaften untersucht. Hier zeigten sich für einige 

Flavonole Frameshift-Mutationen in Salmonella typhimurium. Vor allem Quercetin 

zeigte mit 11,6 Revertanten pro nmol Quercetin eine relativ hohe Mutagenität, dahinge-

gen wiesen die entsprechenden Glycoside keine mutagene Wirkung auf. Des Weiteren 

zeigten die Autoren, dass Quercetin in Rattenleber-Homogenisat einer metabolischen 

Aktivierung unterliegt, wodurch die mutagenen Eigenschaften von Quercetin weiter 

gesteigert wurden (Brown und Dietrich 1979). Neben den o.g. strukturellen Eigenschaf-

ten spielt für die Mutagenität von Flavonolen sowohl die Substitution am B-Ring als 

auch das Vorhandensein der Hydroxylgruppe an C5 eine große Rolle (Hardigree und 

Epler 1978, Brown und Dietrich 1979). 

Für Polyphenole hat man auch prooxidative Wirkungen nachgewiesen (Lambert et al. 

2007, Waetjen et al. 2007), welche bei Anwesenheit von Metallionen zusätzlich be-

günstigt wurden (Sahu und Gray 1994, Michels et al. 2005). So zeigten in vitro-Studien, 

dass in Gegenwart von Cu2+- oder Fe3+-Ionen DNA-Strangbrüche und Lipidperoxidati-

on durch Quercetin (Michels et al. 2005), Myrecetin (Sahu und Gray 1993) und 

Kämpferol (Sahu und Gray 1994) verursacht wurden. Vermutlich werden die Metallio-

nen durch Flavonoide reduziert und fördern infolgedessen die Entstehung reaktiver 

Sauerstoffspezies. Ein wässriges Milieu förderte die pH-Wert-abhängige prooxidative 

Wirkung (Lapidot et al. 2002a). Die Autoren machten daneben die in vitro-Generierung 

von H2O2 durch Polyphenole indirekt für die anti-proliferative Wirkung der Polypheno-

le verantwortlich (Lapidot et al. 2002b).  

Eine weitere Strukturvoraussetzung für eine Chinonbildung ist die Catecholgruppe, wie 

sie z.B. bei Quercetin, Kaffeesäurederivaten oder den Catechinen vorliegt. Das Flavonol 

Quercetin ist hinsichtlich seiner prooxidativen Eigenschaften am Besten untersucht, 

einen Überblick über dessen Aktivierung gibt Abbildung 2.20. 
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Abbildung 2.20 Schema zur postulierten Reaktion von Quercetin als Prooxidans (Metodiewa et al. 
1999); LPx = Laktatperoxidase 
 

Aus Quercetin entsteht unter Einwirkung der Laktatperoxidase (1) ein intermediär ge-

bildetes o-Semichinon, das mesomer über alle drei Ringe stabilisiert wird. Durch 

Disproportionierung entsteht das Quercetin-o-Chinon (2): 
 

2Q•- → Q-Chinon + Q 
 

In Gegenwart von Sauerstoff erfolgt die Reaktion zum Chinon über die Bildung des 

Superoxidanionradikals (3): 
 

2Q•- + O2 → Q-Chinon + •O2
- 

 

Superoxidanionradikale können anschließend von Quercetinmolekülen unter Bildung 

des Semichinonradikals (4) abgefangen werden. 
 

Q + •O2
- + 2H+ → Q•- + H2O2 

 

Daneben kann das Semichinonradikal ebenfalls Superoxidanionen unter Bildung des 

Chinons abfangen (5).  
 

Q•- + •O2
- + 2H+ → Q-Chinon + H2O2 
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Glutathion (GSH), ein endogenes Antioxidans, kann bei den Redoxreaktionen des 

Quercetins ebenfalls eine Rolle spielen. Das Glutathionradikal wird durch das Semichi-

nonradikal reduziert (6). 
 

Q•- + GS• → Q-chinon +GSH 
 

Das Glutathionradikal kann sowohl bei der Ein-Elektronenübertragung mit dem Semi-

chinonradikal (7) als auch bei der Abfangreaktion des Superoxidanionradikals durch 

Glutathion (8) gebildet werden: 
 

GSH + Q•- → GS•+ Q 

GSH + •O2
- + 2H+ → GS•+ H2O2 

 

Die NADPH-Cytochrom-P450-Reduktase katalysiert die Reduktion des Chinons zum 

Semichinon in einem Ein-Elektronenschritt (9). Dahingegen reduziert die NADPH-

Chinonoxidoreduktase das Chinon in einem Zwei-Elektronenschritt (10) zurück in die 

Ausgangsverbindung (Metodiewa et al. 1999). Analog kann Epicatechin durch Tyrosi-

nase und Peroxidasen zum o-Chinon oxidiert werden; die Oxidation wurde auch mit 

Apfelphenoloxidasen beobachtet. Da Chinone sehr reaktiv sind, sind weitere Umlage-

rungen und Polymerisierungen möglich (Le Guerneve et al. 2004).  

Neben der Bildung von ROS durch Redox-Cycling kann das als Zwischenprodukt ent-

standene Chinon weiterreagieren und über Methide mit Glutathion Addukte binden. 

 

Obwohl für einige Flavonoide, insbesondere die Flavonole, mutagene Wirkungen im 

Ames-Test belegt sind, sprechen Tierversuche nicht für eine kanzerogene Wirkung 

(Middleton 1998). Ein Grund hierfür ist die geringe Resorptionsrate der Flavonoide 

über die Ernährung, so dass kaum Plasmakonzentrationen erreicht werden, die in vitro 

mutagen oder zytotoxisch wirken. Daher gibt es bisher keine toxikologischen Bedenken 

gegenüber flavonoidhaltigen Lebensmittel. 

 

Eine mögliche Gefahr stellen jedoch Flavonoid-angereicherte Nahrungsergänzungsmit-

tel dar, in denen z.B. Quercetin in Tagesdosen von bis zu 1 g empfohlen wird. So stehen 

bei Schwangeren hohe Flavonoiddosen (aus Supplementen) im Verdacht, das Leukä-

mierisiko zu erhöhen (Skibola und Smith 2000). Auch eine Schilddrüsendysfunktion 

gilt als mögliche Folge einer chronisch übermäßigen Flavonoidaufnahme (Divi und 

Doerge 1996).  
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Klinisch bedeutsam sind Flavonoidinteraktionen mit dem Cytochrom-P450 abhängigen 

Enzym CYP3A4, das eine wichtige Rolle im Metabolismus von Medikamenten spielt. 

So können mit der Nahrung aufgenommene Flavonoide, wie z.B. das im Grapefruitsaft 

enthaltene Naringenin, den Abbau von Arzneimitteln verzögern (Hodek et al. 2002). 

Auch das in Erdbeeren enthaltene Kämpferol-3-β-D-6-O-trans-p-cumarylgluco-

pyranosid ist in der Lage, das Enzym schon in einer Konzentration von 0,7 µM zu 

hemmen (Ota und Tsukamoto 2006). Den Anthocyanen hingegen wurde bisher kein 

hohes Hemmpotential zugesprochen (Dreiseitel et al. 2008).  

 

2.2.7  Apfel-Polyphenole  

2.2.7.1 Frucht 

 

Die wichtigsten phenolischen Verbindungen in Äpfeln sind die Chlorogensäure und die 

p-Cumaroylchinasäure, die Quercetinglycoside, das Flavan-3-ol Epicatechin, die poly-

meren Procyanidine sowie Dihydrochalkone. Die Anthocyane spielen nur in den rot-

schaligen Sorten bzw. den eher selteneren rotfleischigen Apfelsorten Danziger Kantap-

fel und Weirouge eine Rolle. 

Die phenolischen Säuren in Äpfeln werden von den Estern der Hydroxyzimtsäuren do-

miniert. Hierbei bilden die Ester aus Kaffeesäure bzw. p-Cumarsäure und Chinasäure 

den größten Anteil. Die isomeren Krypto- und Neochlorogensäure kommen in deutlich 

geringeren Mengen vor als Chlorogensäure, die Gehalte bis zu 2420 mg/kg erreicht. Mit 

bis zu 100 mg/kg ist die 4-p-Cumaroylchinasäure der zweithäufigste Hydroxyzimtsäure-

ester. Die freien Säuren Kaffeesäure, p-Cumarsäure und Ferulasäure kommen meist nur 

in Spuren vor (Alonso-Salces et al. 2004).  

Die im Apfel enthaltenen Dihydrochalkone sind Phloridzin, Phloretin-2’-xyloglucosid 

und 3-Hydroxyphloridzin, wobei vor allem Phloridzin für Apfelprodukte typisch ist. 

Die Konzentrationen sind stark sortenabhängig und variieren zwischen dem unteren 

Milligramm-Bereich und bis zu 230 mg/kg (Treutter 2001, Alonso-Salces et al. 2004).  

Quercetin ist das häufigste Flavonol in Äpfeln. Es liegt vorwiegend als Galactosid (10-

920 mg/kg FG) und Glucosid (0-20 mg/kg FG) vor (Treutter 2001). Die glycosidische 

Bindung ist immer an C3 lokalisiert. Aufgrund der sterischen Hinderung durch den Zu-

ckers sind diese Glycoside keine guten Substrate der Polyphenoloxidase (PPO), so dass 
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sich ihre Konzentration während der Verarbeitung von Apfelprodukten kaum ändert 

(van der Sluis et al. 2002).  

Im Gegensatz dazu sind die Flavan-3-ole hervorragende Substrate der PPO und stark 

oxidationsanfällig (Hollman und Arts 2000, van der Sluis et al. 2002). Im Apfelfrucht-

fleisch wurden bisher die Monomeren Catechin und Epicatechin, sowie deren oligomere 

und polymere Kondensationsprodukte, die Procyanidine, nachgewiesen. Aufgrund der 

schlechten Trennbarkeit mittels RP-HPLC mangelt es an exakten Daten über den Gehalt 

an polymeren Procyanidinen. In der Gruppe von Guyot ermittelte man den Procyani-

dingehalt nach Thiolyse und fand, dass dieser 69 – 87% der Gesamtphenole ausmacht 

(Guyot et al. 2002). Der mittlere Polymerisationsgrad wurde mit bis zu 35 bestimmt 

(Gu et al. 2003).  

Bei fast allen Polyphenolen gibt es große Unterschiede in den Gehalten zwischen den 

unterschiedlichen Geweben und verschiedenen Apfelsorten. Tabelle 2.2 orientiert über 

die Gehalte an Polyphenolen im Fruchtfleisch verschiedener Apfelsorten. Hierbei wird 

ersichtlich, dass vor allem die Mostapfelsorten einen deutlich höheren Gehalt an pheno-

lischen Inhaltsstoffen als Tafeläpfel aufweisen (Marks et al. 2007). Des Weiteren zeigte 

diese Gruppe, dass die Verteilung der Polyphenole im Gewebe nicht homogen ist. So 

sind im Fleisch vor allem die Hydroxyzimtsäuren in hohen Konzentrationen zu finden. 

Quercetinglycoside sind, ebenso wie das Cyanidingalactosid, fast ausschließlich in der 

Schale zu finden (vgl. Tabelle 2.2 und Tabelle 2.3). 

Die Dihydrochalkone sind ebenfalls in der Schale deutlich angereichert, sie sind aber 

auch im Fleisch einiger Apfelsorten Hauptkomponenten. Auch der Gehalt und das Ver-

hältnis von Phloretin-2’-xyloglucosid zu Phloridzin ist stark sortenabhängig (Marks et 

al. 2007). 

Untersuchungen der verschiedenen Gewebezonen von Äpfeln zeigten, dass die Procya-

nidine und die monomeren Flavan-3-ole relativ gleichmäßig zwischen Epidermis, Pa-

renchym und Kerngehäuse verteilt sind. Etwas geringere Gehalte finden sich in den 

Samen. Die Hydroxyzimtsäuren sind vorwiegend im Parenchym bzw. im Kerngehäuse 

und die Flavonole fast ausschließlich in der Epidermis zu finden. Die Dihydrochalkone 

bilden eine Ausnahme, da diese in den Samen mit ca. 3416 mg/kg in einer bis zu 

30 fach höheren Konzentration wie in der Epidermis enthalten sind (Guyot et al. 1998). 
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Tabelle 2.2 Phenolische Hauptkomponenten im Fruchtfleisch verschiedener Apfelsorten (Marks et 
al. 2007) 

Tafeläpfel Mostäpfel 
 Golden   

Delicious 
Sweet    
Coppin 

Ashton 
Bitter 

Harry Mas-
ters Jerseys 

Somerset 
Redstreak 

Cyanidin-3-O-galactosid n.d. n.d. n.d. 5 n.d. 
(+)-Catechin 8 39 35 115 18 
(-)-Epicatechin 46 186 1096 1379 399 
Procyanidin B2 56 120 695 776 297 
Chlorogensäure 89 69 831 339 447 
4-p-Cumaroylchinasäure 6 49 n.d. 162 107 
Phloretin-2’-xyloglucosid 7 5 58 17 38 
Phloretin-2’-glucosid 9 17 71 33 60 
Quercetin-3-O-galactosid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
Quercetin-3-O-glucosid n.d. n.d. 0,83 1,54 0,54 
Quercetin-3-O-xylosid 1,04 n.d. 1,49 6,91 1,42 
Quercetin-3-O-rhamnosid 5,27 n.d. 5,50 12,06 2,19 
n.d. = nicht detektiert 

 

Tabelle 2.3 Phenolische Hauptkomponenten in den Schalen verschiedener Apfelsorten (Marks et al. 
2007) 

Tafeläpfel Mostäpfel 
 Golden 

Delicious 
Sweet 
Coppin 

Ashton 
Bitter 

Harry Mas-
ters Jerseys 

Somerset 
Redstreak 

Cyanidin-3-O-galactosid n.d. n.d. 72 180 53 
(+)-Catechin 10 46 89 57 23 
(-)-Epicatechin 116 347 1095 1122 424 
Procyanidin B2 107 148 782 700 211 
Chlorogensäure 63 30 1004 56 273 
4-p-Cumaroylchinasäure 4 8 n.d. 47 67 
Phloretin-2’-xyloglucosid 37 14 201 33 103 
Phloretin-2’-glucosid 35 25 353 124 350 
Quercetin-3-O-galactosid 50 40 190 194 130 
Quercetin-3-O-glucosid 11 9 41 60 24 
Quercetin-3-O-xylosid 20 17 51 108 54 
Quercetin-3-O-rhamnosid 39 18 61 106 45 
n.d. = nicht detektiert 

 

Der deutlichste Unterschied findet sich aber zwischen einzelnen Apfelsorten. Hier sind 

vor allem die Mostapfelsorten auffällig, die im Allgemeinen deutlich höhere Gehalte an 

Flavonoiden und Hydroxyzimtsäuren besitzen.  

 

2.2.7.2 Saft 

 

Der traditionelle Weg, einen Saft zu produzieren, besteht darin, die Äpfel zu zerkleinern 

und anschließend die erhaltene Pulpe zu pressen (Direktsaft). Die wichtigsten Polyphe-

nole in den hierbei erzeugten Säften sind die phenolischen Säuren. Die Flavonole und 

die Anthocyane sind meist nur in Spuren nachweisbar, da sie in der Schale des Apfels 

lokalisiert sind und daher beim Pressen vorwiegend im Trester verbleiben (Alonso-
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Salces et al. 2004). Im Vergleich zu frischen Äpfeln enthält der Saft ähnliche Mengen 

an Hydroxyzimtsäuren, aber deutlich geringere Anteile an anderen Flavonoiden. Wäh-

rend des Zerkleinerns und Pressens der Äpfel wird die PPO freigesetzt und Luftsauer-

stoff in die Pulpe eingebracht. Dies führt dazu, dass die Flavonoide, insbesondere die 

Flavan-3-ole, oxidiert und als polymere Oxidationsprodukte mit dem Trester abgetrennt 

werden. Des Weiteren haben polymere Procyanidine auch im nativem Zustand eine ho-

he Bindungsaffinität zu Zellwandbestandteilen, weswegen sie nur unvollständig in den 

Saft gelangen (van der Sluis et al. 2002).  

Die Technologie der Saftgewinnung hat einen entscheidenden Einfluss auf den Poly-

phenolgehalt des fertigen Produktes. Wird beispielsweise die Maische zur Erhöhung der 

Saftausbeute mit pektinolytischen Enzymen versetzt, so führt dies in der Regel zu einer 

deutlichen Verringerung des Polyphenolgehaltes. So wies die Gruppe um van der Sluis 

(2002) nach, dass die Gehalte der Flavonoide um 15 – 63% abnahmen. Besonders be-

troffen waren dabei die Flavan-3-ole.  

Eine weitere Abnahme des Flavonoidgehaltes erfolgt bei der Klärung des Saftes. So 

konnten verschiedene Gruppen einen deutlich geringeren Polyphenolgehalt in klaren im 

Vergleich zu trüben Säften nachweisen (Kahle et al. 2005, Hubert et al. 2007, Oszmi-

anski et al. 2007). Im Allgemeinen zeigte sich, dass die Hydroxyzimtsäuren und die 

Flavan-3-ole nur in geringen Mengen beeinflusst wurden. Die Menge an Dihydrochal-

konen stieg nach der Klärung teilweise sogar leicht an (Hubert et al. 2007, Oszmianski 

et al. 2007). Die größte Abnahme an polymeren Procyanidinen erfolgte durch die Klä-

rung mit Gelatine (32%), gefolgt von der Klärung mit Pektinase und anschließender 

Dekantierung (15%) (Hubert et al. 2007). Verantwortlich für die hohen Verluste sind 

sowohl die spezifische Bindung der Procyanidine an Proteine und Zellwandbestandteile, 

als auch die oxidativen Bedingungen während der Klärung (Oszmianski et al. 2007). 
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3 Ergebnisse und Diskussion  

3.1 Analytik von Apfelsäften und daraus gewonnen Extrakten 

 

Wie erwähnt, kommen in Äpfeln und Apfelsäften verschiedene Klassen von phenoli-

schen Antioxidantien wie Zimtsäuren, Flavan-3-ole und deren Polymere, Flavonole, 

Dihydrochalkone sowie Anthocyane vor (Alonso-Salces et al. 2004). Darüber hinaus  

werden während der Apfelreifung und -verarbeitung verschiedene, z.T. aromaaktive 

Substanzen gebildet. Um einen Einblick in die stoffliche Zusammensetzung von Apfel-

säften zu gewinnen, wurden diese mittels Hochleistungsflüssigchromatographie-

Diodenarray-Detektion (HPLC-DAD) sowie HPLC-Electrospray-Ionisierung-Tandem-

Massenspektrometrie (HPLC-ESI-MS/MS) und Gaschromatographie-Elektronenstoß-

ionisation-Massenspektrometrie (GC-EI-MS) auf ihre Inhaltsstoffe hin untersucht. Die 

Procyanidine wurden mittels Salzsäure-Butanol-Assay quantifiziert und deren mittlerer 

Polymerisationsgrad (DPm) durch Thiolyse bestimmt. 

 

3.1.1 Polyphenol- und Procyanidingehalt  

3.1.1.1 Apfelsäfte 

 

Der Polyphenolgehalt von Apfelsäften wird in der Literatur mit durchschnittlich 

271 mg/l beziffert (Kahle et al. 2005). Bei der Verarbeitung gelangen Polyphenole in 

unterschiedlichen Mengen in den Saft, wobei insbesondere die Quercetinglycoside und 

die Dihydrochalkone vermutlich zu einem großen Teil im Trester verbleiben (van der 

Sluis et al. 2002). Dem Gehalt an polymeren Procyanidinen wurde bisher kaum Auf-

merksamkeit geschenkt. In Untersuchungen an Tafeläpfeln fanden Guyot et al. (2002), 

dass diese Substanzklasse einen Anteil von 69 - 87% der Gesamtphenole ausmacht. In 

unseren Studien wurden die Gehalte einzelner Polyphenole sowie der Gesamtpro-

cyanidingehalt (TPC) und DPm der Procyanidine in verschiedenen Säften untersucht. 

Die Identifizierung der einzelnen Apfelsaftpolyphenole erfolgte mittels HPLC-DAD 

sowie HPLC-ESI-MS/MS. Die Quantifizierung wurde mittels HPLC-DAD anhand ei-

nes  externen Standards  (3,4,5-trans-Trimethoxyzimtsäure) durchgeführt. Die Flavan-

3-ole und Dihydrochalkone wurden bei 280 nm, Phenolcarbonsäuren bei 320 nm und 
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die Flavonole bei 360 nm detektiert. Alle aufgeführten Daten sind Mittelwerte aus Drei-

fachbestimmungen. 

 

Um den Gesamtprocyanidingehalt der untersuchten Apfelsäfte zu bestimmen, wurde der 

Salzsäure-Butanol-Assay eingesetzt. Die Methode ist ursprünglich von Swain und Hillis 

(1959) entwickelt worden und basiert auf einer säurekatalysierten Depolymerisation der 

Procyanidine zu den farbigen Anthocyanidinen in wasserfreiem Butanol. Diese können 

anschließend spektralphotometrisch vermessen werden (vgl. Abbildung 3.1).  

 

 
Abbildung 3.1 Reaktionsverlauf (Schema) bei der photometrischen Bestimmung der Procyanidin-
gehalte (nach Swain und Hillis 1959) 
 

Im Hinblick auf eine größere Empfindlichkeit und bessere Reproduzierbarkeit wurde 

diese Methode seit ihrer Veröffentlichung grundlegend modifiziert, wobei Säure- und 

Butanolmenge, Reaktionszeit und Wassergehalt variiert wurden. Auch der Einfluss von 

Eisen als Katalysator wurde untersucht (Porter et al. 1986, Scalbert 1992). Um verläss-

liche Ergebnisse zu erhalten, wurde von uns die Methode von Karonen et. al. (2006) für 

die Bestimmung der Procyanidine in Apfelsaft und daraus gewonnenen Extrakten ange-

passt. Hierzu wurde als Quantifizierungsstandard eine Mischung verschiedener Tetra-

mere des B-Typs aus der Tamarinde (Tamarindus indica L.) verwendet, da in vorange-

gangenen Studien der DPm der Apfelprocyanidine mit vier bis fünf bestimmt worden 

war. Des Weiteren ist der B-Typ mit (-)-Epicatechin als vorherrschendes Monomer der 

häufigste Procyanidin-Typ in Äpfeln (Guyot et al. 2001, Shoji et al. 2006). Da die mit-

telständigen Einheiten nach der Spaltung schneller zum Cyanidin oxidiert werden als 

die endständigen Flavan-3-ol-Einheiten, ist für die Kalibrierung und Quantifizierung ein 

Standard mit vergleichbarem DPm unerlässlich. 
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Tabelle 3.1 Ausgangsmaterial für die Apfelsaftproduktion 
 

 
 

Bohnapfel 
klar und trüb 

Bittenfelder 
klar und trüb 

AS02 
klar 

AS03B 
Trester-

extraktionssaft 

AS04 
klar 

AS05 
klar und trüb 

AS06 
klar und trüb 

AS07 
klar und trüb 

Mostäpfel  Malus domestica 
cv. Bohnapfel 

Malus domestica 
cv. Bittenfelder 

22,5% Winterrambur 
17,5% Bohnapfel 
15,0% Bittenfelder 

 22% Schafsnase 
22% Winterrambur 
22% Bohnapfel 

10% Bittenfelder 
23% Bohnapfel 
25% Seestermüher 
18% Boertlinger 

Weinapfel 

10% Bohnapfel 
45% Maunzen 
10% Winterrambour 

48% Bittenfelder 
26% Brettacher 
  7% gemischte 

Mostäpfel 

Tafeläpfel   25% Topaz 
20% gemischte Tafel-

äpfel 

100% gemischte 
Tafeläpfel 

 24% Topaz 35% gemischte 
Tafeläpfel 

11% Braeburn 
  8% Jonagold 

Verschiedenes     28% AS02, 
  6% Trester-

extraktionssaft  
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Tabelle 3.2 Technologie der Saft- und Extraktproduktion 
 

 

 

Bohnapfel 

klar und trüb 

Bittenfelder 

klar und trüb 

AS02 

klar 

AS03B 

Trester-
extraktionssaft 

AS04 

klar 

AS05 

klar und trüb 

AS06 

klar und trüb 

AS07 

klar und trüb 

Handelsprobe 

trüb 

Saftproduktion Hammermühle 

HP-L Horizontal-
presse 

Separator SA R 
3036 

Pasteurisierung 

Hammermühle 

HP-L Horizontal-
presse 

Separator SA R 
3036 

Pasteurisierung 

Hammermühle 

HP-L Horizontal-
presse 

Separator SA R 
3036 

Pasteurisierung 

Hammermühle 

HP-L Horizontal-
presse 

Separator SA R 
3036 

Pasteurisierung 

Saft verworfen 

Hammermühle 

HP-L Horizontal-
presse 

Separator SA R 
3036 

Pasteurisierung 

Hammermühle 

HP-L Horizontal-
presse 

Separator SA R 
3036 

Pasteurisierung 

Schneidmühle  

HP-L Horizontal-
presse 

Separator SA R 
3036 

Pasteurisierung 

Schneidmühle  

HP-L Horizontal-
presse 

Separator SA R 
3036 

Paseurisierung 

unbekannt 

Klärung Nur für klare 
Säfte:  

Pektinase-
behandlung 

“Cross-Flow”-
Filtration 

Nur für klare 
Säfte:  

Pektinase-
behandlung 

“Cross-Flow”-
Filtration 

Pektinase-
behandlung 

“Cross-Flow”-
Filtration 

 Pektinase-
Behandlung 

“Cross-Flow”-
Filtration 

Nur für klare 
Säfte:  

Pektinase-
behandlung 

Schönung 

“Cross-Flow”-
Filtration 

Nur für klare 
Säfte:  

Fruktozym-
behandlung 

Schönung 

Separation und 
“Cross-Flow”-
Filtration  

Nur für klare 
Säfte:  

Pektinase-
behandlung 

Schönung 

Separation und 
Schichtenfiltration 

 

Trester-
extraktion    

Pektinase- und 
Cellulase- be-
handlung 

  
   

 
   

Flottweg Dekanter 

Separator SA R 
3036 

  
   

Adsorber XAD16 HP XAD16 HP XAD16 HP P-495 P-495 XAD16 HP (klar 
und trüb) 
P-495 (klar und 
trüb) 

SP-70 SP-70 P-495 

Extraktausbeute 
[g/l] 

Klar: 1,53 

Trüb: 1,55 

Klar: 1,35 

Trüb: 1,17 

Klar: 0,65 

 

B: 0,47 

 

Klar: 0,91 

 

Klar: 0,59 

Trüb: 0,76 

Klar: 1,0 

Trüb: 1,3 

Klar: 0,90 

Trüb: 1,00 

Trüb: 0,65 
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Um zu klären, ob auch der DPm der untersuchten Apfelsäfte durch die Klärung einer 

Veränderung unterliegt, wurden die Procyanidine in den untersuchten Proben unter Ein-

satz des starken Nukleophils Benzylmerkaptan umgesetzt. Die Reaktionsprodukte wur-

de anschließend mittels RP-HPLC untersucht und der DPm berechnet.  

In Abbildung 3.2 ist der Reaktionsverlauf schematisch dargestellt. Das Benzylmerkap-

tan agiert als Nukleophil und spaltet jeweils die C-C-Bindung zwischen C4 und C8 der 

Procyanidinuntereinheiten.  

 

Abbildung 3.2 Reaktion der Thiolyse von oligomeren und polymeren Procyanidinen mittels Ben-
zylmerkaptan als nukleophiles Reagenz 
 

Im Gegensatz zur Bestimmung des Procyanidingehaltes wird die Ermittlung des Poly-

merisationsgrades mittels Thiolyse nicht von der Matrix beeinflusst. Die Retentionszei-

ten der möglichen Produkte (+)-Catechin, (-)-Epicatechin sowie (+)-Catechinthioether 

und (-)-Epicatechinthioether wurden vorher durch Thiolyse einer Referenzmischung aus 

den Procyanidinen B1, B2, B3 und B4 und anschließender HPLC-Analytik bestimmt. 

Um eine Verfälschung des DPm der Procyanidine durch den unterschiedlichen Gehalt 

an Flavan-3-olen zu verhindern, wurde deren Gehalt in den Extrakten bestimmt und 

vom Anteil in der Reaktionsmischung abgezogen. Während der Reaktion kann eine 

Umwandlung von (+)-Catechin in (-)-Catechin und (+/-)-Epicatechin sowie die Um-

wandlung von (-)-Epicatechin zu (+)-Epicatechin und (+/-)-Catechin eintreten (Guyot et 

al. 2001). In einem von uns durchgeführten Modellversuch an (+)-Catechin und (-)-

Epicatechin wurde eine Umwandlung von 2,5% bestimmt. Dies stimmt sehr gut mit 

früheren Ergebnissen überein (Guyot et al. 2001). 

 

In Abbildung 3.3 sind die Flavonoidgehalte in klaren und trüben Säften verschiedener 

Sorten unterschiedlicher Erntejahre dargestellt (zu Definitionen und Produktions-

verfahren s. Tabelle 3.1 und Tabelle 3.2 in Kapitel 3.1.1.1). In der Polyphenolzusam-
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mensetzung sind deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Säften erkennbar. Dies 

war in Anbetracht der Sortenvielfalt und der unterschiedlichen Technologie auch zu 

erwarten.  

Die phenolischen Säuren dominierten die Polyphenolzusammensetzung. Deren Gehalte 

schwankten zwischen 241,2 mg/l (AS06 klar) und 436,2 mg/l (AS07 klar) bei den kla-

ren und zwischen 221,1 mg/l (AS05 trüb) und 388,0 mg/l (AS07 trüb) bei den trüben 

Säften. Vergleicht man die Säfte eines Jahrgangs, so waren leicht erhöhte Gehalte in 

den jeweiligen klaren Säften erkennbar. Die Dihydrochalkone waren, abhängig von den 

verwendeten Apfelsorten, in Konzentrationen zwischen 56,0 (AS05 klar) und 

134,8 mg/l (AS07 klar) bzw. 58,0 (AS06 trüb) und 113,9 mg/l (AS07 trüb) in den klaren 

bzw. trüben Säften enthalten. Die dritte große Gruppe bildeten die monomeren und di-

meren Flavan-3-ole. Diese waren, ähnlich wie die Dihydrochalkone, mit Gehalten bis 

zu 128,6 mg/l vertreten. Die letzte Gruppe der niedermolekularen Apfelpolyphenole, die 

Flavonole, wiesen in den untersuchten Apfelsäften mit Gehalten bis zu 6,0 mg/l die ge-

ringsten Gehalte auf.  
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Abbildung 3.3 Polyphenolgehalte der von uns untersuchten klaren und trüben Apfelsäfte (zu Defi-
nition und Herstellung s. Tabelle 3.1 und Tabelle 3.2) 
 

Betrachtet man die einzelnen Substanzen (s. Abbildung 3.4) so hatte die Chlorogen-

säure, wie für Äpfel typisch, den größten Anteil. Es folgten 4-p-Cumaroylchinasäure, 

Kryptochlorogensäure und Kaffeesäure, wobei die beiden letztgenannten in vergleichs-
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weise geringen Mengen enthalten waren. Die Gehalte befanden sich in den für Apfelsaft 

in der Literatur beschriebenen Bereichen, nur AS07 enthielt mit bis zu 360,7 mg/l über-

durchschnittliche Gehalte an Chlorogensäure. Die Konzentration der einzelnen Substan-

zen war in den klaren und trüben Säften desselben Jahrgangs meist ähnlich.  

Der Gehalt an Phloretin-2’-xyloglucosid variierte zwischen 25,1 mg/l (AS05 klar) und 

65,8 mg/l (AS05 trüb). Auch Phloretin-2’-glucosid zeigte ein große Schwankungsbreite. 

Der Anteil der am B-Ring zweifach hydroxylierten 3-Hydroxyphloretinglycoside am 

Gesamtdihydrochalkongehalt lag zwischen 10 und 23%.  

Die Konzentration der Procyanidine B1 und B2 nahm während der Klärung ab. Im Ge-

gensatz hierzu wurde teilweise eine leichte Zunahme des monomeren Flavan-3-ols       

(-)-Epicatechin festgestellt.  

Quercetin-3-O-galactosid und Quercetin-3-O-rhamnosid haben den größten Anteil an 

den Quercetinglycosiden, gefolgt von Quercetin-3-O-glucosid. Quercetin-3-O-xylosid 

und Quercetin-3-O-arabinosid waren nur im Saft eines Jahrgangs nachweisbar. Querce-

tin-3-O-rutinosid konnte in keinem der untersuchten Säfte detektiert werden. Das be-

vorzugt während der Klärung durch hydrolytische Spaltung freigesetzte Quercetin wur-

de nur in AS07 klar detektiert.  
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Abbildung 3.4 Polyphenolgehalte der von uns untersuchten Extrakte aus klaren und trüben Apfel-
säften 

 



Ergebnisse und Diskussion 
 

56 

Neben den niedermolekularen Verbindungen sind insbesondere in den naturtrüben Säf-

ten die hochpolymeren Procyanidine vorhanden. Für die klaren Säfte wurden Gehalte 

zwischen 0,3 g/l und 1,6 g/l gemessen. Für die trüben Säfte lagen die Gehalte zwischen 

1,5 g/l und 12,4 g/l (Abbildung 3.5). Insgesamt wurde bei den klaren Säften ein um bis 

zu 92% geringerer Procyanidingehalt ermittelt.  
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Abbildung 3.5 Procyanidingehalte von uns untersuchter Apfelsäfte (Angaben sind Mittelwerte ±SD 
aus Dreifachbestimmungen) 
 
Weiterhin zeigten sich zwischen den klaren und den trüben Säften signifikante Unter-

schiede in der Zusammensetzung der Procyanidine (Abbildung 3.6). In den trüben Ap-

felsäften war der DPm größer als in den entsprechenden klaren Säften. Der DPm der 

Procyanidine nahm im Mittel um 2,7 ab. Im Detail nahm die mittlere Kettenlänge der 

Procyanidine von 4,3 auf 2,9 beim AS05, von 8,8 auf 3,4 beim AS06 und beim AS07 

von 4,8 auf 3,5 ab.  
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Abbildung 3.6 Polymerisationsgrad der Procyanidine in den untersuchten Apfelsäfte (Angaben 
sind Mittelwerte ±SD aus Dreifachbestimmungen) 
 
Die erhaltenen Ergebnisse zum Polyphenolprofil von klaren und trüben Apfelsäften sind 

in Übereinstimmung mit den Resultaten von Oszmianski und Mitarbeitern (2007), die 
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ebenfalls eine Zunahme der Dihydrochalkone und eine Abnahme der Flavan-3-ole, ins-

besondere der Procyanidine, beobachteten. Eine Veränderung der phenolischen Säuren 

wurde im Gegensatz zu unseren Resultaten nicht detektiert. Die Unterschiede zwischen 

den Säften verschiedener Produktionsjahre sind vorwiegend auf den großen Einfluss der 

zur Saftproduktion eingesetzten Sorten zurückzuführen (vgl. Tabelle 3.1). Auch ist der 

Einfluss unterschiedlicher UV-Strahlung als Folge unterschiedlicher Witterungsbedin-

gungen in den verschiedenen Anbaujahren denkbar. Des Weiteren beeinflusst der Reife-

status der Äpfel während der Ernte das Polyphenolprofil des Produkts. So wiesen     

Renard et al. (2007) eine Abnahme der Polyphenolkonzentration während der Reife 

nach.  

Das Prinzip des zur Procyanidinquantifizierung verwendeten HCl-Butanol-Assays ist 

die oxidative Spaltung der Procyanidine unter Freisetzung des rot gefärbten Cyanidins. 

Jedoch ist diese Reaktion sensitiv gegenüber der Anwesenheit von Wasser. Daher wur-

den die untersuchten Säfte vor der Analyse lyophilisiert und der Rückstand jeweils in 

absolutem Methanol wieder aufgenommen. Aufgrund eines sehr hohen Zuckergehaltes 

in den Säften kam es zu Nebenreaktionen, die zu einer gelbbraunen Verfärbung der Lö-

sung führten. Daher war die Bestimmung des Procyanidingehaltes in den Säften nur 

bedingt möglich: Demzufolge ist nicht auszuschließen, dass die ermittelten Werte auf-

grund der Überlagerung des UV-Spektrums durch das der gebildeten Maillard-Produkte 

deutlich höher sind als die tatsächlichen Procyanidingehalte. Dennoch erkennt man ei-

nen deutlich höheren Gehalt des trüben im Vergleich zu dem jeweiligen klaren Saft, 

obwohl dieser einen ähnlichen Zuckergehalt besitzt.  

Durch Messung des DPm der Procyanidine wurde festgestellt, dass insbesondere die 

hochpolymeren im Gegensatz zu den anderen Apfelpolyphenolen in Folge der Klärung 

abgereichert wurden. Dies stimmt mit den Erkenntnissen der Arbeitsgruppe um Renard 

(2001) überein, die nachwies, dass pro Gramm Zellwandbestandteile bis zu 0,6 g Procy-

anidine gebunden werden können. Die Menge an gebunden Procyanidinen nahm hierbei 

mit steigendem Polymerisationsgrad zu (Renard et al. 2001). Die verschiedenen Zell-

wandbestandteile haben unterschiedliche Affinitäten zu den Procyanidinen. In einem 

Modellversuch mit den Polysacchariden Stärke, Pektin und Cellulose zeigte sich, dass 

die Bindungsaffinität vom Pektin über Stärke bis zur Cellulose hin abnimmt. Pektin ist 

in der Lage bis zu 0,8 g Procyanidine je Gramm aufzunehmen (Le Bourvellec et al. 

2005). Dies wurde auch in eigenen Untersuchungen bestätigt, in denen in isoliertem 

Apfelsafttrub bis zu 60% Procyanidine gefunden wurden (Daten nicht gezeigt). Die 

 



Ergebnisse und Diskussion 
 

58 

Bindung der Procyanidine ist neben dem Polymerisationsgrad auch abhängig von der 

Ionenstärke des Saftes und der Temperatur während der Verarbeitung (Le Bourvellec et 

al. 2007).  

Auf andere Polyphenole des Apfelsaftes haben diese Zellwandbestandteile hingegen 

kaum Einfluss. So wurden (-)-Epicatechin und die Hydroxyzimtsäuren des Apfels nicht 

gebunden. In einem Vergleich von Säften mit der entsprechenden Frucht betrug die 

durchschnittliche Wiederfindung für die Hydroxyzimtsäuren (+)-Catechin und (-)-

Epicatechin 87% und für das Dihydrochalkon Phloretin-2’-glucosid 33% (Renard et al. 

2001). Daraus folgt, dass die polymeren Procyanidine sowohl beim Pressvorgang als 

auch bei der anschließenden Klärung des Saftes in gebundener Form zusammen mit den 

Zellwandbestandteilen und Pektinen abgetrennt werden. Somit gehen 60-90% der po-

lymeren Procyanidine während der Verarbeitung verloren (Guyot et al. 2003, Le Bour-

vellec et al. 2007). Der erhöhte Gehalt an (-)-Epicatechin in den klaren Säften ist ver-

mutlich auf eine hydrolytische Spaltung während der Klärung zurückzuführen.  

 

3.1.1.2 Apfelsaftextrakte 

 

Als Grundlage für in vitro-Versuche sind Apfelsäfte aufgrund ihrer hohen Zucker- und 

Säurekonzentration ungeeignet. Daher wurden aus technologisch unterschiedlich herge-

stellten Apfelsäften unter Verwendung von Adsorberharzen polyphenolreiche Extrakte 

gewonnen.  

Grundlage für die untersuchten Apfelsaftextrakte bildeten die Apfelsäfte AS02, AS04, 

AS05, AS06 und AS07, der Tresterextraktionssaft AS03B, ein kommerziell erhältlicher 

naturtrüber Saft sowie zwei Reinfruchtsäfte aus den Sorten Bohnapfel bzw. Bittenfel-

der. Die Säfte wurden im Pilotmaßstab an der Forschungsanstalt Geisenheim produziert, 

wobei sich die jeweilige Ziffernkombination auf das Herstellungsjahr bezieht. Die Säfte 

bestanden vorwiegend aus Mostapfelsorten. Im AS02 betrug der Anteil der Tafeläpfel 

nur 45%, in AS04 und AS05 sogar weniger als 30%. Im AS06 und AS07 lagen die An-

teile bei 35% bzw. 19%. Detaillierte Angaben zur Produktion verwendeter Äpfel sowie 

eingesetzter Produktionstechniken sind in Tabelle 3.1 und Tabelle 3.2 zusammenge-

fasst. Zur Extraktherstellung wurden die Adsorberharze P-495 (Alimentech), 

XAD16HP (Amberlite) und SP70 (Sepabeads) verwendet. Diese sind in der Literatur 

für ihre gute Adsorptionsfähigkeit von phenolischen Apfelsaftbestandteilen beschrieben 

(Tomás-Barberán et al. 1992, Kammerer et al. 2007). In Vorstudien wurde eine Wieder-
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findung nach Aufarbeitung einer standardisierten Polyphenolmischung mit 95,1 ± 5% 

bestimmt. Dies ist in guter Übereinstimmung mit Studien von Tomás-Barberán und 

Mitarbeitern (1992) an chemisch verwandten Adsorbern. Des Weiteren ist der Apfelsaft 

AS05 mit den Harzen P-495 und XAD16HP aufgearbeitet worden. Hierbei wurde kein 

signifikanter Unterschied zwischen den beiden Extrakten festgestellt.  

Das Polyphenolprofil der Apfelextrakte wurde mittels RP-HPLC-DAD bestimmt. Die 

Charakterisierung und Quantifizierung der in den Extrakten enthaltenen Procyanidine 

erfolgte unter Anwendung des HCl-Butanol-Assays bzw. der Thiolyse (s. Kapitel 

3.1.1.1).  

Im Allgemeinen lässt sich feststellen, dass sich die Extrakte, welche aus klaren Apfel-

säften erhalten wurden, in ihrer Zusammensetzung an niedermolekularen Polyphenolen 

nur geringfügig von den Extrakten aus trüben Säften unterschieden (vgl. Abbildung 3.7 

und Abbildung 3.8). In der Polyphenolzusammensetzung der Extrakte unterschiedlicher 

Produktionsjahre waren jedoch deutliche Unterschiede erkennbar. Dies war in Anbet-

racht der Sortenvielfalt und der unterschiedlichen Technologie zu erwarten. 

Die Gehalte an phenolischen Säuren, welche wie bei den Säften das phenolische Spekt-

rum dominieren, schwankten mit Ausnahme von AE03B zwischen 136,5 mg/g (Bohn-

apfel klar) und 274,0 mg/g (AE05 klar). Zwischen den Säften einer Charge waren meist 

nur geringe Unterschiede erkennbar. Eine Ausnahme bildete hierbei AE05, dessen trü-

ber Saftextrakt ca. 30% weniger phenolische Säuren enthielt. Ein klarer Trend zur An- 

oder Abreicherung in den Extrakten aus klaren Säften war nicht erkennbar.  

Die Gehalte an Dihydrochalkonen variierten zwischen 46,7 mg/g (AE06 trüb) und 

128,8 mg/g (AE04), die Anteile an niedermolekularen Flavan-3-ole zwischen 8,5 mg/g 

(AE05 klar) und 89,6 mg/g (AE06 trüb). Bei letzteren war bei einem Vergleich der kla-

ren und trüben Säfte einer Charge eine leichte Abreicherung durch den Klärungsprozess 

erkennbar. Die Flavonolglycoside waren, wie schon in den Apfelsäften nachgewiesen 

(vgl. Kapitel 3.1.1.1), mit Gehalten von 2,6 mg/g (AE06 trüb) bis 12,1 mg/g (AE04) nur 

Minorkomponenten.  

AE03B bildete in seiner Zusammensetzung eine Ausnahme, da bei dessen Produktion 

der normale Saft verworfen und der Trester nach Pektinase- und Cellulase-Behandlung 

extrahiert wurde. In der Folge waren die phenolischen Säuren mit 32,4 mg/g Minor-

komponenten im Extrakt. Hingegen wurde eine deutliche Anreicherung der Flavonole 

auf 116,2 mg/g erreicht. Auch die Gehalte der Flavan-3-ole und der Dihydrochalkone 
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befanden sich mit 45,0 bzw. 123,2 mg/g im Vergleich zu den anderen untersuchten Ex-

trakten im oberen Drittel.  
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Abbildung 3.7 Polyphenolgehalte der untersuchten Extrakte aus klaren und trüben Apfelsäften (zu 
Definition und Herstellung s. Tabelle 3.1 und 3.2) 
 

Bei Betrachtung der Einzelkomponenten (Abbildung 3.8) wird erkennbar, dass die 

Chlorogensäure – apfeltypisch – mit Gehalten von bis zu 183,9 mg/g (AE05 klar) den 

größten Anteil aller Substanzen aufwies. Die 4-p-Cumaroylchinasäure schwankte stark 

abhängig von den für die Produktion eingesetzten Sorten von 4,8 mg/g (AE06 klar) bis 

98,0 mg/g (AE07 trüb). Die freien Säuren Kaffeesäure und p-Cumarsäure waren nur in 

Spuren vorhanden und erreichten insgesamt max. 15 mg/g.  

Phloretin-2’-xyloglucosid (11,2 - 69,5 mg/g) und Phloretin-2’-glucosid (11,1 -

 78,9 mg/g) waren die mengenmäßig überwiegenden Dihydrochalkone. Aus ihnen kön-

nen bei der Verarbeitung durch enzymatische Oxidation die entsprechenden, in Position 

3 zusätzlich hydroxylierten Verbindungen entstehen, die mit Gehalten von bis zu 

27,6 mg/g (AE07 klar) gefunden wurden. Ein Anstieg der Gehalte aufgrund einer en-

zymatischen Behandlung während der Saftklärung war nicht zu erkennen. Das von uns 

erstmals identifizierte Phloretin-2’,4’-diglucosid war nur in geringen Mengen von ca. 

1 mg enthalten.  

Epicatechin und dessen Dimer Procyanidin B2 sind die apfeltypischen Flavan-3-ole. Sie 

waren in den Extrakten bis zu 44,3 bzw. 37,9 mg/g enthalten. Ein Vergleich der klaren 
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und trüben Säfte einer Charge zeigte eine deutliche Abnahme dieser Substanzen infolge 

der Klärung. 

Die Quercetinglycoside waren meist nur nahe der Quantifizierungsgrenze detektierbar. 

Die häufigsten Glycoside waren dabei Rutinosid, Galactosid und Rhamnosid. Das freie 

Aglykon war nur in einigen Extrakten nachweisbar.  

 

Boh
na

pfe
l k

lar

Boh
na

pfe
l tr

üb

Bitte
nfe

lde
r k

lar

Bitte
nfe

lde
r tr

üb

AE02

AE03
B

AE04

AE05
 kl

ar

AE05
 trü

b

AE06
 kl

ar

AE06
 trü

b

AE07
 kl

ar

AE07
  tr

üb

Han
de

lsp
rob

e t
rüb

Quercetin-3-O-rutinosid
Quercetin-3-O-galactosid

Quercetin-3-O-glucosid
Quercetin-3-O-arabinosid

Quercetin-3-O-rhamnosid
Quercetin

Catechin
Epicatechin

Procyanidin B1
Procyanidin B2

3-Hydroxy-phloretin-2'-xyloglucosid
3-Hydroxy-phloretin-2'-glucosid

Phloretin-2',4'-diglucosid
Phloretin-2'-xyloglucosid

Phloretin-2'-xyloglucosid
Kafeesäure

Cumarsäure
4-p-Cumaroylchinasäure

Chlorogensäure

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200

G
eh

al
t [

m
g/

g]

 
Abbildung 3.8 Polyphenolgehalte der untersuchten Extrakte (zu Definition und Herstellung s. 
Tabelle 3.1 und 3.2) 
 
Um den Gesamtprocyanidingehalt der untersuchten Apfelsaftextrakte zu bestimmen, 

wurde der in Abschnitt 3.1.1 beschriebene Salzsäure-Butanol-Assay eingesetzt. Die 

hierbei erhaltenen Ergebnisse sind in Abbildung 3.9 dargestellt. Die Extrakte der Most-

apfelsorten Bohnapfel (trüb: 605 mg/g bzw. klar: 490 mg/g) und Bittenfelder (trüb: 

532 mg/g bzw. klar: 450 mg/g) zeigten einen deutlich höheren Procyanidingehalt als 

vergleichbare Extrakte aus verschnittenen Säften wie z.B. AE05 (trüb: 517 mg/g bzw. 

klar: 276 mg/g).  
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Abbildung 3.9 Gesamtprocyanidingehalt in den untersuchten Apfelsaftextrakten (in mg/g). (Anga-
ben sind Mittelwerte ±SD aus Dreifachbestimmungen; * p<0,05; ** p<0,01) 
 

Des Weiteren wurden signifikante Unterschiede im DPm zwischen den untersuchten 

Apfelsaftextrakten aus klaren und trüben Säften festgestellt. Dieses Resultat ist in Über-

einstimmung mit den Ergebnissen aus den Untersuchungen der Säfte (vgl. Kapitel 

3.1.1.1). In Abbildung 3.10 ist der DPm  der Procyanidine der untersuchten Extrakte 

dargestellt. Dieser war in den sortenreinen Saftextrakte aus den Mostäpfeln Bohnapfel 

(12,1 bzw. 8,8) und Bittenfelder (13,4 bzw. 8,9) deutlich höher als in entsprechenden 

Extrakten aus verschnittenen Säften, die einen gewissen Anteil an Tafeläpfel enthielten. 

Eine Ausnahme bildete hierbei AE04, der auch einen gewissen Anteil Tresterextrakti-

onssaft enthielt. 
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*        *      **      * 

Abbildung 3.10 Mittlerer Polymerisationsgrad (DPm) von Procyanidinen in den untersuchten Ap-
felsaftextrakten (Angaben sind Mittelwerte ±SD aus Dreifachbestimmungen; * p<0,05; ** p<0,01) 
 
Insgesamt war erkennbar, dass sich die Polyphenolprofile von Saftextrakten verschie-

dener Jahre stärker unterscheiden als die Extrakte aus klaren und trüben Säften einer 
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Ernte. Interessanterweise enthielten die Extrakte aus klaren Säften höhere Konzentrati-

onen an Chlorogensäure und p-Cumaroylchinasäuren. Dies liegt möglicherweise an 

dem Klärungsschritt, bei dem durch die Pektinasebehandlung die Ester der phenolischen 

Säuren freigesetzt wurden. Weiterhin wurde das freie Aglykon nur in einigen Extrakten 

nachgewiesen. Da es aber in den entsprechenden Säften nicht nachweisbar war, handel-

te es sich wahrscheinlich um ein Artefakt der Extraktherstellung. In einer Studie mit 

trüben Apfelsäften von Oszmianski und Wojdylo (2006) wurden ebenfalls Veränderun-

gen der Polyphenolgehalte bei der Klärung der Säfte beobachtet. Allerdings nahm der 

Polyphenolgehalt mit Ausnahme der Dihydrochalkone leicht ab.  

Des Weiteren war AE03B – ein Extrakt des Tresterextraktionssaftes, der durch Cellu-

lase/Pektinasebehandlung erhalten wurde – an phenolischen Säuren abgereichert. Ferner 

erreichten die Dihydrochalkone sowie die Flavonole eine deutliche höhere Konzentrati-

on als es aufgrund der Sortenauswahl zu erwarten gewesen wäre. So erwiesen sich die 

Reinfruchtsäfte aus den für die AE03B verwendeten Tafelapfelsorten in Untersuchun-

gen unserer Arbeitsgruppe als sehr polyphenolarm und erreichten nicht mehr als 36 

bzw. 3 mg/l Phloretin- bzw. Quercetinglycoside (Kahle et al. 2005). Dies erklärt sich 

dadurch, dass Dihydrochalkone- und Quercetinglycoside hauptsächlich in der Apfel-

schale lokalisiert sind (Guyot et al. 1998) und eine zusätzliche Extraktion des Tresters 

zu einer Veränderung des Polyphenolprofils sowie zur Anreicherung der entsprechen-

den Flavonoide führt.  

 

Die Daten machen deutlich, dass nicht nur die Verwendung von Mostapfelsorten den 

Polyphenolgehalt beeinflusst. Obwohl AS05 klar aus 76% Mostäpfeln besteht, ist der 

Procyanidingehalt seines Extraktes deutlich geringer als der des Extraktes aus AS02, 

der zu 55% aus Mostäpfeln produziert wurde. Offensichtlich unterscheiden sich die ein-

zelnen Extrakte in zu vielen Variablen, um daraus Schlussfolgerungen ziehen zu kön-

nen. Regionale und saisonale Variationen des Polyphenol- und Procyanidingehaltes sind 

eine mögliche Erklärung. Daneben spielen klimatische Bedingungen während des Rei-

fevorgangs, der Erntezeitpunkt sowie die Lagerbedingungen vor der Verarbeitung eine 

bedeutende Rolle (Rohr et al. 2000, del Campo et al. 2006, Oszmianski et al. 2007). Ein 

Vergleich der verschiedenen Apfelsaftextrakte ist daher schwierig. Offensichtlich ist der 

Einfluss der Technologie auf den Procyanidingehalt – im Gegensatz zum Polyphenol-

profil – nicht so stark wie der Einfluss der verwendeten Apfelsorten und die Art des 

Saftes (klar/trüb). Vergleicht man allerdings die Extrakte der klaren und trüben Säfte, 
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welche aus der gleichen Sorte (Bohnapfel oder Bittenfelder) bzw. einer Charge produ-

ziert wurden, ist deutlich zu erkennen, dass die Klärung des Saftes mit einer Verringe-

rung des Procyanidingehaltes einhergeht. Da Flavan-3-ole sehr oxidationsempfindlich 

sind, ist es nicht auszuschließen, dass die Procyanidine während der Klärung zu hoch-

polymeren Phlobaphenen oxidiert werden. Diese werden zwar am Adsorberharz gebun-

den und gehen mit in den Extrakt über, sind aber analytisch nicht mehr zugänglich. Die 

Extrakte wiesen dann zwar vergleichbare Polyphenolgehalte auf, der Anteil an Procya-

nidinen ist jedoch deutlich geringer. Diese Ergebnisse stimmen gut mit kürzlich publi-

zierten Arbeiten von Oszminaski et al. (2006, 2007) überein, die ebenfalls einen signifi-

kanten Procyanidinverlust während des Klärungsprozesses beobachteten. 

 

In Äpfeln wurde ein DPm von bis zu 35 beschrieben (Gu et al. 2003). Diese hohen 

Werte wurden von uns in den untersuchten Säften und Extrakten nicht gefunden. Ein 

möglicher Grund ist die schlechte Wasserlöslichkeit der hochpolymeren Procyanidine, 

weshalb diese bei der Saftproduktion mit dem Trester verworfen werden. Für diese Er-

klärung spricht auch der Extrakt des Tresterextraktionssaftes AS03B, der deutlich hö-

herpolymere Procyanidine enthält, als es von einem Saft aus Tafeläpfeln zu erwarten 

gewesen wäre. Auch Renard et. al. (2001) konnte eine Desorption der polymeren Pro-

cyanidine von Trubbestandteilen in Anwesenheit von gelösten Zellwandbestandteilen, 

wie sie während der enzymatischen Behandlung der Maische entstehen, nachweisen. 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die zur Produktion der Säfte bzw. Saftextrakte 

verwendeten Apfelsorten einen Einfluss auf den Procyanidingehalt sowie deren DPm 

haben. Daneben sind weitere Faktoren wie Erntezeitpunkt und –jahr sowie die zur Saft-

produktion verwendeten Technologien von Bedeutung.  

 

3.1.2 Nicht-phenolische Substanzen 

 
Neben den nutritiven Inhaltsstoffen, wie Zuckern und Proteinen sowie den phenolischen 

Verbindungen sind noch größere Mengen nicht-phenolische, höhersiedende Substanzen 

in den Apfelsäften enthalten. Die Stoffe dieser sehr heterogen zusammengesetzten 

Gruppe stellen oftmals wichtige Begleiter von Aromakomponenten bzw. deren Vorläu-

fer dar. Zu diesen höhersiedenden Substanzen gehören u.a. die Abbauprodukte der Ca-

rotinoide, wie etwa das 3-Hydroxy-β-damascon. Das Molekül an sich ist geruchlos, 
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kann aber durch Dehydratisierung in das für thermisch behandelte Apfelprodukte typi-

sche β-Damascenon übergehen (Skouroumounis et al., 1993). Charakteristische Verbin-

dungen im Apfelsaft sind die C8-Alkohole (R)-1,3-Oktandiol und (R)-5-(Z)-Okten-1,3-

diol (Beuerle und Schwab 1999). Diese apfeltypischen Aromastoffe werden sortenab-

hängig in variablen Konzentrationen gebildet. Vorstufe ist die Linol- bzw. Linolensäure, 

die durch Einwirkung der Lipoxygenase in Position 13 stereospezifisch hydroperoxi-

diert wird. Durch Einführung einer zweiten Sauerstofffunktion und Spaltung der Fett-

säurekette zwischen C10 und C11 entstehen schließlich die C8-Diole. Sie dienen auch 

als Vorläufer für die Neubildung aromaaktiver Acetale aus der Reaktion mit fruchteige-

nen Aldehyden (Berger et al. 1988, Brunerie et al. 1998).  

 

3.1.2.1 Apfelsäfte 

 

Zur Extraktion der höhersiedenden Substanzen in den untersuchten Apfelsäften wurden 

diese jeweils dreimal mit Diethylether extrahiert; die etherische Phase wurde über Nat-

riumsulfat getrocknet, und anschließend entfernt man das Lösungsmittel schonend. Die 

Identifizierung der Substanzen im erhaltenen Extrakt erfolgte mittels GC-EI-MS, an-

hand von Vergleichen mit authentischen Referenzen. Die Quantifizierung wurde mittels 

GC-MS mittels eines internen Standards (2-Methyl-1-pentanol) durchgeführt.  

Insgesamt enthielten die untersuchten klaren Apfelsäfte zwischen 30,7 und 

150,5 mg/kg, die trüben Säfte zwischen 41,1 mg/kg und 91,9 mg/kg höhersiedende 

Substanzen. Ein Zusammenhang zwischen der Saftklärung und dem Gehalt war nicht 

ersichtlich. Allerdings war die Probenanzahl für eine verlässliche Aussage zu gering.  

Die Stoffmenge wurde mengenmäßig von (R)-1,3-Oktandiol dominiert (vgl. Abbildung 

3.11). Daneben war mit 5-(Z)-Okten-1,3-diol noch ein weiteres C8-Diol in den Säften 

detektierbar. Die enthaltenen Mengen schwankten sehr stark. So wurden in den klaren 

Säften Gehalte an (R)-1,3-Oktandiol bzw. (R)-5-(Z)-Okten-1,3-diol zwischen 15,0 und 

97,2 mg/kg bzw. 5,0 und 28,3 mg/kg gemessen. Die entsprechenden trüben Säfte ent-

hielten zwischen 20,2 und 48,4 mg/kg bzw. 10,0 und 14,8 mg/kg. In wesentlich geringe-

ren Mengen wurde 3-Hydroxy-β-damascon nachgewiesen. Dessen durchschnittliche 

Konzentration in allen Säften betrug 0,7 mg/kg. Ein Unterschied zwischen den klaren 

und den trüben Säften konnte nur bei AS06 festgestellt werden. Des Weiteren wurde die 

natürlicherweise im Apfel nicht vorhandene Substanz 3-Hydroxy-2-pyron detektiert, 
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deren Gehalte zwischen 10,2 mg/kg im AS05 klar und 28,5 mg/kg im AS07 trüb vari-

ierten. 
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Abbildung 3.11 Gehalte höhersiedender Substanzen in den untersuchten Apfelsäften (mg/kg) An-
gegeben sind Mittelwerte ± SD aus Doppelbestimmungen. 
 
Die ermittelten Gehalte der C8-Diole stimmen gut mit den von Berger et al. (1988) ge-

fundenen Konzentrationen überein. Für deren Untersuchungen wurden die Apfelsorten 

Red Delicious, Bohnapfel, purpurroter Cousinrot und Börtlinger Weinapfel, sowie die 

hieraus gewonnen Apfelsäfte untersucht. Die Autoren stellten fest, dass C8-Diole in 

Konzentrationen von 2,5 bis zu 95,1 mg/l enthalten waren und in freier Form vermutlich 

bevorzugt in aromaarmen, säurereichen Sorten vorkommen. Des Weiteren wiesen sie 

nach, dass die C8-Diole im Apfel glycosidisch gebunden in deutlich höheren Konzentra-

tionen vorliegen und während der Lagerung langsam freigesetzt werden (Berger et al. 

1988, Brunerie et al. 1998). Daraus lässt sich folgern, dass die in unseren Untersuchun-

gen gefunden Unterschiede zwischen den Säften nicht nur abhängig von den verwende-

ten Sorten oder Technologien sind, sondern auch die Lagerung einen großen Einfluss 

auf die vorhandenen Gehalte hat.  

3-Hydroxy-β-damascon ist ebenfalls in den für Apfel typischen Mengen nachgewiesen 

worden (Ferrandino et al. 2007). In der Literatur wurde neben der freien Form auch von 

einer glycosidisch gebundenen Form berichtet (D'Incecco et al. 2004), welche mit der 

von uns verwendeten Methode aber nicht bestimmbar war. Ein Einfluss der Klärung auf 

die detektierten Gehalte wurde mit Ausnahme von AS06 nicht nachgewiesen. 
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Das in hohen Konzentrationen ermittelte 3-Hydroxy-2-pyron ist im Gegensatz zu den 

anderen Substanzen keine natürliche Komponente des Apfels. Vielmehr entsteht sie bei 

der Erhitzung des Saftes während der Heißabfüllung oder während der Lagerung aus 

Ascorbinsäure durch nicht-enzymatische Bräunung über die intermediär gebildete De-

hydroascorbinsäure (Tatum et al. 1969, Yuan und Chen 1998). Hierbei wirkt die Anwe-

senheit von Zuckern fördernd, wohingegen Chelatbildner wie Zitronensäure oder Radi-

kalfänger zu einer verminderten Bildung führen (Shinoda et al. 2005). Die unterschied-

lichen Gehalte an 3-Hydroxy-2-pyron sind daher auch ein Hinweis auf den Oxidations-

status des zugrundeliegenden Saftes. 

 

3.1.2.2 Apfelsaftextrakte 

 

Untersucht wurden die Extrakte AE02, AE04, AE05 klar, AE05 trüb, AE06 klar AE06 

trüb, AE07 klar, AE07 trüb sowie AE03B. Des Weiteren wurden die Extrakte aus den 

klaren und trüben sortenreinen Säften Bohnapfel und Bittenfelder sowie der Extrakt 

eines handelsüblichen naturtrüben Apfelsaftes analysiert. Die Extrakte wurden aus den 

Apfelsäften unter Zuhilfenahme von Adsorberharzen gewonnen. Die Auswahl der Har-

ze war primär darauf ausgerichtet, eine möglichst vollständige Extraktion der im Saft 

enthaltenen phenolischen Substanzen zu gewährleisten, da der Einfluss dieser auf ver-

schiedene in vitro-Testsysteme untersucht werden sollte. In vergangenen Arbeiten wur-

de nachgewiesen, dass neben den phenolischen Substanzen auch Aromastoffe und hö-

hersiedende Substanzen mittels Adsorberharzen extrahiert werden können (Boulanger 

und Crouzet 2000, Bohlscheid et al. 2006). Daher wurden zur Analyse der enthaltenen 

Komponenten 200 mg Extrakt in Wasser gelöst, dreimal mit Diethylether extrahiert, die 

etherische Phase über Natriumsulfat getrocknet und anschließend das Lösungsmittel 

schonend entfernt. Identifizierungs- und Quantifizierungsmethoden entsprachen denje-

nigen der Säfte. Abbildung 3.12 orientiert über die hierbei erhaltenen Ergebnisse.  

 

Der Gesamtmenge der höhersiedenden Substanzen in den untersuchten Extrakten vari-

ierte innerhalb der untersuchten Apfelsaftextrakte stark. So enthielt AE03B nur 

11,9 mg/g wohingegen im Extrakt der Handelsprobe 166,5 mg/g bestimmt wurden. Im 

Gegensatz zu den Säften enthielten meist die Extrakte aus klaren Säften etwas höhere 

Konzentrationen an höhersiedenden Substanzen als die entsprechenden trüben Varian-

ten.  
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Abbildung 3.12 Gehalte höhersiedender Substanzen in den untersuchten Apfelsaftextrakten (mg/g). 
Angegeben sind Mittelwerte ± SD aus Doppelbestimmungen. 
 

In nahezu allen Extrakten dominierten die Substanzen (R)-1,3-Oktandiol und (R)-5-(Z)-

Okten-1,3-diol die Zusammensetzung. In den klaren Säften waren Gehalte durchschnitt-

lich um 38,5% bzw. 31,8% höher als in den entsprechenden trüben Säften. Mit 

113,7 mg/g wies der Extrakt der Handelsprobe den höchsten Gehalt an (R)-Oktan-1,3-

diol auf. (R)-5-(Z)-Okten-1,3-diol war hingegen im Extrakt AE02 mit 56,1 mg/g am 

meisten enthalten.  

 

Wie schon bei der Untersuchung der Säfte erkennbar, war 3-Hydroxy-β-damascon nur 

in Mengen unter 1 mg/g enthalten. Eine Ausnahme bildete hier wiederum der Extrakt 

der Handelsprobe, der 2,5 mg/g enthielt. 3-Hydroxy-2-pyron war nicht in allen Extrak-

ten nachweisbar. In den Extrakten der Säfte AS05, AS06 und AS07 wurden Gehalte bis 

zu 17,0 mg/g detektiert worden.  

Neben den apfeltypischen Inhaltsstoffen wurde in den Extrakten eine Kontamination 

mit dem Weichmacher Di-(2-ethyl-hexyl)-phthalat nachgewiesen. Vor allem die Extrak-

te AE03B mit 2,2 mg/g und AE07 trüb mit 8,9 mg/g waren besonders auffällig.  

 

Ein Rückschluss von den Gehalten in den Extrakten auf die ursprünglich in den Säften 

enthaltenen Mengen an höhersiedenden Substanzen ist nur schwer möglich. So 

schwankten beispielsweise die Gehalte der C8-Diole stark und schienen von der Ex-

 



Ergebnisse und Diskussion 
 

69

traktherstellung abhängig zu sein, da sie nicht mit denen der untersuchten Säften korre-

lierten. Dies ist wahrscheinlich im Vergleich zu den phenolischen Substanzen in der 

geringeren Bindungsstärke an den Adsorber begründet. Die unterschiedlichen Mengen 

an 3-Hydroxy-β-damascon sind, wie schon bei der Untersuchung der Säfte geschildert, 

neben der Wahl der Apfelsorte und/oder der Produktionsweise auch auf die Dauer der 

Lagerung zurückzuführen (D'Incecco et al. 2004). Das unter oxidativen Bedingungen 

aus Ascorbinsäure gebildete 3-Hydroxy-2-pyron korrelierte ebenfalls nicht mit den in 

den Säften gefundenen Mengen. Die Kontamination der Extrakte mit dem Weichmacher 

Di-(2-ethyl-hexyl)-phthalat ist vermutlich auf eine Anwendung weichmacherhaltiger 

Kunststoffschläuche zurückzuführen.  

 

3.2 Fraktionierung von Apfelsaftextrakten 

 
Wie in Kapitel 3.1 bereits beschrieben, enthalten Apfelsäfte und die hieraus erhaltenen 

Apfelsaftextrakte verschiedene Klassen von Polyphenolen, sowohl Monomere wie bei-

spielsweise das Hydroxyzimtsäurederivat Chlorogensäure, die Flavan-3-ole (+)-

Catechin und (–)-Epicatechin, das Dihydrochalkon Phloretin-2-glucosid, Glycoside des 

Flavonols Quercetin, als auch kondensierte Procyanidine, wobei letztere mengenmäßig 

dominieren (Guyot et al. 2002). 

Da Apfelsaftextrakte mit nahezu identischen Gehalten der Hauptinhaltsstoffe in ihrer 

antioxidativen Kapazität voneinander abweichen, nimmt man an, dass noch nicht identi-

fizierte Nebenkomponenten zusätzlich eine Rolle spielen (Schaefer et al. 2006). Apfel-

saftextrakt hemmte in vitro das Wachstum der menschlichen Kolonkrebs-Zelllinie 

HT 29. Dabei inhibierten die wirksamen Verbindungen des Extrakts die Protein-

Tyrosinkinase (PTK) des epidermalen Wachstumsfaktor Rezeptors (EGFR) und die 

nachfolgenden Signalkaskaden, die eine wichtige Rolle bei der Regulation der Zellproli-

feration spielen. Als wirksame Substanzen wurden bereits die Proanthocyanidine B1 und 

B2 sowie Quercetin-3-O-glucosid und Quercetin-3-O-galactosid identifiziert, wobei im 

Allgemeinen freie Aglykone eine bessere Hemmwirkung aufwiesen als die im Apfelsaft 

enthaltenen Glycoside. Da ein aus den damals bekannten Hauptinhaltsstoffen rekonsti-

tuierter Extrakt nicht die gleiche Hemmwirkung entfalten konnte, sind jedoch offen-

sichtlich noch unbekannte Extrakt-Inhaltsstoffe erheblich an der EGFR-Hemmung und 

an antiproliferativen Effekten des Apfelsaftextrakts beteiligt (Kern et al. 2005). 
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Um auch Nebenkomponenten auf ihre präventiven Eigenschaften zu untersuchen, wur-

den von uns präparative Methoden zur Auftrennung der Polyphenole der Apfelsaftex-

trakte AE04 und AE06 entwickelt und Einzelverbindungen isoliert. 

 

3.2.1 Apfelsaftextrakt AE04 

3.2.1.1 Fraktionierung an Sephadex LH-20 und Subfraktionierung 

 

Ausgangsmaterial für erste Fraktionierungsversuchsreihen war der Apfelsaftextrakt 

AE04, der an der Forschungsanstalt Geisenheim hergestellt worden war. Der zugehöri-

ge Saft wurde (aufgrund der schlechten Apfelernte im Jahre 2003) aus einer Mischung 

verschiedener Ausgangsprodukte hergestellt. Diese wurden so ausgewählt, dass der Saft 

einen möglichst hohen Polyphenolgehalt und zudem eine mit einem naturtrüben Saft 

aus Mostäpfeln vergleichbare Polyphenolverteilung aufwies. Zur Produktion des Saftes 

wurden 250 l klarer Apfelsaft (AS02) eingesetzt, der zu 20% aus gemischten Tafelobst, 

zu 25% aus der Sorte Topaz, zu 17,5% aus der Sorte Bohnapfel, zu 22,5% aus der Sorte 

Winterrambur und zu 15% aus der Sorte Bittenfelder bestand. Des Weiteren wurden 

50 l Tresterextraktionssaft und jeweils 200 l naturtrübe sortenreine Säfte der Mostapfel-

sorten Schafsnase, Bohnapfel und Winterrambour zugemischt (vgl. Tabelle 3.1).  

Zucker und Säuren wurden anschließend am Absorberharz P-495 von den phenolischen 

Verbindungen abgetrennt. Letztgenannte wurden mit Methanol vom Absorberharz elu-

iert und das Lösungsmittel schonend abgezogen. Anschließend wurde lyophilisiert, um 

einen trockenen, pulvrigen Extrakt zu erhalten.  

 

Mit dem Ziel, bisher nicht beschriebene Apfelsaftextraktinhaltsstoffe zu isolieren, wur-

de der Extrakt in mehreren Schritten aktivitätsgeleitet fraktioniert. Hierbei kamen neben 

der Größenausschlusschromatographie auch die Normal- und Umkehrphasenchromato-

graphie zum Einsatz. Abbildung 3.13 orientiert über die hierbei erhaltenen Fraktionen. 
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Abbildung 3.13 Überblick über die Fraktionierung von AE04 (SC: Säulenchromatographie, HPLC: 
präparative Hochleistungsflüssigchromatographie) 
  
 

3.2.1.1.1 Fraktionierung und Analytik der Sephadex-Fraktionen 
 

Die chromatographische Auftrennung des Extraktes AE04 mittels Größenausschluss-

chromatographie an Sephadex LH-20 wurde nach Zeßner (2005) modifiziert. Sephadex 

LH-20 ist ein hydroxypropyliertes quervernetztes Polydextran, das sich aufgrund seiner 

veränderten Polarität besonders dafür eignet, Naturstoffe mit geringer Molekularmasse 

aufzutrennen. Hierzu wurden jeweils 10 g des Extraktes in Methanol gelöst und an 

Sephadex LH-20 gereinigt, wobei Methanol als Fließmittel diente. Es wurden ca. 400 

Reagenzglasfraktionen à 9 ml erhalten. Der Verlauf der Trennung wurde durch dünn-

schichtchromatographische (DC) Kontrolle an Kieselgel dokumentiert. Die phenoli-

schen Substanzen wurden durch Besprühen mit Naturstoffreagenz A und Polyethylen-

glykol 400 (PEG-400) nachgewiesen. Anhand der Ergebnisse der DC-Charakterisierung 

wurde eine Einteilung in acht Grundfraktionen S.1 bis S.8 vorgenommen (vgl. 

Abbildung 3.13). Nach abgeschlossener Trennung erfolgte die Regenerierung des Säu-

lenmaterials mit einer Aceton/Methanol-Mischung (1:1, v:v). Hierbei wurden stark un-

polare Substanzen eluiert (Fraktion S.9).  

In Wasser unlösliche Substanzen wurden unter Zuhilfenahme einer Glasfritte (P4) abge-

trennt und mit dem Zusatz ND versehen. Fraktion S.9 war vollständig wasserunlöslich. 

Aus Fraktion S.8 konnte durch Fällung Quercetin in reiner Form gewonnen worden. 
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Die erhaltenen Fraktionen wurden auf ihr Polyphenolprofil hin untersucht. Dabei erfolg-

te die Identifizierung der einzelnen Apfelsaftpolyphenole mittels HPLC-DAD sowie 

HPLC-ESI-MS/MS. Die Quantifizierung wurde mittels HPLC-DAD anhand des exter-

nen Standards 3,4,5-Trimethoxyzimtsäure durchgeführt. Ferner wurde der Gehalt an 

polymeren Procyanidinen sowie deren mittlerer Polymerisationsgrad mit Hilfe des HCl-

Butanol-Assays bzw. Thiolyse bestimmt. In den Fraktionen S.1 und S.2 wurde zusätz-

lich der Gehalt an polymeren Kohlenhydratbausteinen nach schwefelsaurer Hydrolyse 

bestimmt, da es in vorangegangen Arbeiten Hinweise darauf gab, dass diese in den früh 

eluierenden Sephadexfraktionen enthalten sein können. Hierzu wurden die Fraktionen 

mit 1M Schwefelsäure hydrolysiert, die Proben verdünnt und nach Filtration mittels 

Anionenaustauscherchromatographie mit gepulster amperometrischer Detektion 

(HPAEC-PAD) auf Kohlenhydrate untersucht. 

 
Tabelle 3.3 Zusammensetzung der AE04 Subfraktionen. Angaben in mg/g. 
Fraktion S.1 S.2 S.3 S.4 S.5 S.6 S.7 S.8 S.9
Epicatechin n.d. n.d. n.d. n.d. 65,1 n.d. n.d. n.d. n.d.
Catechin n.d. n.d. n.d. n.d. 10,4 n.d. n.d. n.d. n.d.
Procyanidin B1 n.d. n.d. n.d. n.d. 6,5 15,7 n.d. n.d. n.d.
Procyanidin B2 n.d. n.d. n.d. n.d. 51,4 18,6 n.d. n.d. n.d.
Procyanidin B3 n.d. n.d. n.d. n.d. 6,2 n.d. n.d. n.d. n.d.
Procyanidin B4 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Neochlorogensäure n.d. 1,4 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Chlorogensäure n.d. n.d. 337,0 213,8 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Kaffeesäure n.d. n.d. 0,0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
4-p -Cumaroylchinasäure n.d. 1,7 107,4 16,2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
p -Cumarsäure n.d. n.d. 11,6 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Phloretin-2'-xyloglucosid n.d. n.d. 144,5 107,7 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Phloretin-2'-glucosid n.d. n.d. 44,2 191,6 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Phloretin n.d. n.d. 0,6 n.d. 5,3 n.d. n.d. n.d. n.d.
3-Hydroxyphloretin-2'-glucosid n.d. n.d. n.d. 14,4 2,1 n.d. n.d. n.d. n.d.
3-Hydroxyphloretin-2'-xyloglucosid n.d. n.d. n.d. 26,6 62,2 n.d. n.d. n.d. n.d.
Phloretin-2',4'-diglucosid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Quercetin-3-O -arabinosid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Quercetin-3-O -glucosid n.d. n.d. n.d. 0,7 6,7 3,1 n.d. n.d. n.d.
Quercetin-3-O -galactosid n.d. n.d. n.d. 0,8 16,5 n.d. n.d. n.d. n.d.
Quercetin-3-O -rhamnosid n.d. n.d. n.d. 4,0 18,6 n.d. n.d. n.d. n.d.
Quercetin-3-O -rutinosid n.d. n.d. n.d. 5,2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Quercetin-3-O -xylosid n.d. n.d. n.d. n.d. 16,5 3,4 n.d. n.d. n.d.
Quercetin n.d. n.d. n.d. n.d. 0,3 0,6 1,5 4,5 n.d.
Polymere Procyanidine (photom.) 650,8 357,6 339,8 447,9 767,5 938,7 846,5 868,0 996,3
polymere Kohlenhydratbausteine 113 107 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u.
Summe 763,8 467,7 985,2 1028,9 1035,4 980,2 848,0 872,5 996,3  
n.d.: nicht detektierbar; n.u.: nicht untersucht 
 

Wie in Tabelle 3.3 gut ersichtlich, gelang eine gute Auftrennung der Polyphenole. In 

Fraktion S.1 wurden mittels HPLC-Analytik keine Inhaltsstoffe detektiert. Ähnliches 

gilt für die Fraktion S.2, in der außer Spuren einiger phenolischer Säuren keine bekann-

ten Substanzen identifiziert wurden. Im weiteren Verlauf der Fraktionierung eluierten 

zuerst die phenolischen Säuren und die Dihydrochalkone (S.3; S.4), später die monome-

ren und dimeren Flavan-3-ole (S.5; S.6) sowie die Quercetinglycoside (S.5). Das freie 
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Aglykon Quercetin wurde aufgrund der geringen Polarität erst sehr spät eluiert (S.8). 

Die polymeren Procyanidine waren in allen Fraktionen vertreten. Ihr Anteil nahm in den 

spät eluierenden Fraktionen zu. Eine Ausnahme bildete die Fraktion S.1, die zu 65% aus 

Procyanidinen bestand. Des Weiteren stieg auch der DPm zum Ende der Fraktionierung 

leicht an (Daten nicht gezeigt). Vor allem die durch Elution der Säule mit Aceton erhal-

tene Fraktion S.9 bestand gänzlich aus polymeren Procyanidinen.  

Die Analyse der Kohlenhydratbausteine in S.1 und S.2 lieferte als Ergebnis, dass in 

Fraktion S.1 zu fast gleichen Anteilen Rhamnose (3,7%), Arabinose (3,2%) und Gluco-

se (2,7%) neben kleineren Anteilen anderer Zucker enthalten waren. In Fraktion S.2 

wurde hingegen fast ausschließlich Glucose (8,3%) und Arabinose (1,2%) nachgewie-

sen. 

Die GC-MS-Analyse zur Identifizierung höhersiedender Inhaltsstoffe zeigte, dass diese 

ausschließlich in S.2 zu finden waren. Die Gehalte von 75,1 mg/g (R)-1,3-Oktandiol, 

19,8 mg/g (R)-5-(Z)-Okten-1,3-diol und 1,4 mg/g 3-Hydroxydamascon waren geringer 

als erwartet.  

Im Allgemeinen war die erzielte Trennleistung in guter Übereinstimmung mit der von 

Zeßner (2005) beschriebenen. Aus den Ergebnissen der Kohlenhydratbestimmung kann 

geschlossen werden, dass in S.1 vorwiegend Abbauprodukte des Pektins (vgl. 

Abbildung 2.2) und in Fraktion S.2 Reste der im Apfelsaft enthaltenen Hemicellulosen 

aufkonzentriert wurden.  

Die deutlich geringeren Gehalte an höher siedenden Substanzen in den Fraktionen sind 

vermutlich Folge von Zersetzungsreaktionen, wie sie z.B. für 3-Hydroxy-2-pyron unter 

Lichteinwirkung und/oder Wärme beschrieben sind (Pirkle und McKendry 1968), oder 

anderer chemischer Reaktionen der enthaltenen C8-Diole (Kavvadias et al. 1999).  

 

3.2.1.1.2 Subfraktionierung der Sephadexfraktion S.2 an Kieselgel 
 

Die Modulation des Fremdstoffmetabolismus betreffend zeigte S.2 im Vergleich zu den 

anderen Fraktionen das größte Potential, das Phase-II-Enzym Chinonreduktase in der 

Hepa1c1c7 Maus Leberkrebszelllinie zu induzieren (vgl. Kapitel 3.5.1). Daher wurde 

diese Fraktion an Kieselgel mittels präparativer HPLC weiter aufgetrennt. Als Fließmit-

tel diente ein binärer Gradient aus Methanol und Dichlormethan mit einem konstanten 

Anteil von 4% wässriger Essigsäure. Dieser ist dazu geeignet, Procyanidine anhand 

ihrer Kettenlänge aufzutrennen (Lazarus et al. 1999). In Abbildung 3.14 ist ein hierbei 
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erhaltenes Chromatogramm dargestellt, in dem die gesammelten Fraktionen gekenn-

zeichnet sind.  

 

 
Abbildung 3.14 Mittels präp. HPLC erhaltenes Chromatogramm von Fraktion S.2 mit gekenn-
zeichneten Subfraktionen 1 – 6. 
 

Die Analyse auf polymere Procyanidine zeigte, dass sowohl der Procyanidingehalt als 

auch der DPm mit zunehmender Retentionszeit anstiegen (vgl. Abbildung 3.15). 
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Abbildung 3.15 Mittlerer Polymerisationsgrad (DPm) der S.2 Subfraktionen 
 

Da nur mit den Fraktionen S.2.1 und S.2.6 eine Induktion der Chinonreduktase fest-

stellbar war, wurden die anderen Fraktionen nicht näher auf ihre Zusammensetzung hin 

untersucht. HPLC-DAD-Analysen und HPLS-MS/MS-Experimente lieferten in S.2.1 

und S.2.6 keine Hinweise auf schon beschriebene Apfelinhaltsstoffe.  

Mittels GC-MS-Analysen gelang es, in der erstgenannten Fraktion die typischen Apfel-

saftinhaltsstoffe (R)-1,3-Oktandiol, (R)-5-(Z)-Okten-1,3-diol, 3-Hydroxy-β-damascon, 
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sowie die Kontaminante Di-(2-ethyl-hexyl)-phthalat zu identifizieren. In Fraktion S.2.6 

wurden nach Silylierung einzig Spuren des Triterpens Corosolsäure nachgewiesen. Die 

Identifizierung erfolgte mittels Auswertung der erhaltenen Massenspektren sowie durch 

Vergleich mit authentischen Referenzen. Die Ergebnisse von Aktivitätsbestimmungen 

mit verschiedenen in vitro-Assays sind in Kapitel 3.5.1 detailliert beschrieben. 

 

3.2.1.1.3 Subfraktionierung der Sephadexfraktion S.5 an C18-Material 
 

Zur Identifizierung am EGFR aktiver Einzelkomponenten der als wirksam erkannten 

Fraktion S.5 wurde eine etwas andere Strategie als bei S.2 verfolgt. Da in dieser Frakti-

on eine Vielzahl unterschiedlicher Substanzen mittels RP-HPLC detektiert wurde, ori-

entierte sich die präparative Auftrennung an der RP-HPLC-Methode. Hierzu wurde an 

einer mit Lichroprep RP18-Material gefüllten Glassäule ein konstanter Stickstoffdruck 

angelegt, um eine gleichmäßige Fließgeschwindigkeit zu erreichen. Als Fließmittel 

diente verdünnte Ameisensäure (0,1% v/v in Wasser) mit steigendem Anteil Acetonitril. 

Nach Trocknung der Fraktionen wurden diese mittels HPLC-DAD vermessen. Es zeigte 

sich eine gute Trennung der einzelnen Substanzgruppen, Reinstoffe lagen nach dieser 

Subfraktionierung jedoch noch nicht vor. Die erhaltenen Fraktionen wurden auf ihre 

Wirkung am EGFR sowie auf ihre potentiell chemopräventiven Eigenschaften unter-

sucht. Die hierbei erzielten Ergebnisse sind in Abschnitt 3.4 und 3.5 dargestellt. 

Die erhaltene Fraktion S.5.10 ergab einen weißen Niederschlag. Eine Vermessung mit-

tels „matrix assisted laser desorption/ionisation time of flight“ Massenspektrometrie 

(MALDI-TOF-MS) zeigte Ca2+-Addukte und Hinweise auf Pektin-Spaltprodukte. Al-

lerdings wurde aufgrund der komplexen Zusammensetzung und der zu geringen isolier-

ten Menge keine Hydrolyse mit anschließender Zucker-Analytik durchgeführt. 

Zur weiteren Auftrennung der Fraktionen S.5.1 bis S.5.10 wurde eine semi-präparative 

HPLC-Trennung an C18-Material (5µm) mit isokratischem Fließmittel verwendet.  

Die weitere Auftrennung der erhaltenen Fraktionen erfolgte mittels RP-HPLC. Hierbei 

wurde aus Fraktion S.5.6 3-Hydroxy-phloretin-2’-xyloglucosid isoliert. Dieses Ergebnis 

wurde durch NMR-Spektroskopie abgesichert (Kapitel 3.3.1.5). Des Weiteren wurden 

in dieser Fraktion zwei Substanzen mittels UV- und MS-Detektion nachgewiesen. Als 

Hauptkomponente wurde Rutin (Quercetin-3-O-rutinosid) identifiziert.  

Aus Fraktion S.5.7 gelang die Isolierung von drei Reinsubstanzen, bei denen es sich um 

3-Hydroxyphloretin-2’-glucosid (3-Hydroxyphloridzin), Quercetin-3-O-β-D-galactosid 
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und Quercetin-3-O-β-D-glucosid handelte. Die Identifizierungen erfolgten mittels 1H-

NMR- und HPLC-MS/MS-Analysen. Die Ausbeute an 3-Hydroxyphloretin-2’-glucosid 

lag bei 2 mg. Auf die entsprechenden spektroskopischen Daten wird in Kapitel 3.3.1.4 

näher eingegangen. Quercetin-3-O-β-D-galactosid und Quercetin-3-O-β-D-glucosid 

waren bereits für ihre gute Hemmung der PTK am EGFR bekannt (vgl. Kapitel 3.4). 

 

3.2.1.2 Fraktionierung an Kieselgel 

 

Bei der Analytik der an Sephadex LH-20 erhaltenen Fraktionen wurde deutlich, dass 

insbesondere die polymeren Procyanidine über sehr viele Fraktionen verteilt sind. Des 

Weiteren wurde keine diskrete Abtrennung von den einfachen Flavonoiden erreicht. 

Vor allem die Procyanidine gelten als potente Inhibitoren am EGF-Rezeptor (Fridrich et 

al. 2007a) und sind auch in der Lage, andere Enzyme z.B. des Fremdstoffmetabolismus 

oder des Entzündungsprozesses schon in geringen Konzentrationen zu hemmen (Sadik 

et al. 2003). Um den Einfluss der Procyanidine abhängig von deren Polymerisationgrad 

zu untersuchen, wurde AE04 an Kieselgel aufgetrennt. Basierend auf der Methode von 

Lazarus (1999) wurden aus 400 mg AE04 mittels präparativer HPLC die 5 Fraktionen 

NP.1 – NP.5 gewonnen (vgl. Abbildung 3.16).  

Die erhaltenen Fraktionen wurden im Vakuum schonend aufkonzentriert und in die 

wässrige Phase überführt. Die Ausbeute wurde nach Gefriertrocknung durch Wägung 

bestimmt.  

 

 
Abbildung 3.16 Chromatogramm der HPLC-Trennung von AE04 an Kieselgel mit den markierten 
Fraktionen 
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Um den Gehalt an höhersiedenden nicht phenolischen Substanzen in den Fraktionen zu 

bestimmen, wurde ein genau eingewogenes Aliquot der Fraktion mit Diethylether ext-

rahiert. Anschließend wurde das Lösungsmittel im Stickstoffstrom schonend entfernt 

und der Rückstand mit 2-Methyl-1-pentanol versetzt. Die Identifizierung der Substan-

zen im enthaltenen Extrakt erfolgte mittels GC-EI-MS und Vergleich der erhaltenen 

Spektren mit der lehrstuhleigenen Datenbank.  

Zur Untersuchung der Fraktionen auf ihre Polyphenolzusammensetzung wurde ein ge-

nau eingewogenes Aliquot in Methanol gelöst, mit dem internen Standard 3,4,5-

Trimethoxyzimtsäure versetzt und mittels HPLC-DAD und LC-MS auf ihre Inhaltsstof-

fe untersucht. Die Quantifizierung wurde jeweils anhand des externen Standards durch-

geführt. Diese Stammlösungen wurden auch für die Quantifizierung der Procyanidine 

mit Hilfe des HCl-Butanol-Assays eingesetzt. 

 

Die Fraktion NP.1 hatte mit 8,0 mg (2,1%) den geringsten Anteil. Die Auswaage von 

NP.2 betrug 101,4 mg (26,3%), von NP.3 17,9 mg (4,6%), von NP.4 102,5 mg (26,6%) 

und von NP.5 21,9 mg (5,7%). Insgesamt wurden 251,7 mg (65,3%) nach der Chroma-

tographie an Kieselgel wieder erhalten.  

Tabelle 3.4 orientiert über die Ergebnisse der Polyphenol- und Procyanidinquantifizie-

rung. Man erhielt eine sehr gute Trennung der Apfelsaftextraktinhaltsstoffe in die ver-

schiedenen Stoffklassen. In Fraktion NP.1 waren vorwiegend die höher siedenden nicht-

phenolischen Inhaltsstoffe aufkonzentriert (s.u.), in NP.2 waren dagegen die phenoli-

schen Säuren sowie Phloretin-2’-glucosid zu finden und in Fraktion NP.3 die übrigen 

Dihydrochalkone des Apfels. Die Procyanidine koeluierten in geringen Mengen schon 

mit den Dihydrochalkonen, wurden aber hauptsächlich in den Fraktionen NP.4 und 

NP.5 nachgewiesen. Die Quercetinglycoside wurden leider nicht in einer einzelnen 

Fraktion aufkonzentriert, da sie aufgrund ähnlicher Polarität mit den Phloretin-

glycosiden koeluierten.  
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Tabelle 3.4 Polyphenole der NP-Fraktionen, Gehalte in mg/g 
Fraktion NP.1 NP.2 NP.3 NP.4 NP.5 
Epicatechin n.d. 4,5 n.d. n.d. n.d. 
Catechin n.d. 1,5 n.d. n.d. n.d. 
Procyanidin B1 n.d. n.d. 12,4 n.d. n.d. 
Procyanidin B2 n.d. n.d. 28,4 n.d. n.d. 
Procyanidin B3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
Procyanidin B4 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
4-p-Cumaroylchinasäure 1,5 73,7 n.d. n.d. n.d. 
Neochlorogensäure n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
Chlorogensäure 11,3 697,9 37,4 3,4 n.d. 
Kryptochlorogensäure n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
Kaffeesäure n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
p-Cumarsäure 6,4 n.d. n.d. n.d. n.d. 
Phloretin-2’-xyloglucosid n.d. 13,0 484,0 42,7 n.d. 
Phloretin-2’-glucosid n.d. 129,6 39,9 3,3 n.d. 
Phloretin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
3-Hydroxyphloretin-2’-glucosid n.d. n.d. 6,2 1,8 n.d. 
3-Hydroxyphloretin-2’-xyloglucosid n.d. n.d. 22,5 11,7 n.d. 
Quercetin-3-O-arabinosid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
Quercetin-3-O-glucosid n.d. 1,5 1,0 n.d. n.d. 
Quercetin-3-O-galactosid n.d. 4,4 0,0 n.d. n.d. 
Quercetin-3-O-rhamnosid n.d. 5,2 1,6 n.d. n.d. 
Quercetin-3-O-rutinosid n.d. 0,0 11,7 n.d. n.d. 
Quercetin-3-O-xylosid n.d. 4,5 4,5 n.d. n.d. 
Quercetin n.d. 0,7 0,0 n.d. n.d. 
Polymere Procyanidine (photom.) 0,0 70,2 268,2 739,2 1030,7 
Summe 19,2 1006,9 917,8 802,1 1030,7 

n.d. = nicht detektiert 

 

Die Bestimmung des DPm zeigte die erwartete Elution mit ansteigender Kettenlänge. 

So war NP.1 frei von Procyandinen, anschließend stieg der DPm der eluierten Procya-

nidine in Reihenfolge der Elution von Fraktion NP.2 bis NP.5 an. Allerdings wurde der 

hohe DPm des Ursprungsextraktes AE04 nicht erreicht (Abbildung 3.17).  
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Abbildung 3.17 mittlerer Polymerisationsgrad (DPm) der NP-Fraktionen (Mittelwerte aus Drei-
fachbestimmung ± Standardabweichung) 
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Wie schon in der Fraktionierung von S.2 beobachtet (siehe Kapitel 3.2.1.1.2), wurden 

die nicht-phenolischen Substanzen bei der Chromatographie an Kieselgel nur schwach 

zurückgehalten. Folglich enthielt die Fraktion NP.1 205,6 mg/g (R)-1,3-Oktandiol, 

24,4 mg/g (R)-5-(Z)-Okten-1,3-diol und 6,1 mg/g 3-Hydroxy-β-damascon. In Fraktion 

NP.2 waren nur noch geringe Mengen an (R)-1,3-Oktandiol (2,4 mg/g) und (R)-5-(Z)-

Okten-1,3-diol (0,5 mg/g) nachweisbar. Die Substanzen 3-Hydroxy-2-pyron und Di-(2-

ethylhexyl)-phthalat wurden in den NP-Fraktionen nicht gefunden, sie eluierten vermut-

lich erst in der Neukonditionierungsphase des Programms.  

 

Im Allgemeinen war der verwendete Gradient trotz der Verluste geeignet, um eine gute 

Vortrennung der Apfelsaftextraktinhaltsstoffe zu erreichen. Die hohen Verluste lassen 

sich sehr gut mit der irreversiblen Bindung von hochpolymeren Procyanidinen an Kie-

selgel erklären (Shoji et al. 2006), die auch von Yanagida (2000) bei der Auftrennung 

eines procyanidinreichen Apfelextrakts beobachtet wurde. Dieser Verdacht wurde auch 

durch die Bestimmung des DPm der in den Fraktionen enthaltenen Procyanidine erhär-

tet. Eine Umesterung der Chinasäureester mit Kaffeesäure oder Cumarsäure unter den 

stark sauren Bedingungen der Chromatographie und Probenaufbereitung wurde nicht 

beobachtet.  

 

3.2.2 Apfelsaftextrakt AE06 

 

Ausgangsmaterial zur Fraktionierung eines weiteren Apfelsaftextraktes war AE06, der 

ebenfalls an der Forschungsanstalt Geisenheim hergestellt worden war. Der zugehörige 

Saft wurde aus den Mostapfelsorten Bohnapfel (20%), Maunzen (45%) und Winterram-

bour (10%) sowie zu 35% aus gemischten Tafeläpfeln hergestellt. Die Klärung erfolgte 

unter Einsatz von Fructozym, Gelatine, Kieselsol und Bentonit mit anschließender Filt-

ration. (vgl. Tabelle 3.1 und 4.2) 

Die Zucker und die Säuren wurden am Absorberharz SP-70 von den phenolischen Ver-

bindungen abgetrennt. Letztgenannte wurden mit Methanol vom Absorberharz eluiert, 

und das Lösungsmittel schonend abgezogen. Anschließend wurde lyophilisiert, um ei-

nen trockenen leicht handhabbaren Extrakt zu erhalten.  
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3.2.2.1 Fraktionierung an Sephadex LH-20  

 

Die chromatographische Auftrennung des Extraktes AE06 mittels Größenausschluss-

chromatographie an Sephadex LH-20 erfolgte analog zur Fraktionierung von AE04 (s. 

Kapitel 3.2.1.1). Der Verlauf der Trennung wurde durch dünnschicht-chromato-

graphische (DC) Kontrolle an Kieselgel dokumentiert. Die phenolischen Substanzen 

wurden durch Besprühen mit Naturstoffreagenz A und PEG-400 nachgewiesen. Anhand 

der Ergebnisse der DC-Charakterisierung wurde eine Einteilung in 7 Grundfraktionen 

S.31 bis S.37 vorgenommen. Nach abgeschlossener Trennung erfolgte die Regenerie-

rung des Säulenmaterials mit einer Aceton/Methanol-Mischung (1:1, v:v). Hierbei wur-

den stark unpolare Substanzen eluiert (Fraktion S.38).  

Die erhaltenen Fraktionen wurden auf ihr Polyphenolprofil hin untersucht, wobei die 

Identifizierung der einzelnen Apfelsaftpolyphenole mittels HPLC-DAD sowie HPLC-

ESI-MS/MS erfolgte. Zusätzlich wurden der Gehalt an polymeren Procyanidinen sowie 

deren mittlerer Polymerisationsgrad mit Hilfe des HCl-Butanol-Assay bzw. Thiolyse 

bestimmt. 

Tabelle 3.5 orientiert über die Ergebnisse der Polyphenolbestimmung. In Fraktion S.31 

wurden mittels HPLC-Analytik nur geringe Mengen an Chlorogensäure detektiert. Zu-

dem enthält die Fraktion ca. 25% Procyanidine. Ähnliches gilt für die Fraktion S.32. In 

dieser wurden neben ca. 20% Procyandinen nur noch 4-p-Cumaroylchinasäure nachge-

wiesen. Im weiteren Verlauf der Fraktionierung koeluierten die phenolischen Säuren 

und die Dihydrochalkone (S.33; S.34), später die monomeren und dimeren Flavan-3-ole 

(S.34-S.37). Die Quercetinglycoside (S.34) wurden in einer einzigen Fraktion aufkon-

zentriert. Das freie Aglykon Quercetin eluierte aufgrund der geringen Polarität deutlich 

später als die entsprechenden Glycoside (S.35-S.37). Die polymeren Procyanidine wa-

ren in allen Fraktionen vertreten. Ihr Anteil nahm in den späten Fraktionen wiederum 

zu. Vor allem die durch Elution der Säule mit Aceton erhaltene Fraktion S.38 bestand 

gänzlich aus polymeren Procyanidinen. Dagegen wurde bei dieser Fraktionierung im 

Gegensatz zur AE04-Fraktionierung keine Abhängigkeit der Elutionsreihenfolge vom 

DPm mehr beobachtet (Daten nicht gezeigt).  
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Tabelle 3.5 Polyphenolprofil der AE06 Subfraktionen, Gehalt in mg/g 
Fraktion S.31 S.32 S.33 S.34 S.35 S.36 S.37 S.38
(-)-Epicatechin n.d. n.d. n.d. 105,0 23,9 8,3 6,8 n.d.
(+)-Catechin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
4-p -Cumaroylchinasäure n.d. 56,6 25,0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Chlorogensäure 8,5 n.d. 371,0 41,7 n.d. n.d. n.d. n.d.
Kryptochlorogensäure n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Kaffeesäure n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
p -Cumarsäure n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Phloretin-2'-xyloglucosid n.d. n.d. 95,6 16,4 n.d. n.d. n.d. n.d.
Phloretin-2'-glucosid n.d. n.d. 35,8 14,6 0,6 1,0 n.d. n.d.
Phloretin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3-Hydroxyphloretin-2'-xyloglucosid n.d. n.d. 3,0 2,8 n.d. n.d. n.d. n.d.
3-Hydroxyphloretin-2'-glucosid n.d. n.d. 14,1 7,0 n.d. n.d. n.d. n.d.
Procyanidin B1 n.d. n.d. n.d. 153,7 n.d. 10,0 4,3 n.d.
Procyanidin B2 n.d. n.d. n.d. 0,8 14,6 20,1 25,8 n.d.
Procyanidin B3 n.d. n.d. n.d. n.d. 10,1 16,4 59,4 n.d.
Procyanidin B4 n.d. n.d. n.d. n.d. 29,8 10,1 6,9 n.d.
Quercetin-3-O -arabinosid n.d. n.d. n.d. 6,5 n.d. n.d. n.d. n.d.
Quercetin-3-O -glucosid n.d. n.d. n.d. 4,8 n.d. n.d. n.d. n.d.
Quercetin-3-O -galactosid n.d. n.d. n.d. 1,0 n.d. n.d. n.d. n.d.
Quercetin-3-O -rhamnosid n.d. n.d. n.d. 2,9 n.d. n.d. n.d. n.d.
Quercetin-3-O -rutinosid n.d. n.d. n.d. 4,8 n.d. n.d. n.d. n.d.
Quercetin-3-O -xylosid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Quercetin n.d. n.d. n.d. 2,5 0,6 6,8 2,0 n.d.
Polymere Procyanidine (photometrisch) 247,2 208,1 357,6 664,8 661,8 760,1 935,0 1020
Summe 255,7 264,7 885,0 865,0 686,9 776,2 943,7 1020,0  
n.d.: nicht detektiert 
 

Die GC-MS Analyse zur Identifizierung höhersiedender nicht-phenolischer Inhaltsstoffe 

zeigte, dass diese fast ausschließlich in S.32 zu finden waren, welche einen Gehalt von 

135,3 mg/g aufwies. Die Anteile betrugen im Detail 96,3 mg/g (R)-Oktan-1,3-diol, 

38,1 mg/g (R)-5-(Z)-Okten-1,3-diol und 1,9 mg/g 3-Hydroxy-β-damascon. 3-Hydroxy-

2-pyron wurde ausschließlich in S.33 (8,6 mg/g) nachgewiesen. Die Ergebnisse der Ak-

tivitätstestung sind in Kapitel 3.4.2 und 3.5 dargestellt. 

Die Auftrennung der Polyphenole von AE06 gelang, wie aus Tabelle 3.5 ersichtlich ist 

nicht in gleicher Qualität wie die Trennung von AE04. Die etwas schlechtere Trennleis-

tung ist wahrscheinlich auf eine Belegung des Trennmaterials mit unbekannten Sub-

stanzen zurückzuführen, die zu einer veränderten Polarität führten. Dies könnte auch der 

Grund für die Veränderung der Farbe des Sephadex LH-20 von weiß nach schwach gelb 

sein. Weiterhin wurden die nicht-phenolischen Substanzen nicht in der erwarteten Men-

ge wiedergefunden. Ein möglicher Grund sind Zersetzungsreaktionen wie sie z.B. für 

das 3-Hydroxypyron unter Lichteinwirkung und/oder Wärme beschrieben sind (Pirkle 

und McKendry 1968), oder weitere chemische Reaktionen der enthaltenen C8-Diole 

(Kavvadias et al. 1999).  

Da keine grundlegend anderen Resultate im Hinblick auf die stoffliche Zusammenset-

zung und die Aktivitätsstudien ermittelt wurden, fand keine weitere aktivitätsgeleitete 

Fraktionierung von AE06 statt. 
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3.3 Strukturaufklärung der Phloretin- und 3-Hydroxyphloretin-
glycoside  

 

3.3.1.1 Phloretin-2’-xyloglucosid 

 

Phloretin-2´-xyloglucosid ist einer der Hauptbestandteile der untersuchten Apfelsaftex-

trakte. Da die Verbindung nicht kommerziell zu erwerben ist, aber als Ausgangsprodukt 

für die Synthese von 3-Hydroxyphloretin-xyloglucosid benötigt wurde, war eine Isolie-

rung dieser Substanz in größerem Maßstab erforderlich. Hierzu wurde der AE04 zuerst 

mittels präparativer NP-HPLC aufgetrennt (vgl. 3.2.1.2); aus Fraktion NP.3 wurden 

nach einem weiteren Aufreinigungsschritt an C18-Material 50 mg erhalten. 

Wie für die Dihydrochalkone typisch, hat auch Phloretin-2’-O-xyloglucosid einen λmax-

Wert von 284 nm. Im ESI-MS-Spektrum wird die Identität der Verbindung mit der 

Summenformel C26H32O14 durch ein m/z-Signal bei 567,0 des [M-H]- -Ions bestätigt. 

MS/MS-Experimente führen nach Abspaltung der Zucker zum freien Aglykon mit dem 

m/z Signal bei 273. Das 1H-NMR-Spektrum der Verbindung zeigt das AA’BB’-

Spinmuster eines paradisubstituierten Phenylringes (δ = 708 ppm und 6,69 ppm), sowie 

das meta-koppelnde Dublettpaar bei δ = 6,28 ppm und 5,97 ppm, auf das Vorhanden-

sein eines unsymmetrisch substituierten Phloroglucinolringes hindeutet. Das 13C-

Spektrum der Substanz beweist das Vorhandensein von zwei Zuckereinheiten mit ins-

gesamt 11 C-Atomen. Die Tieffeldverschiebung von C-6’’ von 62,5 ppm auf 69,5 ppm 

ist ein Hinweis auf die 1-6-Verknüpfung der beiden Zuckereinheiten. Die 1H-NMR-

Daten der isolierten Substanz stimmen mit den von Lu und Foo (1997) für Phloretin-2’-

O-β-D-xylopyranosyl-(1-6)-β-D-glucopyranosid angegebenen Werten überein.  

 

Tabelle 3.6 Spektroskopische Daten von Phloretin-2’-β-D-xylo-1,6-β-D-glucosid 

 

Phloretin-2’-
xyloglucosid 
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1H-NMR in 
MeOD-d4 

δ 7,08 ppm (H-2, H-6, d, 8,5 Hz); δ 6,69 ppm (H-3, H-5, d, 8,5 Hz); δ 6,28 ppm (H-3’, d, 
2 Hz); δ 5,97 ppm (H-5’, d, 2 Hz); δ 4,99 ppm (H-1’’, d, 7,5 Hz); δ 4,35 ppm (H-1’’’, d, 
7,5 Hz); δ 4,11 ppm (H6α, dd, 1,8/11,8); δ 3,55 – 3,41 ppm (H2’’-H6β’’, m); δ 3,82 
ppm (H-5α’’’, m); δ 3,82 – 3,65 ppm (H2’’-H6’’, m); 3,11 – 3-39 (H2’’’-H-5β’’’); 
δ 3,36 ppm (H-α, m); δ 2,88 ppm (H-β, t, 7,5 Hz) 

13C-NMR in 
MeOD-d4 

206,6 ppm (C-O); 167,5 ppm (C-4’); 165,8 ppm (C-6’); 162,2 ppm (C-2’); 156,4 ppm 
(C-4); 133,9 ppm (C-1); 130,5 ppm (C-2,C-6); 116,2 ppm (C-5,C-3); 108,3 ppm (C-1’); 
105,2 ppm (C-1’’’); 102,3 ppm (C-1’’); 98,6 ppm (C-5’); 95,7 ppm (C-3’); 78,4 ppm (C-
3’’’); 77,9 ppm (C-3’’); 77,5 ppm (C-5’’); 75,1 ppm (C-2’’’); 74,8 ppm (C-2’’); 71,2 
ppm (C-4’’’); 71,1 ppm (C-4’’); 69,5 ppm (C-6’’); 66,9 ppm (C-5’’’); 46,9 ppm (α-
CH2); 30,8 ppm (β-CH2)  

λmax 284 nm 
LCMS/MS Prekursorion [M-H]- Produktion 
 m/z 567 m/z 273  
 

3.3.1.2 Phloretin-2’,4’-diglucosid 

 

In der Fraktion S.33, welche durch Fraktionierung von AE06 an Sephadex LH-20-

Material erhalten wurde (vgl. 3.2.2.1), fiel eine bisher noch nicht beschriebene Substanz 

mit einem m/z von 597 [M-H]- auf. Um diese zu isolieren, wurde die Fraktion zuerst 

mittels präparativer NP-HPLC in die Fraktionen S.33.1-4 aufgetrennt. Aus den Fraktion 

S.33.3 und S.33.4 ist anschließend mittels präparativer RP-HPLC 2,5 mg Substanz er-

halten worden.  

Diese wies ein für Dihydrochalkone typisches UV-Spektrum mit einem λmax-Wert von 

284 nm auf. Im ESI-MS-Spektrum gab es weitere Hinweise, dass es sich um eine Sub-

stanz mit der Summenformel C27H34O15 handelte, die ein m/z-Signal bei 597 des [M-H]- 

-Ions lieferte. MS/MS-Experimente führten nach Abspaltung von zwei Zuckermolekü-

len zu einem m/z Signal bei 273 [M-H]-, welches das freie Aglykon Phloretin repräsen-

tierte.  

Das 1H-NMR-Spektrum der Verbindung bestätigte die bisherigen Erkenntnisse. Es zeig-

te sich das AA’BB’-Spinmuster eines paradisubstituierten Phenylringes (δ = 7,02 ppm 

und 6,63 ppm), sowie das meta-koppelnde Dublettpaar bei δ = 5,81 ppm und 5,19 ppm, 

das auf das Vorhandensein eines unsymmetrisch substituierten Phloroglucinolringes 

hindeutete. Die Kopplung von jeweils 7,5 Hz der Wasserstoffatome in Position 1’’ und 

1’’’ wiesen auf die β-Konfiguration der beiden Zuckers hin. Das 13C-Spektrum der Sub-

stanz bewies das Vorhandensein von zwei Zuckereinheiten mit insgesamt 12 C-Atomen. 

Da keine Tieffeldverschiebung der Zuckerkohlenstoff-Atome beobachtet werden konn-

te, ist dies ein Hinweis, dass beide Zucker nicht miteinander verknüpft vorliegen. Zu-
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dem wurde ein Verschiebung des C-4’ von 167,5 zu 161,0 beobachtet. Daraus ließ sich 

schließen, dass es sich um die Verbindung Phloretin-2’,4’-di-β-D-glucosid handelt.  

 

Tabelle 3.7 Spektroskopische Daten von Phloretin-2’,4’-di-β- D-glucosid 
Phloretin-
2’,4’-
diglucosid 

 
1H-NMR in 
MeOD-d4 / 
DMSO-d6 

δ 7,02 ppm (H-2, H-6, d, 8,5 Hz); δ 6,63 ppm (H-3, H-5, d, 8,5 Hz); δ 5,81 ppm (H-3’, d, 
2 Hz); δ 5,19 ppm (H-5’, d, 2 Hz); δ 4,68 ppm (H-1’’’, d, 7,5 Hz); δ 4,37 ppm (H-1’’, d, 
7,5 Hz); ); δ 3,59 ppm (H-6β’’, m); δ 3,58 ppm (H-6β’’’, m); δ 3,40 ppm (H-6α’’, m); δ 
3,38 ppm (H-6α’’’, m); δ 3,43 ppm (H-3’’,m); δ 3,41 ppm (H-5’’’, m); δ 3,29 ppm (H-
3’’’, m); δ 3,26 ppm (H-2’’’, m); δ 3,05 ppm (H-4’’’, m); δ 3,02 ppm (H-4’’, m); δ 2,94 
ppm (H5’’, m); 2,85 ppm (H2’’); δ 3,20 ppm (H-α, t, 7Hz); δ 2,78 ppm (H-β, m) 

13C-NMR in 
MeOD-d4 / 
DMSO-d6 

207,7 ppm (C-O); 167,1 ppm (C-6’); 161,0 ppm (C-4’); 161,0 ppm (C-2’); 156,1 ppm (C-
4); 133,1 ppm (C-1); 130,0 ppm (C-2,C-6); 115,8 ppm (C-5,C-3); 100,5 ppm (C-3’); 
100,4 ppm (C-5’); 100,0 ppm (C-1’); 104,1 ppm (C-1’’’); 101,3 ppm (C-1’’); 78,5 ppm 
(C-3’’’); 78,4 ppm (C-3’’); 77,7 ppm (C-5’’’); 77,2 ppm (C-5’’); 74,8 ppm (C-2’’’); 
74,3 ppm (C-2’’); 71,4 ppm (C-4’’); 70,0 ppm (C-4’’); 62,1 ppm (C-6’’); 61,9 ppm (C-
6’’’); 44,1 ppm (α-CH2); 31,3 ppm (β-CH2)  

λmax 284 nm 
LCMS/MS Prekursorion [M-H]- Produktion 
 m/z 597 m/z 273 
   

3.3.1.3 3-Hydroxyphloretin 

 
Das freie Aglykon 3-Hydroxyphloretin wurde weder in den Extrakten, noch in den er-

haltenen Fraktionen detektiert. Allerdings ist die Substanz von essentieller Bedeutung, 

um einen Vergleich in den Aktivitätsstudien zwischen dem freien Aglykon und den 

Glycosiden bzw. mit dem nicht in Position 3 hydroxilierten Phloretin machen zu kön-

nen. Um Referenzsubstanz zu erhalten wurde das Phloretin mit Tyrosinase umgesetzt. 

Das hierbei synthetisiserte 3-Hydroxyphloretin ist bei den verwendeten Versuchsbedin-

gungen aufgrund der beiden ortho-ständigen Hydroxylgruppen instabil und kann leicht 

zum Chinon weiteroxidiert werden. Daher wurde der Inkubationslösung 1 mM Ascor-

binsäure zugesetzt, um das intermediär gebildete Radikal abzufangen. Nach einstündi-

ger Reaktion wurde diese mit Natriumfluorid gestoppt und die Mischung lyophilisiert. 

Die Aufreinigung erfolgte mittels präparativer RP-HPLC. Insgesamt wurden 10 mg 3-

Hydroxyphloretin synthetisiert.  
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Die erhaltene Substanz hat, wie für Dihydrochalkone typisch, einen λmax-Wert von 

284 nm. Im ESI-MS-Spektrum wird die Identität der Verbindung mit der Summenfor-

mel C15H14O6 durch ein m/z-Signal bei 289 des [M-H]- -Ions bestätigt, das zu unter 

Freisetzung des Phloroglucins (m/z 125) bzw. des Trihydroxybenzaldehyd (m/z 167) 

fragmentiert. Das 1H-Spektrum bestätigt die Identität der Substanz (Tabelle 3.8). Das 

als Singulett-Signal bei δ = 5,81 ppm weist auf das Vorliegen eines nicht Substituierten 

symmetrischen Phloroglucinolring hin. Statt der vier Protonen des AA’BB’-

Spinsystems des Phloretins zeigen sich hier jedoch nur drei Protonen mit einem für ei-

nen 1,2,4-trisubstituierten Aromaten typischen ABC-Muster. H-2 zeigt sich als Dublett, 

das durch eine Kopplungskonstante von 2 Hz auf eine meta-Kopplung schließen lässt. 

Als Kopplungspartner erscheint H-6 als doppeltes Dublett und deutet mit den Kopp-

lungskonstanten von 2 Hz und 8 Hz auf eine ortho-Kopplung mit H-5 (δ = 6,67 ppm; 

J = 8 Hz) und die meta-Kopplung mit H-2 hin. Im 13C-Spektrum bestätigen zwei aroma-

tische Signale bei 144,4 ppm und 146,1 ppm die Hydroxylierung des Catecholringes in 

3- und 4-Position. 

 
Tabelle 3.8 Spektroskopische Daten von 3-Hydroxyphloretin 
3-Hydroxyphloretin 

 
1H-NMR δ 6,67 ppm (H-5, d, 8 Hz); δ 6,60 ppm (H-2, d, 2 Hz); δ 6,50 ppm (H-6, d, 8/2 

Hz); δ 5,81 ppm (H-5’, H3’, s); δ 3,27 ppm (H-α, t, 7,5); δ 2,80 ppm (H-β, t, 7,5 
Hz) 

13C-NMR in MeOD-
d4 

206,4 ppm (C-O); 166,3 ppm (C-4’); 165,9 ppm (C-6’,C-2’); 146,1 ppm (C-3); 
144,4 ppm (C-4); 134,8 ppm (C-1); 120,7 ppm (C-6); 116,6 ppm (C-2); 116,3 
ppm (C-5); 105,4 ppm (C-1’); 95,8 ppm (C-3’,C-5’); 47,3 ppm (α-CH2); 
31,7 ppm (β-CH2);  

λmax 284 nm 
LCMS/MS Prekursorion [M-H]- Produktion 
 m/z 289 m/z 167; 125 
 

3.3.1.4 3-Hydroxyphloretin-2’-glucosid 

 

Wie schon die Quercetinglycoside wurde auch das 3-Hydroxyphloretin-2’-glucosid aus 

der Fraktion S.5.7 mittels präparativer RP-HPLC in einer Gesamtmenge von 2,5 mg 

isoliert. Da weitere Substanz für die Durchführung von Aktivitätsstudien am EGF-
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Rezeptor benötigt wurden, ist eine Synthese aus Phloretin-2’-glucosid analog zum Vor-

gehen bei 3-Hydroxyphloretin durchgeführt worden. Die Ausbeute betrug hierbei 10 mg 

(10%).  

Die Substanz wies die für Dihydrochalkone typischen UV-Maxima bei 222 nm und bei 

284 nm auf. Mittels HPLC-ESIneg-MS/MS wird in Produktionenexperimenten dem 

deprotonierten Molekül ([M-H]- = m/z 451) zuerst der Glucose-Rest (162 u) abgespal-

ten, so dass 3-Hydroxyphloretin (m/z 289) entsteht, welches anschließend in das aus 

dem A-Ring resultierende Phloroglucin (m/z 125) bzw. zu Trihydroxybenzaldehyd (m/z 

167) gespalten wird. Die zusätzliche Hydroxylgruppe in Position 3 konnte durch das 
1H-NMR-Spektrum bestätigt werden (Tabelle 3.9). Hier zeigte sich, wie schon beim 3-

Hydroxyphloretin, die Existenz eines nicht substituierten symmetrischen Phlorogluci-

nolrings mit drei Protonen in einem für 1,2,4-trisubstituierten Aromaten typischen 

ABC-Muster. H-2 (6,61 ppm) zeigt sich als Dublett, das durch eine Kopplungskonstante 

von 2 Hz auf eine meta-Kopplung schließen lässt. Als Kopplungspartner erscheint H-6 

(6,48 ppm) als doppeltes Dublett und deutet mit den Kopplungskonstanten von 2 Hz 

und 8 Hz auf eine ortho-Kopplung mit H-5 (δ = 6,59 ppm; J = 8 Hz) und die meta-

Kopplung mit H-2 hin. Im 13C-Spektrum bestätigen zwei aromatische Signale bei 144,3 

ppm und 146,0 ppm die Hydroxylierung des Catecholringes in 3- und 4-Position.  

Ob es sich beim 3-Hydroxyphloretin-2’-glucosid um ein Produkt der Polyphenoloxid-

asen oder eine im Apfel genuin vorkommende Substanz handelt, ist in der Literatur um-

stritten (Lu und Foo 1997, Le Guerneve et al. 2004, Vrhovsek et al. 2004).  

 
Tabelle 3.9 NMR und M/MS-Daten von 3-Hydroxyphloretin-2’-β-D-glucosid  
3-Hydroxy-
phloretin-2’-
glucosid 

 
1H-NMR δ 6,61ppm (H-2, d, 2Hz); δ 6,59 ppm (H-5, d, 8 Hz); δ 6,48 ppm (H-6, dd, 2/8 Hz); δ 

6,13 ppm (H-3’, d, 2 Hz); δ 5,92 ppm (H-5’, d, 2 Hz); δ 2,72 ppm (α, m), δ 3,19 ppm 
(β, m); δ 4,91 (H-1’’, d, 7,5 Hz) 

13C-NMR 206,6 (C-O); 167,6 (C-4’); 165,9 (C-6’); 162,3 (C-2’); 146,0 (C-3); 144,3 (C-4); 134,8 
(C-1); 120,7 (C-6); 116,7 (C-2); 116,3 (C-5); 106,8 (C-1’); 102,1 (C-1’’); 98,4 (C-5’); 
95,5 (C-3’); 78,6 ppm (C-3’’); 78,5 ppm (C-5’’); 74,7 ppm (C-2’’); 71,1 ppm (C-4’’); 
62,5 ppm (C-6’’); 46,9 (α-CH2); 31,1 (β-CH2); 
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λmax 284 nm; 222 nm 
LCMS/MS Prekursorion [M-H]- Produktion 
 m/z 451 m/z 289; 167; 125 
 

3.3.1.5 3-Hydroxyphloretin-2’-xyloglucosid 

 

Da für eine Isolierung 3-Hydroxyphloretin-2’-xyloglucosid aus den Fraktionen des 

AE04 diese zu komplex zusammengesetzt waren, wurde diesem zunächst die Synthese 

vorgezogen. Hierzu wurde wie oben schon dargestellt, das Phloretin-2’-xyloglucosid 

aus dem Extrakt isoliert und darauf mit Tyrosinase in Phosphatpuffer zur entsprechen-

den 3-Hydroxyverbindung umgesetzt. Nach 1 h wurde die Reaktion durch Zugabe von 

Natriumfluorid abgebrochen und der Reaktionsansatz gefriergetrocknet. Durch den ra-

dikalischen Mechanismus der Reaktion kam es zu einem hohen Anteil an Nebenreakti-

onen, welche die Ausbeute auf ca. 10% verringerten. Da das Ausgangsprodukt nur in 

geringen Mengen zur Verfügung stand, wurde schließlich doch die Isolierung (aus 

AE06) favorisiert. Hierzu wurde der Extrakt mittels präparativer NP-HPLC aufgetrennt 

und anschließend das 3-Hydroxyphloretin-2’-xyloglucosid mittel präparativer RP-

HPLC aufgereinigt. Insgesamt konnten so über 6 mg der Verbindung erhalten werden.  

Im HPLC-MS/MS-Massenspektrum sieht man die Masse des deprotonierten Moleküls 

(M-H-, m/z = 583) und das nach Abspaltung beider Zucker (294 u) entstehende 3-

Hydroxyphloretin (M-H-, m/z = 289). Das 1H-Spektrum (Tabelle 3.10) ist in guter Über-

einstimmung zu den oben genannten 3-Hydroxyphloretinverbindungen. Man erkennt 

zwei mit einer Kopplungskonstante von 2 Hz koppelnden Dubletts bei δ = 6,31 ppm 

und 6,00 ppm, die das Vorliegen von Phloretin-2’-glucosid typischen unsymmetrisch 

substituierten Phloroglucinolrings beweisen, sowie drei Protonen mit einem für einen 

1,2,4-trisubstituierten Aromaten typischen ABC-Muster. Die Kopplungskonstante von 

7,5 Hz der H-Atome am anomeren C der Zucker weißt auf die β-Konfiguration der bei-

den Zucker hin.  
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Tabelle 3.10 Spektroskopische Daten von 3-Hydroxyphloretin-2’-β-D-xylo-1,6-β-D-glucosid 
3-Hydroxy-
phloretin-2’-
xyloglucosid 

 
1H-NMR δ 6,72 ppm (H-2, d, 2 Hz); δ 6,69 ppm (H-5, d, 8 Hz); δ 6,60 ppm (H-6, dd, 2/8 Hz); δ 

6,31 ppm (H-3’, d, 2 Hz); δ 6,00 ppm (H-5’, d, 2 Hz); δ 2,72 ppm (α, m), δ 3,16 ppm (β, 
m); δ 5,03 (H-1’’, d, 7,5 Hz); δ 4,38 (H-1’’, d, 7,5) 

λmax 284 nm 
LCMS/MS Prekursorion [M-H]- Produktion 
 m/z 583 m/z 289; 167; 125 
 

 

3.4 Einfluss von Apfelsaftextrakten sowie von isolierten Apfel-
polyphenolen auf den epidermalen Wachstumsfaktorrezep-
tor (EGFR) 

 

Der Epidermal-Growth-Factor-Rezeptor (EGFR) ist der Oberflächenrezeptor für den 

epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) und ist ein Mitglied der ErbB-Familie, einer Fa-

milie von Rezeptortyrosinkinasen (RTK). Zu dieser gehören der epidermale Wachs-

tumsfaktorrezeptor ErbB1 (Her1), ErbB2 (Her2/neu), ErbB3 (Her3) und ErbB4 (Her4). 

Der EGF ist ein Protein, das bei der Einleitung der Mitose als Signalmolekül auftritt. Es 

stimuliert die Ausbildung einer Reihe von Zelltypen. Der EGFR ist ein Glykoprotein, 

das aus 1186 Aminosäuren aufgebaut ist und eine zytoplasmatischen Domäne, einer 

Transmembrandomäne und eine glycosylierte extrazelluläre Ligandenbindungsdomäne 

besitzt. Dieser Transmembranrezeptor mit intrinsischer Tyrosinkinase- (TK) Aktivität 

kommt in allen Zellarten vor, wird aber in verschiedenen Tumorarten, wie der Brust, 

dem Zentralen Nervensystem und dem Kolon stark überexprimiert und/oder in mutierter 

Form vorgefunden. Dies führt dazu, dass die Tumorzellen unkontrolliert wachsen und 

sich vermehren. Daher korreliert eine erhöhte EGFR-Expression und -Aktivität häufig 

mit einer schlechteren Prognose und Therapierbarkeit (Mamot et al. 2003). Die Aktivie-

rung des EGFR erfolgt durch extrazelluläre Bindung der Liganden EGF und Transfor-

ming Growth Factor (TGFα), dessen Signal er über Autophosphorylierung und die  
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Rekrutierung von Signalmolekülen wie Proteinkinase B (Akt/PKB), MEK (mitogen 

aktivierbare Proteinkinase/ extrazellulär regulierte Kinasen) oder STAT (Signal Trans-

ducers and Activators of Transcription Protein) ins Zellinnere leitet (Signaltransdukti-

on), die letztendlich das Zellwachstum stimulieren und den apoptotischen (program-

mierten) Zelltod verhindern (vgl. Abbildung 3.18).  
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Abbildung 3.18 Dimerisierung des EGFR nach Ligandenbindung und Aktivierung der Proteinki-
nasekaskade. EGF: epidermaler Wachstumsfaktor; ERK: extrazellulär regulierte Kinasen, MEK: 
mitogen aktivierbare Proteinkinase; Raf-1, Serin/Threonin-Kinase; TGFα, „transforming growth 
factor α“; TK, Tyrosinkinase. nach (nach Kern 2006) 
 

Durch Bindung der Polyphenole an den EGFR, ohne die TK zu aktivieren, könnte ein 

unkontrolliertes Zellwachstum verhindert werden. Tabelle 3.11 orientiert über die Inhi-

bierung der Protein-Tyrosinkinase- (PTK) Aktivität der vor Beginn der Arbeiten be-

kannten und getesteten Apfelinhaltsstoffe. Bisher wurden vor allem die Quercetin-

glycoside und die Procyanidine als wirksame Inhibitoren der PTK am EGFR beschrie-

ben. Dabei hatte sich auch eine starke Abhängigkeit vom glycosidisch gebundenen Zu-

cker gezeigt. So nahm die Inhibitorwirkung in der Reihenfolge Glucose > Galactose > 

Rhamnose > Rutinose ab. Das freie Aglykon zeigte die größte inhibitorische Wirkung. 

Chlorogensäure und 4-p-Cumaroylchinasäure, welche die beiden phenolischen Haupt-

inhaltsstoffe des Apfels darstellen, waren hingegen in den getesteten Konzentrationen 

bis 300 µM inaktiv. Der untersuchte Extrakt AE04 war jedoch mit einem 

IC50= 0,30 ± 0,04 µg/ml ein deutlich besserer Hemmstoff der isolierten EGF-Rezeptor-

Präparation (Kern 2006). 
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Tabelle 3.11 Inhibierung der Proteintyrosinkinase-Aktivität des epidermalen Wachstumsfaktor 
Rezeptors (nach Kern 2006). 
Substanz IC50 [µM] 
(+)-Catechin >300 
(-)-Epicatechin >300 
Procyanidin B1 49,9 ± 10,2 
Procyanidin B2 37,9 ± 2,8 
Kaffeesäure >300 
Chlorogensäure >300 
4-p-Cumaroylchinasäure >300 
Phloretin-2’-glucosid 267 ± 50 
Phloretin 43,4 ± 5,1 
Quercetin-3-O-glucosid 6,7 ± 1,3 
Quercetin-3-O-galactosid 7,5 ± 1 
Quercetin-3-O-rhamnosid 225 ± 31 
Quercetin-3-O-rutinosid >300 
Quercetin 0,9 ± 0,4 
IC50= mittlere inhibitorische Konzentration 
 

3.4.1 Apfelsaftextrakt AE04 

3.4.1.1 Fraktionen S.1 – S.9 sowie deren Subfraktionen 

 
Mit dem Ziel, unbekannte, präventiv wirksame Inhaltsstoffe zu identifizieren, wurde 

eine aktivitätsgeleitete Fraktionierung des Apfelsaftextraktes AE04 durchgeführt (siehe 

Kapitel 3.2.1.) AE04, der als Hauptkomponenten Chlorogensäure, 4-p-Cumaroyl-

chinasäure, Phloretin-2’-xyloglucosid und Phloretin-2’-glucosid enthält, wurde bereits 

als hochwirksames Hemmstoffgemisch (IC50= 0,30 ± 0,04 µg/ml) der isolierten EGF-

Rezeptorpräparation charakterisiert (Kern 2006).  

Die Fraktionen S.1 – S.9, welche von uns nach Fraktionierung an Sephadex LH-20 er-

halten wurden, sind nun hinsichtlich ihres Hemmeffektes auf die isolierte EGF-

Rezeptorpräparation im ELISA-Testsystem untersucht worden.  
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Abbildung 3.19 Hemmung der PTK-Aktivität des EGFR nach Inkubation mit den AE04 Grund-
fraktionen S.1 bis S.9; 1 Experiment in einer Dreifachbestimmung (ND: Niederschlag) 
 
Die zu untersuchenden Fraktionen sind in einer Versuchsreihe in den Konzentrationen 

0,1 µg/ml und 1 µg/ml getestet worden. Als besonders wirksame Fraktionen traten dabei 

die Fraktion S.1, S.5 und S.6ND hervor (vgl. Abbildung 3.19). Die PTK-Aktivität wur-

de von diesen drei Fraktionen bei einer Konzentration von 0,1 µg/ml zu 60-70% ge-

hemmt, während bei 1 µg/ml die Hemmung bereits >80% lag. Auffällig war, dass die 

Fraktionen S.1, S.5 und S.6ND mit einem IC50 <0,1 μg/ml einen stärkeren Hemmeffekt 

auf die Tyrosinkinase-Aktivität als der Gesamtextrakt zeigten (AE04: IC50= 0.30 ± 

0.04 μg/ml). Charakteristisch für diese drei Fraktionen ist ein hoher Gehalt an polyme-

ren Procyanidinen (650 – 940 mg/g Tabelle 3.3). Da Fraktion S.5 zusätzlich auch weite-

re potentiell chemopräventive Eigenschaften aufwies (siehe Kapitel 3.5), wurde diese 

Fraktion mittels Flash-Chromatographie an einer RP-18 Phase weiter aufgereinigt. Da-

bei erhielt man zehn Subfraktionen (S.5.1 - S.5.10), deren Hemmeffekte ebenfalls auf 

die PTK-Aktivität der isolierten EGF-Rezeptorpräparation getestet wurden.  
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Abbildung 3.20 Hemmung der PTK-Aktivität des EGFR nach Inkubation mit den AE04 Subfrakti-
onen S.5.1 bis S.5.10; MW ± SD von zwei unabhängigen Experimenten in einer Dreifachbestim-
mung 
 
Alle erhaltenen Subfraktionen unterdrückten in Konzentrationen von 10 µg/ml die Ty-

rosinkinase-Aktivität des EGFR um 50% (vgl. Abbildung 3.20). Mit Ausnahme der 

Subfraktionen S.5.1 und S.5.6a kam es sogar zu einer Hemmung von 60 bis 80 %. Im 

Vergleich zur Grundfraktion S.5, deren IC50-Wert <0,1 μg/ml lag, zeigten die Sub-

fraktionen S.5.1 – S.5.10 einen um Faktor 100 schwächeren Hemmeffekt auf den iso-

lierten Rezeptor. Möglicherweise ist die abgeschwächte Hemmwirkung in den Subfrak-

tionen darauf zurückzuführen, dass es sich weitgehend um Einzelsubstanzen handelte, 

deren inhibierendes Potential nicht ausreichte, um eine potente Hemmung der EGFR-

Aktivität hervorzurufen. Anscheinend vermag erst eine komplexe Mischung aus Po-

lyphenolen die Tyrosinkinaseaktivität des EGFR effektiv zu unterdrücken. So besteht 

die Grundfraktion S.5 aus einer Mischung aus (-)-Epicatechin, Phloretin, Phloretin-

glycosiden, Quercetin, Quercetinglycosiden sowie dimeren und polymeren Pro-

cyanidinen (Tabelle 3.3) und ähnelt damit dem Apfelsaftextrakt AE04. Aufgrund der 

komplexen Mischung wäre die Bildung von synergistischen und additiven Hemm-

effekten eine mögliche Erklärung. Allerdings ist auch eine Verschleppung der aktiven 

Substanz in mehrere Fraktionen oder eine chemische Reaktion aktiver Verbindungen 

denkbar. 

Aus Subfraktion S.5.7 gelang die Isolierung von drei Reinsubstanzen. Dabei handelte es 

sich um 3-Hydroxyphloretin-2’-glucosid, Quercetin-3-O-β-D-galactosid und Quercetin-
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3-O-β-D-glucosid. Für diese drei Reinsubstanzen sind IC50-Werte im Konzentrationsbe-

reich von 5-7 µM bestimmt worden [Quercetin-glycoside: (Kern 2006)].  

 

3.4.1.2 Fraktionen NP.1 – NP.5 

 

Da in den Grundfraktionen S.1 – S.9 von AE04 vor allem die procyanidinreichen Frak-

tionen als besonders effektive Inhibitoren der isolierten EGF-Rezeptorpräparation iden-

tifiziert (Abbildung 3.19) wurden, sollte im Folgenden geklärt werden, inwieweit die 

Procyanidine von AE04 und deren Polymerisationsgrad einen Einfluss auf die Aktivität 

des EGFR haben. Des Weiteren ist bereits bekannt, dass oligomere Procyanidine ab-

hängig von ihrem Oligomerisierungsgrad potente Hemmstoffe des EGFR sowohl im 

isolierten Testsystem als auch in HT29 Zellen darstellen (Fridrich et al. 2007a). Zur 

Trennung der Procyanidine nach ihrem Oligomerisierungsgrad wurde der Apfelsaftex-

trakt AE04 an Kieselgel mittel präparativer HPLC aufgereinigt (3.2.1.2) Aufgrund der 

späten Elution der glycosylierten Polyphenole gab es Überlagerungen mit den Procya-

nidinen. Insgesamt wurden fünf Fraktionen gewonnen, deren DPm von Fraktion NP.1 

(procyanidinfrei) zu Fraktion NP.5 anstieg (Abbildung 3.17)  
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Abbildung 3.21 Hemmung der PTK-Aktivität des EGFR nach Inkubation mit den AE04 Fraktio-
nen NP.1 bis NP.5; MW ± SD von mindestens 3 unabhängigen Experimenten 
 
Abbildung 3.21 zeigt, dass die Hemmwirkung der Fraktionen auf die PTK-Aktivität des 

EGFR mit steigendem Oligomerisierungsgrad der Procyanidine zunahm: NP.5 > NP.4 > 

NP.3 >> NP.1 >> NP.2 (Tabelle 3.12). 
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Tabelle 3.12 Hemmung der PTK-Aktivität des EGFR durch die AE04 Fraktionen NP.1 – NP.5  

AE04 Fraktionen IC50-Werte  
[µg/ml] 

NP.1 39,5 ± 18,0 
NP.2 > 100 
NP.3 4,0 ± 1,2 
NP.4 0,15 ± 0,03 
NP.5 0,04 ± 0,01 

 

Für Fraktion NP.1, die procyanidinfrei war und in der ausschließlich Chlorogensäure, 

Cumarsäure und 4-p-Cumaroylchinasäure sowie die nicht-phenolischen Substanzen zu 

finden waren, ist ein IC50-Wert von ungefähr 40 µg/ml bestimmt werden. Jedoch ist 

bereits bekannt, dass von Chlorogensäure und 4-p-Cumaroylchinasäure nur eine margi-

nale Hemmung auf die isolierte Rezeptorpräparation ausgeht, da deren IC50-Werte 

> 300 µM liegen (Kern 2006). Unter Berücksichtigung der Molarität lagen in Fraktion 

NP.1 1,3 µM Chlorogensäure, 1,6 µM Cumarsäure und 0,2 µM 4-p-Cumaroyl-

chinasäure vor. Der Hemmeffekt ist daher (wahrscheinlich) auf die Substanzen (R)-1,3-

Oktandiol, (R)-Okt-Z-5-en-1,3-diol, 3-Hydroxy-β-damascon oder weitere bisher noch 

nicht detektierte Substanzen zurückzuführen. Diese konnten aber aufgrund der geringen 

zur Verfügung stehenden Menge nicht in diesem Assay getestet werden.  

Fraktion NP.2 enthielt im Vergleich zu NP.3-NP.5 nur einen sehr geringen Anteil an 

Procyanidinen (NP.2: 70 mg/g; NP.3-NP.5: 268-1000 mg/g), der sich auch in der Hem-

mung der Tyrosinkinaseaktivität des EGFR widerspiegelte. Fraktion NP.5, die aus-

schließlich aus polymeren Procyanidinen bestand, zeigte das stärkste inhibierende Po-

tential auf die isolierte Rezeptorpräparation. Dies stimmt auch mit bereits publizierten 

Daten überein, in denen gezeigt werden konnte, dass der Hemmeffekt von Procyanidi-

nen auf die isolierte EGF-Rezeptorpräparation vom Monomer zum Tetramer ansteigt 

(Fridrich et al. 2007a).  

 

Ferner wurde der Frage nachgegangen, inwieweit die im ELISA als wirksam identifi-

zierten Fraktionen den Status der Phosphorylierung des EGFR, als Maß für dessen Re-

zeptoraktivität, in intakten Zellen modulieren können. Dazu wurden HT29 Zellen in 

Gegenwart von Katalase (100 U/ml), um die Bildung von Wasserstoffperoxid im Zell-

kulturmedium zu unterdrücken, mit den Fraktionen inkubiert.  
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Abbildung 3.22 Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR (45 min) in EGF-stimulierten 
HT29 Zellen durch die AE04 Fraktionen NP.1-NP.5 in Gegenwart von Katalase (100 U/ml); serum-
freie Inkubation; MW ± SD von 2 unabhängigen Experimenten, T/C: Verhältnis Test zur Kontrol-
le, pEGFR: phosphrylierter EGFR. 
 
In einer ersten orientierenden Messung zeigte die procyanidinfreie Fraktion NP.1 mit 

Abstand die stärkste Hemmwirkung auf die Autophosphorylierung des EGFR in der 

humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 (Abbildung 3.22 A+B). Die Fraktionen NP.2 

bis NP.5 waren hingegen in Konzentrationen von 100 µg/ml weitestgehend unwirksam 

(Abbildung 3.22A+C). Dieses Ergebnis deutet daraufhin, dass die Hemmwirkung in der 

Zelle – im Gegensatz zur isolierten Rezeptorpräparation – aufgrund der Molekular-

masse der Procyanidine limitiert zu sein scheint. Dies korreliert mit bereits publizierten 

Arbeiten zu isolierten Procyanidinen, in denen gezeigt wurde, dass in der intakten Zelle 

ein Procyanidintrimer einen effizienteren Hemmstoff der EGFR-Autophosphorylierung 

als ein Procyanidintetramer darstellt (Fridrich et al. 2007a). Für Fraktion NP.1 und NP.2 

wurde exemplarisch der Effekt auf den Gesamtproteingehalt bestimmt, der jedoch im 

Rahmen der Fehlertoleranz unbeeinflusst blieb.  

 

3.4.2 Apfelsaftextrakt AE06 

 

An A431-Zellen wurde die Wirkung der Fraktionen auf die Phosphorylierung des 

EGFR untersucht. Die Inkubation erfolgte für 45 min in Gegenwart von Katalase. In 
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den Untersuchungen zur Beeinflussung des Phosphorylierungsstatus des EGFR durch 

die Fraktionen des AE06 stellte sich die Fraktion S.33 als wirksamste im Hinblick auf 

die EGFR-hemmenden Eigenschaften heraus. Schon in einer Konzentration von 

10 µg/ml wurde der Phosphorylierungsstatus des EGFR um 70% vermindert (Tabelle 

3.12). 
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Abbildung 3.23 Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR in EGF-stimulierten A431-
Zellen durch die AE06 Fraktionen S.31-S.38; serumfreie Inkubation, Zusatz von 100U/ml Katalase. 
AG1478: spezifischer Inhibitor des EGFR, T/C: Verhältnis Test zur Kontrolle 
 

Von den anderen Fraktionen zeigte nur noch S.37 mit 35%iger Restaktivität bei einer 

Konzentration von 100 µg/ml schwache EGFR-hemmende Eigenschaften. Die Fraktio-

nen S.31, S.34, S.36 und S.38 reduzierten zwar die EGFR-Aktivtät, waren aber nicht in 

der Lage, selbst in den höchsten untersuchten Konzentrationen den IC50-Wert zu errei-

chen. Keinen Einfluss wiesen die Fraktionen S.32 und S.35 auf. Die Fraktion S.33 ent-

hielt neben hohen Anteilen an Chlorogensäure auch polymere Procyanidine, Phloretin- 

und 3-Hydroxyphloretinglycoside. Phenolische Säuren haben keinen Einfluss auf die 

Aktivität des Rezeptors (Kern et al. 2005), im Gegensatz hierzu haben oligomere Pro-

cyanidine wie auch die Dihydrochalkone schon in früheren Studien ihr hohes Hemmpo-

tential bewiesen (Yang et al. 2001, Fridrich et al. 2007a). 
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3.4.3 Phloretin- und 3-Hydroxyphloretinglycoside 

 

Im zellfreien System wurde die Hemmwirkung der Dihydrochalkone auf die Protein-

tyrosinkinaseaktivität am EGFR untersucht. Hierbei erwiesen sich 3-Hydroxyphloretin-

2’-glucosid und insbesondere Phloretin-2’-xyloglucosid mit IC50-Werten von 4,9 bzw. 

0,5 µM als effektive Wirkstoffe (vgl. Tabelle 3.13), gefolgt von 3-Hydroxyphloretin mit 

8,9 µM sowie 3-Hydroxyphloretin-2’-xyloglucosid und Phloretin-2’,4’-diglucosid mit 

IC50-Werten von 12,1 bzw. 27,1 µM. 

 
Tabelle 3.13 Hemmung der PTK-Aktivität des EGFR durch Dihydrochalkone  

Substanz IC50-Werte [µM] 
Phloretin 43,4 ± 5,1 
Phloretin-2’-glucosid 267 ± 50 
Phloretin-2’-xyloglucosid 0,5 ± 0,1 
Phloretin-2’,4’-diglucosid 27,1 ± 3,7 
3-Hydroxy-phloretin 8,9 ± 0,4 
3-Hydroxyphloretin-2’-glucosid 4,9 ± 1,5 
3-Hydroxyphloretin-2’-xyloglucosid 12,1 ± 1,7 
 

Die Ergebnisse machen deutlich, dass eine weitere glycosidische Bindung in Position 4’ 

am A-Ring des Phloretin bzw. die Verknüpfung mit einer Xyloglucose zu einer Erhö-

hung der Inhibitorwirkung führte.  

Die zusätzliche Hydroxylgruppe in Position 3 des Phloretinmoleküls führte im Falle von 

3-Hydroxyphloretin-2’-glucosids zu einer deutlichen erhöhten Inhibitorwirkung an der 

isolierten Tyrosinkinase. So war das Phloretin-2’-glucosid nahezu nicht in der Lage, die 

PTK zu inhibieren, 3-Hydroxyphloretin-2’-glucosid hingegen zeigte mit 4,9 µM eine 

sehr gute Hemmung. Das gleiche gilt für die freien Aglykone. Dieses Resultat ist in 

guter Übereinstimmung mit den Untersuchungen von Yang et al. (2001), in denen die in 

Position 3 und 4 hydroxylierten freien Dihydrochalkone Butein und Marein mit IC50-

Werten von 8 µM und 19 µM deutlich effektivere Inhibitoren waren als das nur in Posi-

tion 3 hydroxylierte Phloretin (IC50 = 25 µM). Im Falle von 3-Hydroxyphloretin-2’-

xyloglucosids konnte eine Verstärkung des inhibitorischen Effekts allerdings nicht ge-

messen werden. Da vor allem phenolische Verbindungen mit zwei ortho-ständigen 

Hydroxylgruppen sensibel gegenüber Oxidation sind, wäre dies eine mögliche Erklä-

rung für die deutliche Abnahme der Aktivität. 
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3.5 Prüfung auf potentielle chemopräventive Aktivität  

 

Die Krebsentstehung ist in mehrere Phasen gegliedert. Sie beginnt mit der Initiations-

phase, verläuft über die Promotion und geht schließlich in die Progressionsphase über 

(vgl. Kapitel 2.2.5.3). Während dieser langen Zeit der Krebsentwicklung gibt es ver-

schiedene Ansatzpunkte für die Chemoprävention.  

Der Fremdstoffmetabolismus stellt einen sehr frühen Angriffspunkt dar, weil durch ihn 

bereits die Aktivierung von Prokarzinogenen vor der eigentlichen Initiation verhindert 

bzw. die Entgiftung von Karzinogenen gefördert werden kann. Des Weiteren kann 

durch Abfangen reaktiver Sauerstoffspezies und freier Radikale die Menge an Mutage-

nen im Körper verringert werden. Hierdurch wird auch die Anzahl von DNA-Schäden, 

die vor allem während der Initiationsphase von Bedeutung sind, verringert (Ferguson et 

al. 2004). Ein Eingriff in die Krebsentstehung ist auch auf Ebene der Tumorpromotion 

durch die Hemmung der Bildung von Tumorpromotoren möglich. Prostaglandine, die 

während des Entzündungsprozesses entstehen, können durch die Beeinflussung der 

Signaltransduktion gewebespezifisch proliferative Effekte induzieren.  

 

3.5.1 Modulation des Fremdstoffmetabolismus 

 

Der Fremdstoffmetabolismus verläuft im Körper in zwei Phasen und dient dazu, körper-

fremde Substanzen möglichst rasch wieder zu eliminieren. Durch die sogenannten 

Funktionalisierungsreaktionen der Phase-I werden durch Oxidation, Reduktion oder 

Hydrolyse funktionelle Gruppen eingeführt oder freigelegt. Diese Reaktionen beeinflus-

sen Aktivität und Eigenschaften der Fremdstoffe und werden durch Cytochrom P-450 

Isoenzyme katalysiert. Sie können zu einer Entgiftung oder metabolischen Aktivierung 

von Substanzen führen. In einer zweiten Phase erfolgt die Konjugation der Phase-I-

Metabolite mit aktivierter Glucuronsäure, Schwefelsäure, Aminosäuren oder Glutathi-

on. In Phase-I-Reaktionen können hochreaktive Verbindungen wie z.B. Epoxide entste-

hen, die in der Lage sind, chemisch mit der DNA zu interagieren. Im Gegensatz dazu 

entstehen in der Regel bei Phase-II-Reaktionen biologisch inaktive und wasserlösliche 

Produkte (Forth und Aktories 2006). Die Reduktion von elektrophilen Chinonen zu 

Hydrochinonen durch NAD(P)H:Chinonreduktase (QR) ist ein wichtiger Entgiftungs-

mechanismus der Phase-II. Obwohl das Enzym kein klassisches Konjugationsenzym 
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darstellt, wird QR zu den Phase-II-Enzymen gezählt, weil es die Umwandlung von po-

tenziell toxischen Chinonen in unschädliche Hydrochinone katalysiert. Nachdem ge-

zeigt wurde, dass Phase-I-Enzyme zur Bildung krebserregender Verbindungen führen 

können, während Phase-II-Enzyme vorwiegend zu deren Entgiftung beitragen, wird die 

Hemmung von Phase-I-Enzymen und besonders die Aktivierung von Phase-II-Enzymen 

als sinnvolle Präventionsstrategie in frühen Phasen der Krebsentstehung angesehen.  

 

Um Hemmstoffe des Phase-I-Metabolismus nachzuweisen, wurde exemplarisch das 

Enzym Cytochrom P450 1A (CYP1A) ausgewählt. Es wird unter anderem für die Akti-

vierung aromatischer Kohlenwasserstoffe zu hochaktiven Karzinogenen verantwortlich 

gemacht. Unter Verwendung von Homogenaten β-Naphtoflavon-induzierter H4IIE Rat-

tenhepatomzellen wurde die Enzymaktivität von CYP1A über die Dealkylierung des 

Substrates 3-Cyano-7-ethoxycoumarin (CEC) zum fluoreszierenden 3-Cyano-7-

hydroxycoumarin fluorometrisch bestimmt. 

Als Marker für Phase-II-Enzyme wurde die Induktion der QR in der Hepa1c1c7 Maus 

Leberkrebszelllinie gemessen. Die Maushepatomzellen wurden den Normalzellen vor-

gezogen, da erstere eine deutlich erhöhte Induzierbarkeit der QR zeigen. Es ist daher 

auch möglich, Aussagen über schwach induzierende Substanzen zu erhalten. Die Be-

stimmung der Enzymaktivität erfolgte über die QR-katalysierte Reduktion von Menadi-

on zu Menadiol sowie die spontan verlaufende Rückreaktion, bei der parallel das gelb 

gefärbte Tetrazol MTT (3-(4,5-Dimethylthiazo-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) 

zu einem tiefblauen Formazan reduziert wird (Abbildung 3.24). Die Bildung des blauen 

Farbstoffs wird bei 595 nm photometrisch bestimmt. Die Konzentration der Substanz, 

die zu einer Verdopplung der spezifischen Aktivität nötig ist, wird als sog. CD-Wert 

bezeichnet. 
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Abbildung 3.24 Reaktion zur Bestimmung der NAD(P)H:Chinonreduktase-Aktivität nach Pro-
chaska und Santamaria (1988). 
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Der Einfluss der bisher in Apfelsaft identifizierten phenolischen Hauptinhaltsstoffe auf 

die Enzyme des Fremdstoffmetabolismus ist von Zeßner (2005) untersucht worden. Die 

hierbei erzielten Ergebnisse sind in Tabelle 3.14 dargestellt.  

 
Tabelle 3.14 Einfluss von Apfelpolyphenolen auf die Enzyme Cyp1A und QR (Zeßner 2005) 

CYP1A Hemmung QR Induktion Substanz IC50 [µM] CD [µM] 
(-)-Epicatechin >500 >50 
Procyanidin B1 >50 >50 
Procyanidin B2 >50 >50 
Procyanidin C1 12,3 >50 
Kaffeesäure >500 >100 
Chlorogensäure >500 >500 
4-Cumaroylchinasäure >50 >50 
Phloretin-2’-xyloglucosid >50 >50 
Phloretin-2’-glucosid 334,0 >500 
Phloretin 1,0 25,0 
Quercetin-3-O-glucosid 67,3 >50 
Quercetin-3-O-galactosid 48,2 >50 
Quercetin-3-O-rhamnosid 3,6 5,1 
Quercetin-3-O-rutinosid 32,8 11,9 
Quercetin 0,026 2,6 
IC50 = halbmaximale Hemmkonzentration; CD = Konzentration zur Verdopplung der spezifischen Aktivi-
tät der QR. Werte in Klammern geben die die Induktion bei der entsprechenden Konzentration an. 
 

Die phenolischen Säuren hatten keinen Einfluss auf die Enzyme des Fremdstoffmetabo-

lismus. Die Hemmung des CYP1A durch Flavan-3-ole scheint abhängig von deren Po-

lymerisationsgrad zu sein. So waren die dimeren Procyanidine noch nicht in der Lage, 

CYP1A zu hemmen. Das trimere Procyanidin C1 wies aber schon bei einer Konzentra-

tion von 12,3 µM eine 50%ige Hemmwirkung auf. Der mit Abstand stärkste Inhibitor 

von CYP1A ist das Quercetin (IC50=0,026 µM). Die Inhibitorwirkung wird durch die 

glycosidische Bindung, abhängig vom Zucker, verringert. Quercetin erwies sich auch 

als der stärkste Induktor der QR. Andere in dieser Studie untersuchte phenolische Be-

standteile des Apfels zeigten mit Ausnahme von Phloretin keine QR-Induktion. 
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3.5.1.1 Apfelsaftextrakt AE04  

3.5.1.1.1 Fraktionen S.1 – S.9 sowie deren Subfraktionen 
 
Die Fraktionen S.1 - S.9 wurden auf ihre Fähigkeit, die Aktivität der Enzyme des 

Fremdstoffmetabolismus zu beeinflussen, untersucht. Tabelle 3.15 orientiert über die 

hierbei erhaltenen Ergebnisse.  

 
Tabelle 3.15 Einfluss der AE04 Fraktionen und deren Subfraktionen auf Enzyme des Fremdstoff-
metabolismus 

CYP1A Hemmung QR Induktion Fraktion IC50 [µg/ml] CD [µg/ml] 
AE04 11,5 200 
S.1 19,9 >50 (1,5) 
S.2 30,0 59,1 

S.2.1 34,3 34,1 
S.2.2 >50 >50 (1,0) 
S.2.3 >50 >50 (1,0) 
S.2.4 >50 >50 (1,0) 
S.2.5 14,8 >50 (1,0) 
S.2.6 46 20,5 

S.3 >50 >50 (1,2) 
S.4 22,4 >50 (1,1) 
S.5 4,4 >50 (1,2) 
S.6 5,0 >50 (1,1) 
S.6 ND 5,0 >50 (1,1) 
S.7 3,0 >50 (1,0) 
S.8 2,6 >50 (1,2) 
S.8 ND 0,3 10,4 
S.9 6,8 >50 (1,1) 
IC50 = halbmaximale Hemmkonzentration; CD = Konzentration zur Verdopplung der spezifischen Aktivi-
tät der QR. Werte in Klammern geben die die Induktion bei der entsprechenden Konzentration an. Stärke-
re Aktivitäten als der Ursprungsextrakt sind fett hervorgehoben. 
 

CYP1A wurde insbesondere von den spät eluierenden, procyanidinreichen Fraktionen 

stark gehemmt. Herausragend war die Fraktion S.8ND mit einem IC50 von 0,3 µg/ml, 

die neben polymeren Procyanidinen auch noch Quercetin enthielt. Die nur aus Procya-

nidinen bestehende Fraktion S.9 zeigte einen IC50-Wert von 6,8 µg/ml. 

Betrachtet man die Ergebnisse der QR-Induktion, so waren nur die Fraktionen S.2 und 

S.8ND mit einem jeweiligen CD-Wert von 59,1 bzw. 10,4 mg/ml in der Lage die QR in 

den in Hepa1c1c7 Maus Hepatomzellen zu induzieren. In den S.2 Subfraktionen (vgl. 

3.2.1.1.2) wurden die hierfür verantwortlichen Substanzen in Fraktion S.2.1 und S.2.6 

aufkonzentriert.  
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Die Hemmung von CYP1A ist vorwiegend auf den zunehmenden Anteil polymerer Pro-

cyanidine sowie auf den hohen Anteil von Epicatechin in S.5 zurückzuführen. Diese 

Substanzen wurden kürzlich als potente Hemmstoffe von CYP1A beschrieben (Zessner 

et al. 2008). Die herausragende Hemmwirkung der Fraktion S.8 ND ist auf den hohen 

Gehalt an Quercetin zurückzuführen. QR konnte nur durch die Fraktionen S.2 und 

S.8 ND induziert werden. In Fraktion S.8 ND ist wiederum der Quercetingehalt für die 

Wirkung verantwortlich. S.2 wurde an Kieselgel weiter fraktioniert, da zum damaligen 

Zeitpunkt kein bekannter QR-Induktor identifiziert werden konnte. Anhand von GC-MS 

Analysen wurden in Fraktion S.2.1 die höhersiedenden Inhaltsstoffe 3-Hydroxy-β-

damascon, Di-(2-ethylhexl)-phthalat, sowie in Fraktion S.2.6 geringe Konzentrationen 

des Triterpens Corosolsäure identifiziert. Die beiden erstgenannten waren potente In-

duktoren der QR (vgl. Kapitel 3.5.1.3). Hinweise auf einen bekannten QR-Induktor in 

S.2.6. wurden nicht gefunden. 

 

3.5.1.1.2 Fraktionen NP.1 – NP.5 
 

Um den Einfluss der im Extrakt enthaltenen Procyanidine im Vergleich zu den phenoli-

schen Glycosiden näher zu untersuchen wurde der Extrakt an Kieselgel aufgetrennt. Der 

Gehalt an Procyanidinen sowie deren Polymerisationsgrad nahmen im Laufe der chro-

matographischen Trennung zu (vgl. 3.2.1.2). Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 

3.16 dargestellt. 

 
Tabelle 3.16 Einfluss der NP-Fraktionen auf Enzyme des Fremdstoffmetabolismus 

CYP1A Hemmung QR Induktion Fraktion IC50 [µg/ml] CD [µg/ml] 
NP.1 6,2 41,0 
NP.2 10,9 >50 (1,4) 
NP.3 46,0 >50 (1,7) 
NP.4 10,8 42,2 
NP.5 10,7 35,3 
IC50 = halbmaximale Hemmkonzentration; CD = Konzentration zur Verdopplung der spezifischen Aktivi-
tät der QR. Werte in Klammern geben die die Induktion bei der entsprechenden Konzentration an. Stärke-
re Aktivitäten als der Ursprungsextrakt sind fett hervorgehoben 
 

Gute CYP1A-Hemmung mit einem IC50-Wert < 10 µg/ml zeigte nur die Fraktion NP.1, 

die innerhalb der Nachweisgrenzen keine bekannten CYP1A-Inhibitoren enthielt.  

In Analogie zur S.2 Fraktionierung waren eine früh (NP.1) und zwei spät eluierte Frak-

tionen (NP.4+NP.5) in der Lage, als Hinweis auf eine verbesserte Fremdstoffmetaboli-
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sierung die Aktivität der QR mehr als 2 fach zu induzieren. Die hierfür verantwortlichen 

Substanzen in NP.1 waren 3-Hydroxy-β-damascon und Di-(2-ethylhexyl)-phthalat. In 

den Fraktion NP.4 und NP.5 konnten keine bekannten QR-Induktoren identifiziert wer-

den. 

 

3.5.1.2 Apfelsaftextrakt AE06 

 

Neben AE04 wurde mit AE06 noch ein weiterer Apfelsaftextrakt fraktioniert. Die erhal-

tenen Fraktionen S.31-S.38 wurden ebenfalls auf ihre Fähigkeit, den Fremdstoff-

metabolismus zu modulieren, untersucht. Die hierbei erhaltenen Ergebnisse sind in 

Tabelle 3.17 dargestellt.  

 
Tabelle 3.17 Einfluss der AE06 Subfraktionen auf Enzyme des Fremdstoffmetabolismus 

CYP1A Hemmung QR Induktion Fraktion IC50 [µg/ml] CD [µg/ml] 
AE06 11,9 >200 (1,3) 
S.31 >50 >50 (1,2) 
S.32 >50 >50 (1,7) 
S.33 >50 >50 (1,3) 
S.34 16,8 >50 (1,1) 
S.35 6,4 >50 (1,0) 
S.36 2,4 >50 (1,2) 
S.37 5,1 >50 (1,0) 
S.38 7,8 >50 (1,0) 
IC50 = halbmaximale Hemmkonzentration; CD = Konzentration zur Verdopplung der spezifischen Aktivi-
tät der QR. Werte in Klammern geben die die Induktion bei der entsprechenden Konzentration an. Stärke-
re Aktivitäten als der Ursprungsextrakt sind fett hervorgehoben 
 
Effektive CYP1A-Hemmer wurden in den Fraktionen S.35-S.36 aufkonzentriert. Diese 

Fraktionen waren mit einem IC50 < 10 µg/ml deutlich stärkere Inhibitoren als der Ur-

sprungsextrakt. Die aktiven Substanzen hierbei wurden als das freie Aglykon Quercetin 

(in Fraktion S.36) bzw. polymere Procyanidine in den übrigen Fraktionen (S.35, S.37, 

S.38) identifiziert.  

QR wurde in Analogie zur Versuchsreihe mit AE04 nur durch die Fraktion S.32 indu-

ziert. Die hierfür verantwortliche Substanz ist ebenfalls das 3-Hydroxy-β-damascon. 

Insgesamt konnten bei der Studie mit AE06 die für den Extrakt AE04 und dessen Sub-

fraktionen erhaltenen Ergebnisse sehr gut reproduziert werden; Hinweise auf neue Sub-

stanzen ergaben sich nicht.  
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3.5.1.3 Reinsubstanzen 

 

Neben den Apfelsaftextrakten und den hieraus erhaltenen Fraktionen wurden auch die 

hieraus isolierten Reinsubstanzen biologisch geprüft.  

 
Tabelle 3.18 Einfluss verschiedener Reinsubstanzen auf Enzyme des Fremdstoffmetabolismus 

CYP1A Hemmung QR Induktion Substanz IC50 [µM] CD [µM] 
Di-(2-ethylhexyl)-phthalat n.b. 6,25 
3-Hydroxy-β-damascon n.b. 2,05 
3-Hydroxy-2-pyron 47,0 >50 
3-Hydroxyphloretin-2’-glucosid >50 (29) >50 
3-Hydroxyphloretin-2’-xyloglucosid >50 >50 
3-Hydroxyphloretin 2,1 43,5 
Corosolsäure >50 >5.9 
(R)-1,3-Oktandiol n.b. >50 
IC50 = halbmaximale Hemmkonzentration; CD = Konzentration zur Verdopplung der spezifischen Aktivi-
tät der QR. Werte in Klammern geben die die Hemmung bei der entsprechenden Konzentration an; n.b. 
nicht bestimmt.  
 

3-Hydroxyphloretin zeigte mit einem IC50 von 2,1 µM die stärkste inhibitorische Wir-

kung von CYP1A; der Hemmeffekt wurde durch eine glycosidische Bindung stark ver-

ringert. Weiterhin wurde 3-Hydroxy-2-pyron als schwacher Inhibitor identifiziert wer-

den. Die Untersuchung der Maushepatomzellen auf Induktion der Chinonreduktase 

durch die untersuchten Substanzen zeigte, dass 3-Hydroxy-β-damascon mit einem CD-

Wert von 2,05 µM ein effektiver Induktor ist. Auch Di-(2-ethylhexyl)-phthalat war in 

der Lage, die QR-Aktivität bei einer Konzentration von 6,25 µM zu verdoppeln. Es 

zeigte sich jedoch, dass das Phthalat mit einem IC50 von 9,35 µM im Vergleich zum 3-

Hydroxy-β-damascon (IC50 = 95µM) relativ toxisch ist. Weiterhin konnte nur noch das 

3-Hydroxyphloretin die QR schwach induzieren.  

 

QR-Induktoren sind nach Talalay (1989) meist ungesättigte Verbindungen, die α-

ständig zur Doppelbindung einen elektronenziehenden Substituenten wie Keto-, Ester- 

oder Nitrogruppen besitzen. Sowohl 3-Hydroxy-β-damascon als auch Di-(2-ethyl-

hexyl)-phthalat erfüllen diese Strukturvoraussetzungen. Die beobachtete hohe Toxizität 

des Phthalats war aufgrund kürzlich veröffentlichter Studien zu erwarten (Voss et al. 

2005, Kang et al. 2006).  

Durch nicht-enzymatische Bräunung entsteht aus Ascorbinsäure u.a. 3-Hydroxy-2-

pyron (Tatum et al. 1969). Diese Substanz besitzt allerdings ebenso wie die Ascorbin-
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säure selbst keinen Einfluss auf die untersuchten Enzyme (Gerhäuser et al. 2003). Die 

zusätzliche Hydroxylgruppe in Position 3 der Dihydrochalkonglycoside führte zu einer 

gesteigerten Aktivität in den Enzymassays. War Phloretin-2’-glycosid erst bei einer 

Konzentration von über 300 µM in der Lage, die Aktivität des Enzym Cyp1A um 50% 

reduzieren (Zeßner 2005), so war 3-Hydroxy-phloretin-2’-glycosid schon bei einer 

Konzentration von ca. 50 µM in der Lage das Enzym um 29% zu hemmen. Beim freien 

Aglykon 3-Hydroxyphloretin (2,1 µM) zeigte sich im Vergleich zum Phloretin (1,0 µM) 

jedoch keine weitere Erhöhung der inhibitorischen Wirkung. 

 

3.5.2 Antioxidative Eigenschaften 

 

Durch metabolische Vorgänge werden innerhalb der Zellen ständig Radikale gebildet. 

Im gesunden Körper herrscht durch körpereigene Kontrollmechanismen ein Gleichge-

wicht zwischen prooxidativen und antioxidativen Systemen. Bei Stresssituationen, wie 

chronischen Entzündungen, Infektionen oder Erkrankungen des Immunsystems, ver-

schiebt sich das Gleichgewicht. Es kommt zu einer Überproduktion von reaktiven Sau-

erstoffspezies (ROS), wie Hydroxyl-, Superoxidanionradikal und Peroxylradikalen, die 

zur Schädigung zellulärer Proteine und Lipide sowie zu DNA-Strangbrüchen führen 

können (Evans und Halliwell 2001). Durch Bildung von oxidierten DNA-Bausteinen 

und DNA-Strangbrüchen können Mutationen hervorgerufen werden. Radikalfänger und 

antioxidative Verbindungen inaktivieren ROS. Sie sind somit in der Lage, das intrazel-

luläre Redox-Gleichgewicht wieder herstellen und der Karzinogenese entgegen zu wir-

ken (Halliwell et al. 2000). 

 

Ein einfaches System zur Bestimmung der Radikalfängereigenschaften von Extrakten 

und Reinsubstanzen stellt der DPPH-Test dar. Das stabile Radikal 1,1-Diphenyl-2-

picrylhydrazyl (DPPH) besitzt aufgrund seiner Struktur und dem freien Elektron ein 

Absorptionsmaximum von 517 nm, was sich in der tiefvioletten Färbung der Substanz 

ausdrückt. Die Übertragung eines Wasserstoffs-Atoms von einem Radikalfänger auf das 

DPPH-Radikal führt zu einer Entfärbung (vgl. Abbildung 3.25). Hierbei wird die Sub-

stanzmenge bestimmt, die notwendig ist, um 50% der vorgelegten DPPH-Radikale ab-

zufangen (SC50-Wert). 
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Abbildung 3.25 Reaktionsgleichung des DPPH-Tests 
 

Ein weiterer Test zur Bestimmung der antioxidativen Kapazität ist die Hemmung der 

Superoxidanionbildung (X/XO-Test). Hierbei handelt es sich um ein enzymatisches 

System zur Generierung von Superoxidanion-Radikalen aus Hypoxanthin. Unter phy-

siologischen Bedingungen werden bei der Oxidation von Hypoxanthin und Xanthin zu 

Harnsäure auf zwei Stufen Radikale freigesetzt (vgl. Abbildung 3.26).  
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Abbildung 3.26 Bildung der Superoxidanion-Radikale durch Xanthinoxidase 
 

Die Menge der durch Xanthinoxidase gebildeten freien Superoxidanion-Radikale wird 

bei 480 nm photometrisch durch Reduktion des gelben Tetrazoliumsalzes XTT (Sodi-

um-2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilid) zum ent-

sprechenden orange gefärbten Formazan bestimmt (Abbildung 3.27). 

 

 
Abbildung 3.27 Reduktion des Tetrazoliumsalzes zu Formazan 
 

Im Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORACROO)-Test wurde die antioxidative 

Kapazität gegenüber Peroxylradikalen analysiert. Durch 2,2’-Azobis-(amidinopropan)-

dihydrochlorid (AAPH) wurden bei 37°C Peroxylradikale freigesetzt. Die Radikal-

fängereigenschaften wurden über den Schutz vor radikalvermitteltem Fluoreszenzabfall 

des Fluoresceins im Vergleich zum Standard Trolox (wasserlösliches Vit. E-Analoga) 
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berechnet. Eine ORAC Einheit entspricht hierbei dem Schutz von Fluorescein vor Ra-

dikalen durch 1 µM Trolox. 

Der Einfluss der bisher in Apfelsaft identifizierten phenolischen Hauptinhaltsstoffe auf 

die Enzyme des Fremdstoffmetabolismus ist von Zeßner (2005) untersucht worden. Die 

hierbei erzielten Ergebnisse sind in Tabelle 3.19 dargestellt.  
 

Tabelle 3.19 Antioxidative Kapazität von Apfelpolyphenole (Zeßner 2005) 
DPPH X/XO ORACROO Substanz SC50 [µM] SC50 [µM] [units] 

(-)-Epicatechin 13,7 7,0 4,3 
Procyanidin B1 10,9 14,1 n.b. 
Procyanidin B2 6,8 13,1 5,1 
Procyanidin C1 4,4 7,0 n.b. 
Kaffeesäure >50 44,0 3,0 
Chlorogensäure >50 75,1 2,4 
4-p-Cumaroylchinasäure >50 >50 2,6 
Phloretin-2’-xyloglucosid >25 >50 3,5 
Phloretin-2’-glucosid >500 >200 4,0 
Phloretin 395,2 >500 2,1 
Quercetin-3-O-glucosid 15,7 137,4 2,1 
Quercetin-3-O-galactosid 15,8 121,3 2,3 
Quercetin-3-O-rhamnosid 20,4 124,3 2,2 
Quercetin-3-O-rutinosid 16,8 65,1 3,9 
Quercetin 8,6 18,3 2,9 
SC50: halbmaximale Radikalfängeraktivität; 1 ORAC-unit entspricht dem Schutz von Fluorescein vor 
Radikalen durch 1 µM Trolox, n.b. nicht bestimmt. 
 
Die phenolischen Säuren und die Dihydrochalkone des Apfels zeigten keine Radikal-

fängereigenschaften im DPPH-Test. Die Flavan-3ole zeigten jedoch eine mit der Ket-

tenlänge korrelierende Zunahme. Es wurde daher vermutet, dass dies in der größeren 

Anzahl an freien Hydroxylgruppen begründet ist. Dies könnte auch der Grund für die 

Aktivitätsminderung der Quercetin-glycoside sein (Zeßner 2005).  

Weiterhin ist Tabelle 3.19 zu entnehmen, dass nur die Flavan-3-ole sowie Quercetin mit 

SC50-Werten unter 20 µM in der Lage sind, die durch die Xanthinoxidase gebildeten 

Superoxidanionen effizient abzufangen. Ferner wird die gute Wirkung von Quercetin 

durch eine glycosidische Bindung deutlich abgeschwächt.  

Im ORAC-Test erwiesen sich alle phenolischen Apfelinhaltsstoffe als mindestens dop-

pelt so effektive Peroxylradikalfänger wie die Referenzsubstanz Trolox. Sehr gute Ra-

dikalfängereigenschaften besaßen vor allem Phloretin-2’glucosid, Quercetin-3-O-

rutinosid und Epicatechin. Procyanidin B2 besaß mit 5,1 units den mit Abstand höchsten 

Wert.  
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3.5.2.1 Apfelsaftextrakt AE04 

3.5.2.1.1 Fraktionen S.1 – S.9 sowie deren Subfraktionen 
 

Aus vorangegangen Studien war bekannt, dass der Gesamtextrakt eine größere antioxi-

dative Kapazität besaß als die Summe der bis dorthin identifizierten Inhaltsstoffe. Daher 

wurde der Extrakt an Sephadex LH-20 aufgetrennt. Dabei ergab sich, dass später eluie-

rende Fraktionen in Bezug auf die DPPH- und Superoxidanion-Radikalfängerkapazität 

eine höhere Aktivität als früh eluierende Fraktionen aufwiesen und SC50-Werte bis zu 

4,3 bzw. 10,3 µg/ml erreichten (vgl. Tabelle 3.20). Die herausragende Superoxidanion-

Radikalfängerkapazität der Fraktion S.8 ND (SC50 = 3,8 µg/ml) ist ausschließlich auf 

den hohen Quercetingehalt zurückzuführen. Die S.5 Subfraktionen zeigten mit min. 

15% höheren IC50-Werten deutlich schlechtere Eigenschaften im DPPH-Assay. Gegen-

über den Superoxidanionradikalen waren die Fraktionen S.5.2, S.5.3, S.5.4, S.5.6b und 

S.5.9 deutlich aktiver als die Ursprungsfraktion.   

Hingegen waren die chlorogensäure- und phloretinglycosidreichen Fraktionen (S.3-S.5) 

im ORAC-Test deutlich effektivere Peroxylradikalfänger. Die Subfraktionierung von 

S.5 führte zu weitestgehend inaktiven Subfraktionen. 

 
Tabelle 3.20 Antioxidative Kapazität von AE04 und dessen Subfraktionen 

DPPH X/XO ORACROO Fraktion SC50 [µg/ml] SC50 [µg/ml] [units] at 1 µg/ml 
AE04 8,7 16,2 3,2 
S.1 11,1 21,6 2,9 
S.2 13,0 28,3 2,5 

S.2.1 >50 >50 0,9 
S.2.2 >50 >50 0,8 
S.2.3 >50 >50 1,7 
S.2.4 40,6 >50 1,8 
S.2.5 8,2 17,1 2,9 
S.2.6 13,7 27,3 3,0 

S.3 10,0 30,8 5,2 
S.4 7,5 17,7 5,6 
S.5 4,3 10,3 4,8 

S.5.1 >50 53,2 1,3 
S.5.2 6,7 4,4 4,2 
S.5.3 7,4 8,0 4,1 
S.5.4 5,0 7,1 4,4 
S.5.5 5,2 11,9 4,3 
S.5.6a 8,6 19,4 2,5 
S.5.6b 5,3 5,6 4,0 
S.5.7 5,4 11,5 3,5 
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DPPH X/XO ORACROO Fraktion SC50 [µg/ml] SC50 [µg/ml] [units] at 1 µg/ml 
S.5.8 8,2 15,5 4,1 
S.5.9 8,2 8,6 2,0 
S.5.10 10,6 29,6 1,2 

S.6 4,7 11,6 3,7 
S.6 ND 5,8 18,6 3,4 
S.7 5,1 15,0 4,0 
S.8 5,5 10,3 3,6 
S.8 ND 6 3,8 2,7 
S.9 5,6 14,8 2,3 
SC50: halbmaximale Radikalfängeraktivität; 1 ORAC-unit entspricht dem Schutz von Fluorescein vor 
Radikalen durch 1 µM Trolox, n.b. nicht bestimmt; Stärkere Aktivitäten als der Ursprungsextrakt sind fett 
hervorgehoben. 
 

Insgesamt wird deutlich, dass zur antioxidativen Kapazität des Gesamtextrakts alle Ver-

bindungsklassen im Apfelsaft beitragen auch wenn die polymeren Procyanidine einen 

besonders großen Beitrag leisten. Dies wird auch in der Korrelation zwischen dem im 

DPPH-Test erreichten IC50-Wert und dem Gehalt an allen Radikalfängern (Abbildung 

3.A) bzw. dem Gehalt an PC’s (Abbildung 3.B) deutlich. Nur durch Beachtung der PC 

wird zwar ein Trend deutlich, jedoch erst durch die Einbeziehung der Konzentrationen 

aller Radikalfänger ergibt sich eine gute lineare Regression. Eine analoge Schlussfolge-

rung kann auch aus den Ergebnissen des X/XO-Tests gezogen werden. Da die Korrela-

tion aller bekannten Superoxidanionradikalfänger mit dem erzielten IC50 etwas schlech-

ter ist (r2 = 0,857) als beim DPPH-Test (r2 = 0,884) könnte dies ein Hinweis auf bisher 

noch nicht identifizierte Substanzen sein.  

 

Die Ergebnisse sind zu einem großen Teil in Übereinstimmung mit früheren Untersu-

chungen von Zeßner (2005) und Es-Safi et al. (2006), bei denen gezeigt wurde, dass für 

die antioxidative Kapazität im DPPH- und X/XO-Test vorwiegend höher polymere Pro-

cyanidine verantwortlich sind, die in späten Fraktionen eluiert wurden. Die niedermole-

kularen Flavonoide waren hingegen weitestgehend inaktiv. Weiterhin sind die monome-

ren und oligomeren Flavan-3-ole als Ursache der guten Superoxidanion-Radikalfänger-

wirkung der Fraktionen S.5.2-S.5.4 identifiziert worden.  
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Abbildung 3.28 Korrelation zwischen dem Gehalt an allen Radikalfänger (A) bzw. dem Gehalt an 
oligomeren Procyanidinen (OPC, B) und dem erzielten IC50 im DPPH-Test, sowie zwischen dem 
Gehalt an Superoxidanionenfänger (C) bzw. dem Gehalt an oligomeren Procyanidinen (OPC, D) 
und dem erzielten IC50 in den Fraktionen S.1 – S.9. 
 
Bei der Subfraktionierung von S.5 wurden mit Ausnahme der Superoxidanion-

radikalfängerkapazität im Vergleich zur Ursprungsfraktion durchweg schlechtere Werte 

erreicht (vgl. Tabelle 3.20). Fraktion S.5.1 besaß keine Radikalfängereigenschaft. Eine 

mögliche Erklärung könnte ein „Schmiereffekt“ von aktiven polaren Substanzen am 

unpolaren Säulenmaterial oder einen Verlust der Aktivität durch Oxidation während der 

Chromatographie sein.  

 

3.5.2.1.2 Fraktionen NP.1 – NP.5 
 

Der Extrakt AE04 wurde an Kieselgel in 5 Fraktionen mit ansteigendem DPm unterteilt, 

um den Einfluss der Procyanidine auf die Testsysteme bestimmen zu können. Aller-
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dings unterschieden sich die Fraktionen etwas vom Gesamtextrakt, da die hochpolyme-

ren Procyanidine vom Kieselgel irreversibel gebunden wurden. Es zeigte sich, dass die 

Fraktionen sowohl schlechtere Radikalfänger im DPPH-Test als auch schlechtere Su-

peroxidanion-Radikalfänger waren. Dennoch war zu beobachten, dass die Fähigkeit 

Radikale abzufangen, im Laufe der chromatographischen Trennung stieg und somit der 

SC50-Wert von 20,9µg/ml auf 9,1µg/ml fiel. Peroxylradikale wurden analog zu früheren 

Fraktionierungen vorwiegend durch die Fraktionen (NP.2, NP.3) mit hohem Anteil an 

niedermolekularen Flavonoiden abgefangen. NP.2 erwies sich hierbei mit 3,8 units als 

aktivste Fraktion. 

 
Tabelle 3.21 Antioxidative Kapazität der Fraktionen NP.1 - NP.5 

DPPH X/XO ORACROO Fraktion SC50 [µg/ml] SC50 [µg/ml] [units] at 1 µg/ml 
AE04 8,7 16,2 3,2 
NP.1 20,9 30,4 3 
NP.2 15,1 23,2 3,8 
NP.3 24,3 43,7 3,7 
NP.4 13,6 24,3 2,2 
NP.5 9,1 24,2 1,5 
SC50: halbmaximale Radikalfängeraktivität; 1 ORAC-unit entspricht dem Schutz von Fluorescein vor 
Radikalen durch 1 µM Trolox, n.b. nicht bestimmt; stärkere Aktivitäten als der Ursprungsextrakt sind fett 
hervorgehoben. 
 

Sehr gute Radikalfänger im DPPH-Test waren vor allem die Flavan-3-ole, deren SC50-

Wert invers mit dem DPm korrelierte (Pan 2006). Dies spiegelt sich auch in den unter-

suchten NP-Fraktionen wieder. So besitzt die Fraktion NP.5, welche ausschließlich aus 

polymeren Procyanidinen (DPm = 7,9) besteht, mit 9,1 µg/ml (≈ 4µM) die größte Akti-

vität. Die hohen Verluste an polymeren Procyanidine im Verlauf der Trennung könnte 

auch eine Erklärung dafür sein, dass keine der Fraktionen in Bezug auf DPPH- und Su-

peroxidanion-Radikalfängerkapazität die Aktivität von AE04 (8,7 bzw. 16,2 µg/ml) 

erreichte.  

Im ORAC-Test wiesen die früh eluierenden Fraktionen mit niedermolekularen Po-

lyphenolen und oligomeren Procyanidinen die besten Peroxylradikalfängereigenschaf-

ten auf. Dieses Ergebnis ist in guter Übereinstimmung mit den Erkenntnissen von Pan 

(2006) und Zeßner (2005), die jeweils bei der Überprüfung der antioxidativen Kapazität 

von Reinstoffen eine sehr gute antioxidative Aktivitäten der phenolischen Säuren Kaf-

feesäure (3,0 units), p-Cumarsäure (3,0 units) und Chlorogensäure (2,4 units) sowie der 

Dihydrochalkone Phloretin-2’-xyloglucosid (3,5 units) und Phloretin-2’-glucosid 
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(4,0 units) gefunden haben. Diese Substanzen waren neben den Quercetinglycosiden in 

hohen Konzentrationen in den Fraktionen NP.2 und NP.3 enthalten.  

 

3.5.2.2 Apfelsaftextrakt AE06  

 

Zur Identifizierung weiterer aktiver aber bisher unbekannter Verbindungen wurde der 

Extrakt AE06 analog zu AE04 an Sephadex LH-20 aufgetrennt. Insgesamt konnten bei 

der Bestimmung der antioxidativen Kapazität die für den Extrakt AE04 getroffenen 

Hauptaussagen sehr gut reproduziert werden. Zusammenfassend ist festzustellen, dass 

für die Radikalfängereigenschaften im DPPH- und X/XO-Test sowohl niedermolekulare 

Verbindungen, als auch die Procyanidine verantwortlich sind. Chlorogensäure sowie 

Phloretin- und Quercetinglycoside (aus S.33 und S.34) wirkten am stärksten antioxida-

tiv gegen Peroxylradikale im ORAC-Test, während die Procyandine weniger aktiv wa-

ren (vgl. Tabelle 3.22). Hinweise auf neue biologisch aktive Substanzen wurden nicht 

gefunden. 

 
Tabelle 3.22 Antioxidative Kapazität der Fraktionen S.31 - S.38 des AE06 

DPPH X/XO ORACROO Fraktion SC50 [µg/ml] SC50 [µg/ml] [units] at 1 µg/ml 
AE06 8,0 14,6 n.b. 
S.31 >50 >50 0,3 
S.32 >50 >50 1,0 
S.33 12,2 34,2 3,7 
S.34 5,9 11,0 3,9 
S.35 4,8 12,6 2,8 
S.36 5,0 9,4 2,5 
S.37 5,8 7,6 1,9 
S.38 5,7 7,3 1,2 
SC50: halbmaximale Radikalfängeraktivität; 1 ORAC-unit entspricht dem Schutz von Fluorescein vor 
Radikalen durch 1 µM Trolox; stärkere Aktivitäten als der Ursprungsextrakt sind fett hervorgehoben. 
 

3.5.2.3 Reinsubstanzen 

 

Neben den erhaltenen Fraktionen wurden auch die isolierten und synthetisierten Rein-

substanzen auf ihre antioxidative Kapazität geprüft (vgl. Tabelle 3.23). Im Einzelnen 

waren es die 3-Hydroxyphloretin(-glycoside) und das 3-Hydroxy-2-pyron. Das 3-

Hydroxyphloretin war mit einem IC50-Wert von 13,3 bzw. 20,1 µM DPPH- bzw. Su-
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peroxidanionradikale abzufangen. Eine glycosidische Bindung führten unabhängig vom 

Zuckerrest zu einem deutlichen Verlust der Aktivität. Weiterhin halbierten sich die 

ORAC-Einheiten von 4,0 auf 1,8. Ein ähnliches Bild zeigte sich beim Xyloglucosid. 

Hier war noch mal ein ein leichter Abfall der SC50-Werte im DPPH-Assay auf 15,2 µM 

messbar.  

3-Hydroxy-2-pyron zeigte in allen untersuchten Testsystemen kaum Aktivität. 
 

Tabelle 3.23 Antioxidative Kapazität von isolierten Reinsubstanzen 
DPPH X/XO ORACROO Substanz SC50 [µM] SC50 [µM] [units] 

3-Hydroxy-2-pyron 39,1 >50 0,9 
3-Hydroxyphloretin 13,3 20,1 4,0 
3-Hydroxyphloretin-2’-glucosid 14,7 >50 (45) 1,8 
3-Hydroxyphloretin-2’-xyloglucosid 15,2 >50 (40) 2,4 
SC50: halbmaximale Radikalfängeraktivität; 1 ORAC-unit entspricht dem Schutz von Fluorescein vor 
Radikalen durch 1 µM Trolox, n.b. nicht bestimmt. 
 

Vergleicht man Ascorbinsäure mit dem 3-Hydroxy-2-pyron, das aus dieser bei der 

nicht-enzymatischen Bräunung entsteht, so stellt man durchgehend einen Verlust der 

Radikalfängereigenschaften fest. Die halbmaximale Radikalfängeraktivität im DPPH-

Test nahm von 8,5 auf 39,1 µM ab. Die antioxidative Wirkung gegenüber Peroxyl-

radikale verringerte sich ebenfalls von 2,0 units auf 0,9 units (Gerhäuser et al. 2003). Im 

Gegensatz dazu konnte bei den 3-Hydroxyphloretinglycosiden eine Zunahme der antio-

xidativen Aktivität ermittelt werden. So waren die Phloretinglycoside, wie auch das 

freie Aglykon im DPPH- und X/XO-Test in den untersuchten Konzentrationen inaktiv. 

Dahingegen führte die zusätzliche Hydroxylgruppe zu einer halbmaximalen Radikal-

fängeraktivität von 13,3 bzw. 20,1 µM beim 3-Hydroxyphloretin. Eine Verknüpfung 

mit Glucose in Position 2’ führte zu einer deutlichen Abnahme der Radikalfängeraktivi-

tät, wie sie häufig für Flavonoide beschrieben wird (Ratty et al. 1988, Leu et al. 2006). 

Das Verhalten gegenüber Peroxylradikale verlief uneinheitlich. Bei den Glucosiden 

erfolgte eine Halbierung der ORAC-Einheiten von 4,0 auf 1,8 bzw. von 3,5 auf 2,4 bei 

den Xyloglucosiden, beim freien Aglykon hingegen erhöhte sich der Wert von 2,1 auf 

4,0 units. Die erzielten Werte sind in guter Übereinstimmung mit den Ergebnissen von 

Leu et al. (2006), die den SC50 mit 9,2 bzw. 7,7 µM im DPPH-Test und mit 25,0 bzw. 

19,6 µM im X/XO-Test für das Phloretin-2’-glucosid bzw. das freie Aglykon bestimm-

ten. Die Autoren vermuteten, dass die Katecholgruppe am B-Ring Grund für die größe-

re antioxidative Wirkung ist, da hierdurch das Elektron des entstehenden Radikals bes-

ser delokalisiert werden kann. 
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3.5.3 Antiinflammatorische und antihormonelle Wirkungen 

 

Etwa 10% aller Krebserkrankungen sollen auf chronisch-entzündliche Prozesse zurück-

zuführen sein. Die Entzündungsreaktionen in verletzten Geweben werden von 

Prostaglandinen – körpereigenen, hormonähnlichen Entzündungsmediatoren – gesteu-

ert. Die Cyclooxygenase (COX) spielt bei Entzündungen durch Synthese der 

Prostaglandine aus der Arachidonsäure, die aus der Lipidschicht der Zellmembran frei-

gesetzt wird, eine wesentliche Rolle. Neben der in konstanter Menge vorliegende COX-

1 ist auch die induzierbare, in inflammatorischen und in Tumorgeweben verstärkt vor-

liegende Form COX-2 bekannt (DuBois et al. 1994, Tucker et al. 1999).  

Prostaglandine modulieren Second-Messenger-Systeme und üben verschiedene Wir-

kungen im Körper aus, die zwischen den einzelnen Prostaglandinen variiert. Durch Sti-

mulation des Zellwachstums und der Bildung neuer Blutgefäße erfüllen die Prostaglan-

dine in der Wundheilung eine wichtige Funktion. Im Tumorgewebe werden sie als Pro-

motoren betrachtet, da sie eine immunsuppressive und wachstumsfördernde Wirkung 

ausüben.  

Ähnlich wie die Prostaglandine werden auch Hormone wie das 17β-Estradiol unter be-

stimmten Bedingungen als endogene Tumorpromotoren angesehen. Durch Bindung an 

den Estrogenrezeptor können diese Substanzen das Wachstum hormonabhängiger Tu-

morarten durch Weiterleitung von Wachstumssignalen an den Zellkern beeinflussen 

(Weiss und Ortmann 2002). 

Die Aromatase (CYP19) ist ein Enzym der Cytochrom-P450-Familie, das die Aromati-

sierung von Testosteron zu Estradiol katalysiert und in Brustkrebszellen im Vergleich 

zu normalen Brustzellen in höherem Maße exprimiert wird. Durch Hemmung dieses 

Enzyms kann die Konzentration von Estrogenen im Gewebe herabgesetzt werden, was 

einen positiven Einfluss auf die Entwicklung von hormonabhängigem Brustkrebs haben 

kann (Kijima et al. 2006).  

Die Aktivitätsbestimmung von COX-1 basiert auf der Messung der Sauerstoffmenge, 

die während der Umwandlung von Arachidonsäure in Prostaglandin G2 verbraucht wird 

(vgl. Abbildung 3.29). 
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Abbildung 3.29 COX-1 katalysierte Bildung von Prostaglandin G2 aus Arachidonsäure 
 

Die Identifizierung potenter Aromatasehemmer erfolgte mit humaner rekombinanter 

Aromatase (CYP19) und dem Substrat O-Benzylfluoresceinbenzylester. Das Substrat 

wird durch die Aromatase zu Fluoresceinmonobenzylester dealkyliert, der nach alkali-

scher Hydrolyse fluorimetrisch bestimmt werden kann.  

In Tabelle 3.24 sind die von Zeßner (2005) erzielten Ergebnisse der bisher identifizier-

ten phenolischen Apfelinhaltsstoffe dargestellt. 

 
Tabelle 3.24 Antiinflammatorische (COX-1-Hemmung) und antihormonelle Wirkungen (Aromata-
se-Hemmung) der phenolischen Apfelinhaltsstoffe nach (Zeßner 2005) 

COX-1 Aromatase Substanz Hemmung [%] bei 100µM IC50 [µM] 
Catechin 80 >50 
(-)-Epicatechin 88 >500 
Procyanidin B1 17 >50 
Procyanidin B2 31 >50 
Procyanidin C1 51 >25 
Procyanidin Tetramer 42 5,2 
Kaffeesäure 10 >500 
Chlorogensäure 14 >500 
p-Cumarsäure 2 >12,5 
4-p-Cumaroylchinasäure 7 >50 
Phloretin-2’-xyloglucosid 32 >50 
Phloretin-2’-glucosid 32 137 
Phloretin 88 20,7 
Quercetin-3-O-glucosid 11 1,5 
Quercetin-3-O-galactosid 11 >50 
Quercetin-3-O-rhamnosid 6 >50 
Quercetin-3-O-rutinosid 13 >50 
Quercetin 47 2,8 
IC50 = halbmaximale Hemmkonzentration; Besondere Aktivitäten sind fett hervorgehoben 
 
Die Hauptinhaltsstoffe, die phenolischen Säuren, zeigten kaum eine Hemmung der 

COX-1. Phloretin war in der Lage, die Aktivität der COX-1 bei einer Konzentration von 

100 µM um 88% zu reduzieren. Die Konjugation mit Zuckern reduzierte diese deutliche 

Hemmwirkung auf weniger als die Hälfte. Die Flavan-3-ole zeigten ein bisher ungeklär-

tes Phänomen. So waren die Monomere im Gegensatz zu den dimeren Procyanidinen 
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sehr effektive COX-1-Hemmer. Bei den oligomeren Procyanidinen nahm die Hemm-

wirkung von den Dimeren zu den Tetrameren wieder zu.  

Die Aromatase ließ sich nur durch die freien Aglykone Phloretin und Quercetin in rela-

tiv niedrigen Konzentrationen hemmen. Der molekularbiologische Mechanismus der 

deutlich stärkeren Aromatase-Hemmung des Quercetin-3-O-glucosids im Vergleich zu 

den übrigen Quercetinglycosiden bzw. dem Quercetin selbst ist bisher unbekannt (Pan 

2006). 

 

3.5.3.1 Apfelsaftextrakt AE04 

3.5.3.1.1 Fraktionen S.1 – S.9 und dessen Subfraktionen 
 

Im Bezug auf die anti-Tumor-promovierende Mechanismen zeigte sich eine gute Hem-

mung der COX-1-Aktivität durch S.5. Diese Fraktion erreichte mit einer 68%igen 

Hemmwirkung (bei 100 µM) eine mehr als 10fach höhere Hemmung der COX-1 als der 

Ursprungsextrakt (vgl. Tabelle 3.25).  

Herausragende Inhibitoren der Aromatase waren die Fraktionen S.1 (IC50 = 4,2 µg/ml), 

S.5 (IC50 =3,6 µg/ml) sowie die spät eluierenden Fraktionen ab S.6 ((IC50 ≤ 2,0 µg/ml) 

 
Tabelle 3.25 Antiinflammatorische (COX-1-Hemmung) und antihormonelle Wirkungen (Aromata-
se-Hemmung) der AE04 Fraktionen S.1 - S.9 

COX-1 Aromatase 
Substanz Hemmung [%] bei 

100 µg/ml 
IC50 [µg/ml] 

AE04 5 5,4 
S.1 15 4,2 
S.2 6 12,1 

S.2.1 3 >50 
S.2.2 11 >50 
S.2.3 8 >50 
S.2.4 10 >50 
S.2.5 27 4,5 
S.2.6 17 >50 

S.3 20 23,4 
S.4 14 11,6 
S.5 68 3,6 

S.5.2 16 34,7 
S.5.3 57 36,8 
S.5.4 67 >50 
S.5.5 84 >50 
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COX-1 Aromatase 
Substanz Hemmung [%] bei 

100 µg/ml 
IC50 [µg/ml] 

S.5.6a 16 6,7 
S.5.6b 26 7,7 
S.5.7 27 3,9 
S.5.8 40 1,2 
S.5.9 28 2,2 
S.5.10 72 3,0 

S.6 30 1,1 
S.6 ND 25 1,7 
S.7 38 2,0 
S.8 28 1,7 
S.8 ND 45 1,5 
S.9 38 1,4 
IC50 = halbmaximale Hemmkonzentration; Besondere Aktivitäten sind fett hervorgehoben 
 

Die inhibitorische Wirkung von S.5 auf COX-1 war auf den hohen Gehalt von 

65,1 mg/g Epicatechin zurückzuführen, welches nach Subfraktionierung an C18-

Material wieder in den Fraktionen S.5.3 - S.5.5 zu finden war. Die gute Hemmwirkung 

der Subfraktion S.5.10 ließ sich mit keiner bekannten Substanz in Zusammenhang brin-

gen. 

Die Aromatase-Hemmung erfolgte im Gegensatz dazu vorwiegend durch procyanidin- 

und quercetinglycosidreichen Fraktionen S.1 und S.6 - S.9. Auch das freie Aglykon 

Quercetin scheint einen gewissen Beitrag zu leisten. Generell sind die Ergebnisse in 

guter Übereinstimmung mit den Werten, die von Zeßner (2005) bei einer vergleichbaren 

Auftrennung des Apfelsaftextraktes AE03B erzielt wurden. 

 

3.5.3.1.2 Fraktionen NP.1 – NP.5  

 

Um die niedermolekularen phenolischen Apfelextraktinhaltsstoffe von den hochmole-

kularen abzutrennen, ist AE04 an Kieselgel aufgetrennt worden. In der Elutionsreihen-

folge stieg der DPm der enthaltenen Procyanidine an und der Anteil an niedermolekula-

ren Phenolen nahm ab. Die Fraktionen NP.4 und NP.5 enthielten ausschließlich poly-

mere Procyanidine mit einem DPm von 4,7 bzw. 7,9. Dies spiegelte sich auch in den 

Ergebnissen der Aromatase-Hemmung wieder. Hier erwiesen sich die Fraktionen NP.4 

und NP.5 mit jeweils einem IC50 von 7,6 bzw. 2,5 µg/ml als sehr gute Inhibitoren. Die 

Ergebnisse bestätigen die Vermutung von Zeßner (2005), dass die Aromatase neben 
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Quercetin und Quercetin-3-O-glucosid vorwiegend von oligomeren Procyanidinen ge-

hemmt wird.  

Die COX-1-Hemmung zeigte ein nicht so eindeutiges Bild. Eine gute Hemmwirkung 

wurde durch die Fraktion NP.1 erzielt. Die hierfür verantwortliche Substanz konnte 

bisher aber noch nicht identifiziert werden. Die Fraktion mit trimeren Procyanidinen 

(NP.3) war aktiver als die mit hochmolekularen (NP.5). Dies spricht gegen eine unspe-

zifische „gerbende“ Wirkung als Mechanismus der Hemmung. 

 
Tabelle 3.26 Antiinflammatorische (COX-1-Hemmung) und antihormonelle Wirkungen (Aromata-
se-Hemmung) der Fraktionen NP.1 - NP.5 

COX-1 Aromatase 
Substanz Hemmung [%] bei 

100 µg/ml 
IC50 [µg/ml] 

AE04 5 5,4 
NP.1 41 >50 
NP.2 12 >50 
NP.3 30 >50 
NP.4 33 7,6 
NP.5 11 2,5 
IC50 = halbmaximale Hemmkonzentration; Besondere Aktivitäten sind fett hervorgehoben 
 

3.5.3.2 Apfelsaftextrakt AE06 

 
Die durch Fraktionierung von AE06 an Sephadex LH20 erhaltenen Fraktionen S.31 – 

S.38 wurden auf ihre anti-Tumor-promovierende Eigenschaften untersucht. Hierbei er-

wies sich die Fraktion S.34 als ein sehr effektiver COX-1 Inhibitor (77,6% bei 

100 µg/ml). 

 
Tabelle 3.27 Antiinflammatorische (COX-1-Hemmung) und antihormonelle Wirkungen (Aromata-
se-Hemmung) der Fraktionen S.31 - S.38 

COX-1 Aromatase 
Substanz Hemmung [%] bei 

100 µg/ml 
IC50 [µg/ml] 

AE06 43,3 5,0 
S.31 3,1 >50 
S.32 2,6 >50 
S.33 24,2 25,8 
S.34 77,6 4,8 
S.35 25,3 1,8 
S.36 33,1 2,3 
S.37 30,5 1,5 
S.38 38,1 1,7 
IC50 = halbmaximale Hemmkonzentration; Besondere Aktivitäten sind fett hervorgehoben 
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Die Aromatase wurde zunehmend von den Fraktionen S.34-S.38 gehemmt. All diese 

Fraktionen waren in der Lage, die Aktivität deutlich stärker als der Ursprungsextrakt zu 

hemmen.  

Die Ergebnisse, die durch die AE04-Fraktionen erzielt wurden, sind dabei sehr gut re-

produziert worden. Fraktion S.34 mit einem Gehalt von 105 mg/g Epicatechin hemmte 

die COX-1 zu 77,6% (bei 100 µg/ml).  

Die procyanidinreichen Fraktionen erzielten in Übereinstimmung mit Pan (2006) und 

Zeßner (2005) die für oligomere Procyanidine typische Hemmung von ca. 30 – 40%. 

Auch die Hemmung der Aromatase erfolgte, analog zu S.1 – S.9, vorwiegend durch die 

procyanidinreichen Fraktionen S.34 – S.38. In S.33 (IC50 = 25,8 µg/ml) wurde die 

schwächer ausgeprägte Hemmung neben den Procyanidinen auch durch die 3-Hydroxy-

phloretinglycoside verursacht.   
 

3.5.3.3 Reinsubstanzen  

 

Die isolierten und synthetisierten Reinstoffe lieferten die in Tabelle 3.28 beschriebenen 

Ergebnisse. Das 3-Hydroxy-2-pyron war, wie auch die von Gerhäuser (2003) getestete 

Ascorbinsäure, nicht in der Lage, COX-1 oder Aromatase zu hemmen. Dahingegen er-

wiesen sich die 3-Hydroxyphloretinglycoside als schwache Inhibitoren sowohl von 

COX-1 als auch von Aromatase. 3-Hydroxyphloretin war mit einem IC50-Wert von 

13,4 µM ein dem Phloretin vergleichbarer COX-1-Hemmer. Eine glycosidische Bin-

dung in Position 2’ führte jedoch zu einem Verschwinden der Inhibitorwirkung. Im Ge-

gensatz zu Phloretin und Phloretin-2’-glucosid hatten die beiden in Position 3 hydroxy-

lierten Verbindungen 3-Hydroxyphloretin-2’-glucosid und 3-Hydroxyphloretin eine 

nahezu gleiche Hemmwirkung auf die Aromatase. Mit einen IC50-Wert von 0,94 µM 

erwies sich das 3-Hydroxyphloretin-2’-xyloglucosid als herausragend. 

 

Auch Le Bail et al. (2001) fanden bei den untersuchten Dihydrochalkonen eine Zunah-

me der Aromatase-Hemmung durch Einführung einer zusätzlichen Hydroxylgruppe in 

Position 3. Durch kinetische Studien wies die Arbeitsgruppe um Wang (2005) eine ge-

mischt-kompetitive Hemmung der Aromatase nach. Eine Abhängigkeit der Aromatase-

hemmung vom glycosidisch gebunden Zucker ist in der Literatur bisher nur für die C-

glycoside des Flavons Luteolins beschrieben (Zhao et al. 2008).    
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Tabelle 3.28 Antiinflammatorische (COX-1-Hemmung) und antihormonelle Wirkungen (Aromata-
se-Hemmung) der isolierten und synthetisierten Reinstoffe 

COX-1 Aromatase Substanz IC50 [µM] IC50 [µM] 
3-Hydroxy-2-Pyron >100 >50 
3-Hydroxyphloretin-2’-glucosid >50 12,5 
3-Hydroxyphloretin-2’-xyloglucosid n.b. 0,94 
3-Hydroxyphloretin 13,4 12,6 
IC50 = halbmaximale Hemmkonzentration; n.b. = nicht bestimmt 
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4 Material und Methoden 

4.1 Material 

4.1.1 Chemikalien 

 
Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, in p.a.-Qualität von den Fir-

men Sigma (Steinheim), Aldrich (Steinheim), Roth (Karlsruhe), Fluka (Deisenhofen), 

Merck (Darmstadt), Extrasynthèse (Lyon, Frankreich), BD Bioscience (Heidelberg), 

Gruessing (Filsum), Serva (Heidelberg) und Apin Chemicals Ltd. (Abingdon, UK) be-

zogen. 4-p-Cumaroylchinasäure, Quercetin-3-O-xylosid, Quercetin-3-O-arabinosid so-

wie Procyanidin B3 und B4 wurden von Prof. Dr. Hans Becker (Saarbrücken), Procyani-

din B1 und Procyanidin B2 von Prof. Dr. Peter Winterhalter (Braunschweig) freundli-

cherweise zur Verfügung gestellt. 3-Kaffeoylchinasäure wurde von Kathrin Kahle 

(Würzburg) zur Verfügung gestellt. Lösungsmittel wurden vor der Verwendung über 

Füllkörperkolonnen rektifiziert. Reinstwasser wurde aus der hauseigenen Millipore™-

Aufbereitungsanlage gewonnen (Millipore Corp., Bedford, MA, USA). Für HPLC-

DAD und HPLC-MS(MS) wurden „gradient grade“-Lösungsmittel von Acros Organics 

(Geel, Belgien) und Merck (LiChrosolv®) verwendet. Reinstgase lieferten die Firmen 

Linde (Berlin) und Messer Griesheim (Frankfurt). 

 

4.1.2 Verbrauchsmaterial 

 
Alle Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen Roth (Karlsruhe), Fisher-Scientific 

(Ulm) und Hartenstein (Würzburg) erworben.  

 

4.1.3 Säulenchromatographie 

4.1.3.1 Normalphasen-Säulenchromatographie (NP-SC) 

 
Trennsäule:   35 x 5.5 cm I.D. 

Füllmaterial:   Kieselgel 60 (0,063 - 0,2 mm, Merck, Darmstadt) 

 

 



Material und Methoden 
 

122 

4.1.3.2 Umkehrphasen-Säulenchromatographie (RP-SC) 

 
Trennsäule:   35 x 1 cm I.D. 

Füllmaterial:   LiChroprep RP-18 (40-63 µm, Merck, Darmstadt) 

 

4.1.4 Dünnschichtchromatographie 

 
Stationäre Phasen:  DC-Fertigplatten Kieselgel 60, F254, Schichtdicke 

0.25 mm 

Fließmittel: Essigsäureethylester/Ameisensäure/Essigsäure/Wasser 

100/11/11/27 

Sprühreagenz: Naturstoffreagenz A (1%ig in Methanol)  

Polyethylenglycol 400 (5%ig in Ethanol) 

Auswertung  366 nm 

 

4.2 Geräte 

4.2.1 Größenausschlusschromatographie 

 
Pumpe:  Knauer HPLC Pump 64 (Knauer, Berlin) 

Injektionsventil: Niederdruck Injektionsventil mit 50ml Schleife 

Trennsäule:  Kronlab Eco, „Solventresist“ (2,5 x 200 cm) (Kronlab, Sinsheim) 

Füllmaterial:  Sephadex LH-20 (25-100 µm, Sigma-Aldrich, Steinheim) 

Fließmittel:  100% Methanol 

Fraktionensammler: RediFrac (Amersham Pharmacia Biotech, Wien) 

 

4.2.2 Hochleistungsflüssigchromatographie-Diodenarray-Detektion 

(HPLC-DAD) 

 
HPLC-System 1 

Gerät: Photodiodenarray Hewlett Packard 1100 Series (Waldbronn) 

Pumpe: Hewlett Packard Hochdruckpumpe für binäre Hochdruck-

gradienten, 1100 Series (Waldbronn) 
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Autosampler: Wisp 712b (Waters, Eschborn), mit automatischer Injektion 

Trennsäule: Hypersil™Gold C18 (3 µm Partikelgröße, 100 x 4,6 mm I.D.) 

(Thermo, Runcorn, UK) 

Fließmittel: A   0,1% Ameisensäure in Reinstwasser 

 B   Acetonitril 

Fluß: 1 mL/min 

Gradient: Linear, 1-40% B in 40 min 

Detektor: Hewlett Packard Photodiodenarray, DAD, 1100 Series (Wald-

bronn) 

Spektralbereich: 200 - 600 nm 

 

HPLC-System 2 

Gerät: Photodiodenarray Hewlett Packard 1100 Series (Waldbronn) 

Pumpe: Hewlett Packard Hochdruckpumpe für binäre Hochdruck-

gradienten, 1100 Series (Waldbronn) 

Autosampler: Wisp 712b (Waters, Eschborn), mit automatischer Injektion 

Trennsäule: Synergy Hydro RP (4 µm Partikelgröße, 250 x 4,6 mm I.D.), 

(Phenomenex, Aschaffenburg) 

Fließmittel: A   0,1% Ameisensäure in Reinstwasser 

 B   Acetonitril 

Fluß: 1 mL/min 

Gradient: Linear, 1-40% B in 40 min 

Detektor: Hewlett Packard Photodiodenarray, DAD, 1100 Series (Wald-

bronn) 

Spektralbereich: 200 - 600 nm 

 

HPLC-System 3 

Gerät: Photodiodenarray Hewlett Packard 1100 Serie (Waldbronn) 

Pumpe: Hewlett Packard Hochdruckpumpe für binäre Hochdruck-

gradienten, 1100 Series (Waldbronn) 

Autosampler: Wisp 712b (Waters, Eschborn), mit automatischer Injektion 

Trennsäule: Symmetry™C18 (5 µm Partikelgröße, 150 x 3,9 mm I.D.) (Wa-

ters, Milford, USA) 

Fließmittel: A   0,1% Ameisensäure in Reinstwasser 
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 B   Acetonitril 

Fluß: 1 mL/min 

Gradient: Linear, 1-40% B in 40 min 

Detektor: Hewlett Packard Photodiodenarray, DAD, 1100 Series (Wald-

bronn) 

Spektralbereich: 200 - 600 nm 

 

Die Datenaufnahme und -auswertung erfolgte jeweils mit Hewlett Packard ChemStati-

on© Software. 

 

4.2.3 Hochleistungsflüssigchromatographie-

Tandemmassenspektrometrie (HPLC-MS/MS) 

 
HPLC-System 4 

Gerät: Hochdruckgradientenanlage (Applied Biosystems, Bensheim) 

Pumpe: Applied Biosystems 140b Spritzenpumpe für binäre Hochdruck-

gradienten (Bensheim) 

Autosampler: Spark Holland Triathlon mit automatischer Injektion (Emmen, 

Niederlande) 

Trennsäule: Hypersil™Gold C18 (3 µm Partikelgröße, 100 x 2,0 mm I.D.) 

(Thermo, Runcorn, UK) 

Fließmittel: A   0,1% Ameisensäure in Wasser 

 B   Acetonitril 

Fluß: 0,2 mL/min 

Gradient: Linear, 5-99% B in 40 min 

 

HPLC-System 5 

Gerät: Photodiodenarray Hewlett Packard 1100 Series (Waldbronn) 

Pumpe: Hewlett Packard Hochdruckpumpe für binäre Hochdruck-

gradienten, 1100 Series (Waldbronn) 

Autosampler: Wisp 712b (Waters, Eschborn), mit automatischer Injektion 

Trennsäule: Synergy Hydro RP (4 µm Partikelgröße, 250 x 4,6 mm I.D.), 

(Phenomenex, Aschaffenburg) 

Fließmittel: A   0,1% Ameisensäure in Reinstwasser 
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 B   Acetonitril 

Fluß: 1 mL/min; Split 1:4 

Gradient: Linear, 1-40% B in 40 min 

 

Massenspektrometer 

Gerät: Finnigan TSQ 7000 Triple-Stage-Quadrupol-Tandem-

massenspektrometer (Finnigan MAT, Bremen) mit Finnigan 

Electrospray Ionisations-Interface (ESI) 

ESI-Kapillare: desaktivierte Fused Silica Kapillare (50 µm I.D.) (J&W, Folsom) 

Ionenquelle: Atmosphärendruck, Raumtemperatur 

Eingangskapillare: 250°C 

Kapillarspannung: 3,2 kV 

Sheathgas: Stickstoff 5.0 (70 psi) 

Hilfsgas: Stickstoff 5.0 (10 Skalenteile) 

Messbereich: m/z 150 - 1500 (Full Scan Modus) 

Kollisionsgas:  Argon 5.0, Kollisionsgasdruck 0,27 Pa (2,0 mTorr) 

Kollisionsenergie: 20 bis 50 eV 

Multiplierspannung: 1450 V für ESI-MS, 1750 V für ESI-MS/MS 

 

Die Datenaufnahme und Auswertung erfolgte mit Xcalibur™ Software Version 1.2 

(Thermo Electron, Dreieich). 

 

4.2.4 Präparative Hochleistungsflüssigchromatographie  

 

HPLC-System 6 

Gerät: Knauer Niederdruckgradientensystem (Berlin) 

Pumpe: Knauer Well Chrom K1001 (Berlin) 

Injektor: Rheodyne Six-Port Injektionsventil mit 1 mL Probenschleife 

Injektionsvolumen: 0,5 mL 

Trennsäule: Eurospher-100 C18 (5 µm Partikelgröße, 250 x 8,0 mm I.D.) 

(Knauer, Berlin) 

Fließmittel: A   0,1% Ameisensäure in Reinstwasser 

 B   Acetonitril 

Fluß: 12 mL/min 
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Gradient: Linear, 5-50% B in 40 min 

Detektor: Knauer UV-VIS-Detektor (Berlin), 326 nm 

 

HPLC-System 7 

Pumpen:   Knauer HPLC PUMP 64  

Injektor:  Rheodyne six-Port Injektionsventil mit 1 ml Probenschleife 

Detektor:  Knauer UV/VIS-Spektralphotometer 

Wellenlänge:  280 nm  

Gradientenformer: Knauer HPLC Software  

Trennsäule: Eurospher-100 C18 (5 µm Partikelgröße, 250 x 16 mm I.D.) 

(Knauer, Berlin) 

Fließmittel: A   0,1% Ameisensäure in Reinstwasser 

 B   Acetonitril 

Fluß: 12 mL/min 

Gradient: Linear, 1-30% B in 25 min 

 

HPLC-System 8 

Pumpen:   Knauer HPLC PUMP 64 

Injektor:  Rheodyne six-Port Injektionsventil mit 1ml Probenschleife 

Detektor:  Knauer UV/VIS-Spektralphotometer 

Wellenlänge:  280 nm  

Gradientenformer: Knauer HPLC Software 

Säule:   Eurospher Si 100 (5 µm Partikelgröße, 250 x 25 mm I.D.) 

Eluent A:  82% Dichlormethan, 14% Methanol, 2% Wasser, 2% Essigsäure 

Eluent B:  96% Methanol, 2% Wasser, 2% Essigsäure 

Fluss:    12 ml/min 

Gradient: 
t in min Eluent A in % Eluent B in %

0 100 0 

30 83 17 

40 70 30 

45 44 56 

55 7 93 
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4.2.5 Kapillargaschromatographie (HRGC) 

 

HRGC-MS System 1 

Gerät: Agilent 6890 GC System (Agilent Technologies, Wilmington, 

USA) 

Injektor:  Split/Splitlessinjektor (Split 1:20)  

 Temperatur 220°C 

Autosampler:  Agilent 7683 Series Injector 

Trennsäule: J&W DB-Wax (30 m x 0.25 mm, df = 0.25 µm) 

Trägergas: 1.0 ml/min Helium 5.0, constant flow 

Kopplung: Transferline 250°C 

Temperaturprogramm: 50°C, 3 min isotherm, 4°C/min, 250°C, 10 min isotherm 

Massenspektrometer: Agilent 5973 Mass Selective Detector MSD (Agilent Technolo-

gies, Wilmington, USA) 

Ionenquelle  Elektronenstoßionisation (EI) mit 70 eV 

Quellendruck   1*10-5 mbar 

Kathodenstrom  1,5 mA  

Messbereich m/z 39-450 

 

Die Daten wurden mit HP Chemstation aufgezeichnet. Nach Konvertierung der Chro-

matogramme mit File Converter erfolgte die Datenauswertung mit „Xcalibur“ der Firma 

Fisons Instruments, sowie der Massenspektrum-Datenbank des National Institutes of 

Standards in Technology (NIST) und der lehrstuhleigenen Datenbank 

 

HRGC-MS System 2 

Model:   Fisons Instruments GC 8060 (ThermoElectron, Dreieich) 

Injektor:   Split/Splitlessinjektor (Split 1:20)  

   Temperatur 250°C 

Autosampler:   Fisons Instruments AS 800 

Trennsäule:  J&W DB-1 (30m x 0,25 mm, df = 0,25µm) 

Trägergas:  1,5 ml/min; Helium 5.0, constant pressure 

Kopplung:  Transferline 320°C 

Temperaturprogramm: 60°C, 1min isotherm, 5°C/min, 320°C, 5min isotherm 

Massenspektrometer: Fisons Instruments MD 800 (ThermoElectron, Dreieich) 
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Ionenquelle:  Elektronenstoßionisation (EI) mit 70 eV 

Quellendruck:   1*10-5 mbar 

Kathodenstrom:  1,5 mA  

Messbereich: m/z 39-450 

 

Die Chromatogramme wurden mit Xcalibur“ der Firma Fisons Instruments aufgezeich-

net. Die Datenauswertung erfolgte mit „Xcalibur“, sowie der Massenspektrum-

Datenbank des National Institutes of Standards in Technology (NIST) und der lehr-

stuhleigenen Datenbank. 

 

HRGC-MS System 3 

Gerät: Fisons Instruments GC 8060 (ThermoElectron, Dreieich) 

Injektor:  Split/Splitlessinjektor (Split 1:20)  

 Temperatur 250°C 

Autosampler:  Fisons Instruments AS 800 

Trennsäule: J&W DB-1 (30m x 0,25 mm, df = 0,25µm) 

Trägergas: 1,5 ml/min; Helium 5.0, constant pressure 

Kopplung: Transferline 320°C 

Temperaturprogramm: 80°C, 1 min isotherm, 10°C/min, 200°C, 1 min isotherm, 

3°C/min, 320°C, 15 min isotherm 

Massenspektrometer: Fisons Instruments MD 800 (ThermoElectron, Dreieich) 

Ionenquelle:  Elektronenstoßionisation (EI) mit 70 eV 

Quellendruck:   1*10-5 mbar 

Kathodenstrom:  1,5 mA  

Messbereich: m/z 39-650 

 

4.2.6 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) 

 
Gerät 1: Bruker Avance 400 MHz Spektrometer (Rheinstetten) 

Gerät 2: Bruker DMX600 Spektrometer mit Kryoprobenkopf (Rheinstet-

ten) 

Lösungsmittel: Dimethylsulfoxid-d6 (99.8% D), Methanol-d4 (99.8% D), Di-

chlormethan-d2 (99,8% D) 
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Die Datenaufnahme und -auswertung erfolgte mit Bruker 1D WINNMR Software 

(Rheinstetten). 

 

4.2.7 Sonstige Geräte 

 
Lyophilisator: Christ Alpha1-4; 0,1 mbar (Christ, Osterode) 

Magnetrührer: IKAMAG® RH (IKA Labortechnik, Staufen) 

Photometer: Spectronic GenesysTM 2 PC UV-VIS-Spectrophotometer (Spec-

tronic Instruments, NY, USA) 

Rotavapor: Büchi Vakuum System B-173, Vakuum Controller B-720, Büchi-

Rotavapor (Konstanz) 

Trockenschrank: Memmert, Modell 400 (Schwabach) 

Ultraschallbad: Branson 1210 (G. Heinemann, Schwäbisch-Gmünd) 

Vortexer: Vortex Genie (Scientific Industries, NY, USA) 

Waagen: Mettler PL 300 Analysenwaage (Mettler-Toledo, Gießen) 

 Mettler AT 21 Comparator (Mettler-Toledo, Gießen) 

 Sartorius BP 210 S Analysenwaage (Sartorius AG, Göttingen) 

Wasserbad: Heidolph Instruments (Schwabach) 

Kühlzentrifuge: Typ Universal 16R, Rotor 1616 & 1614 (Hettich, Tuttlingen) 

 

4.3 Methoden 

4.3.1 Apfelsäfte 

 
Alle Säfte wurden im großtechnischen Maßstab an der Forschungsanstalt Geißenheim 

produziert.  

 

4.3.1.1 AS05 (klar und trüb) 

 
Die Grundlage für den Saft bildeten die Mostapfelsorten Bittenfelder (10%), Bohnapfel, 

(23%), Seestermüher (25%) und Börtlinger Weinapfel (18%) sowie die Tafelapfelsorte 

Topaz (24%). Die verschiedenen Apfelsorten der Ernte 2005 stammten vom Fachgebiet 

 



Material und Methoden 
 

130 

Obstbau der FA Geisenheim bzw. wurden von Produzenten aus dem Bundesgebiet zu-

gekauft. 

Die Apfelsäfte wurden zunächst sortenrein hergestellt. Die Äpfel wurden mit einer 

Schneidmühle (Seepex) gemahlen. Anschließend wurde die Maische in einer Horizon-

talpresse (Bucher HP-L 200) abgepresst. In den ablaufenden trüben Saft wurde zum 

Schutz vor Oxidation 200mg/l Ascorbinsäure dosiert. Im Anschluss wurde separiert 

(Westfalia Tellerseparator SAR 3036). Die naturtrüben Säfte wurden nach einer Kurz-

zeiterhitzung (85°C, 30-40 s) in Edelstahltanks eingelagert. Anschließend erfolgten der 

Verschnitt und die Heißfüllung (85°C) in 0,7 l Schlegelflaschen des „AS05 trüb“. Da 

die zum Zeitpunkt der Produktion dosierte Ascorbinsäure verbraucht war, wurden 

abermals 300 mg/l zugegeben. 

Zur Erhaltung des klaren Saftes „AS05 klar“ wurden 500 l des naturtrüben Saftes mit 

50 ml/t Fructozym P (Erbslöh, Geisenheim) versetzt. Die Schönung erfolgte anschlie-

ßend durch Zusatz von 8 g/hl Gelatine, 40 ml/hl Kieselsol und 50 g/hl Bentonit. Nach 

anschließender Separation und Schichtenfiltration (Beco KD, Begerow) wurde der 

Klarsaft erhalten. Auch hier erfolgte die Heißfüllung (85°C) in 0,7 l Schlegelflaschen. 

 

4.3.1.2 AS06 (klar und trüb) 

 

Zur Herstellung des AS06 wurden die Mostapfelsorten Bohnapfel (10%), Maunzen 

(45%) und Winterrambour (10%) sowie gemischte Tafeläpfel (35%) verwendet. Die 

Mostäpfel wurden bei einem Produzenten im Glantal (westliche Rheinland-Pfalz) ein-

gekauft. Das Tafelobst stammte aus der VOG Ingeheim/Rhein. Die naturtrüben Apfel-

säfte wurden zunächst sortenrein analog der unter Kapitel 4.3.1.1 dargestellten Methode 

hergestellt. Aus 1500 l des verschnitten naturtrüben Saftes „AS06 trüb“, wurde nach 

Enzymierung (50 ml/t Fructozym, Erbslöh Geisenheim), kombinierter Schönung 

(10 g/hl Gelatine, 40 ml/hl Kieselsol, 50 g/hl Bentonit) anschließender Separation und 

Cross-Flow Filtration (Seitz Mikro) der Klarsaft „AS06 klar“ hergestellt.  

 

4.3.1.3 AS07 (klar und trüb) 

 
Für den Apfelsaft AS07 wurde nach der Herstellung der einzeln sortenreinen Säfte die 

folgende Zusammensetzung gewählt: 48% Bittenfelder, 26% Brettacher, 11% Braeburn, 
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8% Jonagold, 7% gemischtes Mostobst von Streuobstwiesen um Geisenheim. Es han-

delt sich hierbei bis auf die Sorten Braeburn und Jonagold um Mostobstsorten. Die Ap-

felsäfte wurden zunächst sortenrein analog zum AS05 hergestellt. Aus 400 l des natur-

trüben Saftes wurde nach Enzymierung (50 ml/t Fructozym, Erbslöh Geisenheim), kom-

binierter Schönung (10 g/hl Gelatine, 40 ml/hl Kieselsol, 50 g/hl Bentonit) und an-

schließender Separation und Schichtenfiltration ein Klarsaft hergestellt. 

 

4.3.1.4 Kommerzieller Apfelsaft 

 
Der kommerziell erhältliche naturtrübe Apfelsaft wurde von einem lokalen Supermarkt 

bezogen. 

 

4.3.2 Herstellung Polyphenolreiche Apfelsaftextrakte 

 
Die Extrakte AE02, AE03B, AE04, AE06 klar, AE07 trüb sowie die sortenreinen Ex-

trakte wurden im großtechnischen Maßstab an der Forschungsanstalt Geisenheim herge-

stellt. Die Extrakte AE05 klar, AE05 trüb, AE06 trüb, AE07 klar sowie der Extrakt des 

kommerziellen Apfelsaftes wurden im Labormaßstab hergestellt. 

 

4.3.2.1 AE02 

 
Ausgangsmaterial des AE02 Apfelsaftextraktes waren verschiedene Apfelsorten der 

Ernte 2002. Im Detail handelte es sich um gemischtes Tafelobst (20%), Topaz (25%), 

Bohnapfel (17,5%), Winterrambur (22,5%) und Bittenfelder (15%). Die Äpfel stamm-

ten vom Fachgebiet Obstbau der Forschungsanstalt Geisenheim sowie Produzenten aus 

deren Umgebung. Zunächst wurde aus diesen Äpfeln mit Hilfe einer Hammermühle und 

einer Horizontalpresse ein Apfelsaft hergestellt. Danach wurde der Saft über einen Se-

parator der Firma Westfalia separiert. Zur Klärung wurde der naturtrübe Apfelsaft durch 

Zugabe von 50 g/t Pectinix 3XL (Novoenzymes, Mainz), einem enzymatischen Pektin-

abbau bis zum negativen Pektintest unterzogen. Danach folgte eine Schönung mit Gela-

tine/Kieselsol und eine Cross-Flow-Mikrofiltration (Seitz) mit der Ausschlussgrenze 

von 0,2 μm. Die Extraktion der Polyphenole erfolgte über das Adsorberharz XAD 16HP 

(Rohm und Haas, Philadelphia; USA). 5 l des Harzes wurden in eine Chromatographie-
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säule der Marke Pharmacia BPG 100 (100 x 10 cm) gepackt. Das Harz wurde mit 10 

Bettvolumen destilliertem Wasser gespült, bevor 100 l des Saftes AS02 mit einer Ge-

schwindigkeit von 10 Bettvolumen / h mit Hilfe einer Schlauchpumpe aufgegeben wur-

den. Zucker, organische Säuren und Mineralien wurden durch Spülung mit 6 Bettvolu-

men destilliertem Wasser entfernt. Die adsorbierten Polyphenole wurden durch Elution 

mit 3 Bettvolumen 96%-igem Ethanol von dem Harz abgelöst und durch Einengung des 

alkoholischen Extrakts am Rotationsverdampfer in die wässrige Phase überführt. An-

schließend erfolgte die Gefriertrocknung des Polyphenolextraktes. Aus 100 l wurden 

65 g polyphenolreicher Extrakt erhalten. 

 

4.3.2.2 AE03B aus Tresterextraktionssaft 

 
Für die Produktion des Saftes, der zur Extraktgewinnung verwendet wurde, sind die 

Tafelapfelsorten Melrose, Granny Smith, Golden Delicious und Jonagold der Ernte 

2003 ausgewählt worden. Bei den Äpfeln handelte sich um ausgesonderte Kühlhauswa-

re. 

Durch die enzymatische Aufarbeitung des Pressrückstandes (Trester) mit Pektinasen 

und Zellulasen werden Zellmembrane aufgebrochen und es kann ein so genannter B-

Saft mit einem signifikant erhöhten Anteil an Quercetinderivaten und Dihydrochalko-

nen gewonnen werden. Zur Herstellung des Extraktes wurden 1200 kg der oben genann-

ten Äpfel mit Hilfe einer Schneidmühle (Seepex, Birmingham; GB) gemahlen und einer 

Bandpresse (Flottweg, Vilsbiburg) entsaftet. Dieser sogenannte A-Saft wurde verworfen 

und bei der Herstellung des Extraktes nicht berücksichtigt. Die Herstellung des Treste-

rextraktionssaftes, des so genannten B-Saftes, erfolgte durch Enzymierung von 500 kg 

Trester mit Pektinasen und Cellulasen nach Zugabe von 500 l entmineralisiertem Was-

ser. Es wurden jeweils 300 g/t des Pektinasepräparates Rohapect MA-1 sowie der Cellu-

lasepräparate Rohapect AF2 und Rohament CL (AB Enzymes, Darmstadt) zugesetzt. 

Die Tresterenzymierung wurde über 2 h in einem temperierbaren Maischetank bei 50°C 

unter kontinuierlichem Rühren durchgeführt. Die Entsaftung erfolgte mittels Dekanter 

(Flottweg, Vilsbiburg) mit nachgeschaltetem Separator (Westfalia, Hagen).  

Die Adsorption der Polyphenole erfolgte im Pilotmaßstab an einer Adsorberanlage der 

Firma Bucher-Guyer (Niederweningen, Schweiz). Die Adsorbersäule der Anlage 

(200 x 30 cm, Edelstahl) war mit 55 l Adsorberharz (P-495, Bucher-Alimentech, Neu-

seeland) gefüllt. Vor dem Einsatz wurde das Harz mit 4 Bettvolumen 2%-iger, heißer 
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Natronlauge gereinigt. Vor der Aufgabe des Saftes wurde mit Citronensäure neutrali-

siert und mit demineralisiertem Wasser gespült, bis das Spülwasser klar, farb-, geruch- 

und geschmacklos war. Der Adsorber wurde über eine integrierte Kreiselpumpe mit 

550 l Tresterextraktionssaft beschickt und nach Aufgabe mit 200 l demineralisiertem 

Wasser gespült. Zur Elution der Phenole mit 1 Bettvolumen 96%-igem Ethanol wurde 

eine externe, explosionsgeschützte Zahnradpumpe angeschlossen. Das polyphenolhalti-

ge, ethanolische Eluat wurde analog zur oben beschriebenen Methode durch schonendes 

Entfernen des Lösungsmittels im Vakuum aufkonzentriert, in die wässrige Phase über-

führt und anschließend gefriergetrocknet. Aus 550 l B-Saft (Tresterextraktionssaft) 

wurden 260 g Polyphenolextrakt AE03B gewonnen.  

 

4.3.2.3 AE04 

 

Zur Herstellung des Extraktes wurden verschiedene Apfelsäfte des Erntejahres 2002 

verwendet. Im Detail waren dies ein klarer Mischsaft, ein Tresterextraktionssaft, sowie 

naturtrübe Säfte der Sorten Schafsnase, Bohnapfel und Winterrambour.  

Es wurden 250 l des klaren Apfelsaftes AS02 (Herstellung siehe Kapitel 4.3.2.1), 50 l 

Tresterextraktionssaft und jeweils 200 l der naturtrüben Mostapfelsäfte aus den Sorten 

Schafsnase, Bohnapfel und Winterrambour gemischt. Aus den resultierenden 900 l Saft 

wurde wie in Kapitel 4.3.2.2 beschrieben ein polyphenolangereicherter Extrakt herge-

stellt, dessen Ausbeute 824 g betrug. 

 

4.3.2.4 AE05 

 
Zur Aufkonzentrierung der Polyphenole wurden 200 ml des Adsorberharzes P-495 (Bu-

cher-Alimentech, Neuseeland) in eine Glassäule (60 x 2,5 mm) gefüllt und diese mit 2-

3 BV Reinstwasser gespült. Anschließend wurde der Saft auf die Säule aufgebracht und 

Zucker, Fruchtsäuren und Mineralstoffe durch Spülen mit Reinstwasser (2 BV) entfernt. 

Anschließend wurden die Polyphenole durch Ethanol (96 vol.%) eluiert. Das Lösungs-

mittel wurde im Vakuum schonend abgezogen, der Rückstand in die wässrige Phase 

überführt und gefriergetrocknet. Die Extraktausbeute betrug für den klaren Saft 0,59 g/l 

und für den trüben Saft 0,76 g/l. 
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4.3.2.5 AE06 

 
Der Polyphenolextrakt AE06 wurde aus 300 l des AS06 klar nach der oben beschriebe-

nen Methode (4.3.2.2) hergestellt. Die Ausbeute betrug 301 g 

Der Polyphenolextrakt AE06 trüb wurde im Labormaßstab aus 1,5 l des AS06 trüb her-

gestellt. Die Methode ist unter Kapitel 4.3.2.4 näher beschrieben. Die Ausbeute betrug 

1,3 g. 

 

4.3.2.6 AE07 

 
Der Polyphenolextrakt AE07 trüb wurde aus 110 l des AS07 trüb nach der oben be-

schriebenen Methode (s. 4.3.2.2) hergestellt. Als Adsorberharz diente SP70. Die Aus-

beute betrug 0,9 g/l 

Der Polyphenolextrakt AE07 klar wurde im Labormaßstab analog dem Extrakt aus trü-

bem Saft aus 1,5 l des AS07klar hergestellt. Die Methode ist unter Kapitel 4.3.2.4 näher 

beschrieben. Die Ausbeute betrug 1,0 g/l 

 

4.3.2.7 Sortenreine Extrakte 

 
Für die Herstellung der sortenreinen Extrakte Bittenfelder und Bohnapfel wurden aus 

den jeweiligen Apfelsorten wie unter Kapitel 4.3.1.1 beschrieben ein trüber bzw. klarer 

Saft hergestellt. Die Adsorption der Polyphenole erfolgte im Labormaßstab mit einer 

Adsorbersäule (30 x 5 cm, Pharmacia XK), die mit 200 ml Adsorberharz (Sepabeads 

SP70, Resinion Milano) gefüllt war. Die Säule wurde mit 2-3 BV destilliertem Wasser 

gespült (Fluß = 10 BV/h). Nach Zentrifugation der naturtrüben bzw. der geklärten Säfte 

wurden jeweils 2 l auf die Säule gegeben. Zur Entfernung der Zucker, organischen Säu-

ren und Mineralien wurde das Adsorberharz erneut mit 500 ml destillierten Wasser ge-

spült. Die Elution der phenolischen Apfelinhaltsstoffe erfolgte mit Ethanol (5 BV/h). 

Das braune bis hellgelbe Eluat wurde gesammelt, das Lösungsmittel im Vakuum scho-

nend abgezogen und nach Überführung in die wässrige Phase lyophilisiert. Die Ausbeu-

ten sind in nachfolgender Tabelle dargestellt. 

 

 

 



Material und Methoden 
 

135

Tabelle 4.1 Ausbeute an Apfelsaftextrakten nach SP70-Adsorberharzbehandlung 

Apfelsaft Ausbeute 
Bittenfelder trüb 1,17 g/l 
Bittenfelder klar 1,35 g/l 
Bohnapfel klar 1,55 g/l 
Bohnapfel trüb 1,53 g/l 

 

4.3.3 Analytik  

4.3.3.1 Probenvorbereitung für die HPLC 

 
Die klaren Säfte wurden direkt, die naturtrüben Apfelsäfte wurden nach Filtration (Roti-

labo Spritzenfilter PVDF, 0,45 µm Porengröße, Roth, Karlsruhe) zur HPLC-Analyse 

eingesetzt.  

Zur Analyse der Polyphenole in den Apfelextrakten wurden ca. 2 mg exakt eingewogen 

und in 1 ml Methanol gelöst. Die Lösung wurde direkt zur HPLC-Analyse eingesetzt.  

 

4.3.3.2 Probenvorbereitung GC-MS 

4.3.3.2.1 Höhersiedende Substanzen 

 
Um die flüchtigen Inhaltsstoffe der Apfelsäfte zu extrahieren wurden jeweils 100-200 g 

der Säfte exakt eingewogen und mit 100 µg 2-Methyl-1-Pentanol (Interner Standard), in 

100 µl Ethanol, versetzt. Zur Analyse der Extrakte wurden jeweils 100-200 mg der Säf-

te exakt eingewogen, in ca. 20ml Reinstwasser gelöst und mit 100 µg 2-Methyl-1-

Pentanol (Interner Standard), in 100 µl Ethanol, versetzt. Anschließend wurde die Probe 

erschöpfend mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten etherischen Phasen wurden 

über Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel schonend im Vakuum bei 

35°C entfernt. Der Rückstand wurde in 1 ml Ether aufgenommen und mittels GC-MS 

(s. 4.2.5, HRGC-MS-System 1) vermessen. 

 

4.3.3.2.2 Di-(2-ethylhexyl)-phthalat in Apfelsäften 

 
Zur Quantifizierung der Kontaminante Di-(2-Ethylhexyl)-phthalat in den Apfelsäften 

wurden 100-200 g der Säfte exakt eingewogen und mit 100 µg Dimethylphthalat (Inter-
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ner Standard), in 100 µl Methanol, versetzt und erschöpfend mit Dichlormethan extra-

hiert. Zur Quantifizierung der Kontaminante Di-(2-ethylhexyl)-phthalat in den Apfel-

saftextrakten wurden 100-200 mg der Extrakte exakt eingewogen, in ca. 20 ml 

Reinstwasser gelöst und mit 100 µg Dimethylphthalat (Interner Standard), in 100 µl 

Methanol, versetzt und ebenfalls erschöpfend mit Dichlormethan extrahiert. Die verei-

nigten organischen Phasen wurden über Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lö-

sungsmittel schonend im Vakuum bei 35°C entfernt. Der Rückstand wurde in 1 ml 

Dichlormethan aufgenommen und zur GC-MS Analyse (s. 4.2.5, HRGC-MS System 2) 

verwendet. Um eine Kontamination durch die verwendeten Pipetten oder Lösungsmittel 

auszuschließen wurde eine Kontrolle mit Reinstwasser analog der Proben extrahiert und 

mit GC-MS (s. 4.2.5, HRGC-MS System 2) analysiert. 

 

4.3.3.2.3 Triterpenanalytik von Fraktion S.2.6  
 

Die Aufarbeitung und die Aufreinigung der Fraktion erfolgte mit Hilfe der Anionen-

Austausch Festphasenextraktion. 

  

Probenaufreinigung  

SAX-Kartusche (isolute SPE columns; 100 mg SAX 1m1) 

Aktivierung des Sorptionsmittels: 1. 4ml CH3OH 

     2. 12 ml HCO3NH4, pH 7.95, 50 mM 

     3. 2 ml CH3OH/HCO3NH4, pH 7.95, 50 mM 85/15  

Probendurchfluss:    3ml CH3OH/HCO3NH4, pH 7.95, 50 mM 85/15 

Elutionsvorgang:     1. 4ml CH3OH (verworfen) 

2. 4ml CH3OH/CH3COOH.NH3, pH 3.7, 100mM 

85/15  

 

Nach dem Elutionsvorgang wurden die Proben mit Stickstoff auf ca. 100 µl einge-

blasen, in 1,5 ml-GC-Vials (mit 300 µl Einsatz) überführt und mit je 100 μl C15-Alkan-

Standard und N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoracetamid versetzt und bei 80°C für 

20 min. erhitzt und im Anschluss mit HRGC-MS System 3 analysiert. Die Identifizie-

rung der Corosolsäure erfolgte anhand des charakteristischen Massenspektrums (m/z 

320(7), 281(5), 207(17), 203 (54), 202(32) 190(15), 189(22). 129(17), 73 (100)). 
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4.3.3.3 Analytik der Polyphenole in Apfelsäften und Apfelextrakten  

4.3.3.3.1 Kalibriergeraden 

 
Zur Erstellung der Kalibriergeraden für die einzelnen Flavonoid-Referenzen wurden 

von den käuflich erwerbbaren Flavonoiden jeweils 10 mg Substanz auf 1 μg genau in 

einen 100 ml Messkolben eingewogen und dieser mit Methanol aufgefüllt (entspricht 

0,1 mg/ml). Von den aus Apfelsaft isolierten Substanzen Quercetin-3-O-xylosid, Quer-

cetin-3-O-arabinosid, Phloretin-2´-O-xyloglucosid, 4-p-Coumaroylchinasäure sowie 

den Procyanidinen B1 bis B4 wurden je 1 mg genau eingewogen und mit Methanol in 

einem 10 ml Messkolben gelöst. Aus diesen Stammlösungen wurden die weiteren Ver-

dünnungen durch entsprechende Zugabe von Methanol hergestellt (Verdünnungen: 1/2, 

1/5, 1/10, 1/20, 1/50, 1/100). Als Standard wurde 3,4,5-Trimethoxyzimtsäure in einer 

Konzentration von 0,05 mg/ml Methanol verwendet. Die Stammlösungen sowie die 

Verdünnungen wurden mit der Standardlösung im Verhältnis 1:1 verdünnt und mittels 

HPLC-DAD (Kapitel 4.2.2, System 1 und 2) vermessen. Die Detektion der Dihydro-

chalkone und Flavan-3-ole erfolgte bei 280 nm, die der Hydroxyzimtsäuren bei 320 nm, 

die der Flavonole bei 360 nm und die des Standards 3,4,5-Trimethoxyzimtsäure bei 

308 nm. Die Kalibriergeraden wurden durch Auftragen des Konzentrationsverhältnisses 

cPolyphenol/cStandard gegen das Flächenverhältnis aPolyphenol/aStandard erstellt. Die Bestim-

mungsgrenzen der Flavonoide wurden zwischen 0,39 und 0,93 μg/ml ermittelt. Die 

Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wurden für die einzelnen Substanzen ermittelt und 

lagen zwischen 0,20 und 0,75 mg/l bzw. zwischen 0,39 und 0,93 mg/l. Die Nachweis-

grenze ist die Konzentration, die mit dem Analyseverfahren gerade noch detektiert wer-

den kann. Hierbei geht man von einem Signal/Rausch- Verhältnis von 3:1 aus (Coleman 

et al. 2001). Die Bestimmungsgrenze beträgt den doppelten Wert der Nachweisgrenze 

und legt die Konzentration fest, die noch reproduzierbar quantifiziert werden kann 

(Hädrich und Vogelsang 1996).  

 

4.3.3.3.2 Identifizierung und Quantifizierung 

 
Die Identifizierung der einzelnen Apfelpolyphenole erfolgte mittels HPLC-DAD an-

hand des Vergleiches der Retentionszeiten und UV-Spektren der Probenmoleküle mit 

denen authentischer Referenzverbindungen. Hierbei wurden je dreimal 100 µl filtrierte 
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Probenlösung mit dem Standard 3,4,5-Trimethoxyzimtsäure (c = 0,05 mg/ml Methanol) 

im Verhältnis 1:1 versetzt und mittels HPLC-DAD (Kapitel 4.2.2, für AE04 Subfraktio-

nen System 1, für die übrigen Proben System 2) vermessen (Injektionsvolumen 25 µl). 

Des Weiteren wurden zur Identifizierung HPLC-ESI-MS/MS-Untersuchungen im nega-

tiven Modus durchgeführt. Hierfür wurden je 25 µl der filtrierten Probenlösungen direkt 

injiziert (Kapitel 4.2.2, HPLC-System 4 bzw. System 5). Die Molekülmassen sowie 

Ionenspektren der Substanzen wurden mit denen von authentischen Referenzverbindun-

gen verglichen.  

Die Quantifizierung erfolgte mittels HPLC-DAD, die Auswertung der einzelnen Sub-

stanzen erfolgte anhand der entsprechenden Kalibriergeraden (s.4.3.3.3.1) in mg/l. 

 

4.3.3.4 Analytik nicht-phenolischer Substanzen in Apfelsäften und Apfel-

saftextrakten 

 

Die Identifizierung der analysierten Verbindungen erfolgte mit Hilfe authentischer Re-

ferenzsubstanzen und Retentionszeitenvergleich sowie zusätzlich durch Vergleich der 

jeweiligen Massenspektren. Soweit nicht anders angegeben, wurde anhand der Peakflä-

che des internen Standards in Bezug auf die Peakfläche des Analyten die Konzentration 

des Analyten ermittelt. Es wurde die gesamte Peakfläche des Totalionenchroma-

togramms berücksichtigt.  

 

4.3.3.5 Bestimmung des Gesamtprocyanidingehaltes (TPC) 

 
Für die Bestimmung des Gesamtprocyanidingehaltes wurde der von Swain und Hillis 

(1959) entwickelte, in modifizierter Form, HCl-Butanol-Assay verwendet. Die Apfel-

säfte wurden zuerst lyophilisiert und anschließend in trockenem Methanol wieder auf-

genommen. Die Apfelextrakte wurden direkt in Methanol (1-2 mg/ml) gelöst 100 µl der 

Lösung wurden mit 1,4 ml 1-Butanol:HCl-Lösung (95:5; v:v) vermischt und für 2 h bei 

95°C erhitzt. Anschließend wurde die Absorption bei 555nm an einem Photometer be-

stimmt. Zur Quantifizierung wurde eine Procyanidin-Mischung (Tetramere B-

Procyanidine) eingesetzt, welche nach Sudjaroen et al. (2005) mit präparativer HPLC 

(HPLC-System 8) aus einem Tamarindensamenextrakt isoliert wurden.  
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4.3.3.6 Bestimmung des mittleren Polymerisationsgrades (DPm) 

 
Die Ermittlung des mittleren Polymerisationsgrades der Procyanidine erfolgte mittels 

Thiolyse. Die verwendete Methode wurde nach Guyot et al. (2001) modifiziert. 200 µl 

einer methanolischen Apfelextraktlösung (2 mg/ml) wurden mit 400 µl Thiolysereagenz 

(5% Benzylmerkaptan; 1,1% HClkonz in Methanol) und gut verschlossen. Zur Bestim-

mung des DPm der Procyanidine im Saft wurde dieser direkt eingesetzt Die Reak-

tionsmischung wird 30 min bei 60°C in einem Heizblock erhitzt um eine vollständige 

Spaltung der polymeren Procyanidine zu gewährleisten. Anschließend wird die Misch-

ung auf Raumtemperatur heruntergekühlt und bis zur HPLC-Analyse (HPLC-System 3) 

bei -24°C gelagert um Nebenrekationen und Umlagerungen zu minimieren. Die Reten-

tionszeiten der Thiolyseprodukte Catechinbenzylthioether und Epicatechinbenzylthio-

ether wurden durch Umsetzung einer Mischung der Procyanidine B1, B2, B3 und B4 be-

stimmt. Die Bestimmung des DPm erfolgte unter Zuhilfenahme folgender Formel:  

 

))()()()(()()(
)()(

blindnEpicatechiblindCatechinnEpicatechiCatechin
nSHEpicatechiCatechinSHDPm −−+−+−−−+−+

−−+−+=  

 

Um eine Verfälschung des DPm der Procyanidine durch den unterschiedlichen Gehalt 

an Flavan-3-olen zu verhindern, wurde deren Gehalt in den Extrakten bestimmt und 

vom Gehalt in der Reaktionsmischung abgezogen. Während der Reaktion kann eine 

Umwandlung von (+)-Catechin in (-)-Catechin und (+/-)-Epicatechin sowie die Um-

wandlung von (-)-Epicatechin zu (+)-Epicatechin und (+/-)-Catechin eintreten (Guyot et 

al. 2001). 

 

4.3.4 Fraktionierung 

4.3.4.1 Fraktionierung an Sephadex LH-20 

 
Die Säulenchromatographie erfolgte an Sephadex LH-20 (Pharmacia, Uppsala, Schwe-

den). Die Trennung wurde an einer geschlossenen Mitteldruckglassäule mit einem defi-

nierten Fluß von 3 ml/min durchgeführt (s. 4.2.1). Hierfür wurde eine Glassäule ECO, 

mit gequollenem Sephadex LH-20 befüllt und vor der Trennung mit 2-3 BV Methanol 

gespült. Vor der Aufgabe der Probe auf die Säule wurde die Probe in dem jeweiligen 
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Fließmittel gelöst. Die Aufgabe der Proben auf das Gelbett erfolgte über Injektion der 

Probenlösung in ein Rheodyne Niederdruckinjektionventil, an das eine 50-ml-

Probenschleife angeschlossen war. Das Eluat wurde jeweils durch einen zeitgesteuerten 

Fraktionssammler in Fraktionen, die 9 ml umfassten eingeteilt. Nach abgeschlossener 

Trennung erfolgte die Regeneration des Säulenmaterials mit wässrigem Aceton (90:10, 

v:v). Die hierbei eluierten Substanzen wurden ebenfalls gesammelt. Nach der Untersu-

chung aller Reagenzglasfraktionen mittels Dünnschichtchromatographie (s. 4.1.4) auf 

ihre Inhaltsstoffe hin wurden die geeigneten Reagenzglasfraktionen zu den Subfraktio-

nen S.1 - S.9 (AE04) bzw. S.31 – S.38 (AE06) vereinigt. Das Lösungsmittel wurde im 

Vakuum bei 35°C schonend entfernt und die Rückstand in die wässrige Phase überführt 

und gefriergetrocknet. 

 

4.3.4.2 Fraktionierung von AE04 an Kieselgel 

 

Ungefähr 400 mg des Apfelsaftextraktes AE04 (siehe Kapitel 4.3.4.2) werden eingewo-

gen und in 1ml destilliertem Methanol gelöst, gegebenenfalls für 2-3 min mit Ultra-

schall behandelt. Jeweils ca. 80-100 µl werden mit HPLC-System 8 aufgetrennt. An-

hand des Chromatogramms wird die Probe in 5 Fraktionen (NP.1-NP.5) unterteilt. An-

schließend wird das Lösungsmittel schonend im Vakuum abgezogen, der Rückstand in 

Millipore-Wasser aufgenommen und gefriergetrocknet. Die getrockneten Substanzen 

werden gewogen und in Schraubdeckelgläschen abgefüllt und bis zur weiteren Verwen-

dung bei -24°C gelagert. 

 

4.3.4.3 Fraktionierung der Sephadexfraktion S.5 an C18-Material 

 
Die Trennung der Fraktion S.5 erfolgt an einer mit RP-18 Material gefüllten Glassäule 

(s.4.1.3.2) mit eingeschmolzener Fritte. Das Trennmaterial wurde mit Acetonitril ange-

schlämmt und in die Säule gefüllt. Anschließend wurde die Säule mit wässriger Amei-

sensäure (0,1%) konditioniert. Um einen Fluss von ca. 1 ml/min zu erreichen wurde ein 

konstanter Stickstoffdruck angelegt. 

Von der Sephadexfraktion S.5 wurde 402,7 mg in 2 ml Fließmittel gelöst und auf die 

Säule gegeben. Das Eluat wurde in 410 5 ml-Fraktionen gesammelt und der Acetonitri-

lanteil des Fließmittels in 2%-Schritten erhöht. Ab Fraktion 411 wird mit reinem Aceto-
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nitril eluiert, ab Fraktion 461 mit 100%igem Methanol gespült. Nach abgeschlossener 

Trennung wird die Säule wieder mit 0,1%iger Ameisensäure konditioniert.  

Die gesammelten Fraktionen werden eingefroren und anschließend gefriergetrocknet. 

Jede 5. Fraktion wurde in 0,5 ml 50%igem Methanol gelöst und mit der HPLC (s.4.2.2, 

HPLC-System 1) vermessen. Fraktionen mit ähnlicher Zusammensetzung wurden zu 

den S.5 Subfraktionen S.5.1 bis S.5.10 vereinigt.  

 

Zur Isolierung von Reinstoffen wurden die Fraktionen S.5.6 und S.5.7 mittels präparati-

ver RP-HPLC (HPLC-System 6) aufgereinigt. Die UV-Detektion erfolgte bei 280nm. 

 

4.3.4.4 Fraktionierung der Sephadexfraktion S.2 an Kieselgel 

 

Ungefähr 400 mg der aus dem AE04 gewonnen Fraktion S.2 (siehe Kapitel 4.3.4.2) 

werden eingewogen und in 1 ml destilliertem Methanol gelöst, gegebenenfalls für 2-

3 min mit Ultraschall behandelt. Jeweils ca. 80-100 µl werden mit HPLC-System 8 auf-

getrennt. Anhand des Chromatogramms wird die Probe in sechs Fraktionen (S.2.1-

S.2.6) unterteilt. In einem späteren Trennschritt werden aus den Subfraktion S.2.1 und 

S2.6 mit der gleichen Trennmethode in die Subfraktionen S.2.1a und S.2.1b bzw. 

S.2.6a, S.2.6b und S.2.6c erhalten. Anschließend wird das Lösungsmittel schonend im 

Vakuum abgezogen, der Rückstand in Millipore-Wasser aufgenommen und gefrierge-

trocknet. Die getrockneten Substanzen werden gewogen und in Schraubdeckelgläschen 

abgefüllt und bis zur weiteren Verwendung bei -24°C gelagert. 

 

4.3.5 Isolierung  

4.3.5.1 Dihydrochalkone 

4.3.5.1.1 Phloretin-2’,4’-diglucosid 

 
Zur Isolierung von Phloretin-2’,4’-diglucosid wurde die Fraktion S.33 (vgl. Kapitel 

4.3.4.1), welche durch Fraktionierung des AE06 an Sephadex LH-20-Material erhalten 

wurde, zuerst mittels präparativer NP-HPLC (HPLC-Methode 8) aufgetrennt. Hierbei 

erhielt man vier Fraktionen (S.33.1-S.33.4). Aus den Fraktion S.33.3 und S.33.4 konnte 

durch fraktionierte Trennung mittels präparativer HPLC (HPLC-System 7) 2,5 mg Sub-
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stanz gewonnen werden. Die erhaltenen Daten stimmten mit Ausnahme des zusätzli-

chen Zuckerrestes mit denen von Lu et al. (1997) für Phloretin-2’-glucosid publizierten 

Daten überein. 

4.3.5.1.2 Phloretin-2’-xyloglucosid 

 
Zur Isolierung von Phloretin-2’-xyloglucosid wurde AE04 zuerst mittels präparativer 

NP-HPLC (HPLC-System 8) (NP.1-NP.5) (vgl. 3.2.1.2) mit dem Ziel polymere Procya-

nidine weitestgehend abzutrennen in 5 Fraktionen aufgetrennt. Aus Fraktion NP.3 erhält 

man nach einem weiteren Aufreinigungsschritt an C18-Material (HPLC-System 7) 

15 mg Phloretin-2’-xyloglucosid. 

Die in angegebenen NMR-Daten der isolierten Substanz stimmten mit den von Lu und 

Foo (1997) für Phloretin-2’-O-β-D-xylopyranosyl-(1-6)-β-D-glucopyranosid angegebe-

nen Werten überein.  

 

4.3.5.2 Flavonole 

4.3.5.2.1 Quercetin 
 

Bei der Gelchromatographie des AE04 an Sephadex LH-20 wurde das Quercetin auf-

grund der geringen Polarität lange auf der Säule zurückgehalten und eluierte erst mit 

den Procyanidinen von der Säule. So reicherte es sich in Fraktion S.8 an, aus der es bei 

der Aufkonzentrierung in Form eines blassgelben Niederschlages in einer Menge von 

10 mg auskristallisierte und unter Verwendung einer Glasfritte abgetrennt wurde. 

 
Tabelle 4.2 Spektroskopische Daten von Quercetin 
Quercetin 

O

OH

OH
HO

OH
OH

O

2

3

45
6

7

8

1'
2'

3'

4'
5'

6'

 
1H-NMR in 
DMSO-d6 

δ 12,49 ppm (1H, s, OH); δ 10,76 ppm (1H, s, OH); δ 9,57 ppm (1H, s, OH); δ 
9,33 ppm (1H, s, OH); δ 9,29 ppm (1H, s, OH); δ 7,68 ppm (1H,, d, 2 Hz, H-2’); δ 
7,54 ppm (1H, dd, 2/8,5 Hz, H-6’); δ 6,89 ppm (1H, d, 8.5 Hz, H-5’); δ 6,40 ppm 
(1H, d, 2 Hz, H-6); δ 6,19 ppm (1H, d, 2 Hz, H-8) 

13C-NMR δ 175,7 ppm (C-4); δ 163,8 ppm (C-7); δ 160,6 ppm (C-5); δ 156,0 ppm (C-9); δ 
147,6 ppm (C-3’); δ 146,7 ppm (C-2’); δ 145,0 ppm (C-4’); δ 135,6 ppm (C-3); δ 
121,9 ppm (C-1’); δ 119,9 ppm (C-6’); δ 115,5 ppm (C-5’); δ 115,0 ppm (C-2’); δ 
102,9 ppm (C-10); δ 98,0 ppm (C-6); δ 93,3 ppm (C-8); 
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λmax 370 nm; 256 nm 
LCMS/MS Prekursorion [M-H]- Produktion 
 m/z 301 m/z 151 
 

4.3.5.2.2 Quercetin-3-O-glucosid 
 

Aus der Fraktion S.5.7 wurde mittels präparativer RP-HPLC (HPLC-System 7) 2,2 mg 

Substanz isoliert. Die LC-MS/MS Spektren sowie die chemischen Verschiebungen der 

isolierten Substanz stimmten mit den von Lee et al. (1995) publizierten Werten des 

Quercetin-3-O-glucopyranosids überein.  

 

Tabelle 4.3 Spektroskopische Daten von Quercetin-3-O-β-D-glucosid 
Quercetin-3-O-β-
D-glucosid 

 
1H-NMR in Me-
OD-d4 

δ 5,41 ppm (H-6, d, 2 Hz); δ 5,60 ppm (H-8, d, 2 Hz); δ 6,90 ppm (H-2’, d, 2 Hz); δ 
6,07 ppm (H-5’, d, 8.5 Hz); δ 6,79 ppm (H-6’, dd, 2/8,5 Hz); δ 4,43 ppm (H-1’’, d, 
7,5), δ 2,60 – 2,91 ppm (H2’’-H6’’, m) 

λmax 354 nm; 256 nm 
LCMS/MS Prekursorion [M-H]- Produktion 
 m/z 463 m/z 300; 301 
 

4.3.5.2.3 Quercetin-3-O-galactosid 
 
Aus der Fraktion S.5.7 wurden 1,9 mg einer weiteren Substanz mittels präparativer RP-

HPLC (HPLC-System 7) isoliert. Die chemischen Verschiebungen der isolierten Sub-

stanz stimmten mit den von Lee et al. (1995) publizierten Werten des Quercetin-3-O-

galactopyranosids überein.  

 
Tabelle 4.4 Spektroskopische Daten von Quercetin-3-O-β-D-galactosid 
Quercetin-3-O-β-
D-galactosid  

O

OH

OH
HO

OH

O

O

2

3

45
6

7

8

1'
2'

3'

4'
5'

6'

O
OH

OHHO

OH

1''
 

1H-NMR in 
DMSO-d6 

δ 6,12 ppm (H-6, d, 2 Hz); δ 6,32 ppm (H-8, d, 2 Hz); δ 7,52 ppm (H-2’, d, 2 Hz); δ 
6,79 ppm (H-5’, d, 8.5 Hz); δ 7,65 ppm (H-6’, dd, 2/8,5 Hz); δ 5,34 ppm (H-1’’, d, 
7,5), δ 3,82 – 3,65 ppm (H2’’-H6’’, m) 

λmax 354 nm; 256 nm 
LCMS/MS Prekursorion [M-H]- Produktion 
 m/z 463 m/z 300; 301 
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4.3.6 Synthesen  

4.3.6.1 3-Hydroxy-2-pyron 

 
Jeweils 100 g von gepulvertem Kaliumbisulfat und Schleimsäure wurden gut miteinan-

der vermischt und in einen 500 ml Rundkolben überführt. Die Reaktion wurde aufgrund 

von entstehenden toxischen und ätzenden Gasen im Abzug durchgeführt. Die Mischung 

aus Kaliumbisulfat und Schleimsäure wurde einer trockenen Destillation unterzogen, 

indem das Pulvergemisch mit einem Bunsenbrenner von oben nach unten geschmolzen 

wurde bis die Temperatur am Destillationskopf 160-165°C erreichte. Das braun gelbe 

Destillat wurde gefiltert und mit 6 N Natronlauge auf pH 7 eingestellt und für 12 Stun-

den in einem Friedrichs-Extraktor mit Diethylether extrahiert. Die etherische Phase 

wurde über Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lösungsmittel schonen im Vaku-

um bei 35°C entfernt. Anschließend erfolgte die fraktionierte Destillation des gelben 

Rückstands (Sd.p.= 125°C, 14 torr). Hierbei erhielt man eine leicht gelbe kristalline 

Substanz, aus der durch Umkristallisieren in Petroleumether das 3-Hydroxy-2-pyrone 

gewonnen wird (Wiley und Jarboe 1956). Die Ausbeute betrug 1%. Die spektroskopi-

schen Daten (s. Tabelle 4.5) stimmten mit denen der Literatur überein (Wiley und Jar-

boe 1956, Jacobsen et al. 2007). 

 
Tabelle 4.5 Spektroskopische Daten von 3-Hydroxy-2-Pyron 
3-Hydroxy-2-
Pyron 

 
1H-NMR in 
DMSO-d6 

δ 9,97 ppm (OH, s); δ 7,36 ppm (H-6, dd, 5/1,6Hz); δ 6,63 ppm (H-4, dd, 7/1,7Hz); δ 
6,27 ppm (H-5, dd, 5/7 Hz) 

13C-NMR in 
DMSO-d6 

δ 159,6 ppm (C-2); δ 142,8 ppm (C-6); δ 142,6 ppm (C-3); δ 115,5 ppm (C-4); δ 
106,6 ppm (C-5) 

GC-MS 112(100), 84(87), 56(26), 55(98) 
Kovatsindex 1970 
Siedepunkt 125°C (17 torr) 
 

4.3.6.2 3-Hydroxyphloretinglycoside 

 
Die Oxidation der Phloretin-glycoside zu den entsprechenden in Position 3 hydroxylier-

ten Verbindungen erfolgte in Anlehnung an LeGuerneve (Le Guerneve et al. 2004) mit 

Tyrosinase. Als Edukte dienten das freie Aglykon Phloretin, sowie die Glycoside Phlo-

retin-2’-glucosid und Phloretin-2’-xyloglucosid. Um den zeitlichen Verlauf der Reakti-

on zu beobachten wurden 250 ml 1 mM Phloretin-glycosid Lösung (1 mM) mit 250 ml 
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Ascorbinsäure-Lösung (10 mM) und 500 ml Phosphatpuffer (pH=6) in einem 2 l Drei-

halskolben vermischt und auf 30°C erwärmt. Nach Zugabe von 500U Tyrosinase (EC 

1.14.18.1; Fluka Steinheim) wurde das Reaktionsgemisch 3 Stunden unter Durchleiten 

von Luft inkubiert. Nach jeweils 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3 Stunden wurde ein Aliquot ent-

nommen 1:1 mit Trimethoxy-Zimtsäure (c=0,05 mg/ml) versetzt und mittels HPLC 

(Kapitel 4.2.2 HPLC-System 2) auf die Reaktionsprodukte hin untersucht. Für die prä-

parative Synthese der 3-Hydroxyphloretin-glycosiden wurde der gleiche Reaktionsan-

satz 1 Stunde inkubiert. Die Lösung wurde anschließend gefriergetrocknet. Der gelbli-

che Rückstand wurde mit Methanol extrahiert und die vereinigten organische Phasen 

filtriert. Die organische Phase wurde zur Entfernung der gelben, polymeren oxidierten 

Substanzen über eine C-18-Kartusche (Waters Oasis, Eschborn) aufgereinigt. Die Iso-

lierung der Reinsubstanzen erfolgte mittels präparativer HPLC (s. 4.2.4 System 7). 

 

4.3.7 Biologische Testsysteme 

 
Die Überprüfung auf antioxidative Aktivität, Modulation des Fremdstoffmetabolismus 

und antiinflammatorische, sowie antihormonelle Wirkung erfolgten am DKFZ in Hei-

delberg. Die Kontrolle auf Modulation der Tyrosinkinase-Aktivität am EGF-Rezeptor 

wurde am Institut für Lebensmittelchemie und Toxikologie an der Universität Karlsruhe 

durchgeführt. 

 

4.3.7.1 Bestimmung der Proteintyrosinkinase (PTK)-Aktivität des epider-

malen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR) 

4.3.7.1.1 Kultivierung der Zellen 

 
Zur Aufreinigung des EGFR wurden 40 Petrischalen (d = 14 cm) mit jeweils 3,6 x 106 

A431-Zellen in serumhaltigem ME-Medium ausgesät und bei 37°C, 5 % CO2 und 95 % 

Luftfeuchte kultiviert. Die Aufarbeitung zur Rezeptorisolierung erfolgte nach dem Er-

reichen einer Zelldichte von 80-90 % (Gastpar 1997). Alle Aufarbeitungsschritte wur-

den auf Eis durchgeführt.  
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4.3.7.1.2 Isolierung und Aufreinigung des EGF Rezeptors 

 

Nach Entfernung des Kulturmediums wurden die Petrischalen zweimal mit je 3 ml PBS 

(1x) gewaschen. Zur Abtrypsinierung der Zellen wurden diese mit 3 ml Trypsin/EDTA 

für 12 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die A431-Zellen wurden danach mit 

2 ml serumhaltigem Medium von der Oberfläche der Petrischale mit Hilfe eines Zell-

schabers gelöst. Diese Zellsuspension wurde in 50 ml PP-Röhrchen überführt. Mit 3 ml 

PBS (1x) wurden die Schalen nachgespült und die Lösung mit der Zellsuspension in den 

PP-Röhrchen vereinigt. Anschließend folgte ein Zentrifugationsschritt von 8 min bei 

2000 g und 4°C. Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet wurde mit 1x PBS 

resuspendiert. Nach Vereinigung der Zellpellets wurde nochmals unter den gleichen 

Bedingungen zentrifugiert. Nach Abdekantieren des Überstandes wurde das Zellfeucht-

gewicht bestimmt, welches bei 40 großen Petrischalen in etwa 2 g betrug. Das Zellpellet 

wurde in 10 ml KMP-Puffer resuspendiert. Mit einer dreimaligen Ultraschallbehand-

lung (je 10 s auf Eis mit jeweils 20 s Pausen), wurde das Aufbrechen der Zellmembran 

erreicht. Durch vier Zentrifugationsschritte in der Ultrazentrifuge (UZ) von je 18 min 

bei 15000 g (2 – 4°C) wurde die gelöste, EGFR-haltige Membran von anderen Zellbe-

standteilen getrennt. Nach jedem Zentrifugationsschritt wurden die Überstände auf Eis 

gesammelt. Das Pellet wurde jeweils in 10 ml KMP-Puffer resuspendiert und vor jeder 

neuen Zentrifugation erneut mit Ultraschall für 3x 5 s behandelt. Das Pellet konnte 

schließlich nach dem vierten UZ-Schritt verworfen werden; der Überstand dagegen 

wurde mit 1 M CaCl2 x 2 H2O-Lösung auf eine Endkonzentration von 10 mM CaCl2 

eingestellt. Dadurch aggregierten die intrazellulären Membranbestandteile bei Raum-

temperatur (15 min). Dies wurde durch eine deutliche Trübung der Suspension sichtbar. 

Die aggregierten Membranbestandteile wurden 30 min bei 7000 g (2°C) abzentrifugiert 

und verworfen. Der Überstand wurde halbiert und nochmals für 60 min (2 – 4°C) bei 

100.000 g in der UZ zentrifugiert. Die erhaltenen Membranpellets wurden bei -80°C 

gelagert und waren unter diesen Bedingungen 6 - 12 Monate haltbar. Die Aufreinigung 

des EGFR erfolgte mittels Absorptionschromatographie an Weizenkeimlektinagarose 

(Gastpar 1997). Dazu wurde eine Säule mit Natriumazid-stabilisierte Weizenkeimlekti-

nagarose befüllt und über Nacht mit 1 M NaCl-Lösung und einer Durchflussrate von 

0,1 ml/min bei 4°C gespült, um die Weizenkeimlektinagarose von dem antimikrobiell 

und fungizid wirkenden Natriumazid (NaN3) zu befreien. Um Aktivitätsverluste des 

EGFR bei der Aufreinigung zu vermeiden, wurden alle Arbeitschritte auf Eis durchge-
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führt. Einer der gelagerten Membranpellets (von 20 Platten) wurde mit KMP-T-Puffer 

resuspendiert und eine Stunde gerührt. Die Abtrennung ungelöster Bestandteile erfolgte 

durch die Ultrazentrifugation bei 100.000 g für 1 h und 4°C. Unterdessen wurde die 

Säule mit etwa 100 ml Säulenpuffer equilibriert. Der Zentrifugationsüberstand wurde  

auf die Säule gegeben, das Eluat im PP-Röhrchen gesammelt und erneut auf die Säule 

gegeben. Dieser Schritt wurde  anschließend noch zweimal wiederholt. Dabei banden 

die Proteine an das Säulenmaterial. Zur Beseitigung von Zellbestandteilen wurde  noch-

mals mit Säulenpuffer gespült. Mit 0,3 M N-Acetyl-D-Glucosaminhaltigem (25 ml) 

Säulenpuffer wurde der EGFR schließlich eluiert und in 5 Fraktionen zu je 4,5 ml auf-

gefangen. Nach Zugabe von je 500 μl 10 mM DTT-Lösung zu jeder EGFR-haltigen 

Fraktion wurden die Fraktionen in je zehn Aliquots in Eppendorf-Reaktionsgefäße auf-

geteilt und bei –80°C gelagert. Da die Weizenkeimlektinagarose mehrfach verwendet 

werden konnte, jedoch sehr anfällig gegenüber Mikroben ist, wurde über Nacht mit 

1  M NaCl mit 0,02% (w/v) NaN3 gespült. 

 

CaCl2-Lösung:   1 M CaCl2 x 2 H2O 
DTT-Lösung:    10 mM Dithiothreitol 
PMSF-Stammlösung:  100 mM PMSF in Isopropanol 
KMP-Puffer Stammlösung: 20 mM PIPES 

1 mM MgCl2 x 6 H2O 
5 mM KCl 

KMP-Puffer:    10 ml KMP-Puffer-Stammlösung 
0,2 mM PMSF 

KMP-T-Puffer:   10 ml KMP-Puffer-Stammlösung 
100 μl Triton® X-100 
0,2 mM PMSF 

Säulenpuffer (pH 7,2):  40 mM HEPES 
500 mM NaCl 
pH-Wert einstellen, dann erst Zugabe 
10% (v/v) Glycerol 
0,05% (v/v) Triton® X-100 

N-Acetylglucosamin-haltiger 
Säulenpuffer (300 mmol): 9,95 g N-Acetyl-D-Glucosamin 

150 ml Säulenpuffer 
NaCl-Lösung:   1 M NaCl 
NaN3-haltige NaCl-Lösung: 0,02% (w/v) NaN3 in NaCl-Lösung 
1 x PBS („Phosphate buffered saline“): 

171 mM NaCl 
10 mM Na2HPO4 
3,4 mM KCl 
1,8 mM KH2PO4 
pH 7,4 einstellen, mit H2Obidest auf 1 l auffüllen, und auf 
1x PBS verdünnte Lösungen autoklavieren, Lagerung bei 
4 °C 
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Trypsin/EDTA-Lösung:  0,25 g Trypsin  
0,35 g EDTA 
Mit 1 x PBS auf 500 ml auffüllen 

 

4.3.7.1.3 Beschichten von Mikrotiterplatten mit Substrat 

 
Zehn 96-Loch-Immunoplatten (Greiner, Solingen) mit hoher Proteinbindungskapazität 

wurden über Nacht mit je 100 μl des Proteintyrosinkinase (PTK)-Substrates Poly-

Glutaminsäure/Tyrosin (Poly Glu; Tyr 4:1) pro Vertiefung bei 35°C im Trockenschrank 

inkubiert. Sobald die Platten getrocknet waren, wurden sie dreimal mit 200 μl/Well 

Waschpuffer für je 5 min gewaschen, ausgeklopft und im Trockenschrank bei 35°C 

erneut getrocknet. Die beschichteten Platten wurden in einem dunklen Raum/Karton in 

Plastiktüten gelagert. 

 

4.3.7.1.4 Testung der einzelnen EGFR-Fraktionen auf ihre PTK-Aktivität 

 
Zur Untersuchung der PTK-Aktivität des EGFR wurden die ersten vier der aufgereinig-

ten Fraktionen herangezogen. Ein Aliquot jeder dieser vier Fraktionen wurde jeweils 

mit PBS/0,1% BSA im Verhältnis 1:2, 1:4, 1:6 und 1:8 auf ein Volumen von 500 μl 

verdünnt. Die Methode erfolgte, ohne Mehrfachbestimmung, wie unter Kapitel 4.3.7.1.5 

beschrieben. Die Fraktionen, die nach maximal einer Stunde bei 35°C bei 405 nm eine 

Extinktion von 0,8 - 1,2 aufwiesen, wurden in der entsprechenden Verdünnung für den 

EGFR-ELISA verwendet. 

 

4.3.7.1.5 Aktivitätsuntersuchungen der EGFR-assoziierten Proteintyrosinkina-

seaktivität (ELISA) 

 
Der Einfluss von Testsubstanzen auf die PTK-Aktivität des EGFR wurde mittels en-

zymvermittelter Immunoreaktion (ELISA: „enzyme linked immunosorbent assay“) be-

stimmt (Abbildung 4.1). 
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Beschichten von 96-Well-
Platten mit Poly-Glutamin-
Tyrosin (4:1) Peptid

Starten der Kinasereaktion
mit EGFR-haltiger
Membranfraktion und ATP

Kopplung eines Peroxidase-
konjugierten Phosphotyrosin
Antikörpers

Photometrische Messung bei 
405 nm

P

P P

POD POD

P P

POD POD

P

P P

PODPODPODPOD

P P

PODPODPODPOD

EGFREGFR
ATPATP

PODPOD

ABTSABTS®®

((PeroxidasePeroxidase--
substratsubstrat))

 
Abbildung 4.1 Testprinzip des EGFR-ELISA (Meiers et al. 2001, Marko et al. 2004) 
 
Zuerst erfolgte die Erwärmung einer Kupferplatte im Trockenschrank bei 35°C zur spä-

teren gleichmäßige Wärmeverteilung auf alle „Wells“ der 96-Lochplatte. Die Randlö-

cher wurden mit 100 μl H2Obidest befüllt, um bei den Inkubationen gleiche Bedingungen 

in den übrigen Vertiefungen zu erhalten (Abbildung 4.2). Anschließend wurden 10 μl 

der Testsubstanz in 10%iger DMSO-Lösung in H2Obidest vorgelegt. Im Vergleich dazu 

wurden zur Normalreaktion und zum Blindwert 10%ige DMSO-Lösung in H2Obidest 

vorgelegt (Abbildung 4.2). Als positive Hemmkontrolle wurde Tyrphostin AG1478 

(100 μM in 10%iger DMSO-Lösung in H2Obidest) mitgeführt (Abbildung 4.2). Aktive 

EGFR-haltige Fraktion wurde auf Eis aufgetaut und nach Bedarf in 1x PBS (Kapitel 

6.3.2) verdünnt. Pro Loch wurden 40 μl der EGFR-Verdünnung zugegeben und 10 min 

bei Raumtemperatur mit den Testsubstanzen inkubiert. Zum Blindwert wurden 50 μl 

H2Obidest gegeben. In den anderen Vertiefungen (Normalreaktion, positive Hemmkon-

trolle und Testsubstanzen) wurde die Tyrosinkinasereaktion durch Zugabe von 50 μl, 

auf 37°C erwärmten, Assaypuffer gestartet (30 min bei 35°C im Trockenschrank). Die 

Proteintyrosinkinasereaktion wurde durch Absaugen der Lösungen und dreimaliges 

Waschen von je 5 min mit je 200 μl Waschpuffer gestoppt. Die Platten wurden dann 

zum Trocknen gut ausgeklopft. Zu jedem Ansatz der trockenen Immunolochplatte wur-

den je 75 μl frisch angesetzte Anti-Phosphotyrosinperoxidase-Lösung, Peroxidase ge-

koppeltes Antiphosphotyrosin IgG (1:2000) in PBS(1x)/1% BSA, im Dunkeln pipettiert. 

Nach 1 h bei 35°C wurde die Antikörperlösung entfernt und wie oben beschrieben ge-

waschen. Durch Zugabe von 100 μl ABTS®-Lösung wurde die Peroxidase-Reaktion im 

Dunkeln gestartet. Es kam zur peroxidasevermittelten Farbreaktion (Grünfärbung). 

Nach maximal 1 h bei 35°C wurde die Farbreaktion photometrisch bei λ = 405 nm ge-

gen λ = 490 nm vermessen. Die PTK-Aktivitätshemmung zeigte sich durch eine weni-
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ger intensive Grünfärbung (Abbildung 4.2). Die Auswertung erfolgt als „Test over 

Control“ [T/C]-Wert in Bezug auf den als 100% gesetzten Mittelwert der Normalreakti-

on (= Lösungsmittelkontrolle). Nachfolgend ist die Formel für den „Test over Control“ 

– Wert aufgeführt: 
 

%100[%]/ ⋅
−
−

=
NB

N

CC
CT

CT  

 
T/C:  „Test over Control“-Wert 
T: optische Dichte der Testsubstanz 
CN: optische Dichte der Normalreaktion 
CB: optische Dichte des Blindwerts 
 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A             
B   
C  

B 
 

D  

T T T T T T T T T 

 
E  

N 
 

F   
G  

P 
T T T T T T T T T 

 
H             

Abbildung 4.2 Pipettierschema für eine Mikrotiterplatte im EGFR-ELISA. Blau, H2Obidest; B, Ba-
siswert; N, Normal, Lösungsmittelkontrolle; P, Positivkontrolle, Tyrphostin AG1478 [10 μM]; T 
Testsubstanz, (2-11 in steigender Konzentration). 
 
ABTS®-Lösung:  1x ABTS®-Tablette in 5 ml 10x- ABTS®- 
(lichtempfindlich)   Puffer lösen mit 45 ml H2Obidest auffüllen 
Antikörperlösung:   1 % (w/v) BSA 

1:2000 Anti-Phosphotyrosin (PY99, Santa Cruz) in PBS  
(1x) 

Assaypuffer (pH 7,2):  50 mM HEPES 
10 mM MgCl2 x 6 H2O 
2 mM MnCl2 x 4 H2O 
200 μM ATP  
in 5 ml-Röhrchen aliquotieren Lagerung -20°C 

Poly (Glu, Tyr) 4:1-Lösung : 0,1 mg Poly (Glu, Tyr) 4:1 in 1 ml PBS (1 x) 
Tyrphostin-Lösung:  100 μM Tyrphostin AG1478 in 10%iger DMSO-Lösung 

in H2Obidest. 
Waschpuffer:    0,1% (v/v) Tween-20 in PBS (1 x) 
PBS     Kapitel 4.3.7.1.2 
 

4.3.7.2 Hemmung der Cytochrom P450 1A-Aktivität 

 

Die Hemmung des Phase-1 Enzyms Cytochrom P450 1A (Cyp 1A) wurde unter Ver-

wendung einer modifizierten Methode nach Crespi (Crespi et al. 1997) 
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 untersucht. Hierzu wurden Homogenate von H4IIE Rattenhepatomzellen verwendet, 

die zur Induktion von Cyp 1A 39 h mit 10 μM β-Naphtoflavon behandelt wurden. An-

schließend wurden die Zellen drei mal mit PBS gewaschen, in Cyp-Phosphatpuffer auf-

genommen, in Aliquots von 1 ml in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei –80°C 

gelagert. Für jedes Experiment wurde ein Aliquot des Homogenats bei 37°C aufgetaut, 

unter Verwendung einer 18 gauge Kanüle homogenisiert und 1:10 verdünnt im Test 

eingesetzt. 90 μl des verdünnten Zelllysats wurden mit 100 μl Cyp-Reaktionspuffer in 

eine 96-Lochplatte pipettiert. Abschließend erfolgt die Zugabe von je 10 μl Testsub-

stanz in acht Konzentrationen einer 1:1 Reihenverdünnung in 10 % DMSO bzw. dem 

als Positivkontrolle verwendeten α-Naphtoflavon in einer Verdünnungsreihe von 3.9 bis 

500 nM in Triplikaten. Die Dealkylierung von 3-Cyano-7-ethoxycumarin zu 3-Cyano-

7-hydroxycumarin wurde anhand der zeitabhängigen Substratumsatzrate über einen 

Zeitraum von 40 min bei 37°C am Cytofluor (Anregung bei 408/20 nm, Emission bei 

460/40 nm) bestimmt. Anschließend erfolgte eine Normalisierung der Werte auf den 

Proteingehalt, der unter Verwendung der BCA Methode (Smith et al. 1985) mit Rinder-

serumalbumin als Standard bestimmt wurde. 

Die optische Dichte (OD) wurde dabei bei 562 nm im Photometer gemessen. 

 

Cyp-Phosphatpuffer (pH 7.4): 200 mM KH2PO4  
^ 10 mM MgCl2  

  
 

Cyp-Reaktionspuffer:  5 μM 3-Cyano-7-ethoxycumarin  
1,3 mM NADP+  
3.3 mM Glucose-6-Phosphat  
0.5 U Glucose-6-Phosphatdehydrogenase  

  

4.3.7.3 Induktion der NAD(P)H:Chinonreduktase (QR) 

 

Zur Bestimmung der Induktion des Phase-II-Enyzyms NAD(P)H:Chinonreduktase fan-

den kultivierten Hepa 1c1c7 Maushepatomzellen Verwendung (Prochaska et al. 1992). 

Die Zellen wurden in 96-Lochplatten mit 2 x 104 Zellen/ml in 200 μl α-MEM/10% 

FCS (Fötales Kälberserum) pro Loch ausgesät und für 24 h präinkubiert. Anschließend 

wurde das Medium gewechselt und 10 μl Testsubstanz in 10% DMSO (acht serielle 1:1-

Verdünnungen, Endkonzentrationen 0,4 - 50 μM) sowie als Positivkontrolle β-

Naphtoflavon in einer Endkonzentration von 0,15 - 2 μM in Duplikaten zugegeben. 
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Nach 48 h wurde das Medium verworfen, die Platten drei Mal mit PBS gewaschen und 

die Zellen bei 37°C für 10 min in 50 μl Digitonin-Lösung lysiert. Die Platten wurden 

für weitere 10 min bei RT geschüttelt, und im Anschluss erfolgte die Zugabe von 200 μl 

Chinonreduktase-Reaktionspuffer pro Loch. Die NADP-abhängige, Menadiol-

vermittelte Reduktion des im Puffer enthaltenen MTTs in blaues Formazan wurde bei 

einer Wellenlänge von 595 nm im Photometer gemessen. Die Induktion der QR-

Aktivität wurde aus dem Verhältnis der spezifischen Enzymaktivität behandelter Zellen 

im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle ermittelt, woraufhin die Berechnung des CD-

Wertes (Konzentration zur Verdopplung der spezifischen QR-Aktivität) erfolgte. Zur 

Bestimmung des Proteingehaltes wurde parallel an identisch behandelten Platten eine 

Kristallviolettfärbung vorgenommen (Prochaska et al. 1992). Dazu wurden 50 μl Kris-

tallviolett-Färbelösung in jedes Loch gegeben und nach 15-minütiger Inkubation bei RT 

überschüssiger Farbstoff durch Spülen mit Wasser entfernt. Die an die Zellmembranen 

gebundene Farbe wurde unter Verwendung der Solubilisierungslösung 1 h bei 37°C 

gelöst, und die OD bei einer Wellenlänge von 595 nm im Photometer gemessen.  

 

Chinonreduktase-Reaktionspuffer  0,06% BSA (Bovines Serum Albumin)  
0.9 mM 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl] -2,5-diphenyl-
tetrazoliumbromid   
25 mM Tris-HCl   
0.01 % Tween-20      
5 μM FAD (Flavin-adenin-dinukleotid)   
1 mM Glucose-6-Phosphat   
30 μM NADP+      
2 U/ml Glucose-6-Phosphatdehydrogenase  
50 μM Menadion (gelöst in Acetonitril)   

 
Digitonin-Lösung (pH 7.8) 20 mM EDTA,    

0.8 % Digitonin      
 

Kristallviolett-Färbelösung:  0.2 % Kristallviolett   
2 % Ethanol      
 

Kristallviolett-Solubilisierungslösung: 0.5 % SDS (Natriumdodecylsulfat)    
50 %Ethanol   

 

4.3.7.4 Abfangen von 1,1-Diphenyl-2-pikrylhydrazyl Radikalen 

 

Das Radikalfängerpotenzial wurde photometrisch durch Reaktion mit freien 1,1-

Diphenyl-2-pikrylhydrazyl (DPPH) Radikalen modifiziert nach van Amsterdam be-
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stimmt (1992). DPPH besitzt aufgrund seiner Struktur mit einem ungepaarten Elektron 

ein Absorptionsmaximum bei 517 nm, was sich in der tiefvioletten Färbung der gelösten 

Substanz ausdrückt. Durch Paarung des einzelnen Elektrons, beispielsweise durch Über-

tragung eines Wasserstoff-Atoms von einem Radikalfänger auf das DPPH-Radikal, ent-

steht ein hypsochromer Effekt, der photometrisch messbar ist.  

Im 96-Loch-Mikrotiterplattenformat wurden 10 μl der Testsubstanzen als Duplikate in 

acht seriellen 1:1 Verdünnungen (in 100% DMSO) mit 190 μl 100 μM DPPH für 

30 min bei 37°C inkubiert. Das Radikalfängerpotenzial wurde nach photometrischer 

Messung bei 515 nm mit der Lösungsmittelkontrolle (0% Radikalfang) und der Positiv-

kontrolle Vitamin C (250 μM Endkonzentration, 100% Radikalfang, als Blank verwen-

det) verglichen und daraus die halbmaximale Radikalfängerkonzentration SC50 (half-

maximal scavenging concentration) berechnet.   

 

4.3.7.5 Abfangen von Superoxidanion-Radikalen gebildet durch Hypo-

xanthin/Xanthinoxidase  

 
Superoxidanion-Radikale wurden in Hypoxanthin/Xanthinoxidase (H/XO) Reaktions-

puffer durch Oxidation von Hypoxanthin zu Harnsäure durch Xanthinoxidase generiert. 

Die Quantifizierung erfolgte über die Reduktion des gelben Tetrazoliumsalzes XTT 

zum orangenen Formazan, das bei 480 nm photometrisch erfasst werden kann. Durch 

die kinetische Messung über 5 min wurden Vmax-Werte ermittelt. Aus den Werten von 

fünf seriellen 1:1 Verdünnungen erfolgte die Berechnung der SC50. Die Testsubstanzen 

wurden in Duplikaten getestet. Als Kontrolle wurde Superoxiddismutase (SOD) in einer 

Endkonzentration von 30 U/ml verwendet. Um einen direkten hemmenden Effekt der 

Substanzen auf die Xanthinoxidase auszuschließen, wurde unter identischen Bedingun-

gen die Bildung von Harnsäure ohne Zugabe von XTT bei 290 nm im μQuant gemes-

sen. Im Reaktionsgemisch wurden 50 μM Hypoxanthin durch 100 μM Xanthin ersetzt. 

Allopurinol wurde als bekannter Hemmstoff der Xanthinoxidase als Positivkontrolle 

eingesetzt. Die Methode wurde nach Ukeda (1997) modifiziert und an das 96-Loch- 

Plattenformat angepasst.  
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H/XO-Reaktionspuffer (pH 8): 50 mM KH2PO4   
0.1 mM EDTA   
50 μM Hypoxanthin    
25 μM Natrium-2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilid   
1.5 mU/ml Xanthinoxidase   
 

4.3.7.6 Messung der “Oxygen (Peroxyl) Radical Absorbance Capacity” 

 

Das Potenzial von Testsubstanzen, Peroxylradikale abzufangen, wurde anhand des mo-

difizierten oxygen radical absorbance capacity-Tests (ORAC) nach Cao und Prior 

(1999), ebenfalls angepasst an das 96-Loch-Plattenformat, bestimmt. Hierbei wurde 

Fluorescein als redox-sensitives, fluoreszierendes Indikatormolekül verwendet. Die 

Freisetzung von Peroxylradikalen erfolgte durch 2,2-Azobis-(2-amidinopropan) di-

hydrochlorid (AAPH). 170 μl ORAC-Puffer wurden dazu mit 10 μl Testsubstanz in 

Quadruplikaten versetzt. Als Positivkontrolle wurde das wasserlösliche Vitamin E Ana-

log Trolox in einer Endkonzentration von 1 μM eingesetzt. Durch Zugabe von 20 μl 

190,81 mM AAPH zum Puffer wurde die Reaktion initiiert und die Abnahme der Fluo-

reszenz bei 37°C über einen Zeitraum von ca. 120 min im Cytofluor (Anregung bei 

530/25 nm, Emission bei 585/30 nm) kontinuierlich bis zum vollständigen Fluoreszenz-

verlust gemessen. Die Ergebnisse der Testsubstanzen, die in einer Endkonzentration 

von 1 μM bzw. im Falle der Extrakte und Fraktionen von 0.4 μg/ml vorlagen, wurden 

zur Positivkontrolle in Relation gesetzt und als ORAC-Einheiten ausgedrückt, wobei 

eine Einheit dem Schutz des Fluoreszenzabfalls von Fluorescein durch 1 μM Trolox 

entspricht. 

 

ORAC-Puffer (pH 7,4)  75 mM Na2HPO4    
75 mM KH2PO4    
0,21 μM Fluorescein    

 

4.3.7.7 Hemmung der Aromatase (Cytochrom P450 19) 

 

Die Identifikation von potenten Inhibitoren der Aromatase erfolgte unter zu Hilfenahme 

der Methode nach Stresser (Stresser et al. 2000) mittels rekombinanter humaner Aroma-

tase sowie dem Substrat O-benzyl-fluorescein-benzylester. Das Substrat wurde durch 

die Aromatase dealkyliert, wodurch es zur Bildung eines Fluoresceinmonobenzylesters 
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kommt, der nach Hydrolyse mit NaOH fluorimetrisch bestimmt werden kann. Die Be-

stimmung der Aromataseaktivität erfolgte in 100 μl des Kofaktor-Verdünnungspuffers. 

Nach Vorinkubation des Gemisches bei 37°C für 10 min wurden 10 μl der Testsubstan-

zen (acht serielle 1:1 Verdünnungen, Endkonzentration von 0,4 -50 μM) in Duplikaten 

sowie 10/% DMSO als Negativkontrolle bzw. Ketoconazol in Endkonzentrationen von 

0.4 - 25 μM als Positivkontrolle hinzugegeben und die Reaktion durch Zugabe des 

Aromatase Enzym-Substratgemisches gestartet und für weitere 30 min bei 37°C inku-

biert. Anschließend wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 μl 2,2N NaOH gestoppt. 

Um ein adäquates Signal/Rausch-Verhältnis zu erzielen, wurde die Platte weitere 2 h 

bei 37°C inkubiert, bevor die Messung im SpectraMax Fluorimeter (Anregung bei 

490 nm, Emission bei 530 nm, mit einem cutoff von 515 nm) erfolgte. Die Ergebnisse 

wurden in % Hemmung im Vergleich zur DMSO-Kontrolle angegeben und zur Berech-

nung von IC50 Werten verwendet. 

 

Aromatase Kofaktor-Verdünnungspuffer (pH 7.4):  
50 mM KH2PO4      
5,2 mM NADP+      
13,2 mM Glucose-6-Phosphat     
13,2 mM MgCl2      
1,6 U/ml Glucose-6-Phosphatdehydrogenase   
 

Aromatase Enzym-Substratgemisch (pH 7.4)  
50 mM KH2PO4      
2 nM Humane rekombinante Aromatase (Cyp 19)   
0,4 μM O-benzyl-fluorescein-benzylester    
 

4.3.7.8 Hemmung der Cyclooxygenase-1-Aktivität  

 

Die Aktivitätsbestimmung der Cyclooxygenase-1 (Cox-1) basiert auf der Messung der 

Sauerstoffmenge, die während der Umwandlung von Arachidonsäure zu Prostaglandi-

nen verbraucht wurde (Jang et al. 1997). 

Das Reaktionsgemisch (988 μl) wurde für 90 s mit 10 μl Testsubstanz bzw. DMSO als 

Negativkontrolle bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 μl 

50 mM Arachidonsäure in Ethanol (Endkonzentration 100 μM) gestartet und der Sauer-

stoffverbrauch mit Hilfe einer Clark-Sauerstoff-Elektrode für 20 s gemessen. Zur Be-

rechnung wurde die über den Sauerstoffverbrauch erfasste Cox-1-Aktivität der DMSO 
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Kontrolle gleich 100% gesetzt und die Werte für die Testsubstanzen in % der Kontrolle 

ausgedrückt. 

 

Cox-Reaktionspuffer (pH 7.4) 0,1 M Na2HPO4    
0.1 M KH2PO4    
1 mM Hydrochinon    
0,01 mM Hämin   
2 U/ml Cyclooxygenase-1 (aus Schafsamenblasenmikro-
somen)  
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6 Strukturmatrix 
 

In der folgenden Übersicht sind die wesentlichen in dieser Arbeit aufgeführten Verbin-

dungen zusammengefasst. 

 

 

Nr. Systematischer-Name Struktur 
1 Chlorogensäure (5-

Kaffeeoylchinasäure) HO

HO

O

O

HO

OH

COOH

OH  
2 Kaffeesäure 

HO

HO

O

OH

 
3 4-p-

Cumaroylchinasäure 
 

4 5-p-
Cumaroylchinasäure 

 
5 p-Cumarsäure 

 
6 Phloretin 

 
7 Phloretin-2’-O-glucosid 

(Phloridzin) 

 
8 Phloretin-2’-O-

xyloglucosid 
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Nr. Systematischer-Name Struktur 
9 Phloretin-2’4’-O-

diglucosid 

 
10 3-Hydroxy-phloretin 

 
11 3-Hydroxy-phloretin-

2’-O-glucosid (3-
Hydroxyphloridzin) 

 
12 3-Hydroxy-phloretin-

2’-O-xyloglucosid 

 
13 (+)-Catechin 

 
14 (-)-Epicatechin 

 
 

15 Procyanidin B1 
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Nr. Systematischer-Name Struktur 
16 Procyanidin B2 

 
17 Polymere Procyanidine 

 
18 Quercetin 

 
19 Quercetin-3-O-glucosid 

 
20 Quercetin-3-O-

galactosid O

OH

OH
HO

OH O

O OH

H

H
OH

H

H
HO H

O

OH

 
21 Quercetin-3-O-xylosid 

 
 

22 Quercetin-3-O-
arabinosid 
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Nr. Systematischer-Name Struktur 
23 Quercetin-3-O-

rhamnosid 

 
24 Quercetin-3-O-rutinosid 

O

OH

OH
HO

OH O O

H

OHH OH

HHHO

H

O

O
O OH

CH3

OHOH

 
25 Cyanidin 

 
26 (R)-Oktan-1,3-diol 

 
27 (R)-5-(Z)-Okten-1,3-

diol  
28 3-Hydroxy-β-damascon 

 
29 3-Hydroxy-2-pyron 

 
30 Di-(2-ethyl-hexl)-

phthalat 

 
31 β-Naphtoflavon 

 
32 Benzylmerkaptan 

 
33 Corosolsäure 

(R)

(R) (R)
(R) (R)

(R) (S)

(S)
(S)

(R)
(S)

COOHH

H

H

HO

HO

 
 

Nr. Systematischer-Name Struktur 
34 Schleimsäure (Galak-

tarsäure) 
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7 Anhang 
 
Tabelle 7.1 Polyphenolgehalte von uns untersuchten klaren und trüben Apfelsäften in mg/l 

AS05 klar AS05 trüb AS06 klar AS06 trüb AS07 klar AS07 trüb
Catechin 2,5 5,9 8,7 6,9 2,6 8,0
Epicatechin 5,3 14,7 52,2 36,3 58,6 12,3
Procyanidin B1 1,2 3,8 5,7 8,5 10,8 19,2
Procyanidin B2 2,9 13,8 62,0 71,2 8,8 22,3
Σ Flavan-3-ole 11,9 38,2 128,6 122,9 80,8 61,8
Chlorogensäure 187,3 168,8 186,8 177,8 360,7 313,6
Kryptochlorogensäure 26,3 14,1 4,7 5,3 0,0 0,0
Kaffeesäure n.d. n.d. n.d. 0,2 12,2 11,7
4-p -Cumaroylchinasäure 79,9 38,2 49,3 41,8 63,2 62,7
p -Cumarsäure n.d. n.d. 0,4 0,4 n.d. n.d.
Σ phenolische Säuren 293,5 221,1 241,2 225,5 436,2 388,0
Phloretin-2'-xyloglucosid 25,1 65,8 40,6 40,9 51,3 44,3
Phloretin-2'-glucosid 24,4 22,8 11,6 9,0 52,2 43,3
Phloretin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3-Hydroxy-phloretin-xyloglucosid 3,1 6,7 6,6 6,4 22,2 18,5
3-Hydroxy-phloretin-2'-glucosid 3,4 3,7 1,7 1,7 9,1 7,7
Σ Dihydrochalkone 56,0 99,0 60,5 58,0 134,8 113,9
Quercetin-3-O -galactosid 1,3 1,2 1,5 1,3 1,6 1,5
Quercetin-3-O -glucosid 0,5 0,4 0,7 0,6 0,6 0,5
Quercetin-3-O -xylosid n.d. n.d. 0,5 0,3 n.d. n.d.
Quercetin-3-O -arabinosid n.d. n.d. 0,8 0,4 n.d. n.d.
Quercetin-3-O -rhamnosid 1,2 1,3 2,1 1,5 2,0 1,7
Quercetin-3-O -rutinosid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Quercetin n.d. n.d. n.d. n.d. 1,8 n.d.
Σ Flavonole 3,0 2,9 5,6 4,1 6,0 3,7
Summe 364,4 361,2 435,9 410,5 657,7 567,4  
n.d.: nicht detektierbar 
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Tabelle 7.2 Polyphenolprofil der untersuchten Apfelsaftextrakte in mg/g 

M SD M SD M SD M SD M SD M SD M SD M SD M SD M SD M SD M SD M SD M SD

(+)-Catechin 2,0 0,5 1,8 0,3 2,0 0,3 0,5 0,1 n.d. 2,7 0,3 n.d. n.d. 1,4 0,5 2,1 0,1 1,6 1,1 1,0 0 3,8 0,2 7,5 0,2

(-)-Epicatechin 26,4 0,6 32,1 0,3 7,1 0,3 7,4 0,2 19,2 0,3 17,7 0,5 12,5 2,1 5,9 0,6 6,6 1,0 44,3 1,2 42 0,2 8,7 1,6 12,3 0,4 7,1 0,6

Procyanidin B1 3,1 0,5 3,6 0,8 1,7 0,7 3,8 0,6 7,0 0,4 6,2 0,7 n.d. 2,4 0,1 11,0 1,2 5,1 0,1 8,1 0,7 n.d. n.d. 5,3 0,4

Procyanidin B2 12,9 0,3 15,1 1,0 8,0 0,7 12,5 1,0 15,1 0,2 18,4 0,4 12,1 2,0 n.d. 16,7 1,1 30,6 1,1 37,9 0,1 11,9 0,5 14,4 0,4 5,7 0,2

Σ  flavan-3-ole 44,4 0,6 52,6 1,7 18,8 0,1 24,2 1,3 41,3 0,3 45,0 0,6 24,6 2,0 8,3 0,7 35,7 1,9 82,1 2,5 89,6 1,0 21,6 2,2 30,5 0,9 25,6 0,6

3-Hydroxy-Phloretin-2'-xyloglucosid 10,3 0,8 11,4 0,4 2,9 0,1 4,1 0,1 2,3 0,6 4,8 0,3 6,7 0,4 2,5 0,0 5,5 0,3 5,9 0,0 5,4 0,0 19,9 0,2 17,5 0,9 0,6 0,1

3-Hydroxy-Phloretin-2'-glucosid 1,8 0,2 1,8 0,2 4,1 0,1 2,9 0,0 1,1 0,0 7,8 2,1 4,3 0,3 3,3 0,0 3,2 0,2 2,1 0,4 1,5 0,1 7,7 1,0 6,9 0,6 4,7 0,2

Phloretin-2',4'-diglucosid * 1,6 0,2 1,5 0,1 1,0 0,2 0,8 0,0 0,3 0,1 n.d. 0,9 0,3 0,6 0,1 0,6 0,2 0,6 0,1 0,7 0,1 0,5 0,2 0,6 0,2 1,6 0,3

Phloretin 2’-xyloglucosid 38,1 3,2 43,8 1,3 11,2 1,2 12,9 0,3 69,5 0,9 31,7 0,5 68,9 2,1 28,2 2,2 24,3 1,8 30,8 0,9 27,8 1,4 48,5 0,7 54,9 1,8 50,3 1,2

Phloretin 2’-glucosid 11,1 1,2 12,4 0,6 30,1 0,6 34,4 1,3 27,9 0,7 78,9 0,7 48,0 1,4 28,7 0,6 25,2 1,9 14,2 0,6 11,3 0,2 18,9 0,1 21,7 0,7 14,5 0,9

Phloretin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 1,8 0,2

Σ Dihydrochalkone 62,9 2,1 70,9 0,5 49,3 1,8 55,1 1,6 101,1 0,8 123,2 0,6 128,8 3,5 63,3 1,5 58,8 2,0 53,6 1,8 46,7 1,7 95,5 0,9 101,6 2,5 73,5 0,5

Chlorogensäure 114,6 3,1 136,7 1,3 121,3 2,1 134,3 3,0 181,5 2,0 19,2 1,0 183,2 3,2 183,9 2,5 154,4 2,9 169,0 3,4 148,1 0,2 132,2 1, 119,8 2,3 167,7 2,5

Kaffeesäure 11,1 1,7 8,2 0,9 15,9 0,5 7,7 0,5 4,8 0,5 4,0 0,4 7,5 1,6 3,9 0,2 9,1 0,6 5,2 0,0 4,7 0,0 16,4 0,5 8,0 0,2

4-p -Cumaroylchinasäure 6,4 0,1 7,2 0,1 23,6 0,7 23,5 1,7 77,3 0,2 5,0 0,3 66,0 1,4 84,9 2,0 23,5 1,4 4,8 0,1 7,6 0,1 76,1 1,0 98,0 2,9 17,5 0,3

Cumarsäure 4,4 0,3 4,3 0,2 4,1 0,2 4,1 0,2 n.d. 4,2 0,2 2,6 0,1 1,3 0,1 3,9 0,4 3,0 0,0 2,6 0,0 0,9 0 1,2 0 4,7 0,1

Σ  Phenolische Säuren 136,5 1,0 156,4 1,3 164,9 2,2 169,6 3,3 263,6 1,5 32,4 0,8 259,3 1,0 274,0 2,0 190,9 4,1 182,0 3,3 163 0,3 209,2 2,3 235,4 5,8 197,9 1,2

Quercetin 3-O -rutinosid 0,3 0,1 n.d. n.d. n.d. 2,6 0,2 49,1 0,2 4,5 0,0 n.d. 2,0 0,3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Quercetin 3-O -galactosid 0,7 0,1 1,1 0,0 0,6 0,0 0,6 0,1 0,8 0,1 8,1 0,1 1,8 0,4 1,5 0,2 0,6 0,1 1 0,0 0,8 0,0 0,9 0 1,1 0 0,9 0,1

Quercetin 3-O -glucosid n.d. n.d. n.d. n.d. 1,4 0,0 12,3 0,5 1,5 0,2 0,7 0,1 n.d. n.d. 0,3 0,0 0,3 0 0,3 0 n.d.

Quercetin 3-O -xylosid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 18,1 0,3 n.d. n.d. 1,2 0,1 n.d. n.d. 0,4 0 0,7 0 n.d.

Quercetin 3-O -arabinosid 0,8 0,1 1,9 0,3 1,0 0,1 1,6 0,4 n.d. 3,5 0,0 n.d. n.d. 1,1 0,1 0,9 0,0 n.d. 0,8 0 1,0 0 2,3 0,2

quercetin 3-O -rhamnosid 0,7 0,1 0,5 0,1 0,4 0,0 0,5 0,1 4,1 0,2 25,1 0,2 4,3 0,5 1,3 0,1 n.d. 0,9 0,0 0,8 0,0 1,6 0 1,9 0,1 n.d.

Quercetin 1,3 0,0 n.d. 1,1 0,0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,7 0,1 0,8 0,0 0,7 0,0 n.d. n.d. 0,8 0,1

Σ  Flavonole 3,8 0,0 3,5 0,3 3,1 0,1 2,7 0,2 8,9 0,2 116,2 0,4 12,1 0,8 3,5 0,1 5,6 0,1 3,6 0,0 2,6 0,1 4 0 5,0 0,2 4,0 0,1

polymere Procyanidine 490 57 605 3 450 3 532 0 424 13 431 54 412 22 276 43 517 25 470 6 543 25 382 12 496 18 483 4
Σ Polyphenole 737,6 2,5 888,4 20 686,1 4,0 783,6 3,2 816,8 5,1 747,8 0,7 836,8 8,6 625,1 25 808,0 12 791,3 7,6 844,9 12 712,3 8,2 868,5 7,5 784,0 3,1

Bittenfelder AE02

klar trüb klar trüb klar

Bohnapfel

klar klar klar

AE03B AE04

trüb klar

AE05 Handelsprobe

trüb klar trübtrüb

AE06 AE07

  
M: Mittelwert; SD: Standardabweichung; n.d.: nicht detektiert; * berechnet als Phloretin-2’-xyloglucosid-Äquivalent 
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Tabelle 7.3 Hochsiedende Substanzen in von uns untersuchten Apfelsäften in mg/kg 

Summe

Gehalt SD Gehalt SD Gehalt SD Gehalt SD Gehalt SD
klar n.d. 15,0 0,8 5,0 0,2 0,6 0,1 10,2 0,4 30,7
trüb n.d. 20,2 0,1 10,0 0,2 0,6 0,2 10,3 0,9 41,1
klar n.d. 97,2 24,9 28,3 5,6 1,5 0,0 23,4 3,0 150,5
trüb n.d. 31,1 7,0 10,7 2,4 0,8 0,2 12,4 2,7 55,0
klar n.d. 30,4 0,7 9,6 0,4 0,2 0,0 18,9 2,4 59,1
trüb n.d. 48,4 4,6 14,8 1,3 0,2 0,0 28,5 0,5 91,9

(R )-5-(Z)-Okten-
1,3-diol

3-Hydroxy-β -
damascon 3-Hydroxy-pyron

AS06  

AS07  

Di-(2-ethyl-hexyl)-
phthalat

(R )-1,3-
Oktandiol

AS05  

 

Tabelle 7.4Hochsiedende Substanzen in von uns untersuchten Apfelsaftextrakten in mg/g 

Summe

Gehalt SD Gehalt SD Gehalt SD Gehalt SD Gehalt SD
AE02 klar n.d. 72,1 5,0 56,1 10,7 0,0 0,0 6,3 1,5 134,5
AE03B 2,2 0,5 7,0 0,5 2,1 0,2 0,7 0,0 n.d. 11,9
AE04 klar 0,4 0,2 27,4 2,2 5,7 0,5 0,4 0,0 n.d. 33,9

klar n.d. 47,1 10,6 19,0 4,8 1,1 0,3 17,0 4,8 84,2
trüb n.d. 27,5 2,1 15,5 1,2 0,4 0,1 6,1 0,1 49,5
klar 0,0 0,0 21,3 4,8 6,7 1,1 0,0 0,0 5,6 1,2 33,6
trüb 0,2 0,0 14,0 1,7 5,1 0,8 0,2 0,0 2,1 0,7 21,6
klar 0,5 0,5 28,2 0,9 8,3 1,0 0,2 0,1 11,6 1,7 48,8
trüb 8,9 3,5 25,7 4,1 8,2 1,7 0,1 0,0 3,2 1,0 46,1
klar n.d. 43,0 11,8 30,9 8,3 0,3 0,1 5,6 0,7 79,9
trüb n.d. 29,7 2,5 16,0 3,1 0,1 0,0 4,0 1,3 49,9
klar n.d. 60,6 17,1 43,0 12,1 0,5 0,2 5,6 0,7 109,7
trüb n.d. 33,9 3,9 14,0 2,2 0,3 0,0 2,7 0,1 50,9

Handelsprobe trüb n.d. 113,7 10,8 46,8 5,2 2,5 0,4 3,4 0,7 166,5

3-Hydroxy-β -
damascon 3-Hydroxy-pyron

Bittenfelder

Di-(2-ethyl-hexyl)-
phthalat

(R )-1,3-
Oktandiol

(R )-5-(Z)-Okten-
1,3-diol

AE05

AE06

AE07 

Bohnapfel

 

SD: Standardabweichung; n.d.: nicht detektiert 

SD: Standardabweichung; n.d.: nicht detektiert 
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