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1 Einlaeitung

Zu Beginn der Neuzeit wurde beobachtet, dass Menschen unter langandauernder,
einseitiger Erndhrung spezifische Krankheitshbilder entwickeln. Erst Ende des letzten
Jahrhunderts wurde damit begonnen, die Entstehung dieser Krankheiten
tierexperimentell durch das Verflttern sogenannter Mangeldiéten zu untersuchen, was
zur Entstehung der modernen Ernahrungswissenschaft fiihrte. *

Wadhrend bisher Wissenschaftler hauptsachlich die schadigenden Wirkungen von
ungesunden Nahrungsmitteln, wie beispielsweise den Fast-Food-Produkten oder
SURigkeiten untersuchten, wird seit einigen Jahren verstéarkt die Suche nach
Nahrungsmitteln mit pharmakologisch wirksamen Inhaltsstoffen von der
Lebensmittelindustrie geférdert. 2
Quantifizierung von biomedizinisch wirksamen Substanzen, die geeignet sind, die
Entwicklung von Krankheiten zu hemmen (Primérprévention) bzw. deren Verlauf
glinstig zu beeinflussen (Sekundérpravention), immer mehr an Bedeutung. 3

So gewinnt die Strukturaufkl&rung und

Ausgehend von der epidemiologischen Evidenz, dass es L ebensmittelinhaltsstoffe gibt,
die bei ausreichendem Verzehr zu einer geringen Inzidenz bestimmter Erkrankungen
fuhrt, muss die Beziehung der als praventiv erkannten Inhaltsstoffe zum Verlauf der
Erkrankung geprift werden. Solche Lebensmittel, die einen Mikrondhrstoff enthalten,
welcher sich wissenschaftlich nachweisbar auf bestimmte organische Funktionen
positiv auswirkt oder das Risiko einer Krankheit vermindert, werden as sog.
funktionelle Lebensmittel oder , Nutraceuticals* bezeichnet.

Pflanzliche Inhaltsstoffe enthalten ein grof3es Reservoir an organischen Verbindungen,
wie beispielsweise die Stoffgruppe der Flavonoide und der Carotinoide, die in
verschiedenen Therapien gezielt zum Einsatz kommen. > Der menschliche Kérper kann
viele dieser biomedizinischen Inhaltsstoffe nicht oder nur in unzureichender Menge
selbst herstellen. Darlber hinaus werden diese Substanzen im Korper nur fir eine
kurze Zeit gespeichert, so dass die meisten dieser essentiellen Wirkstoffe taglich
zugefuhrt werden muissen. Heutzutage geben Konsumenten in den USA jéhrlich Uber
150 Milliarden Mark fir die mit vorbeugenden oder hellenden Substanzen
aufgeriisteten Nahrungsmitteln wie Miislis, Milchprodukte oder Sifte aus. ® Dabei
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muss nach neuesten wissenschaftlichen Untersuchungen den zugesetzten Wirkstoffen,
wie den Vitaminen und Flavonoiden, gezielte medizinische Heilkraft zugesprochen
werden. So werden bestimmte Vitamine nicht langer nur als Allheilmittel gegen
Beschwerden wie Erkdtungen angesehen, sondern zielgerichtet in Pravention und
Intervention von Herzinfarkt, Demenz und Krebs eingesetzt. ’

Flavonoide sind in Pflanzen haufig vorkommende Farbstoffe mit weitreichenden
biomedizinischen Anwendungen, einschliefdlich antioxidativer, antimutagener und
anticancerogener Wirkung. ® So erhthen Flavonoide die Permeabilitit der
Korpergefalie bzw. verringern die Kapillarbriichigkeit und werden als Medikamente
gegen Venenschmerzen und Varizen (Krampfadern) eingesetzt. ° Desweiteren wurde
in neueren Studien die biologische Aktivitdt von verschiedenen polyglycosidischen
Flavonoid-Derivaten gegen Gastritis und Magengeschwtre belegt. Der Aufguss der
Blétter der brasilianischen Heilpflanze Maytenus aquifolium Martius (Celestraceae)

wird traditionell gegen Magenschmerzen angewandt. °

Die Isolierung und
Strukturaufklérung von polyglycosidisch gebundenen Flavonoiden aus brasilianischen
Pflanzen ist nitzlich fur die Validierung dieser Verbindungen als chemische Marker
fur die Beurtellung der riesigen Anzahl der in der brasilianischen Volksmedizin

eingesetzten Aufgusse. !

Unter Vitaminen versteht man eine Gruppe essentieller Nahrungsbestandteile, die dem
Organismus in Mikromengen zugefihrt werden missen und ohne die der normale
Ablauf der Stoffwechsel prozesse nicht méglich ist. Zudem erlangen Vitamine in letzter
Zeit verstarktes Interesse wegen ihrer mdglichen immunstabilisierenden Wirkungen
und chemopraventiven Eigenschaften. Vor allem die fettléslichen Vitamine, wie
Vitamin A, das Pro-Vitamin A (B-Carotin) und Vitamin E zeigen in Kombination mit
dem wasserléslichen Vitamin C anticancerogene Effekte. * VitaminE ist ein
essentielles Antioxidanz, das die Lipide biologischer Membranen vor der Schadigung
durch Sauerstoffradikale schiitzt. ** Vitamin A ist as Retinol in die Glycoprotein-
Biosynthese, as Retinal in den Sehvorgang und als Retinoat in die Regulation der
Genexpression eingeschaltet. ** Desweiteren wird fiir die Stoffgruppe der Carotinoide,
die in grolen Mengen in Karotten, Tomaten und dunkelgrinem Blattgemise
vorhanden sind, ein positiver Einfluss auf den Zellschutz diskutiert. Insbesondere 3-
Carotin, Bixin und Lutein werden mit einer hemmenden Wirkung auf die Entwicklung
des Colon-Karzinoms in Zusammenhang gebracht. ™ Zudem wird Bixin zur
Reduzierung des Cholesterin- und Triglycerinspiegelsim Blut eingesetzt. *°
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Die epidemiologische Grundlagenforschung schreibt den beiden Carotinoiden Lutein
und Zeaxanthin eine entscheidende Rolle bei der Vorbeugung und Behandlung der
adulten Makuladegeneration (AMD), der Haupt-Erblindungsursache in den
Industriel&ndern, zu. So konnten klinische Studien einen Zusammenhang zwischen der
Konzentration dieser Carotinoide und einer geringeren Inzidenz der AMD belegen. *'
Carotinoide sind, bedingt durch ihre konjugierte olefinische Struktur, sehr instabil
gegenuber Temperatur, Licht und Sauerstoff und liegen in der Natur in
unterschiedlichen Isomeren vor. Die verschiedenen Stereoisomere wirken im Korper
as Antioxidantien. Die physiologischen Eigenschaften der einzelnen Stereoisomere
konnen dabei betréchtlich variieren, so dass fur das grundlegende Verstandnis der
biochemischen Regelmechanismen in der Behandlung der AMD die Kenntnis der
Struktur und Konzentration jedes einzelnen Stereoisomeren notwendig ist.

Die klassischen Analysemethoden der Extraktion, Trennung, Isolierung und
Strukturaufklarung von Naturstoffen sind bel der stetig wachsenden Anzahl von
Proben sehr zetaufwendig. Zudem ist ene Anaytik von licht- und
sauerstoffempfindlichen Substanzen ohne Erzeugung von Artefakten auf diesem
konventionellen Weg nicht méglich. Die ldentifizierung und Aufkldrung dieser
instabilen biologischen Inhaltsstoffe gelingt folglich nur mit Hilfe kombinierter
Trennung-ldentifizierungs-Methoden. So ist die Direktkopplung der Hochleistungs-
flissigchromatographie (HPLC) mit der Massenspektrometrie (MS) bzw. der
kernmagnetischen Resonanzspektroskopie (NMR) fir die schnelle und effiziente
Bearbeitung von Fragestellungen der modernen Analytik unerlasslich. Dies zeigt die
rasante Entwicklung der HPLC-MS- wie auch der HPLC-NMR-Kopplung in den
letzten Jahren. In jungster Zeit hat sich jedoch herausgestellt, dass durch die
Verwendung einer einzigen Kopplungsmethode oft keine ausreichenden Ergebnisse
erhalten werden kdnnen. Durch die kombinierte Anwendung der HPLC-MS- mit der
HPLC-NMR-Kopplung ist jedoch ene vollstdndige  Strukturaufkldrung
verschiedenster Inhaltsstoffe aus biologischen Proben im ng-Bereich moglich. 2
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2 Problemstellung

Ziel dieser Arbeit ist es, eine komplette Strukturaufkldrung strukturell &hnlicher
Substanzen mittels der HPLC-MS- und der HPLC-NMR-Kopplung durchzufiihren. So
sollen durch die kombinierte Anwendung dieser beiden Kopplungsmethoden sowonhl
Konstitutions- als auch verschiedene Konfigurationsisomere analysiert werden. Die
zum Teil instabilen Substanzen werden dabel aus biologischen Proben schonend und
zerstorungsfrei isoliert. Fur die Anwendung der kombinierten Analytik von Extraktion,
Trennung und Strukturaufklarung sollen drei klassische Vertreter biomedizinisch
relevanter Inhaltsstoffe untersucht werden: Carotinoid-Stereoisomere, Tocopherol-
Homol oge und Flavonoid-Derivate.

Ein Schwerpunkt der Arbeit ist die Charakteriserung von Z/E-Stereoisomeren der
Carotinoide Lutein und Zeaxanthin. Dies soll sowohl am Beispiel eines typischen
funktionellen Lebensmittels wie Spinat als auch direkt am Wirkungsort der AMD, der
Retina, erfolgen. Hierzu werden die einzelnen Carotinoid-Muster von Retinageweben
verschiedener Spezies (Mensch, Huhn, Rind) analysiert und verglichen. Mit Hilfe der
eingesetzten Anaysemethoden soll dabel erstmals eine Anreicherung der Carotinoide
in der Retinaam Tiermodell nach systemischer Gabe nachgewiesen werden.

Als weliteres Carotinoid wird Bixin untersucht. Dieses Carotinoid ist wasserl6slich und
deshab fur die chemische Industrie von besonderem Interesse. Grof3e Mengen an
Bixin sind in Bixa orellana L. (Annato, Urucum) enthalten und kommt ebenfalls in
mehreren Z/E-Stereoisomeren vor. Es soll untersucht werden, ob sich im wassrigen
Extrakt im Vergleich zu einem Chloroform-Extrakt ein anderes Stereoi someren-Pattern
nachweisen lasst. Die Hauptkomponenten sollen dabei mit Hilfe der on-line HPLC-
NMR-Kopplung analysiert werden.

Weiterer Bestandteil ist die Analyse von Tocopherol-Homologen und strukturell
verwandten Verbindungen aus Speichel und Zahnfleisch nach zahnhygienischer
Behandlung mit einer Vitamin E-haltigen Zahnpasta. Hierbel soll die Moglichkeit der
Anreicherung bzw. die potentielle Schutzwirkung des Nutraceuticals Zahnpasta
nachgewiesen werden.
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Schliefdlich soll die Anwendung der gekoppelten Analysemethoden als moderne
Screening-Methode aufgezeigt werden. Die Notwendigkeit einer effizienten und
schnellen Strukturaufkldrung kann exemplarisch an der riesigen Anzahl brasilianischer
Pflanzen sowie deren biomedizinisch wirksamen Inhaltsstoffe bewiesen werden.
Hierzu werden zwe biologisch vollig unterschiedliche brasilianische Spezies
(Maytenus aquifolium Mart. und Sorocea Bomplandii Baill. Burger) untersucht. Beide
Spezies besitzen jedoch strukturell &hnliche glycosidisch gebundene Flavonoid-
Derivate. Nach Etablierung einer kombinierten analytischen Methode ist das schnelle
Screening solcher ahnlicher Pflanzeninhaltsstoffe und somit ihre Unterscheidung
moglich.

Aufgrund der Instabilitdt zahlreicher biomedizinisch wirksamer Inhaltsstoffe, wie
bei spiel sweise den Carotinoid-Stereoisomeren, muss eine Extraktionsmethode gewahlt
werden, bel der die Substanzen mdglichst schnell und schonend extrahiert und
aufkonzentriert werden, ohne dass eine Isomerisierung oder Oxidation stattfindet.
Durch die Anwendung verschiedener Anreicherungsverfahren, wie der direkt an die
Chromatographie gekoppelten Festphasenextraktion (on-line Solid Phase Extraction)
oder der Matrix-Festphasenextraktion (Matrix Solid Phase Dispersion), bel der das
feste biologische Material direkt extrahiert wird, sollen aus unterschiedlichen
biologischen Proben die jeweiligen biomedizinisch aktiven Substanzen isoliert und
anaysiert werden.

Carotinoid-Stereoisomere, Tocopherol-Homologe und glycosidisch  gebundene
Flavonoid-Derivate koénnen auf herkbmmlichen Umkehrphasen, wie der Cig-
Trennséule oft nur unbefriedigend getrennt werden. Als stationdre Phase dient daher
die 1994 vorgestellte hochselektive Cz-Trennphase, die auch im Hinblick auf die
NMR-Detektion eine hohere Beladung as konventionelle |, reversed-phase*
Materialien erméglicht. *° Die mittels der Festkorper-NMR-Spektroskopie belegte
Temperaturabhangigkeit der Selektivitdt soll dabel  durch  waelterfuhrende
chromatographische Studien optimiert werden.

Eine schnelle und eindeutige strukturelle Aufklarung der Naturstoffextrakte im
Picogramm-Bereich gelingt mit Hilfe der direkten HPL C-M S-Kopplung. Da zahlreiche
Naturstoffe unpolar sind, ist deren lonisierung fir die Massenspektrometrie oftmals
problematisch. Die haufig verwendete Electrospray lonisierung (ESI) ist nicht
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anwendbar, da die Protonierung dieser Naturstoffe, insbesondere der Carotinoide,
schwierig ist. Durch die Anwendung der chemischen lonisierungtechnik unter
Atmosphérendruck (APCI) soll das lonisierungsproblem der Carotinoide gelOst
werden.

Wahrend mit der HPLC-MS-Kopplung eine Strukturaufkldrung von Naturstoffen
unterschiedlicher Molekllmasse maglich ist, konnen Konfigurationsisomere mit einem
identischen Fragmentierungsmuster nicht unterschieden werden. Um eine vollstandige
und eindeutige Strukturzuordnung treffen zu konnen, ist die Anwendung der on-line
HPL C-NMR-Kopplung unabdingbar. Neben den continuous-flow Spektren, bei denen
wahrend eines chromatographischen Laufes ale Peaks detektiert werden konnen,
sollen zur vollstandigen Strukturaufklérung im stopped-flow Verfahren ein- und
zweidimensionale 'H-NMR-Spektren aufgenommen werden und die einzelnen
Naturstoffe eindeutig charakterisiert werden.

Problematisch bel der HPLC-NMR-Kopplung ist die geringe Empfindlichkeit im
unteren Mikrogramm-Bereich. Eine NMR-Detektion vieler Naturstoffe ist daher nicht
oder aufgrund eines schlechten Signal-zu-Rausch-Wertes nur unzureichend maoglich.
Ein Losungsansatz fUr eine verbesserte Empfindlichkeit liegt in der Miniaturisierung
der Methoden. Hierzu sollen die Kapillarchromatographie (CHPLC) und die
Kapillarelektrochromatographie (CEC) auf die einzelnen Trennprobleme angewandt
und schliefdlich erste Kopplungsversuche dieser Methoden mit einem speziell
entwickelten miniaturisierten NM R-Probenkopf durchgefihrt werden.
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3  Wirkung biologisch aktiver | nhaltsstoffein

Pravention und I ntervention

3.1 Carotinoide

3.1.1 Allgemeines

Als Carotinoide bezeichnet man eine Gruppe von etwa 600 in der Natur
vorkommenden Substanzen, deren wichtigster Vertreter das 3-Carotin, das Provitamin
A, ist. Die Carotinoide werden in Carotine (reine Kohlenwasserstoffe) und
Xanthophylle (sauerstoffhaltige Derivate) eingeteilt. Das Grundgertst der Carotinoide
besteht aus 8 Isopren-Einheiten, daher gehdren Carotinoide zur Substanzklasse der
Terpene. Es sind orangefarbene bis rote Pigmente, deren Farbe von der langen
Polyenkette, bestehend aus 9-11 konjugierten Doppel bindungen, herriihrt. Die Reste an
den beiden Enden kdnnen acyclischer Natur sein, wie das in der Tomate vorkommende
Lycopin, oder besitzen wie die meisten Carotinoide an einem oder beiden Enden einen
o- oder B-lononring und liegen hydriert, dehydriert oder oxidiert vor. Abbildung 1
zeigt die Strukturen der wichtigsten Carotinoide.

Carotinoide kommen in den Bléattern der Laubbdume vor, die unter dem Einfluss von
UV-Licht wachsen und Chlorophyll unter photosynthetischen Bedingungen bilden. In
den Plastiden beteiligen sie sich an der Abbaureaktion des Chlorophylls, d.h. der
Umwandlung der Chloroplasten in Chromoplasten. Da die Carotinoide als
Antioxidantien und Radikalfanger wirken, ist fur die Photosynthese die Anwesenheit
von Chlorophyll und Carotinoiden erforderlich. Lutein und andere Carotinoide beugen

dabei der vorzeitigen Zerstérung des Chlorophylls durch Sonneneinstrahlung vor. 2%

Grof3e Vorkommen an Carotinoiden findet man neben Laubbl&ttern auch in den
Fruchten, Pollen und Samen von Obst und Gemise sowie in Pilzen, Algen und
Bakterien. % Dabel besitzen die Carotinoide oftmals eine wichtige chemische bzw.
biomedizinische Relevanz. Dies |d3% sich anhand zahlreicher metabolischer
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Umsetzungen der durch die Nahrung aufgenommenen Carotinoide, wie beispielsweise
im Serum, der Muttermilch sowie in Federn und Schuppen belegen. 2% Als
L ebensmittelfarbstoff gewinnen die Carotinoide ebenfalls zunehmende Bedeutung.
Neben der Verfitterung von Carotinoiden an Fische (rétliches Fleisch der Lachse) und
Huahnern (Eigelb), werden Carotinoide auch fir die Farbung von Butter, Eis, Joghurt
und Fruchtsaften verwendet. Schliefdlich belegen zahlreiche medizinische Studien die
Wirkung zahlreicher Carotinoide als Radikalfanger, Antioxidantien sowie deren
Vitamin A-Aktivitét.
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Abb. 1:  Srukturformeln der wichtigsten Carotinoide
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Die Fahigkeit der Carotinoide, Sauerstoffradikale aus der Umgebung abzufangen und
as Antioxidanz zu wirken, fuhrt zu ener starken Licht- und Luftempfindlichkeit.
Neben einer Oxidation zu Epoxiden, Alkoholen und Carbonylverbindungen entstehen
dabei hauptsachlich unterschiedliche Z/E-Stereocisomere durch Isomerisierung. Die
Hauptstereoisomere von [(-Carotin, Zeaxanthin und Lutein sind in Abbildung 2
dargestellt. Wahrend es sich bel [3-Carotin und Zeaxanthin um zentrosymmetrische
Verbindungen handelt, weist Lutein keine totalsymmetrische Struktur auf, da es einen
a- und einen -lonon-Ring besitzt. Dadurch ergeben sich bei Lutein jeweils Paare an
Z-Stereoisomeren.

N N DD A T NS T T T NS
9 13 Ho 9 13 HO 9 13

all-E p-Carotin all-E Zeaxanthin all-E Lutein

OH

9-Z 3-Carotin 9-Z Zeaxanthin

AN N

13,15-ZZ (3-Carotin )
13'-Z Luten

OH
9,13-ZZ B-Carotin 9-Z Lutein v

Abb. 2 Hauptstereoisomere von Carotin, Zeaxanthin und Lutein
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Neben diesen geometrischen Isomeren besitzen Lutein und Zeaxanthin optische
Isomere. Fir eine vollstandige Bezeichnung der Carotinoide muss folglich auch die
R,S-Nomenklatur von Cahn, Ingold und Prelog angewandt werden. Das in der Natur
vorherrschende Lutein wird folglich als all-E-(3R,3R’ ,6R’)-L utein bezeichnet.

Lutein und Zeaxanthin sind die einzigen Carotinoide, die sich in der Retina
nachweisen lassen. ° Diese sind auch in hohen Konzentrationen in dunkelgriinem
Blattgemiise wie Spinat und Mangold sowie Grunkohl, Brokkoli und Petersilie
anzutreffen. %’ Klinische Studien konnten einen Zusammenhang zwischen dem Gehalt
von Lutein und Zeaxanthin in der Retina und dem altersbedingten
Degenerationsverlauf der Netzhaut belegen. Durch die systemische Gabe von Lutein-
und Zeaxanthin-reichen Blattgemise bzw. Lebensmitteln konnte préventiv diese
Augenkrankheit vorgebeugt werden (vgl. Kap. 3.1.2). #

Bixa orellana L. ist eine sldlandische Pflanze, deren Samen grof3e Mengen des
Carotinoids Bixin enthalten. Besser bekannt ist diese Pflanze unter den Namen Annato
oder Urucum. Abbildung 3 zeigt die Pflanze Bixa orellana L. mit ihren typischen
carotinoidhaltigen Samenkdrnern.

Abb. 3:  Bixa Orellana L. mit den typischen roten Bixin-haltigen Samenkornern
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Bixin ist ein typischer Vertreter der Apo-Carotinoide. Es handelt sich also um ein
verkirztes Carotinoid aus nur 4 Isopreneinheiten. Interessanterweise ist die stabilste
Form dieses Carotinoids ein Z-Stereoisomer, das sog a-Bixin. In Abbildung 4 ist die
Struktur des a-Bixins gezeigt. Es handelt sich um einen Monomethylester, welcher
thermisch leicht zum all-E Stereoisomer (-Bixin isomerisiert. Daneben gibt es eine
Vielzahl weiterer Z-Stereoisomere, die jedoch sehr instabil sind. %

Abb. 4:  Sruktur von a-Bixin

Bixin ist ein biomedizinischer Inhaltstoff, der vielseitig eingesetzt werden kann. So
wirkt Bixin antioxidativ vor UV-Strahlung und wird deshalb insbesondere in Brasilien
as Sonnenschutzmittel eingesetzt. Dabei werden die Samenkorner mit Kokosol
vermischt und auf die Haut aufgetragen. Zudem zeigen neueste Untersuchungen, dass
der wassrige Urucum-Aufguss den Cholesterin- und Triglycerid-Gehalt im Blut
reduziert. Nach einem brasilianischen Rezept sollen etwa 25 Samenkdrner Gber Nacht
in einem Glas Wasser gel6st werden und zum Friihstlick getrunken werden. Urucum ist
aso en typisches funktionelles Lebensmittel, das praventiv gegen zahlreiche
Volkskrankheiten eingesetzt wird. *°

3.1.2 Pravention der Carotinoide gegen Netzhauter krankungen

Vor mehr as finfzig Jahren wurde das gelbe Pigment, das sich in der Makularegion
der menschlichen Retina befindet (Abb. 5), als Carotinoid identifiziert. ** Spétere
Untersuchungen zeigten, dass sich das Makulapigment aus den Carotinoiden Lutein
und Zeaxanthin zusammensetzt. Diese beiden Carotinoide lassen sich in verringerter
Konzentration und in wechselnden Mengenverhdtnissen tber die ganze Retina verteilt
nachweisen. * Das klinische Interesse an den beiden Makulapigmenten wurde dadurch
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geweckt, dass sie bei bestimmten Formen von retinalen Degenerationen, und hier
insbesondere bei der altersbedingten Makuladegeneration (AMD), eine protektive
Wirkung besitzen. *

In der westlichen Welt ist die AMD die Hauptursache fur Erblindung. Allein in
Deutschland leiden etwa zwei Millionen Menschen an dieser Krankheit. 3%
Makuladegenerationen sind Erkrankungen des Netzhautzentrums, die meist zu einer
erheblichen und irreversiblen Stérung der zentralen Sehschérfe flhren. Sie besitzen
eine genetische Disposition, sind aber in ihrer Auspragung auch in erheblichem
Umfang von Ernghrungs- und Umweltfaktoren abhéngig. * Eine wirksame Therapie
zur kausalen Behandlung oder zur Verlangsamung der Degeneration existiert bisher
nicht.

Neueste epidemiologische Untersuchungen zeigen, dass in der Altersgruppe der tber
75-jahrigen bereits beinahe 30% von dieser Degeneration der Photorezeptoren und den
damit einhergehenden Beeintrachtigungen der visuellen Wahrnehmung ihrer Umwelt
betroffen sind. *’

Konjunktiva —a é//

Schlemmscher Kanal

P
Vordere Augenkammer fﬁ:‘ Zonulafasern

< | Lamina cribrosa

Chorioidea
Sklera

Abb. 5:  Schnitt durch das menschliche Auge sowie Aufsicht auf die Retina

Die menschliche Netzhaut besitzt etwa 126 Millionen Photorezeptoren zur
Reizaufnahme. Etwa 120 Millionen hell-dunkel-empfindliche Stabchenrezeptoren, die
eine lange und schlanke Struktur aufweisen, stehen etwa 6 Millionen farbempfindliche,
kurze und dickbauchige Zapfenrezeptoren gegeniber. * Die Stabchen liegen
vorwiegend in der Peripherie der Netzhaut und dienen dem Hell-Dunkel-Sehen. Die
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Zapfen, die fur das Farbsehen verantwortlich sind, liegen zentral an der Stelle, an der
die Sehachse auf die Netzhaut trifft. Dort befindet sich eine grubenartige Vertiefung
(Fovea), deren pigmentiertes Netzhautareal nur aus Zapfen besteht. Die Retina ist dort
stark verdinnt, die Zapfen sind nur durch eine dinne Gewebeschicht Uberdeckt.
Dadurch hat das einfallende Licht unmittelbaren Zutritt zu den Sinneszellen. Die
gesamte Region des ,schéarfsten Sehens® wird als Makula Lutea (Gelber Fleck)
bezeichnet. * In diesem nur etwa 2 mm? groRen ovalen Bereich sind die Carotinoide
Lutein und Zeaxanthin angereichert, die auch fr die gelbe Farbe verantwortlich sind.

Die schitzende Wirkung von Lutein und Zeaxanthin in der Retina kann auf zweifache
Weise erfolgen: Zum einen binden beide Carotinoide freie Radikale und reduzieren auf
diese Weise den oxidativen Stress, zum anderen absorbieren sie energiereiche
Wellenlangen im blauen Spektralbereich und verhindern so photochemische
Schaden. ® Lutein und Zeaxanthin kommen in der Retina in verschiedenen
Stereoisomeren und zusdtzlich in verschiedenen Oxidationsformen vor, die sich im
Serum nicht in dieser Zusammensetzung nachweisen lassen. Dies verdeutlicht die enge
Beziehung beider Stoffe zu wahrscheinlich lichtinduzierten oxidativen und
photochemischen Vorgangen in der Retina.

In einer weiteren epidemiologischen Studie lief3 sich eine deutliche Korrelation
zwischen dem erhohten Konsum von carotinoidreichen Frichten und Blattgemisen
und einem verminderten Auftreten der AMD nachweisen. ** Diese Untersuchung
zeigte, dass Personen, die griines Blattgemise mit einem hohen Anteil an Lutein zu
sich nahmen, ein um 43% geringeres Risiko hatten, an AMD zu erkranken als die
Vergleichsgruppe ohne Luteinaufnahme. In einer anderen Studie fihrte eine an Spinat
und Mais reiche Didt bei Uber der Héalfte der Testpersonen zu ener deutlich
gesteigerten Dichte des Makulapigments. Dieser positive Effekt der Diét trat bereits
vier Wochen nach Umstellen der Erndhrungsgewohnheiten ein und lief3 sich auch noch
mehrere Monate nach Absetzen der Dit beobachten. ©

Es ist anzunehmen, dass Lutein und Zeaxanthin auch bel anderen retinalen
Degenerationen as Radikalfanger auftreten und den Degenerationsverlauf positiv
beeinflussen kdnnen. So ist zum Beispiel nachgewiesen, dass bel den genetisch
bedingten retinalen Degenerationen vom Retinitis pigmentosa (RP)-Typ, das as
Antioxidanz wirkende Vitamin A den progressiven Verlauf der Erkrankung
verlangsamt. *
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3.2 Tocopherole

Vitamine sind wichtige Modulatoren des normalen, Uberbeanspruchten und gestérten
Zellstoffwechsels. Eine besondere Rolle hierbei spielt das Vitamin E aufgrund dessen
antioxidativen Eigenschaften und dessen Funktion als Radikalfanger. Die bedeutendste
in der Natur vorkommende Verbindung mit Vitamin E-Aktivitét ist das a-Tocopherol.
Es handelt sich um en Derivat des 6-Chromanols mit ener geséttigten
Phytol seitenkette. Das in der Natur vorkommende a-Tocopherol ist meist begleitet von
geringen Mengen an 3-Tocopherol, y-Tocopherol und auch &-Tocopheral, die sich von

a-Tocopherol durch Anzahl und Position der Methylgruppen am Chromanolringsystem
unterscheiden (vgl. Abb. 6). Seit 1956 gilt a's biologischer Standard fur Vitamin E das
a-Tocopherolacetat. ©

alpha-Tocopherolacetat

alpha-Tocopherol

beta-Tocopherol

HO .6
z 03 gamma-Tocopherol
8
HO g 2
7 02 delta-Tocopherol
8

Abb. 6:  Srukturformeln von a-, , )+, &Tocopherol sowie von a-Tocopherolacetat
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Pflanzliche Ole stellen die Hauptquellen fir Vitamin E dar. In Weizenkeim-,
Sonnenblumen- und Olivendl stellt a-Tocopherol mit bis zu 100% den Hauptanteil an
Vitamin E, wahrend in Soja-, Maiskeim- und Palmdl y-Tocopherol der Hauptanteil ist.
Desweiteren treten die Tocopherole in Friichten, z.B. in Himbeeren, und Gemuse wie
Bohnen, Erbsen und Paprika auf. In tierischen Produkten werden nur geringe Mengen
an Tocopherolen nachgewiesen, so z.B. in Innereien, Eiern und Fisch. “°

In tierischen Zellen ist a-Tocopherol Bestandteil aler biologischen Membranen.
Heutzutage wird angenommen, dass seine wichtigste biologische Funktion darin
besteht, Membranlipide, Lipoproteine und Depotfette vor dem Abbau durch
Lipidperoxidasen zu schiitzen. Die Auffassung, dass Vitamin E priméar als Antioxidanz
wirkt, wird durch zahlreiche in-vitro-Versuche gestiitzt. Diese zeigen, dass Vitamin E
im Gewebe, in Zellen, Zellorganellen und artifiziellen Systemen ein hervorragendes
Antioxidanz ist, welches verhindert, dass mehrfach ungeséttigte Fettsduren durch
L i pidperoxidationsprozesse zerstért werden. 4’

Darlber hinaus besitzen Tocopherole eine Vielzahl von ginstigen physiologischen
Eigenschaften. Beispiele hierfir sind die Reduzierung von Muskelschaden, die auf
oxidativen Stress wahrend koérperlicher Hochstleistung zurtickzufiihren sind, die
Verzogerung diabetischer Spétschdden, die Verminderung des Risikos der
Kataraktbildung, die Reduzierung von Cytostatika-bedingten Spatschaden und des
Arteriosklerose-Risikos sowie die protektive Wirkung gegen Hautschédden wie
Erythreme und Hautalterung. *

Neuere klinische Studien befassen sich mit dem Nutzen und Risiko einer Vitamin E-
Supplementierung und Anwendung as Pharmakon. So wird bespielsweise die
Moglichkeit einer Resorption von a-Tocopherolacetat im Zahnfleisch nach
zahnhygienischer Behandlung mit einer mit Vitamin E angereicherten Zahnpasta
diskutiert. * In Frankreich wird dieses typische Nutraceutical bereits as praventive
Schutzmal3nahme vermarktet. Bevor aber eine gesundheitsfordende Wirkung eines
solchen biomedizinischen Inhaltsstoffes propagiert werden kann, muss zunachst die
positive Anreicherung sowie die Wirkung von a-Tocopherolacetat im Gewebe
nachgewiesen werden.
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3.3 Flavonoide

Flavonoide sind Derivate des 2-Phenylchromons (Flavon). Sie gehtren zu den
verbreitetsten sekundéren Pflanzeninhaltsstoffen, werden jedoch nicht von Bakterien
und Pilzen gebildet. Friher wurden flavonoid-haltige Pflanzenextrakte as gelbe
Beizenfarbstoffe (latein. flavus = gelb) verwendet. Flavonoide liegen vorwiegend
wasserlddlich in den Vakuolen pflanzlicher Zellen in glycosidierter Form vor und sind
haufig mit aliphatischen oder aromatischen Sauren verestert. Durch die Art, Anzahl
und Anordnung acylierter oder nicht-acylierter Zuckerreste kommen mehr als 5000
bisher bekannte Strukturen zustande. Die Aglycone der Flavonoide werden nach dem
Oxidationsgrad ihres zentralen Pyran-Rings in folgende Klassen unterteilt: Flavone,
Flavonole, Flavonone, Anthocyanidine, Catechine und | soflavone. %0

Die am weitesten verbreiteten Flavonoide in Pflanzen sind die Flavonole (z.B. in
Bliten des Goldlacks, der gelben Stiefmitterchen und Rosen, sowie in Tee und
Hopfen). Flavonole und ihre Glycoside beeinflussen die Membranpermeabilitdt und
werden deshalb auch as Vitamin P bezeichnet, obwohl sie nicht essentiell sind und
ihnen somit kein echter Vitamincharakter zukommt. Ferner werden die Flavonol-
Glycoside therapeutisch verwendet, da sie die Hyaluronidase hemmen. So werden
heute in der Naturheilkunde Drogen, die sog. ,Bioflavonoide® enthalten, protektiv
gegen Erkrankungen der Venen, zur Verbesserung der koronaren Durchblutung sowie
praventiv und kurativ gegen Erkrankungen des L eberparenchyms verwendet. >

Die bekanntesten Vertreter der Flavonole sind die Glycosid-Derivate des Quercetins
und des Kémpferols (Abb. 7).

R= H Kampferol
R =0OH Quercetin

Abb. 7 Grundstruktur der Flavonole
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Maytenus aquifolium Martius (Celestraceae) ist eine brasilianische Pflanze, deren
Bekanntheit in Brasilien auf ihrer breiten Anwendung in der Volksmedizin und in der
Homdopathie beruht. Sie wird sowohl as Getrénk wie auch als medizinische
Hellpflanze verwendet. Der Aufgu® der Blatter wird traditionell gegen
Magenschmerzen angewandt. Neue Erkenntnisse ergeben einen positiven Einflufd der
Blatter auf die Behandlung von Magengeschwiren und Gastritis. Biologische
Analysen mit Maytenus aquifolium bestétigen die Behandlung des Geschwtirs ohne
Anzeichen toxischer Nebenwirkungen. ** Die Isolation und Strukturaufkl&rung ergibt
zwei tetraglycosidisch gebundene Formen der Flavonoide, Kaémpferol und Quercetin

(vgl. Abb. 7). >3
b ‘

% a) Maytenus aquifolium

b) Sorocea bomplandii
Maytenus aquifolium (links) und Vergleich der Blatter von Maytenus

aquifolium und Sorocea bomplandii (rechts)

Sorocea bomplandii (Baill.) Burger (Moraceae) besitzt sehr &hnliche morphologische
Charakteristika wie Maytenus aquifolium aus der Familie der Celestraceaen und spielt
einen entscheidenden Faktor in der Verfalschung des heilend wirkenden Maytenus-
Tees durch Zumischung as Streckungsmittel. >* In Abbildung 8 ist die Pflanze
Maytenus aquifolium sowie ein Vergleich der Blatter mit Sorocea bomplandii
abgebildet. Maytenus aquifolium ist aufgrund ihrer Blétterform und ihrer heilenden
Wirkung bekannt als , espinheira santa“ (heilige Dornen). Obwohl Tierversuche mit
Sorocea bomplandii keine Hinweise auf toxische Nebenwirkungen geben, beinhaltet
die Verwendung dieser Pflanze as Heilmittel grol3e Risiken, solange die chemische
Zusammensetzung dieser Spezies noch nicht vollstandig aufgeklart ist. *°
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4  Analytik von biologisch aktiven | nhaltsstoffen

Die Naturstoffchemie, die das Zidl verfolgt, biomedizinisch wirksame Inhaltsstoffe in
grolBem Ausmald zu gewinnen, gliedert sich in mehrere Arbeitsschritte. Die

verschiedenen Phasen, vom Anbau der Pflanze, Uber die Isolation und Analyse der
Inhaltsstoffe bis zu dessen Synthese und Produktion, sind in Abbildung 9 dargestelit.

Phase 1

Phase 2

Phase 3

Phase 4

Phase 5

Phase 6

Anbau der Pflanze
Ernte des Naturstoffs und Sammeln der Probe

Zid: einheitliches Pflanzenmaterial

~

Isolation, Extraktion, Aufreinigung, Anreicherung,

Trennung und Fraktionierung der Naturstoffkomponenten mittels
chromatographischer Trennverfahren (HPLC)

Ziel: Separation des Naturstoffs in reine Naturstoffkomponenten

Strukturermittlung mit spektroskopischen Methoden (NMR, MYS)
Ziel: Ermittlung der Struktur und der Stereochemie der einzelnen

Naturstoffkomponenten

( )
Testen der Naturstoffkomponenten auf ihre jeweilige biologische

Aktivitat und pharmakol ogische Wirkung, Naturstoffscreening
\ J/

Chemische Synthese der biologisch wirksamen Naturstoffe

\ J

Optimierung der Synthese, Funktionalisierung, Derivatisierung

Abb. 9:  Die Arbeitsschritte der Naturstoffchemie
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In den letzten zwei Jahrzehnten wurden vor allem im Bereich der Extraktion, Trennung
und ldentifizierung von Substanzen, die Arbeitstechniken der Phase 2 und 3,
entscheidend optimiert: Neben der Flissig-Flussig-Extraktion (LLE) werden
zunehmend auch verschiedene schonende Festphasenextraktionstechniken fir die
Isolierung von biomedizinischen Substanzen eingesetzt. *° Durch die Entwicklung der
Kopplungstechniken werden heutzutage die beiden Phasen in einem Schritt
durchgefuhrt. Dadurch wird die Strukturanalyse von licht- und sauerstoff-
empfindlichen Verbindungen in biologischen Geweben moglich. Dartiber hinausist die
Anwendung von Kopplungstechniken mit einer drastischen Reduzierung der
Analysenzeit verbunden was fir ein effizientes Screnning von pharmakologischen
Proben essentiell ist.

4.1 Grundlagen der Festphasenextraktion

Die Probenaufbereitung stellt fir den Analytiker oft den aufwendigsten Arbeitsschritt
dar. Oftmals ergeben sich Fehler bel der Komplettanalyse durch eine unzureichende
Probenextraktion und Anreicherung.

Die Flissig-Flissig-Extraktion (Liquid-Liquid-Extraction, LLE) ist ohne Zweifel die
am haufigsten angewandte Methode der Probenaufbereitung. Der grofite Nachteil der
LLE ist jedoch neben dem grofRen Verbrauch an organischen LoOsungsmitteln der
extrem hohe Zeitaufwand. Dadurch konnen instabile Naturstoffkomponenten zerstort
werden und sind einer weiteren Analytik somit unzuganglich. Desweiteren werden
durch diese Aufbereitung der biologischen Probe unerwinschte Matrixbestandteile
ebenfalls extrahiert, die bei den weiteren Analysemethoden stéren bzw. das Ergebnis
verfaschen. Problematisch konnen sich auch ein ungunstiger Verteilungskoeffizient,
€eine ungeniigende Phasentrennung sowie Emulsionsbildung auswirken.

Mit der Festphasenextraktion (Solid Phase Extraction, SPE) wurde in den letzten
Jahren eine schnelle und schonende Extraktionsmethode entwickelt. ' Sie stellt
heutzutage die leistungsfahigste Technik fir eine effiziente und selektive
Probenaufbereitung dar. Es handelt sich hierbei um die Abtrennung eines oder
mehrerer Analyten aus einer Mischung von Verbindungen (Probe) durch selektive
Verteilung zwischen einer festen Phase (Sorbens) und ener fllissigen Phase




20 4 Analytik von biologisch aktiven Inhaltsstoffen

(Losungsmittel). Die Festphasenextraktion ist also ene Variante der
FlGssigchromatographie.

Die SPE wird haufig mit einem Reversed Phase (RP)-Materia, also ener sog.
Umkehrphase, durchgefihrt. Hier hat, im Gegensatz zur Normalphase, das Sorbens
unpolare und die mobile Phase polare Eigenschaften. Als feste Phase dienen meist
oberflachenmodifizierte Kieselgele. Die Oberflachenmodifikation erfolgt durch die
Reaktion von Organosilanen mit Kieselgel. Die funktionellen Gruppen sind dann tber
Si-O-Si-Bindungen an das Grundkieselgel gebunden und konnen aus aliphatischen
Alkylketten (z.B. C,, Cg, Cig, Cs), sowie alicyclischen oder aromatischen Resten
bestehen. Werden die restlich verbliebenen freien Hydroxylgruppen des Sorbens durch
Methylgruppen abgeséttigt, so erhdt man ein ,endcapped*-Sorbens, dessen
Trennleistung nur von den Eigenschaften der funktionellen Gruppen abhangt. Die
Wechsalwirkungen zwischen Analyt und Sorbens konnen je nach Art der
Oberflachenmodifizierung auf van-der-Waals-Kraften (unpolare Wechselwirkungen),
Wasserstoffbriickenbindungen und Dipol-Dipol-Kraften (polare Wechselwirkungen)
sowie elektrostatischen Kraften (ionische Wechselwirkungen) beruhen.

Sorbentien auf Kieselgelbasis sind zwischen pH 2 und 8 und gegentiber nahezu allen
organischen L6sungsmitteln stabil. Sie schrumpfen und quellen kaum, was dazu fihrt,
dass die oberflachenmodifizierten Kieselgele sich schnell auf die Lésungsmittel-
umgebung einstellen konnen. Somit wird ein hoher Probendurchsatz erreicht, da die
Konditionierungsschritte rasch durchgefiihrt werden kénnen.

Die Grundkieselgele der Sorbentien fur die SPE haben in der Regel eine Teilchengrolile
von 30 bis 60 pm und eine Porenweite von 60 A. Diese Eigenschaften erlauben einen
schnellen Losungsmittelfluss durch das Sorbensbett und eine effiziente Abtrennung
von grof3en Molekile wie Proteinen, da nur Teilchen bis zu einem Molekulargewicht
von etwa 15000 in die SPE-Partikel hineindiffundieren kénnen.

Voraussetzung fir die SPE ist, dass die Probe flissig oder gelost vorliegt und ein
Polaritétsunterschied zwischen den zu trennenden Probenmolekilen besteht. Die
Durchfiihrung einer Festphasenextraktion ist in Abbildung 10 schematisch
wiedergegeben. Der Analyt wird ,extrahiert”, d.h. am Sorbens zuriickgehalten,
wahrend das Losungsmittel das Sorbensbett durchfliefdt. Interferenzen kdnnen danach
selektiv durch Wahl einer passenden Waschldsung eluiert werden. Schlief3lich wird der
Analyt mit einem geeigneten L ésungsmittel in einer sauberen Fraktion selektiv eluiert.
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1. Vorkonditionierung / 2. Probenaufgabe 3. Waschschritt / 4. Elution des Analyten
Solvatisierung der Saule Elution von Interferenzen

O 0 0

= Analyt

L J
A
[J ¢ =Interferenzen
AN

Abb. 10: Prinzipielle Durchfiihrung einer Festphasenextraktion

Das Solvatisieren und Konditionieren der Saule spielt eine wichtige Rolle. Nur bel
einer homogen und richtig konditionierten Saule kann die Extraktion gut und
reproduzierbar verlaufen. Zuerst wird in der Regel mit Methanol solvatisiert, da es mit
den Silanolgruppen und den funktionellen Gruppen eine gute Wechselwirkung zeigt.
Danach wird die Konditionierung mit einem Ldsungsmittel fortgesetzt, das sich mit
Methanol mischt und der Probenmatrix dhnelt. Nach dem Probenauftrag kénnen
Interferenzen in einem Waschschritt herausgel6st werden, wahrend der Analyt
vollsténdig retardieren sollte. Der Anayt kann dann mit einem moglichst kleinen
Volumen eines geeigneten L 6sungsmittels vollstandig eluiert werden.

Ein grol3er Vorteil der SPE gegenlber der LLE liegt in der Aufkonzentrierung des
Analyten, da nur sehr geringe Ldsungsmittelvolumina eingesetzt werden. Man erhdlt
eine hohe Aufreinigung und durch die frele Wahl des Losungsmittels eine hohere
Selektivitat. Der grofdte Vortell der SPE liegt jedoch in der leichten Automatisierung
der Technik und die problemlose Einbindung in die analytischen Kopplungstechniken.
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4.1.1 SPE-HPL C-Kopplung (on-line SPE)

Die SPE-HPLC-Kopplung bietet im Vergleich zur konventionellen off-line
Festphasenextraktion wesentliche Vorteile. Bei der on-line SPE ist das Sorbens nicht
mehr in eine Saule geflllt, sondern in eine Kartusche gepresst. Da diese mehrfach
verwendet werden kann, ist eine einfache Automatisierung der Festphasenextraktion
moglich. Die Kartusche kann direkt in die Probenschleife der HPL C-Anlage eingebaut
werden. Somit ist ein direkter und vollstandiger Probentransfer auf die Trennsdule
moglich und die zeitaufwendige Aufbereitung der Probe wird minimiert. >

Uber eine externe Pumpe wird die gesamte Probe auf die Kartusche gegeben, in der
sich der Analyt anreichert (vgl. Abb. 11). Das L 6ésungsmittel und polare Interferenzen
werden dem Abfall (Waste) zugefihrt. Da sich das Sorbens in einem geschlossenen
System befindet, konnen mit der SPE-HPLC-Kopplung auch licht- und
sauerstoffempfindliche V erbindungen schonend angereichert werden.

Da die Probenmatrix haufig nicht mit der mobilen Phase des HPL C-Systems mischbar
ist, kann nach der Probenaufgabe ein Arbeitsschritt folgen, bei dem die Kartusche mit
dem angereicherten Analyt getrocknet wird. Dabel wird durch einfaches Drehen des
Ventils (vgl. Abb. 11) Helium durch das System durchgeleitet, wobei nur die
FlUssigkeit zwischen den Partikeln und Poren des Sorbens entfernt wird, jedoch keine
Trocknung der benetzten Schicht der stationdren Phase erfolgt. Der Vortell dieses
Arbeitsschrittes besteht also in der einfachen Moglichkeit, das Losungsmittel
auszutauschen.

Im letzten Arbeitsschritt kann durch Drehen des HPLC-Ventils die Kartusche zwischen
die HPLC-Pumpe und die Trennsdule geschaltet werden. Der Analyt eluiert nun mit
der mobilen Phase von der Kartusche und die einzelnen Analytmolekiile werden auf
der HPL C-Saule aufgetrennt.
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1. Probenaufgabe (Probe gel6st in Hexan):

Kartusche

Helium Waste

C30-Saule

Waste Pumpe

Probenaufgabe (externe Pumpe)

2. oulen mit Helium, Trocknen der Kartusche:

Kartusche

Helium Waste

C30-Saule

Waste Pumpe

Probenaufgabe (externe Pumpe)

3. Elution des Analyten (Aceton-Wasser-Gemisch):

Helium Waste Kartusche
/ HPLC
I
C30-Saule
Waste ° Pumpe
Probenaufgabe (externe Pumpe)

Abb. 11: Durchflhrung der on-line-SPE-HPLC-Kopplung
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4.1.2 Matrix Solid Phase Dispersion (M SPD)

Die MSPD ist eine analytische Technik zur Aufarbeitung und Extraktion von festen
und hoch viskosen Proben. Sie wurde erst in den letzten Jahren entwickelt und findet
seitdem immer mehr Anwendung. Besonders fur komplizierte Matrizes, wie z.B.
tierischem Gewebe, ist diese Technik durch ihre einfache und schnelle Handhabung
geelgnet 59,60,61

Die MSPD ist gegentber der SPE mit einem drastischen Zeitgewinn fiur die
Aufarbeitung von festen Proben sowie einem reduzierten Verbrauch an Ldsungsmitteln
verbunden. Die Durchfihrung der Aufkonzentrierung mittels MSPD ist in
Abbildung 12 skizziert.

1,59 MSPD Verreiben des _
CapSorbensmaterial 4& 0,5g Probe Probe/Sorbens Gemischs

Morser ) ' ¥
1. 2. 3.
<—— Leere 10ml SPE-Séaule
k= «— PE-Fritte
Polares . unpolares
Ldsunginllttel / Lésungsmittel

Zusammenpressen des
Gemischs zu einem homogenen
und kompakten Saulenbett

‘ Elution der
AN &) <— aufgereinigten und
Elution von polaren angereicherten Probe
Verunreinigungen

4. 5.

Abb. 12:  Durchfihrung der Matrix Solid Phase Dispersion (MSPD)
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Die feste oder viskose Probe wird zusammen mit dem Sorbens in einer Reibschale
vermischt und zu einem homogenen Probe-Sorbens-Gemisch verrieben (Schritt 1 und
2). Das Homogenisat wird dann in ein leeres SPE-Saulchen gefillt und mit Hilfe eines
Spritzenstempels zusammengepref3t (Schritt 3 und 4). Man erh@lt ein homogenes und
dichtes Saulenbett, was fur eine gleichméfdige Elution entscheidend ist und dazu
beitrégt, dal3 die Elutionsvolumina verringert werden. Durch einen Waschschritt
(Schritt 5) kénnen Interferenzen entfernt werden. Mit einem moglichst geringen
L 6sungsmittel volumen wird dann der aufgereinigte und aufkonzentrierte Analyt eluiert
(Schritt 6).

Der entscheidende Unterschied zur SPE liegt darin, dal3 die feste Probe direkt mit dem
Sorbens vermischt wird. Es entsteht eine Wechselwirkung zwischen Probe und
Sorbens, die im Vergleich zur SPE wesentlich groféer ist. Die einzelnen Inhaltsstoffe
der Probe (Anayt und Interferenzen), die Matrix und das Sorbens wechselwirken dabei
untereinander und zusdtzlich mit den Elutionsmitteln. Die Anreicherung und
Abtrennung des Anayten erfolgt durch die Anderung der jeweiligen
Wechselwirkungen zwischen Matrix und fester Phase. %

4.2 Hochleistungsfltissigchromatographie (HPLC)

Seit den grundlegenden Versuchen von Tswett, die zur Entwicklung der
Chromatographie geftihrt haben, wurden durch den Einsatz der HPLC und der
Entwicklung neuer Trennphasen enorme Fortschritte in der Analytik erreicht. ® Neben
der Verwendung von Normalphasen sind heutzutage hauptsachlich sog. reversed-
phase-(RP)-Materialien im Einsatz. ® Die Selektivitdt der routineméRig eingesetzten
reversed-phase (RP) Cyg-Phasen ist aber fur die Trennung von unpolaren
Verbindungen oftmals nicht ausreichend (vgl. Kap. 5.1.1). Die 1994 von Sander et al.
entwickelte Cso-Phase zeigt eine erhdhte Selektivitéat bei Trennungen von unpolaren
Verbindungen, insbesondere von Carotinoid-Sterecisomeren. * Die Synthese der Cyy-
Phase, bei der das Kieselgel oberflachenmodifiziert wird, ist inzwischen deutlich
optimiert worden. %
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Bei einem neuen Syntheseweg auf der Basis des Sol-Gel-Prozesses wird das Kieselgel
aus Tetraethoxysilan und den entsprechenden Triethoxyalkylsilanen aufgebaut. Der
Vorteil der von Bachmann et al. vorgestellten Synthese besteht darin, dass sich die
Alkylketten nicht nur an der Oberflache befinden, sondern sich im gesamten Raum
verteilen.

Die erhdhte Selektivitdt und Formerkennung der Csp-Phase beruht auf dem Auftreten
von geordneten starren n-Alkylkettenbereichen mit trans-Konformation und
ungeordneten mobilen Domanen mit gauche-Konformation. Abbildung 13 zeigt den
Vergleich von  SuspensionssNMR-Spektren einer  Cip-Phase, welche bel
unterschiedlichen Temperaturen aufgenommen wurden. Dabel wurde das Cszp-Material
in einer Mischung Methanol/tert.-Butylmethylether (75:25) suspendiert. Bel 295K
dominiert das Signal der (CH,),-Gruppen bei 32,8 ppm das Spektrum, welches den
starren trans-Konformationen zugeordnet werden kann. Das Signal der mobilen
gauche-Konformationen ist als zusétzliche Schulter bei 30 ppm sichtbar. Durch
Erhéhung der Temperatur wird das Signal bei 30 ppm intensiver, wahrend das Signal
bei 32,8 ppm bel zunehmender Temperatur kleiner wird. Bei 315 K sind im Vergleich
zum Spektrum bei 295 K die Signalverhéltnisse umgekehrt. Durch Erhohung der
Temperatur nimmt folglich die Dynamik in der Csy-Phase zu und es werden Doménen

mit zunehmend mobilen Anteilen erhalten. %8

Das Verhdltnis von transs zu gauche-Konformationen ist fur die selektiven
Trenneigenschaften verantwortlich. Durch die Existenz von Domanen mit starren
trans-Konformationen der extrem langen Kohlenstoffketten ist, im Vergleich zu den
C,g-Phasen, eine bessere Wechselwirkung der unpolaren Molekile mit der stationaren
Phase moglich. Dies ist in Abbildung 14 verdeutlicht. Bel 295 K sind die
Hauptstereoisomere des [(-Carotins basisliniengetrennt. Eine erhdhte Selektivitét
(daimez = 1,20) kann durch Erniedrigung der Temperatur erzielt werden, wobel
jedoch die Retionszeiten sehr lang werden. Bel einer erhdhten Temperatur von 305 K
wird sowohl die Selektivitét als auch die Retentionszeit verringert, was schliefdich zu
einer Co-Elution der Isomere bei 315 K fihrt. Eine Erh6hung der Dynamik der Cgo-
Ketten kann folglich direkt mit einer Verringerung des Trennverhaltens in Korrelation
gesetzt werden.
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Abb. 13:  Temperaturabhangige Suspensions-*C-MAS-NMR-Spektren einer
Triacontylphase
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Abb. 14: HPLC-Trennungen von [-Car otin-Stereoisomeren bel verschiedenen
Temperaturen auf einer Cso-Phase.
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4.3 Grundlagen moderner Kopplungsmethoden

Die , klassische” Analysentechnik der Trennung, Isolierung und Strukturaufklarung bel
einer grofRen Anzahl von Proben ist sehr zeitaufwendig. Zudem erhoht jeder
Arbeitsgang die Gefahr der Zersetzung der Probe oder der Kontamination mit
Fremdstoffen. Um die Zahl der Arbeitsschritte zu verringern, wurden , gekoppelte*
Techniken eingefuhrt. Darunter wird im algemeinen die Kombination ener
Trenntechnik wie Gaschromatographie (GC) oder Flussigkeitschromatographie
(HPLC) mit einer eigensténdigen spektroskopischen Technik wie Massenspektrometrie
(MYS), Infrarotspektroskopie (IR) oder Kernresonanzspektroskopie (NMR) verstanden.

In den 70iger Jahren wurden Anstrengungen unternommen, das NMR- und das
Massenspektrometer als universelle und spezifische Detektoren mit der HPLC zu
koppeln. ™ Ein groRer Vorteil der HPLC-MS- al's auch HPLC-NMR-Analytik ist neben
der Analyse von licht- und sauerstofflabilen Verbindungen, die enorme Zeitersparnis
der gekoppelten Methode. Daher wurde in jungster Zeit die Méglichkeit der dreifach-
Kopplung (HPLC-NMR-MYS) diskutiert. Hierbel ist jedoch zu beachten, dass NMR-
Spektroskopie und Massenspektrometrie unterschiedliche Anforderungen an das
chromatographische System stellen. Daher ist es wichtig, die chromatographischen
Bedingungen sowohl im Hinblick auf die HPLC-MS- wie auch der HPLC-NMR-
K opplung zu optimieren.

4.3.1 On-lineHPLC-M S-Kopplung

Die on-line HPLC-MS-Kopplung stellt eine Technik dar, welche die leistungsstarke
anaytische HPLC-Trenntechnik mit der sehr empfindlichen MS-Detektion
verbindet. *™* Die Schwierigkeit dieser Kombination besteht jedoch darin, einen
Ubergang von der fliissigen mobilen Phase in die Gasphase und den Vakuumbereich
des Massenspektrometers zu erreichen. Eine Moglichkeit stellt die sog. Atmospheric
Pressure lonization dar. Hierbe werden sowohl die Anaytmolekile bel
Atmosphérendruck in die Gasphase Uberfuhrt, als auch die lonen selbst erzeugt. Erst
nachdem die Moleklle ionisiert sind, gelangen sie durch die Anordnung einer
Kapillare und verschiedener Skimmer in den  Vakuumbereich  des
Massenspektrometers. Hierfir wurden zwei Systeme entwickelt, die Electrospray
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lonisierung (ESI) und die chemische lonisierung unter Atmosphéarendruck (APCI).
Beide Methoden benétigen polare Losungsmittel als mobile Phase und unterscheiden
sichin der Art der lonisierung der Molekiile.

Electrospray lonization (ES):

In der ESI stromt der Eluent aus einer geladenen Kapillare in einen Gasstrom, so dass
ein Aerosol aus geladenen Tropfen entsteht. Diese Tropfen verdampfen bei
Atmosphérendruck, wobei sich die geladenen Teilchen auf einer stetig abnehmenden
Oberfléche befinden. Sobald die abstofenden Kréfte der geladenen Teilchen die
Oberflachenspannung tbersteigen, explodiert dieser Tropfen und bildet neue, kleinere
Tropfchen. Der Vorgang wird als Coulomb-Explosion bezeichnet und wiederholt sich,
bis die elektrische Feldstarke auf der Oberflache der Tropfen grofd genug ist, um die
Solvatisierungsenergie zu Uberwinden. Wenn das Analytaerosol diese kritische
Dimension erreicht, werden die geladenen Anaytmolekile in die Gasphase
herausgeschleudert.

Atmospheric Pressure Chemical lonization (APCI):

Im Gegensatz zur ESI, bel der die lonen in der flissigen Umgebung der
Aerosoltropfchen gebildet werden, werden bel der APCI die lonen in der Gasphase
gebildet. Hierfir wird das Eluat in elnem Heizblock pneumatisch vernebelt. Die
Induktion der chemischen lonisation erfolgt Uber eine Corona-Entladungsnadel.
Hierbei wird der Losungsmitteldampf ionisiert und es entstehen Reagenzionen. Diese
protonieren oder deprotonieren die Analytmolekile und Analytionen werden erhalten.
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In einer lonenfalle kdnnen die lonen eingefangen und fir variable Zeiten
(Millisekunden bis Sekunden) festgehalten werden, bevor sie dann nach ihrer Masse
analysiert werden. Der Aufbau der lonenfalle ist in Abbildung 15 skizziert. Die
lonenfalle besteht aus einer Ringelektrode, die auf zwel Seiten von sogenannten
Endkappenelektroden Uberdeckt ist. An die Ringelektrode wird ein Hochfrequenzfeld
angelegt. Die lonen, die in einem breiten Massenbereich stabil im Inneren der
lonenfalle festgehalten werden, konnen durch Variation der angelegten
Hochfrequenzamplitude massenselektiv analysiert werden. Dabel werden die lonen
durch Perforation einer Endkappe aus der lonenfalle herausgeschleudert und im
Detektor nachgewiesen. Die lonenfalle bietet auch die Mdglichkeit der Tandem- oder
M S™-Massenspektrometrie. Dabei kann das Molekiil sukzessive in seine Fragmente
abgebaut werden. Durch diese Fragmentierungsanalyse kann eine Strukturbestimmung
erreicht werden. ™

it |'| I"I |1

LY it Hochfregquenzfelder

B cclndar
— eleldronen-
Dctop DIJ; vervielfacher

Abb. 15: Aufbau der lonenfalle

Die HPLC-MS-Kopplung besitzt eine sehr hohe Empfindlichkeit bis in den
Picogramm-Bereich und ermdglicht eine schnelle und eindeutige Strukturaufkl&rung
aler Peaks eines chromatographischen Laufes mit unterschiedlichen Molekilmassen
und Fragmentierungsmustern. Hierbei ist eine Registrierung sowohl von positiven as
auch negativ geladener lonen moglich. Auf diese Weise kdnnen beispielsweise in
kirzester Zeit die unterschiedlichen Flavonoid-Derivate aus einem brasilianischen
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Pflanzenextrakt analysiert werden. ”’ Problematisch ist jedoch die lonisierung von
unpolaren Verbindungen, zu denen auch die Carotinoide zahlen. Durch das Fehlen von
polaren, leicht ionisierbaren Gruppen ist die Verwendung einer Elektrospray-
lonisierungsquelle nur durch den Zusatz von Additiven méglich. " Mit der APCI-
Technik lassen sich die unpolaren Carotinoide ohne Zugabe von Additiven gut
ionisieren.

Bei der on-line HPLC-MS-Kopplung konnen die lonen as Totalionenstrom-
Chromatogramm (TIC) aufgezeichnet werden, wobel zu jeder Zeit die Gesamtzahl
aler durch den Analysator tretenden lonen registriert werden. Fur jeden beliebigen
Zeitpunkt im Chromatogramm kann dabei das entsprechende Massenspektrum
registriert oder andererseits der zeitliche Verlauf einer bestimmten Masse
(Massenspur) angezeigt werden. In jlngster Zeit findet die Aufzeichnung von T
zunehmende Bedeutung. Hierbei werden zu jeder Zeit nur digjenigen lonen, deren m/z-
Wert die grofdte Intensitét aufweist, registriert.

4.3.2 On-lineHPLC-NMR-Kopplung

4.3.2.1 Experimenteller Aufbau

Fir die Vermessung von Einzelproben ist die konventionelle NMR-Spektroskopie
unter Verwendung von Probenréhrchen zwar gut geeignet, die fortlaufende
Registrierung von zeitlichen Veranderungen ist jedoch nur schwer realisierbar. #8 Die
on-line HPLC-NMR-Kopplung stellt hier das Mittel der Wahl as kontinuierliche
Messmethode dar. Insbesondere die Schnelligkeit, mit der die Proben in die Messzelle
transferiert werden konnen, sowie die schonende Probenbehandlung (Licht- und
L uftausschluss) sind von grokem Vorteil. 328

In Abbildung 16 ist der Aufbau der HPLC-NMR-Kopplung schematisch
wiedergegeben. Der Aufbau der HPLC bleibt bei der Kopplung mit der NMR
unveréndert erhalten. Zwischen UV-Detektor und NMR-Messzelle wird ein
computergesteuertes Schaltventil-Modul (z.B. BPSU, Bruker Peak Sampling Unit)
geschaltet. Einfache Transferkapillaren verbinden das chromatographische System mit
dem NM R-Probenkopf. 3
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Abb. 16: Schematischer Aufbau der on-line HPLC-NMR-Kopplung

Das unterschiedliche Design von Probenkdpfen ist in Abbildung 17 dargestellt. Beim
konventionellen Probenkopf betragt das reine Messvolumen unter Verwendung eines
5 mm NMR-Rohrchens 250 pl. Sende- und Empfangsspulen sind in einem Abstand
von ca. 1 mm vom NMR-Rdéhrchen angebracht. Die Probe kann wahrend der Messung
rotiert werden, um mégliche Feldinhomogenitéten in xy-Richtung auszugleichen.

Fir die HPLC-NMR-Kopplung musste eine spezielle Durchflusszelle entwickelt
werden. Der entscheidende Unterschied zwischen , konventionellen® Probenkdpfen
und Durchflussprobenkopfen liegt in der Tatsache, dass die Detektionszelle fest im
Probenkopf installiert ist. Die Durchflusszellen kénnen ein Messvolumen von 40 bis
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200 pl besitzen. Die Sende-/Empfangsspulen sind direkt auf der Durchflusszelle
aufgebracht, wodurch ein optimaler Fillfaktor (Anteil des Probenvolumens, an dem
von der Empfangsspule umschlossenen Gesamtvolumen) und damit eine gute
Empfindlichkeit erreicht wird. Eine Probenrotation ist bel diesem Design jedoch nicht
mehr moglich. &

-
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Abb. 17: Design eines konventionellen Probenkopfes (A) und eines
Dur chflussprobenkopfes (B).

Prinzipiell existieren zwel Mdglichkeiten, um HPLC-NMR-K opplungsexperimente
durchzufihren. Diese werden tber das BPSU-Interface geschaltet (Abb. 18).

Continuous-flow Stopped-flow

Bypass %T
Detektor | jo k

Probenkopf

Abfall Abfall

Abb. 18: Betriebsarten der HPLC-NMR-Kopplung
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Continuous-flow:

Hierbei wird unter konstantem, meist verringertem Fluss der Verlauf der
chromatographischen Trennung simultan tber *H-NMR-Spektren aufgezeichnet.
Die Datenaufnahme bei on-line Experimenten erfolgt tber ein continuous-flow
2D-NMR-Experiment. Die F2-Dimension wird durch die chemische Verschiebung
bestimmt, wahrend die chromatographische Elutionszeit in der F1-Dimension
erscheint.

Problematisch beim continuous-flow Experiment ist die begrenzte Aufnahmezeit,
die fir ein einzelnes *H-NMR-Spektrum zur Verfiigung steht. Dadurch kann dieses
Verfahren nur bel relativ hohen Probenkonzentrationen angewendet werden.

Stopped-flow:

Beim Stopped-flow Modus wird die Chromatographie zum gewtiinschten Zeitpunkt
angehaten und die NMR-Messzeit kann der jewelligen Probenkonzentration
angepasst werden. Durch die unbegrenzte Messzeit besteht ebenfalls die
Moglichkeit, stopped-flow  2D-NMR-Spektren (z.B. COSY, TOCSY)
aufzunehmen.

Um eine Peak-Diffusion der Probe durch lange Standzeiten auf der Saule wahrend der
Stopped-flow Messungen zu vermeiden, besteht die Mdglichkeit, die einzelnen Peaks

einer Trennung in sogenannten ,,Loops* zu speichern. Loops sind Kapillaren mit einem

der Durchflusszelle entsprechenden Volumen. Dabei erfolgt vor Beginn der NMR-
Messungen die Trennung, anschlieffend werden die Peaks in den Loops
zwischengelagert. Diese kdnnen dann einzeln in die Durchflusszelle transferiert

werden.
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4.3.2.2 Anforderungen an die Chromatographie

Die HPLC-NMR-Kopplung erfordert die Anpassung der beiden analytischen Systeme
aneinander. Fir die NMR-Spektroskopie ergeben sich aus der Verwendung von
protonierten Losungsmitteln bel der chromatographischen Trennung spezifische
Schwierigkeiten (die Verwendung von volldeuterierten Eluenten ist mit Ausnahme des
relativ gunstigen D,O aus Kostengriinden nicht geeignet). Bedingt durch den Fluss des
Losungsmittels besitzen die zu untersuchenden Kerne nur ene begrenzte
Aufenthaltsdauer T in der Messzelle. Die Verweilzeit T ist definiert als das Verhdltnis
des Detektionsvolumens zur Flussrate. Dies fuhrt zu einer Verkirzung der Spin-Spin-
Relaxationszeit und der Lebensdauer der angeregten Spinzustande in der Durchfluss-
Messzelle:

1/T, (flow) = 1/ T, (static) + 1/ 1 (1)

Da die Signalhalbwertsbreite umgekehrt proportional zur Spin-Spin-Relaxationszeit
ist, fuhrt die Verringerung der Lebensdauer zu einer Verbreiterung der NMR-Signale.

Andererseits wird durch den sténdigen Zustrom nicht angeregter Kerne der
Gleichgewichtszustand schneller wieder erreicht, als dies alein durch die Spin-Gitter-
Relaxation geschehen wirde. Dies ermdglicht eine schnellere Wiederholungsrate der
Spektrenaufnahme und ergibt dadurch einen Empfindlichkeitsgewinn.

Bei der Chromatographie muss die Auswahl der mobilen Phase nach den Bedurfnissen
der NMR-Spektroskopie erfolgen: Zum enen sollte die Anzahl der
L 6sungsmittelsignale im NMR-Spektrum mdglichst gering sein. Vor der eigentlichen
Datenaufnahme mussen die Resonanzsignale der Losungsmittel unterdriickt werden,
um eine fir die Detektion der Probensignale geeignete Empfindlichkeit zu
gewahrleisten. Zum anderen kénnen durch die Lage der Ldsungsmittel-Restsignale
unter Umsténden informationstragende Bereiche im Spektrum verdeckt werden.
Desweiteren ist eine isokratische Trennung einer Gradiententrennung vorzuziehen, da
die chemische Verschiebung vom verwendeten Losungsmittel abhangt. Schliefdlich
spielt die Reinheit der HPLC-L6sungsmittel eine grofe Rolle. Die meisten HPLC-
L 6sungsmittel enthalten kleine Mengen an Verunreinigungen. Oft handelt es sich dabel
um Zusétze, die die Stabilitdt und Lagerfahigkeit des Losungsmittels erhdhen. Diese
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stéren zwar das chromatographische Ergebnis nicht, da sie keine oder nur geringe UV-
Aktivitét zeigen, werden jedoch im *H-NM R-Spektrum detektiert.

4.3.2.3 Losungsmittelunterdriickung

Fir die Unterdrickung der intensiven Resonanzsignale der Losungsmittel stehen
mehrere Pulssequenzen zur Verflgung, die auf unterschiedlichen physikalischen
Phénomenen beruhen. Sie lassen sich in folgende Gruppen einteilen:

» Vorséttigungs-Methoden: Mit einem selektiven low-power Puls wird vor der
Datenaufnahme 0.5-2s auf die Resonanzfrequenz(en) der L&sungsmittel
eingestrahlt; diese werden dadurch gezielt geséttigt. Die Vorséttigung kann dabei
durch einen low-power continuous-wave (CW)-Puls, durch eine der NOESY -
Sequenz angelehnte Pulsfolge oder durch sogenannte , Shaped-Pulse®, die ein
breites Anregungsprofil auf gegebenenfalls mehreren Frequenzen besitzen, erfolgen.

* Relaxations-Methoden: Diese Vefahren nutzen Unterschiede in den
Relaxationszeiten zwischen Losungsmittel (meist Wasser) und Probe. Sie
unterscheiden sich von den dbrigen dadurch, dal3 sie eine ungestorte Detektion von
Resonanzen in nachster Nahe zum unterdriickten Signal erlauben. Erwéhnt seien
hier die WEFT- (Water-Eliminated Fourier-Transform) Methode und das WATR-
(Water Attenuation by Transverse Magnetisation) Experiment.

» Selektive Nichtanregung der Ldsungsmittelresonanz (Tailored Excitation): Die am
haufigsten verwendete Methode ist die Einstrahlung binominaler Pulsfolgen. Sie
beruhen auf einer kurzen Folge von Pulsen mit einer Wartezeit 1, die en
symmetrisches Anregungsprofil mit Maxima zwischen Nullstellen im Abstand von
1/t bewirken. Dies hat den Nachteil, dass auf3er dem LoOsungsmittelsignal noch
weltere Signalbereiche im Spektrum nicht angeregt werden.

» LoOsungsmittelunterdriickung durch Bo-Feld-Gradienten: Diese modernen Techniken
beruhen auf einer selektiven Dephasierung der L osungsmittelsignale durch Anlegen
eines Feldgradienten. In der Praxis zeigen die WATERGATE- (Water Suppression
by Gradient Tailored Excitation) und die WET- (Water Suppression Enhanced
through T, Effects) Sequenz gute Ergebnisse.
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4.4 Kapillarmethoden

4.4.1 Allgemeines

Aufgrund des haufig sehr geringen Gehaltes von pharmakologisch wirksamen
Inhaltsstoffen in biologischen Proben, wie den Carotinoiden in der Reting, ist eine
Miniaturisierung der analytischen Saulen zu Kapillarsaulen erforderlich. Dies fihrte
zur Entwicklung der Kapillar-HPLC (CHPLC), bel welcher der Innendurchmesser der
chromatographischen Trennkapillare auf eine GrofRe zwischen 50 und 250 pm

verringert wurde, 86878389901

Bereits 1974 schlugen Pretorius et a. vor, den elektroosmotischen Fluss (EOF) als
alternativen Pumpmechanismus im Gegensatz zum Anlegen von Druck zum Transport
der mobilen Phase durch die Saule zu verwenden. % Dieses Grundprinzip der
Kapillarelektrophorese (CE) wurde von Jorgenson et al. und Tsuda et al.
weiterentwickelt, was schliefdlich zur Kapillarelektrochromatographie (CEC), einer
Hybridmethode aus CHPLC und CE, fiihrte. *** Die CEC vereint die Vorteile der
geringen Innersaulen-Bandenverbreiterung der CE, die auf dem stempelférmigen
Flussprofil der mobilen Phase beruht, mit der Selektivitét der HPLC, die durch die
Wechselwirkung der Analytmolekile mit der stationdren Phase zustande kommt. Somit
kénnen in der CEC sowohl geladene Molekile aufgrund ihrer unterschiedlichen
Mobilitat im elektrischen Feld, as auch verschiedene neutrale Moleklle durch
Wechsalwirkung mit der stationdren Phase voneinander getrennt werden.

Uber eine Mikro-HPL C-Pumpe kann zusitzlich ein Druck angelegt werden. Mit dieser
druckbetriebenen CEC (PCEC) wird die Durchfihrung einer schnelleren Trennung
ermoglicht. Desweiteren kann auch eine Gradienten-Elution analog zur HPLC

durchgefiihrt werden. %%

In Abbildung 19 ist der experimentelle Aufbau einer CEC-Anlage gezeigt. Dieses
Eigenbau-Gerét wurde in Kooperation mit der Universitdét Ulm (Arbeitsgruppe
Prof. Welsch) im Hinblick einer zukinftigen direkten Kopplung mit einem NMR-
Gerdt entwickelt. Die aus Teflon bestehenden, druckstabilen Puffervorratsgefélie
konnen direkt unterhalb des NMR-Probenkopfes angebracht werden, wahrend das
Hochspannungsgerét (30 kV) im Abstand von ca. 3 m vom NMR-Gerét platziert
werden kann, um die NMR-Spektrenaufnahme nicht zu stéren. An den
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Puffervorratsgefalen befinden sich zusdtzlich zu den Elektroden-Einl&ssen
Gasanschlisse, Uber die mit einer Heliumbombe zusétzlich Druck angelegt werden
kann. Im UV-Detektor befindet sich eine speziell entwickelte Kapillarzelle.

Hochspannungs-
quelle
- Dmm_
aufnahme
—— o S
— ¢ .
Helium- —
Bombe UV -Detektor
Cem
iy
Platin- leere Kapillare gepackte Kapillar-
aule in-
elektrode sa (i Platin
[ @  elektrode

—— druckstabile Vorratskammer —
% — Pufferreservoir — ﬁ

Abb. 19: Schematische Darstellung einer Anlage fur die Kapillarel ektro-
chromatographie (CEC)

4.4.2 Herstellung von Kapillaren

Es gibt verschiedene Ansdtze, gepackte Kapillaren, wie in Abbildung 20 gezeigt,
herzustellen. Bei der hauptséchlich verwendeten Druckmethode wird die stationére
Phase unter Druck mit Hilfe einer pneumatischen Pumpe, vergleichbar mit der
Herstellung von HPLC-Séaulen, gepackt. Dabel wird die stationdre Phase wahrend des
Packungsvorgangs in einer druckbetriebenen Ultraschallkammer aufgeschlammt. ¥
Anstelle von organischem Ldsungsmittel kann auch Uberkritisches CO, verwendet
werden. ® Eine andere Methode beruht auf der elektrokinetischen Migration der
Teilchen unter einem angel egten elektrischen Feld. %




40 4 Analytik von biologisch aktiven Inhaltsstoffen

Detektions-

fenster gepackter Teil der Kapillare
————— [
/
| _\ / /
/ \ / |
Glaskapillare Fritte Polyimid-Coating stationére Phase Fritte

Abb. 20: Schematische Darstellung einer gepackten Kapillare mit Detektionsfenster

Nach dem Packen der Kapillare muss das Packungsbett durch geeignete Fritten in der
Kapillare gehalten werden. Daflr gibt es verschiedene Ansdtze. Zum einen besteht die
Moglichkeit der Herstellung eines Polymers aus Kaliumsilikat und Formamid oder auf
Basis des Sol-Gel-Prozesses aus Polydimethoxysiloxan bei Raumtemperatur. 1% Die
anderen Verfahren gehen von reinem Kieselgel oder von einer Mischung aus Kieselgel
und Kaliumsilikat oder von RP-Packungsmaterialien aus, aus denen durch Sintern bel
hohen Temperaturen mit einem Heizdraht oder einem elektrischen Lichtbogen die
Fritten gebrannt werden. '® Da die Herstellung geeigneter Fritten problematisch ist,
wurden verschiedene Ansédtze zur Darstellung offener Kapillaren durchgeftihrt. Sie
sind als sog. ,, Silica Rods* oder im Falle von Polymer-Packungen, z.B. von Acrylaten
as, Continuous beds* erhéltlich. Dabel wird der organische Teil der Trennphase durch
Bildung einer Silicium-Sauerstoff-Bindung direkt an die Kapillarwand gebunden. Zur
Erhéhung der Oberflache kann dabei die Kapillarwand mit Fluorwasserstoff angedtzt
werden. '® Eine andere Méglichkeit besteht in der Herstellung einer pordsen
Glasmatrix an der Innenwand der Kapillare mit Hilfe des Sol-Gel-Prozesses, 1*
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5 Ergebnisse

5.1 Carotinoide

5.1.1 Lutein und Zeaxanthin

Von den mehr als 600 in der Natur vorkommenden Carotinoiden sind etwa 50 Derivate
zur Bildung von Retinol beféhigt, besitzen also eine Vitamin-A-Aktivité. In der
Nahrungskette sind etwa 50 und im menschlichen Serum noch 15 Carotinoide
nachweisbar. In der Retina sind schliefdlich nur noch die beiden Xanthophylle Lutein
und Zeaxanthin vorhanden. Diese beiden Carotinoide sind in hohen Konzentrationen
auch in dunkelgrinem Blattgemise wie Spinat und Mangold sowie Grinkohl,

Brokkoli und Petersilie anzutreffen.

Klinische Studien konnten einen Zusammenhang zwischen dem Gehalt von Lutein und
Zeaxanthin in der Retina und dem altersbedingten Degenerationsverlauf der Netzhaut
belegen. Durch die systemische Gabe von Lutein- und Zeaxanthin-reichen BlattgemUse
bzw. Lebensmitteln konnte praventiv gegen diese Augenkrankheit vorgebeugt werden.
Im folgenden werden diese Carotinoide, die in verschiedenen Z/E-Stereoisomeren
vorliegen, sowohl in der Quelle, dem funktionellen Lebensmittel Spinat, als auch am

Wirkungsort, der Retina verschiedener Spezies (Mensch, Huhn, Rind) untersucht.

5.1.1.1 Chromatographische Bedingungen

Mit der Einfuhrung der Csp-Phase und deren eingehenden Charakterisierung (vgl. Kap.

4.2) ist ein Trennmaterial verfugbar, welches fur die Auftrennung von unpolaren

Verbindungen, wie den Carotinoid-Stereoisomeren, besonders gut geeignet ist. %
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a) C18-Phase al-E Lutein

9-Z/9-Z’ Lutein

13-Z/13-Z’ Lutein /

0 5 10 15 20 25 min

a) C30-Phase al-E Lutein
13'-Z Lutein
13-Z Lutein 9-Z L;Jtein 9'-Z Lutein
\ /

N WYYV

0 5 10 15 20 25 min

Abb. 21: HPLC-Trennungen (UV/Vis 450 nm) von Lutein-Ster eoi someren
a) Cig-Phase: Mobile Phase: Aceton:H,O 76:24 (v/v), 1 ml/min, 295 K
b) Cs0-Phase: Mobile Phase: Aceton:H,0 86:14 (v/v), 1 ml/min, 295 K

Abbildung 21 zeigt die UV-Chromatogramme von L utein-Stereoi someren, getrennt auf
einer Cig- und einer Cgp-Phase. Die Selektivitét der Cig-Phase ist nicht ausreichend, um
die einzelnen Z/E-Sterecisomere effizient zu trennen. Mit der Cgzp-Phase erhdlt man
eine Basidinientrennung aller Hauptstereoisomere und auch die frih el uierenden Peaks
sind gut aufgeldst. Die Cyp-Phase ermdglicht dartiber hinaus die Trennung der sehr
ahnlichen Stereoisomere 9-Z und 9-Z’, sowie der 13-Z- und 13-Z’-Isomere.
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Diese deutlich verbesserte Erkennungskapazitdt der Cso-Phase wurde bel 295 K
erhalten. Eine analog hohe Selektivitdt kann auch mit Zeaxanthin-Stereoisomeren
erreicht werden (vgl. Abb. 22 oben). Fur die Trennung der Isomere all-E und 9-Z
Zeaxanthin wurde fUr die Selektivitdt der Faktor a = 1,20 und fur die Auflosung der
Wert R = 2,17 berechnet.

mvV all-E
ggf Aceton/Wasser 86:14 (v/v)
) 295 K
407 —
30 13.7 6.7 a grgn3z =120
20] R alensz =217
of N
0 10 20 30 40 50 60 70 min
35mv all-E Aceton/Wasser 86:14 (v/v)
ggi o 4rgnzz =131
15] Rargnsz =290
10 13-Z 9-Z
0 10 20 30 0 50 60 70 min
mvV all-E
60. .
50] Aceton/Wasser 937 (vIv)
j 275K
40
30] a a1enszz =136
20 13-Z 9-Z Ral-enszz =342
L
0]
0 10 20 30 40 50 60 70 min

Abb. 22: Vergleich der Selektivitdt o und Auflosung R bel Trennungen von
Zeaxanthin-Sereoisomeren auf einer Czo-Saule

Ein Nachteil dieser Trennung ist der relativ hohe Anteil an Wasser im Eluenten, da
dadurch die Konditionierung der unpolaren Alkylketten schwierig und zeitaufwendig
ist. Eine nicht vollstandig &aquilibrierte Saule fihrt zu Doppelpeaks und ener
unzureichenden Trennung. Zusétzlich kann die Saule mit steigendem Wassergehalt im
Eluentengemisch weniger mit Analytmolekilen beladen werden. Fir die HPLC-NMR-
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Kopplung ist jedoch eine hohe Beladungskapazitét der Trennséule notwendig, um eine
ausreichende detektierbare Substanzmenge in die NMR-Detektionszelle transferieren
zu kénnen. 1%

Eine erhohte Selektivitéat (a = 1,31; R = 2,90) kann bei niedrigeren Temperaturen
erhalten werden, bei der mehr starre trans-Konformationen der Czy-Ketten vorhanden
sind (vgl. Kap. 4.2). Das mittlere Chromatogramm in Abbildung 22 zeigt die Trennung
von Zeaxanthin-Stereoisomeren bel 275 K unter sonst gleichen chromatographischen
Bedingungen wie bel 295 K. Die dabei auftretenden extrem langen Retentionszeit
kénnen durch die Verringerung des Wassergehaltes im Eluentengemisch verkirzt
werden (vgl. Abb. 22 unten). Dadurch kénnen nicht nur die zuvor genannten Nachteile
minimiert, sondern die Selektivitét und Auflosung weiter optimiert werden (a = 1,36;
R =3,42).

Diese hohe Selektivitdt kann auch mit biologischen Proben erzielt werden.
Abbildung 23 zeigt die Trennung der biomedizinisch wirksamen Inhaltsstoffe eines
Spinatextraktes. Neben den Chlorophyllen enthdlt Spinat grof3e Mengen an (3-Carotin
sowie den Carotinoiden Lutein und Zeaxanthin. Eine Verseifung der Chlorophylle und
anschlief3ende Abtrennung von den Carotinoiden ist nicht notwendig, da die Trennung

der einzelnen Carotinoid-Sterecisomere nicht gestort wird. 1%

Fir die quantitativen Anaysen wurde jewells 3-Apo-8 -Carotenal als interner Standard
zugemischt. Alle untersuchten Spinatproben enthalten grof3e Mengen an all-E Lutein
und all-E B-Carotin, wogegen nur wenig al-E Zeaxanthin detektiert werden kann.
Interessant hierbel ist, dass bereits im Pflanzenextrakt, also der Quelle der essentiellen
Carotinoide bereits ein vollsténdiges Stereoisomeren-Pattern zu erkennen ist, wobel die
al-E-Sterecisomere mit mehr as 80 % der Gesamtmenge an Carotinoid-Isomeren
jedoch deutlich tiberwiegen.

Aufgrund der UV-Labilitat der Carotinoid-Stereoisomere und um eine Artefaktbildung
zu vermeiden, muss eine Extraktionsmethode angewandt werden, bel der die
Carotinoide schnell und schonend isoliert und aufkonzentriert werden, ohne dass eine
Isomerisierung oder Oxidation der Stereoisomere stattfindet. Die Matrix Solid Phase
Dispersion (MSPD) ist eine sehr effiziente und zeitsparende Methode und die gesamte
Probenpraparation einschliefdich der Isolierung der Carotinoid-Isomere aus der Matrix
bendtigt weniger als 30 min. Alle Stereoisomere eluieren innerhalb einer schmalen
Bande, so dass die Z/E-lsomere in einem L6sungsmittelvolumen von ca. 50 pl
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aufgefangen werden konnen und direkt ohne L dsungsmittel-Evaporation in die HPLC-

Anlageinjiziert werden konnen.

Die Présenz der Z-lsomere ist nicht auf eine lsomerisierung aufgrund des
Extraktionsprozesses zurlickzuftihren. Dass es sich um keine Artefaktbildung handelt,
wurde durch Tests mit all-E-Lutein und all-E-Zeaxanthin bewiesen, welche keiner
|somerisierung zu den Z-1someren wahrend des Extraktionsprozesses unterliegen.

mAU Chlorophylle
] | al-EB-Carotin
300 ;
230 1 AIE Lutein 13,15-2Zp -Carotin
200 interner Standard | / 3 Caroti
B-apo-8'-carotenal , 1 -Z3 -Carotin
150 - ! //’ /// .
13'-Z Lutein || all-E Zeaxanthin | St 913-Z2ZB -Carotin
100 13.Z Lutein! 19-Z Lutein | /) 9-ZB -Carotin
50 \ 5 \\ . 9-Z Lutein | K //, 1
ot MU
0 5 10 15 20 25 30

Abb. 23: HPLC-Trennung von Car otinoid- Sereoisomeren aus el nem Spinat-Extrakt

Die Carotinoid-Stereoisomere sind biomedizinisch wirksame Inhaltsstoffe des
funktionellen Lebensmittels Spinat. **® Ihnen wird ein protektiver Schutz der Retina
vor Netzhautdegenerationen, wie der altersbedingten Makuladegeneration (AMD)
zugeschrieben. Daher wurden die einzelnen Lutein- und Zeaxanthin-Stereocisomere
nicht nur in der nattrlichen Quelle des funktionellen Lebensmittels Spinat, sondern
auch direkt am Wirkungsort, der Retina, untersucht.

In Abbildung 24 sind die HPLC-Trennungen von Retinaextrakten unterschiedlicher
Spezies (Mensch, Huhn, Rind) dargestellt. Die einzelnen Stereoisomere kdnnen
aufgrund der erhdhten Selektivitat der Cso-Phase gut getrennt werden:
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MAU 7 g) Humanretina
1 all-E Lutein

all-E Zeaxanthin
9-Z Zea

9-Z Lut
9-Z Lut

o 5 10 15 20 25  min
mAU 7 b) Hihnerretina

all-E Lutein
7.5 1 13-Z Zea | all-E Zeaxanthin 9-7 Zea

5 - 9-Z Lut /
25 - /

0
o 5 10 15 2 25  min
mAU | ¢) Rinderretina
41
] all-E Lutein
3

13-Z Zea ‘ all-E Zeaxanthin

Abb. 24:  Vergleich der HPLC-Trennungen (UV-Detektion bei 450 nm) von
Carotinoid-Stereoisomeren aus Retinen ver schiedener Spezies
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In einer Humanretina werden insgesamt 209,4 ng der Carotinoide Lutein und
Zeaxanthin gefunden, eine einzelne Rinder-Retina enthdlt etwa 50 ng an Carotinoid-
Sterecisomeren, eine Huhner-Retina noch 14 ng. Die Humanretina besitzt also viel
grolere Mengen an Carotinoiden, was daran liegt, dass nur Menschen und Primaten
eine ausgepragte Makula Lutea besitzen, worin sich die Carotinoide anreichern (vgl.
Kap. 3.1.2). Bel allen anderen Retinen verteilen sich die Carotinoide gleichmaldig tber
die gesamte Retina

Interessant ist die Tatsache, dass in den Retinen viel mehr Zeaxanthin zugegen ist als
im Spinat. Diese vdllig unterschiedliche Zusammensetzung zwischen der Quelle der
Carotinoide, dem Spinat, und dem Wirkungsort, der Retina, 18sst auf eine spezielle
Funktion dieser Zeaxanthin-Stereoisomere in der Retina schlieffen. Der Antell an
Zeaxanthin Stereoisomeren variiert dabei von Spezies zu Spezies. Wahrend in der
Humanretina der Anteil an Zeaxanthin mit 36 % von allen Carotinoiden im selben
Bereich wie in der Rinderretina (40 %) liegt, haben insbesondere Hihner mit 68 %
einen ausgepragt hohen Anteil an Zeaxanthin.

Wie aus dem Vergleich der Chromatogramme gut zu erkennen ist, besitzen die
einzelnen Spezies die selben Carotinoid-Stereoisomeren-Muster, jedoch in
unterschiedlichen Konzentrationen. Besonders auffallend ist der extrem hohe Anteil an
9-Z Zeaxanthin in allen untersuchten Spezies. Er betrégt im Huhn 42,9 %, im Rind
52,6 % und in der Humanretina sogar 72,9 % aller Zeaxanthin Stereoisomere. Diese
Isomere scheinen also eine ausgewiesene biologische Aktivitdt in der Retina zu
besitzen. Moglicherweise ist das 9-Z Zeaxanthin das Schitsselmolekil in der
Behandlung bzw. der Pravention der altersbedingten Makuladegeneration (AMD).

In der folgenden Abbildung ist der Vergleich zwischen einer Humanretina (Injektion
von 1/10 einer Retina) und dem Humanserum (20 pl) dargestellt. Das Verhéltnis all-E
Lutein zu all-E Zeaxanthin betrégt im Serum 2:1, in der Humanretina jedoch 5:1. Diese
Verschiebung der Verhaltnisse kommt durch die Bildung von Z-Isomeren in der Retina
zustande. Wie aus den UV/Vis-Chromatogrammen zu entnehmen ist, sind im
menschlichen Serum, im Gegensatz zur Retina, keine Z-1somere nachweisbar. Dies ist
ein eindeutiger Bewels dafiir, dass die Stereoisomere spezifisch in der Retina gebildet
werden und ihnen somit eine besondere biologische Aktivitat zugeordnet werden kann.
Auffdllig hierbel ist der extrem hohe Antell an 9-Z Zeaxanthin, der mehr als 50 % aller
Zeaxanthin-Stereoi somere ausmacht.
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[mAu] 7 —— Retina
]l —— Serum
all-E Lutein
2,0 1
all-E Zeaxanthin
13-7/13'-Z Lut\ein 9-Z Lutein
| 9'-Z Lutein
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Abb. 25:  Vergleich der HPLC-Trennungen von Car otinoid-Stereoi someren aus einer
humanen Retina und dem Serum

Prinzipiell sind 2 Mdglichkeiten der Anreicherung der Carotinoid-Stereoisomere in der
Retina vorstellbar. Zum einen kann es sich um eine passive Ansammlung der
Sterecisomere in der Retina handeln, zum anderen ist eine aktive metabolische
Umwandlung der Carotinoide denkbar.

Um dies zu untersuchen wurden 50 pl einer reinen 0,1 %igen Losung von all-E Lutein
in DM SO in den Vitreus des linken Auges eines Huhnsinjiziert (vgl. Abb. 26 oben). In
das rechte Auge wurde zum Vergleich 50 pl reines DM SO injiziert. Nach 1 hist im
linken Auge nicht nur eine Anreicherung des gespritzten all-E Luteins feststellbar,
sondern auch eine erhebliche Menge an all-E Zeaxanthin. Zusétzlich fand auch eine
Metabolisierung in die einzelnen Z-1somere statt. Dieses Ergebnis beweist eindeutig,
dass die einzelnen Carotinoid-Stereoisomere spezifisch in der Retina gebildet werden.
Dies steht auch im Einklang mit dem Befund, dass im Serum keine Carotinoid-
Stereoi somere detektierbar sind.
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[MAUT 1 __ Linkes Auge (Injektion von all-E Lutein)
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Abb. 26: HPLC-Trennungen von Carotinoid-Stereoisomeren aus Hihnerretinen
(Nach Injektion von all-E Lutein in den Vitreus des linken Auges)

Fir jedes der gezeigten Chromatogramme wurden 10 % der jewells aus der Retina
extrahierten Carotinoide injiziert. Im Vergleich zu einem nichtbehandelten Tier (vgl.
Abb. 26 unten) findet man auch einen erhéhten Gehalt der Carotinoid-Stereoisomerein
dem rechten Kontrollauge (vgl. Abb. 26 mitte). Das injizierte all-E Lutein hat folglich
innerhalb 1 h die Retina-Blut-Barriere tberwunden und ist so in den Blutkreislauf
gelangt. Von dort hat es sich, nach nochmaliger Uberwindung der Retina-Blut-Barriere
auch im nicht injizierten Kontrollauge angereichert.
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Mit diesem grundlegenden Versuch konnte eine eindeutige Anreicherung von Lutein
und Zeaxanthin Stereocisomeren in der Retina durch exogen zugefihrte Carotinoide
nachgewiesen werden. In weiterfihrenden Studien werden nun die Carotinoide direkt
in die Blutbahn injiziert, um eine mogliche Kontamination der Retina mit den
Carotinoiden zu vermeiden. Desweiteren lassen zukinftige Futterungsversuche mit
carotinoidreichen  funktionellen Lebensmitteln, wie Spinat, ebenfals eine
Anreicherung in der Retina erwarten.

5.1.1.2 Kapillarelektrochromatographie (CEC)

Um die Korrelation der Carotinoid-Stereoisomere und dem Degenerationsverlauf der
Retina untersuchen zu konnen, missen degenerierte sog. RCS-Ratten untersucht
werden. Aufgrund der sehr niedrigen Menge an Carotinoiden in diesen biologischen
Proben, ist eine Miniaturisierung der Trennung von analytischen Saulen zu
Kapillarsaulen erforderlich. Die Gesamtmenge an Carotinoiden belduft sich in einer
Rattenretina auf etwa 1 ng. Da die einzelnen Stereoisomere von Lutein und Zeaxanthin
identifiziert und charakterisiert werden sollen, ist es erforderlich, Substanzmengen
unter 1 ng detektieren zu konnen.

Die Kapillarelektrochromatographie (CEC) ist eine der effizientesten miniaturisierten
Trenntechniken. Sie kombiniert die hohe Trennleistung der Kapillar-HPLC (CHPLC)
mit dem Vortell der geringen Bandenverbreiterung der Kapillarelektrophorese (CE).
Um die hohe Selektivitat der Csp-Phase auch in miniaturisierten Systemen verwenden
zu kénnen, wurden Kapillaren (20 cm, 100 um I.D.) mit ProntoSil Cp-Materia (3 um,
200A) gepackt (vgl. Kap. 4.4.2). Nach dem Packen der Kapillare muss das
Packungsbett durch geeignete Fritten in der Kapillare gehalten werden. Dies geschah
auf Basis des Sol-Gel-Prozesses durch Zugabe von Polydimethoxysiloxan bel
Raumtemperatur.
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Abb. 27: CEC-Trennung (20 kV) von Lutein und Zeaxanthin-Stereoisomeren mit
einer Cyp-Kapillare (20 cm, 100 ym1.D.)

Abbildung 27 zeigt die CEC-Trennung (20 kV) von Lutein und Zeaxanthin-
Stereoisomeren mit einer eigens hergestellten Csp-Kapillare. Die hohe Selektivitat
konnte bei der Miniaturisierung der Trenntechnik beibehalten werden und die 9-Z
Stereoisomere sind alle basidiniengetrennt. Bel der manuellen Injektion der
Carotinoide durch Anlegen einer geringen Spannung (10 kV) sind nur 1 ng Carotinoide
auf die Kapillarsdule aufgebracht worden. Ein weiterer Vortell dieser Kapillar-
Methode ist die Reduzierung des Losungsmittel- und Probenvolumens. Dadurch
koénnen nicht nur die Kosten gesenkt werden, sondern vor allem die Empfindlichkeit
verbessert werden.

Mit der CEC-Technik sollte es also mdglich sein, die Carotinoid-Stereoisomere in
einer einzelnen Ratten-Retina untersuchen zu konnen. Desweiteren wurde das CEC-
Eigenbaugerdt so entwickelt, dass es direkt mit dem NMR-Gerdt gekoppelt werden
kann. Inzwischen ist auch ein neues NMR-Probenkopf-Design fir die on-line CEC-
NMR-Kopplung entwickelt worden, so dass nach diesen grundiegenden V ersuchen mit
dem CEC-Gerdt in Kirze mit der Strukturaufklarung und Quantifizierung der
Stereoisomere von Lutein und Zeaxanthin in degenerierten Rattenretinen begonnen
werden kann.
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5.1.1.3 HPLC-APCI-MS-Kopplung

Die on-line HPLC-M S Kopplung mit ihrer hohen Empfindlichkeit im pmol-Bereich ist
fur eine schnelle Strukturaufklarung von verschiedenen Carotinoiden sehr effizient. So
kénnen mit einem chromatographischen Lauf alle Peaks identifiziert und den
jewelligen Carotinoiden zugeordnet werden. Aufgrund der Unpolaritét der Carotinoide
ist ihre lonisierung jedoch problematisch. Die Elektospray-lonisierung (ESI) ist bei
Carotinoiden sehr schwierig und gelingt beispielsweise durch den Zusatz von
Silbersal zen, welche den lonisierungsprozess erleichtern. Die Kopplung der HPLC mit
der APCI-Massenspektrometrie ermoglicht die lonisierung der unpolaren Carotinoide
ohne Zugabe von Additiven, die einen Einfluss auf die Isomerisierung oder Oxidation
dieser instabilen Verbindungen haben kénnen. Eine Detektion ist sowohl im positiven
als auch im negativen Modus mdglich, wobei jeweils nur eine geringe Fragmentierung
Zu beobachten ist.
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Abb. 28: HPLC-APCI-MS Analyse von Lutein und Zeaxanthin (Massen in Klammern
sind systembedingt und enthalten keine Strukurinfor mation)
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In Abbildung 28 sind die UV-Chromatogramme (450 nm) von Zeaxanthin und Lutein
sowie die jeweiligen Massenspuren dargestellt. Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit
der Carotinoide Lutein und Zeaxanthin und der maoglichen Co-Elution von
Verunreinigungen, welche in der biologischen Matrix vorhanden sind, ist eine
eindeutige Struktur-ldentifikation der Carotinoid-Sterecisomere durch die UV/Vis
Absorption des HPL C-Detektors nicht moglich. Mit der HPLC-APCI-M S Kopplung ist
eine ldentifizierung der strukturdhnlichen Xanthophylle Lutein und Zeaxanthin,
welche sich nur durch die Stellung einer Doppel bindung im lonon-Ring unterscheiden,
moglich. Zeaxanthin wird bei der protonierten Molekilmasse [M+H]" von 569,5 m/z
detektiert. Lutein besitzt durch die isolierte Doppelbindung ene alylische
Hydroxylgruppe. Nach der Protonierung findet eine spontane Wasserabspaltung statt,
wobel das durch Mesomerieeffekte aul3ert stabile Allylkation entsteht (vgl. Abb. 29).
Deshalb werden alle Lutein-Sterecisomere mit der Masse 551,5 m/z [M+H-H,0]"
detektiert. Folglich Uberwiegt bel Lutein im Massenspektrum der Basispeak 551,5 m/z,
im Gegensatz zum Zeaxanthin mit einem Basispeak von 569,5 m/z.

m/z 569 W @

1. Protonierung mit
2o anschlieffender Wasserabspaltung

e s Thaniie Queet

l -H* 2. Deprotonierung

oo Se e Sl aur®

m/z 551

Abb. 29:  Fragmentierung von all-E Lutein durch Wasser abspaltung
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Werden die extrahierten Massenspuren 551,5 m/z und 569,5 m/z mit den UV-
Chromatogrammen verglichen, ist eine einfache Unterscheidung zwischen Lutein- und
Zeaxanthin-Stereoi someren moglich.

Die Positiv-lonen-HPLC-APCI-Massenspektren  fihren zu einem  geringen
Fragmentierungs-Pattern, wie am Beispiel der Massenspektren von Zeaxanthin und
Lutein in Abbildung 28 gezeigt werden kann. Neben dem protonierten Molekulpeak
[M+H]" bei 569,5 m/z kénnen fir Zeaxanthin folgende charakteristische Artefakte
auftreten (in m/z): 585,5[M+H+0]"; 601,5[M+H+2*Q]"; 551,5[M+H-H,QO]";
533,5 [M+H-2*H,0]" und 567,5 [M+H+0O-H,0]". Fir Lutein findet man die gleichen
Fragmente, jedoch infolge der spontanen Wasserabspaltung in unterschiedlichen
Intensitdten. So zeigt Lutein im Massenspektrum einen Basispeak bei 551,5 m/z. Die
Ergebnisse sind in folgendem Fragmentierungsschema zusammengef asst:

16 (O 16 (O
mz 5605 @ —2 O, ggs5 MO gms

l -18 (H,0) l -18 (H,0) l -18 (H,0)

m/z 551,5 567,5 583,5
i -18 (H,0) i -18 (H,0) i -18 (H,0)
m/z 533,5 549,5 565,5

Abb. 30: Fragmentierungsschema fur Lutein und Zeaxanthin

Fir die Positiv-lonen-HPLC-APCI-MS-Kopplung wurde das Detektionslimit durch
Flow-Injection bestimmt. Die Untersuchungen wurden mit einer Standardsubstanz aus
einer nicht isomerisierten all-E Zeaxanthin-Ldsung in Chloroform durchgefihrt. Es
wurde eine Verdinnungsreihe angesetzt und von jeder Probe jeweils dreimal 3 pl im
Abstand von 1,5 min injiziert. Die HPLC-Bedingung war mit einer Flussrate von
1 ml/min und einem Elutionsmittel-Gemisch von Aceton/Wasser 86:14 (v/v) identisch
mit den zuvor beschriebenen Versuchen. Aus dem aufgenommen Massenbereich m/z
200-800 wurde die Masse 569,5 m/z, entsprechend dem protonierten Zeaxanthin-lon
[M+H]", extrahiert. Das Detektionslimit bei eéinem Signal-zu-Rausch-Verhdtnis von
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3:1 betragt 1 pmol, was einer Absolutmenge von 0,57 ng Zeaxanthin entspricht. Das
beobachtete Detektionslimit ist mit anderen Ergebnissen fir Carotinoide im positiven
APCI-Modus vergleichbar. Lacker bestimmte ein Detektionslimit fur 3-Carotin von
1 pmol, van Bremen berichtet von einem Detektionslimit fur a-Carotin von 3 pmol und

fir Lutein von 13 pmol. 1041

| ntens.

x 10° ] r 8 pmol
1.5;
10 -4 pmol
_ 2 pmol
0.51 1 pmol
.......... {MWHWWMWWW&WM

00 25 50 75 100 125 15.0 17.5 20.0 [min]
Abb. 31: Detektionslimit von all-E Zeaxanthin im positiven APCI-MS-Modus

In Abbildung 32 ist die HPLC-APCI-MS-Analyse eines Spinatextraktes gezeigt. Das
obere Chromatogramm zeigt die UV-Spur bel 450 nm, darunter sind die Massenspuren
m/z 551,5 (Lutein), 569,5 (Zeaxanthin) und 537,5 (B-Carotin) abgebildet. Die im
positiven Modus aufgenommenen Massenspektren von all-E Lutein, all-E Zeaxanthin
und al-E B-Carotin wurden jeweils am Peakmaximum des UV-Chromatogramms
herausgeschnitten. Obwohl das all-E-1somer von Zeaxanthin im UV-Chromatogramm
kaum detektierbar ist, zeigt das Massenspektrum einen Basispeak bei 569,5 m/z,
welcher dem protonierten Molkil [M+H]" zugeordnet werden kann. Andere
Fragmentionen sind kaum und nur in geringer Intensitdt vorhanden. Bei Lutein, dasdie
gleiche Molekllmasse wie Zeaxanthin aufweist, findet aufgrund der im lononring
verschobenen Doppel bindung eine spontane Wasserabspaltung statt (vgl. Abb. 29). Die
B-Carotin-lsomere konnen anhand ihres protonierten Molekilions bei 537,5 m/z
detektiert werden.
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Abb. 32: HPLC-APCI-MS-Untersuchung eines Spinatextr aktes:
UV-Chromatogramm (450 nm) und die Massenspuren myz 551,5 (Lutein);
569,5 (Zeaxanthin) und 537,5 (S-Carotin) sowie die Massenspektren der
Carotinoide am jewelligen Peak-Maximum des Chromatogramms
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Mit der on-line HPLC-APCI-MS-Kopplung wurden die Carotinoide auch am
Wirkungsort, im Serum und in der Retina, untersucht. In Abbildung 33 ist das UV-
Chromatogramm der aus dem Serum eines Huhnes (20 pl) extrahierten Carotinoide,
sowie die entsprechenden Massenspuren, dargestellt. Das all-E-Isomer von
Zeaxanthin, welches im UV-Chromatogramm bei 15,9 min detektierbar wird, zeigt im
Massenspektrum einen Basispeak bel 569,5 m/z, welcher dem protonierten
Molekil [M+H]" zugeordnet werden kann. Das all-E Lutein zeigt wiederum die
charakteristische Wasserabspaltung und wird bei der protonierten Masse m/z 551,5
[M+H-H,0] " detektiert.
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Abb. 33: HPLC-APCI-MS-Analyse der Carotinoide Lutein und Zeaxanthin in Serum
eines Huhnes
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Analog zum menschlichen Serum (vgl. Abb. 25) findet man ebenfalls ein Lutein zu
Zeaxanthin Verhdtnis von 2:1. Da in einer Huhnerretina jedoch mehr Zeaxanthin as
Lutein gefunden wird (vgl. Kap. 5.1.1), metabolisiert diese Spezies das Carotinoid
Lutein offensichtlich mehr zu Zeaxanthin als beispielsweise der Mensch oder das
Rind.

Durch einen Vergleich der Massenspuren m/z 551,5 und 569,5 mit der HPLC-
Trennung der aus einer menschlichen Retina extrahierten Carotinoide, lassen sich mit
einem einzigen chromatographischen Lauf samtliche Carotinoide eindeutig
identifizieren. Dies ist in Abbildung 34 gezeigt. Fir dieses Experiment wurden nur
1/10 des Retinaextraktes verwendet.

Intens,
x106

4i all-E Lutein

Massenspur m/z 551,5

v N NN

2; all-E Zeaxanthin

1 Massenspur m/z 569,5

| ’\ UV -Spur 450 nm

0 5 1‘0 | 1‘5 | | 2‘0 - Ti‘me ‘[min‘]
Abb. 34:  On-line HPLC-APCI-MS Analyse von Lutein und Zeaxanthin
Sereoisomeren in einer humanen Retina

0

Auffallend ist, dass die Z-Isomere im UV-Chromatogramm eindeutig zu detektieren
sind, wahrend sie sich aus den Massenspuren kaum vom Grundrauschen abheben. Da
fur die Extraktion eine schnelle und schonende Methode, die Matrix Solid Phase
Dispersion (MSPD), verwendet wurde, um keine Oxidation und Isomerisierung der
Carotinoide zuzulassen, wurden die Carotinoide nicht vollstandig von der umgebenden
Matrix getrennt. Im UV-Chromatogramm werden diese Verunreinigungen nicht
anaysiert, da sehr selektiv bei 450 nm detektiert wird und somit nur die Carotinoid-
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Stereoisomere im Chromatogramm sichtbar sind. Die Verunreinigungen machen sich
jedoch in der lonenfalle des Massenspektrometers bemerkbar. Ist die lonenfalle mit
Fremdionen Uberfillt, befinden sich nur noch wenige Analytmolekiile in der lonenfalle
und die Empfindlichkeit wird entsprechend erniedrigt.

Die gezeigten Beispiele der HPLC-APCI-MS-Kopplung zeigen, dass mit dieser
Technik in kurzer Zeit verschiedene Carotinoide in unterschiedlichen biologischen
Proben identifiziert werden kdnnen. Selbst die massengleichen Carotinoide Lutein und
Zeaxanthin kdnnen mit dieser Methode detektiert und unterschieden werden. Diese
Methode versagt jedoch bel der Strukturaufklarung der einzelnen Stereoisomere, da
diese ein identisches Fragmentierungsmuster aufweisen. Daher muss die HPLC-APCI-
MS-Kopplung mit der on-line HPLC-NMR-Koppluing kombiniert werden, um eine
exakte Strukturaufklarung jedes einzelnen Stereoisomeren durchfiihren zu kénnen. 2

5.1.1.4 HPLC-NMR-Kopplung

Die on-line HPLC-NMR-Kopplung ist noch nicht empfindlich genug, um Substanzen
im pmol-Bereich detektieren zu kénnen. Sie ist jedoch die einzige Methode, die eine
eindeutige Strukturaufkl&rung von instabilen Verbindungen, wie den Carotinoid-
Stereoisomeren, unter Ausschluss von Licht und Sauerstoff ermoglicht. Durch den
Einsatz der hochselektiven Csp-Phasen mit ihrer hohen Beladungskapazitat kann der
Nachteil der geringen Empfindlichkeit der on-line HPLC-NMR-Kopplung deutlich
minimiert werden.

Alle on-line HPL C-NMR-K opplungsexperimente wurden an einem Bruker AMX 600
NMR-Spektrometer durchgefihrt. Es wurde ein inverser Durchflussprobenkopf mit
einem Detektionsvolumen von 120 pl verwendet. Die Losungsmittelsignale wurden
durch Vorséttigung mittels sog. Shaped-Pulse (mit einem Rechteck-Anregungsprofil)
unterdriickt.

Der Kontur-Plot eines continuous-flow HPLC-NMR-Experiments in Abbildung 35
zeigt die Trennung der Hauptstereoisomere von Zeaxanthin. Das |someren-Gemisch
wurde durch Isomerisierung von all-E Zeaxanthin unter dem Einfluss von natirlichem
Licht erhalten. Bei einem on-line continuous-flow HPLC-NMR-Experiment kénnen
aufgrund der begrenzten Verweilzeit der Probe in der NMR-Flusszelle (120 pl)
maximal 128 Scans pro Reihe aufgenommen werden. Daraus ergibt sich eine zeitliche
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Auflésung von 2,5 min. Trotz der geringeren Zeitauflésung im Vergleich zu einem
UV-Chromatogramm, ist eine Trennung der einzelnen Isomere erkennbar. Mit dieser
zweidimensionalen Technik ist es also moglich, Komponenten mit einer geringen
Konzentration, die nicht basisliniengetrennt sind, zu detektieren. Dies ist eindrucksvoll
im continuous-flow 2D-Plot dargestellt. Neben der Retentionszeit erhdlt man die
vollsténdige Strukturinformation jeder Komponente aufgrund der zusétzlichen
Information der chemischen Verschiebungswerte. Mit einem chromatographischen
Lauf kann somit die Struktur jedes einzelnen Stereoisomeren aufgeklart werden.
Dadurch eignet sich diese Methode aufgrund des geringen Zeitbedarfs insbesondere
auch fur das Screening von Pharmaka. Die Menge an 13-Z Zeaxanthin entspricht

9-Z

all-E

13-Z

ungefahr 10 % aller |somere und wurde zu 24 g berechnet. '3

Abb. 35:  'H NMR Chromatogramm (600 MHz, Kontur-Plot) der HPLC-Trennung
von Zeaxanthin-Stereoisomeren

Abbildung 36 zeigt die olefinischen Regionen der stopped-flow-"H NMR Spektren der
einzelnen Zeaxanthin Stereoisomere aus der Trennung des Stereoi someren-Gemisches.
Im Gegensatz zu dem continuous-flow Spektrum koénnen stopped-flow Spektren bel
einer maximalen Peak-Konzentration gemessen und mehr Scans akkumuliert werden.
Somit wird en besseres Signal-zu-Rausch-Verhdltnis erreicht bzw. die
Empfindlichkeit gesteigert. So wurde fir das stopped-flow Experiment ene
Gesamtmenge von 0,8 g fir das 13-Z Zeaxanthin berechnet.
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Abb. 36: Stopped-flow *H NMR Spektren (600 MHz, olefinische Region) von all-E,
9-Z und 13-Z Zeaxanthin.

Im Vergleich zum all-E Sterecisomer ist die Zentrosymmetrie bei den Z-
Stereoisomeren aufgehoben. Durch die unterschiedliche chemische Umgebung in der
Néhe der cis-Bindung ergeben sich fir die gestrichenen und ungestrichenen Protonen
unterschiedliche Resonanzfrequenzen.

Die Zuordnung von Z/E-lsomeren ist nach Karplus im allgemeinen Uber den
Unterschied der Kopplungskonstanten von 14-16 Hz fur trans-standige Protonen und
11-12 Hz fur cis-standige Protonen moglich. Bel konjugierten olefinischen Systemen
sind jedoch die Anderungen der chemischen Verschiebung & in den meisten Fallen
aussagekraftiger. Sie kénnen bis zu 0,6 ppm betragen. Die &-Werte der ,, aul3eren”
Protonen erfahren im allgemeinen eine Hochfeldverschiebung, wahrend die ,, inneren®
Protonen zu tieferem Feld verschoben werden.
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In folgender Tabelle sind die chemischen Verschiebungswerte & der olefinischen

Protonen aller Hauptstereoisomere von Lutein und Zeaxanthin zusammengef asst:

Zeaxanthin Lutein
Proton | all-E | 13-Z 9-Z al-E | 13-z | 13-2 | 9-Z 9-Z
H-4 - - - 554 | 554 | 554 | 552 | 552
H-7 6.09 | 609 | 613 | 608 | 610 | 610 | 6.11 | 6.10
H-7 6.09 | 609 | 6.09 | 543 | 543 | 543 | 543 | 546
H-8 6.10 | 610 | 668 | 615 | 612 | 612 | 6.68 | 6.10
H-8 6.10 | 610 | 610 | 613 | 613 | 613 | 6.09 | 6.68
H-10 6.14 | 621 | 604 | 613 | 621 | 613 | 598 | 6.13
H-10 6.14 | 613 | 614 | 615 | 613 | 621 | 614 | 6.03
H-11 6.67 | 666 | 675 | 664 | 664 | 664 | 6.76 | 6.64
H-11 6.67 | 664 | 666 | 664 | 664 | 664 | 6.65 | 6.76
H-12 634 | 694 | 628 | 634 | 690 | 634 | 6.26 | 6.33
H-12° 634 | 633 | 633 | 634 | 634 | 691 | 633 | 6.28
H-14 6.24 | 611 | 625 | 623 | 612 | 624 | 624 | 6.24
H-14 6.24 | 623 | 625 | 623 | 624 | 614 | 624 | 6.24
H-15 663 | 685 | 663 | 665 | 682 | 658 | 6.64 | 6.64
H-15 6.63 | 658 | 663 | 6,65 | 658 | 682 | 664 | 6.64
Tabellel: *H NMR Verschiebungswerte J (in ppm) fiir die Hauptstereoisomere von

Lutein und Zeaxanthin

Wie in Abbildung 36 gezeigt sind die Protonen H-12 (& = 6,94 ppm, Ad = 0,6 ppm)
und H-15 (0 = 6,85 ppm, Ad = 0,2 ppm) von 13-Z Zeaxanthin tieffeldverschoben,
wahrend Proton H-14 (& = 6,11 ppm, Ad = 0,1 ppm) sich zu hdherem Feld verschiebt.
Die Protonen H-10 und H-15" weisen ebenfalls einen geringen Einfluss von etwa

Ad = 0,05 ppm auf. Die restlichen Protonen besitzen die gleichen Verschiebungswerte
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wie al-E Zeaxanthin und die cis-Bindung besitzt keinen Einfluss mehr. Analoge
Effekte tauchen auch beim 9-Z Zeaxanthin auf. Die cis-Bindung hat keinen Einfluss
auf die gestrichenen Protonen und nur die ungestrichenen Protonen erfahren eine
unterschiedliche chemische Verschiebung. So sind die Protonen H-8 (& = 6,68 ppm,
Ad = 0,42 ppm) and H-11 (o = 6,75 ppm, Ad = 0,11 ppm) tieffel dverschoben, wahrend
sich Proton H-10 (0 = 6,04 ppm, Ad = 0,1 ppm) zu héherem Feld verschiebt. Geringe
Unterschiede in der chemischen V erschiebung ergeben sich auch noch fiir die Protonen
H-7 und H-12.

Die Aufnahme von zweidimensionalen NMR-Spektren hat den Vorteil, dass neben der
Information der chemischen Verschiebungswerte & auch das Kopplungsmuster von
jedem Proton erhalten wird.

Abbildung 37 zeigt das stopped-flow COSY Spektrum von 9-Z Zeaxanthin. Das
gesamte Kopplungsmuster aller olefinischen Protonen ist aufgezeigt. Das Proton H-11'
besitzt zwel magnetisch nicht &quivalente Protonen (H-10' und H-12') in direkter
Nachbarschaft und somit 2 unterschiedliche Kopplungspartner. H-15" koppelt mit H-
14, H-7 mit H-8. Analoge Kopplungsmuster werden auch fir die ungestrichenen
Protonen erhalten, wobel aber die chemischen Verschiebungswerte d aufgrund der cis-
Bindung unterschiedlich sind.

Das stopped-flow COSY Spektrum von all-E Lutein, welches aus Spinat extrahiert
wurde, ist in Abbildung 38 gezeigt. Die Menge an al-E Lutein in der NMR-
Detektionszelle betrug fir dieses Spektrum 3 pg. Lutein besitzt 2 unterschiedliche
lononringe und ist somit unsymmetrisch. Dies kann anhand des COSY Spektrums
veranschaulicht werden. Durch die Verschiebung der Doppelbindung in einem
lononring ist das Proton H-7" (0 = 5,43 ppm, Ad = 0,65 ppm) hochfeldverschoben, da
das adiphatische Proton H-6' benachbart ist. Das olefinische Proton H-7 besitzt
dagegen eine chemische Verschiebung von & = 6,09 ppm. Eine weitere Konsequenz
dieser Verschiebung der Doppelbindung im Lutein ist das Auftreten eines zusétzlichen
olefinischen Protons H-4' bei 0 = 5,54 ppm. Dadurch ist eine einfache Unterscheidung
der Zeaxanthin- und L utein-Stereoi somere gegeben.
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5.1.2 Bixin

Der Einnahme von Urucum als Tee-Aufguss wird eine gesundheitsférdende Wirkung
zugeschrieben. Aufgrund der Wasserlddlichkeit des Bixins ist dieser biomedizinische
Inhaltsstoff besonders leicht bioverfligbar. So reduziert das tégliche Trinken eines Glas
Wassers, in dem etwa 25 Urucum-Samenkorner gelost sind, den Cholesterin- und
Triglyceridgehalt im Blut. Im folgenden sollen die Hauptkomponenten dieses
Extraktes getrennt und mit Hilfe der on-line HPLC-NMR-Kopplung identifiziert
werden.

5.1.2.1 Chromatographische Bedingungen

Natdrliches vorkommendes Bixin (a-Bixin) tritt haufig zusammen mit seinen Z/E-
Stereoisomeren auf. Mit einer Cy-Saule kdnnen diese mit einer hohen Selektivitéat
getrennt werden, wie die UV -Chromatogramme (460 nm) in Abbildung 39 bewiesen.

Chloroform-Extrakt

Abb. 39: Vergleich der HPLC-Chromatogramme (460 nm) zweier Urucum-Extrakte
(CH C|3 und Hzo)
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Fir die gezeigten Chromatogramme wurden jeweils 5 Urucum-Samenkdrner in 1. ml
Chloroform bzw. Wasser gel6st und tber Nacht im Dunkeln stehen gelassen. Von den
gefilterten Losungen wurden jewells 2 pl in die HPLC-Anlage injiziert. Die einzelnen
Bixin-Stereoisomere konnen mit einem Eluentengemisch von Aceton/H,O 80:20 (v/v)
und einer Flussrate von 1 ml/min basisliniengetrennt werden.

Wie man aus dem Vergleich der Chromatogramme deutlich erkennen kann, sind alle
Bixin-Stereoisomere sowohl in Chloroform als auch in Wasser l6slich. Allerdings
taucht im Wasser-Extrakt noch ein zusétzlicher Peak bel 18,1 min auf. Moglicherweise
kommt dieser zusétzlich extrahierten Verbindung eine besondere biomedizinische
Bedeutung zu und ist fur die Senkung des Cholesterinsspiegels im Blut
mitverantwortlich.

5.1.2.2 HPLC-NMR-Kopplung

Um die Struktur dieser instabilen Verbindungen aufklaren zu kénnen, muss die
Chromatographie direkt mit einem NMR-Spektrometer gekoppelt werden. Dadurch
wird gewdhrleistet, dass die licht- und sauerstoffempfindlichen |somere wahrend der
Analyse nicht zerstort werden. Die on-line HPLC-MS-Kopplung kann fur diese
anaytische Fragestellung nicht verwendet werden, da die Bixin-Stereoisomere die
gleiche Masse und Fragmentierung aufweisen und somit ihre Identifizierung mit dieser
Analysentechnik nicht moglich ist.

In Abbildung 40 ist der olefinische Teil eines stopped-flow TOCSY -Spektrums der
Hauptkomponente a-Bixin (Peak bei 48,6 min) dargestellt. Zudem sind sémtliche
Protonen-K opplungen angegeben. Durch die Bestimmung der Konnektivitéten kénnen
ale Protonen eindeutig zugeordnet worden. Interessant ist die sehr starke
Tieffeldverschiebung von Proton H-18 bel 6 = 7,91 ppm. Dies liegt zum einen an der
Estergruppe, wird aber auch durch die cis-Bindung hervorgerufen. So ist auch Proton
H-15 bei 0 =6,86 ppm tieffeldverschoben, wéahrend das ,aulere Proton* H-16
(6 = 6,39 ppm) der cis-Bindung bel hdherem Feld anzutreffen ist.
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5.2 Tocopherole

Eine sehr intensiv diskutierte Fragestellung ist, ob durch Zufuhr von Vitamin E,
besonders in Kombination mit Carotinoiden und Ascorbinsdure, die Schadigung
biologischer Strukturen durch oxidativen Stress verringert werden kann. Von
besonderem Interesse ist hierbei, in wie weit Vitamin E durch exogene Zufuhr im
Korper resorbiert werden kann.

Hintergrund folgender analytischen Studien ist, ob sich durch zahnhygienische Pflege
mit einer Vitamin E-haltigen Zahnpasta, eine Anreicherung von Vitamin E im
gingivalen Gewebe mdglich ist. Hierflr wurde eine Zahnpasta verwendet, die 0,2 %
Tocopherolacetat enthdlt.

5.2.1 Extraktionsverfahren

In Voruntersuchungen wurden die verschiedenen vorgestellten Extraktionsmethoden
LLE, on-line SPE und MSPD auf die Anwendbarkeit fir diese spezielle Fragestellung
Uberprift und die Wiederfindungsrate des in der Zahnpasta zugesetzten
Tocopherolacetats bestimmt. Hierfir wurde 1 g Zahnpasta mit entsprechender Menge
Speichel vermischt, um die gleichen Verhédtnisse zu erreichen, wie sie im Mundraum
beim Zahneputzen vorherrschen.

Die LLE mit Methanol fihrt zu sehr guten Wiederfindungsraten (> 95 %).
Problematisch wirkt sich aber der in der Zahnpasta enthaltene Gelbildner aus, der
durch Zugabe von Methanol flockig ausféllt und abfiltriert werden muss. Ein weiterer
Nachteil dieser Methode ist der nicht abgetrennte Speichel, der bel der nachfolgenden
Chromatographie auf der HPLC-Saule retardiert und diese langfristig unbrauchbar
macht.

Die folgende Abbildung verdeutlicht die Korrelation zwischen der Wiederfindungsrate
an Tocopherolacetat und dem Verhdltnis Methanol zu Speichel in der Probe. Erst wenn
mindestens 80 % Methanol in der Probe fir die Extraktion zur Verfligung stehen,
werden adequate Wiederfindungsraten erreicht. Bel 1 g Zahnpaste vermischt mit 1 ml
Speichel, sind also etwa 10 ml Methanol notwendig.




70 5 Ergebnisse
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Abb. 41:  Wiederfindungsraten bei der Flissig-fltissig-Extraktion (LLE) von
ver schiedenen Zahnpasta/Spei chel-Mischungen mit Methanol

Durch den Einsatz eines mit Wasser nicht mischbaren Losungsmittels (Chloroform,
Hexan, Diethylether) wird der Speichel durch Ausschitteln in die wéssrige Phase
uberfuhrt. Mit Hexan oder Diethylether werden Wiederfindungsraten von Uber 95 %
erhalten und die unldslichen Partikel befinden sich in der wéssrigen Phase. Chloroform
ist ungeeignet, weil es als Losungsmittel mit der hoheren Dichte alle stérenden,
unléslichen Partikel beinhaltet. Von Nachteil bei der LLE wirken sich auch die
Schaum- und Emulsionsbildung aus, so dass die Mischung zentrifugiert werden muss.

Der grof3e Vorteill der on-line SPE ist, dass die gesamte Zahnpaste/Speichel-Probe
direkt auf eine Anreicherungskartusche aufgebracht werden kann. Es ist nur ein
geringes Losungsmittelvolumen notwendig und der langwierige Prozess der
L6sungsmittel-Einengung entfdlt. Das Vitamin E kann direkt auf der Kartusche
angereichert werden und in einem clean-up Schritt weiter aufgereinigt werden.
Nachteilig wirkt sich jedoch die limitierende und nicht genau bekannte
Kartuschenkapazitét aus, so dass Probleme bel der Reproduzierbarkeit auftreten und
Wiederfindungsraten zwischen 80-100 % erhalten werden.
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Bel der MSPD wurde 200 mg Zahnpasta/Speichel-Mischung mit 1g Cso-
Sorbensmaterial (25-40 pm) verrieben. Das homogenisierte Material wurde in eine
SPE-Saule gefillt. Nach der Konditionierung mit Wasser wurde das Tocopherol acetat
mit Methanol extrahiert. Die Wiederfindungsrate betrug 90 %. Ist zu viel Speichel
vorhanden (> 1 ml) versagt diese Methodik. Fir die Untersuchung der
Zahnfleischproben ist jedoch die MSPD die Methode der Wahl, da die feste
biologische Matrix direkt verwendet werden kann und die MSPD somit die schnellste
und effizienteste Extraktionstechnik darstellt.

5.2.2 Chromatographischen Bedingungen
Fir die HPLC-Trennung der Tocopherol-Homologen aus Zahnpasta wurde eine
ProntoSil Cgo-Saule (3 pm, 200 A) verwendet. Abbildung 42 zeigt das UV-

Chromatogramm (285 nm) der einzelnen Tocopherole in der Zahnpasta bel einer
mobilen Phase von 100 % Methanol und einem Flussvon 1 ml/min.
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!
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Abb. 42: HPLC-Trennung der aus Zahnpasta extrahierten Tocopherol-Homologe
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Durch Aufnahme von Kalibrierkurven konnte die genaue Zusammensetzung der
Tocopherol-Isomere in der Zahnpasta bestimmt werden. So kdnnen neben dem
Hauptpeak von a-Tocopherolacetat (96,4 %) auch a-Tocopherol (2,1 %),
B-Tocopherol (0,8 %), y-Tocopherol (0,5 %) und &-Tocopherol (0,2 %) in der
Zahnpasta nachgewiesen werden.

Die Zuordnung aller Peaks eines chromatographischen Laufes ist mit Hilfe der
kombinierten Analysenmethoden von online HPLC-MS- und HPLC-NMR-Kopplung
moglich.

5.2.3 HPLC-APCI-MS-Kopplung

Die lonisierung von unpolaren Verbindungen mittels on-line HPLC-ESI-M S
Kopplung gelingt in vielen Fallen nur durch die Zugabe von Additiven, z.B. Silber-
Salzen, die den lonisationsprozess erleichtern. Die HPLC-APCI-MS-Kopplung bietet
die Moglichkeit, derartige Verbindungen ohne den Zusatz von Additiven zu
anaysieren. Analog zu den Carotinoid-Stereoisomeren wurden daher die Tocopherol-
Homol oge auch mit Hilfe der APCI-Massenspektrometrie untersucht.

Abbildung 43 zeigt neben dem UV-Chromatogramm (285 nm) die gleichzeitige
Aufnahme der T,-Spur. Hierbei werden zu jedem Zeitpunkt nur digjenigen lonen
registriert, deren m/z-Wert die grofdte Intensitét aufweist. Diese Analysenmethode ist
im Vergleich zum Totalionenstrom-Chromatogramm (TIC), bei der zu jeder Zeit die
Gesamtzahl aller durch den Analysator tretenden lonen registriert werden, wesentlich
selektiver. Die Trennung wurde mit 100 % Methanol bei einem Fluss von 1 ml/min
durchgefihrt. Aus dem Vergleich der UV-Spur mit der T,.-Spur wird deutlich, dass
die HPLC-MS-Analytik fir eine sensitive Detektion des a-Tocopherol acetats, welches
in der Zahnpasta vorherrschend ist (vgl. Abb. 42), einsetzbar ist. Zudem ist
o-Tocopherolacetat aufgrund der polaren Acetat-Gruppe leicht zu ionisieren.
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Abb. 43: HPLC-APCI-MS-Analyse von Tocopher ol-Homol ogen:
1 & Tocopheral, 2 y+Tocopherol, 3 FTocopherol, 4 a-Tocopherol,
5 a-Tocopherolacetat

In Abbildung 44 ist das Massenspektrum von a-Tocopherolacetat gezeigt. ES wurde
aus dem im positiven Modus aufgenommenen HPLC-APCI-MS-Lauf von
Abbildung 43 herausextrahiert. Neben dem protonierten Molekllpeak bei 473,4 m/z ist
auch das Fragmentierungsion [M+H-COCH;]*, entsprechend der Abspaltung der
Acetylgruppe, bei einer Masse von 430,4 m/z deutlich zu detektieren.

Mit der vorgestellten HPLC-APCI-MS-Methode ist ein schnelles Screening von
verschiedenen Zahnpasta-Proben moéglich und kann im folgenden Versuchen fir die
Untersuchung des a-Tocopherolacetat-Gehaltes im Zahnfleisch vor und nach
zahnhygienischer Behandlung mit a-Tocopherolacetat-haltiger Zahnpasta verwendet
werden. Durch die Optimierung der HPLC-MS-Methode fir die Detektion des
o-Tocopherolacetats, wurde eine deutlich erh6hte Sensitivitét im Vergleich zur reinen
UV -Detektion erreicht.




74

5 Ergebnisse

Abund. |
Massenspektrum von

1004 Tocopherolacetat

80+

60

401

20+

0

430,4

L

473,4

200 300

400

500

600

r'n/z

Abb. 44.  Positiv-lon HPLC-APCI-Massenspektrum von a-Tocopherol acetat

5.2.4 HPLC-NMR-Kopplung

Zur eindeutigen Strukturaufkldrung des a-Tocopherolacetats wurde von dem Peak ein
stopped-flow *H-NMR-Spektrum aufgenommen (vgl. Abb. 45). Das a-Tocopherol-
acetat wurde mit der M SPD-Methode aus dem Zahnpasta/ Spei chel-Gemisch extrahiert.
Wie aus dem NMR-Spektrum ersichtlich ist, treten kaum Verunreinigungen auf. Mit
dieser schonenden und zeitsparenden Extraktionsmethode konnte das a-Tocopherol-
acetat sehr selektiv vom Speichel und den weiteren Bestandteilen der Zahnpasta, wie

bei spiel sweise Sorbitol und Glycerin, abgetrennt werden.

Neben den Methylgruppen 5-CH; (& = 1,98 ppm), 7-CH3 (& = 2,07 ppm) und 8-CHj;
(6=1,95 ppm) ist beim a-Tocopherolacetat die zusétzliche Methylgruppe des Acetats
bel & =2,30 ppm gut zu erkennen. Eine vollsténdige Zuordnung aller Protonen ist in

Abbildung 45 gegeben.
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Abb. 45:  Stopped-flow *H-HPLC-NMR-Spektrum von a-Tocopherolacetat, extrahiert

aus einem Zahnpasta/Spei chel-Gemisch
(L= Verunreinigungen)

Mit der kombinierten Anwendung der on-line HPLC-APCI-MS-Kopplung mit der
HPLC-NMR-Kopplung ist die Strukturaufklérung der einzelnen Tocopherol-
Homologe mdglich. Werden die Kopplungstechniken zusétzlich mit der schonenden
M SPD-Extraktionstechnik kombiniert und hochselektive Cso-Trennphasen verwendet,
ist die Identifizierung dieser Substanzen auch in komplizierten biologischen Matrixen,
wie z.B. im gingivalen Gewebe, moglich.
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5.3 Flavonoide

Die Anwendung von Kopplungstechniken fir die Untersuchung von polaren
Naturstoffen aus Pflanzenmaterial gewinnt in jingster Zeit immer mehr an Bedeutung.
Die Entwicklung der HPLC-UV bzw. HPLC-DAD waren die ersten Schritte fir eine
on-line Detektion von polaren Phytochemikalien. Diese Technik beschrankt sich
jedoch auf die Analytik von UV-aktiven Verbindungen. Durch die Einfihrung der
HPLC-MS-Kopplung gelang die Identifikation zahlreicher unbekannter Naturstoffe
aus Pflanzenmaterial und funktionellen Lebensmitteln, einschliefdich  der
Strukturaufklarung glycosidisch gebundener Verbindungen. Oftmals ist aber eine
eindeutige Strukturaufkl&rung mittels der HPLC-MS-Kopplung nicht méglich, da die
glycosidischen Verbindungen und ihre Aglycone in verschiedenen |someren
vorkommen und nicht aufgrund ihrer Masse unterschieden werden konnen. Die
hochaufldsende NMR-Spektroskopie ist die Methode der Wahl fur die
Strukturaufklérung dieser komplexen Verbindungen. Mit Hilfe der Direktkopplung
von HPLC und NMR kann eine vollstandige Strukturinformation aller Verbindungen
eines Pflanzenextraktes erhalten werden.

Im folgenden wird die Strukturaufklarung von Flavonoid-Glycosylderivaten der zwel
brasilianischen Pflanzen Maytenus aquifolium Martius (Celestraceae) und Sorocea
bomplandii (Baill.) Burger (Moraceae) diskutiert. Obwohl es sich um zwei biologisch
vollig unterschiedliche brasilianische Spezies handelt, besitzen beide Pflanzen
strukturell sehr &hnliche, glycosidisch gebundene Flavonoid-Derivate.

5.3.1 Maytenusaquifolium Martius (Celestraceae)

Flavonoide sind eine wichtige Verbindungsklasse mit ener weitreichenden
biologischen  Aktivitéat, einschliefdich  antioxidativer, antimutagener  und
anticancerogener Wirkung. Bei dem Blétterextrakt von Maytenus aquifolium Martius
(Celestraceae) wurde 1988 von Carlini die biologische Aktivitdt gegen
Magengeschwiire und Gastritis nachgewiesen. ™* Schon seit langer Zeit werden
chromatographische Trennungen systematisch durchgefthrt, um eine anaytische
Routinemethode zu entwickeln und sie fir alle Phytopharmaka zu standardisieren.
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Die Isolation von polyglycosidischen Flavonoiden aus dem Aufguss von Maytenus
aquifolium st nitzlich fir die Validierung dieser Verbindungen als chemische Marker
fur die Beurteilung der brasilianischen Maytenus-Aufgisse. So findet man zahlreiche
Verfdlschungen durch Zumischung &hnlicher Verbindungen in den kommerziell
erwerblichen Produkten, ohne deren toxischen Eigenschaften genau zu kennen.

5.3.1.1 Chromatographische Bedingungen

Frihere Untersuchungen von Flavonoiden mit Cg- oder Cig-Saulen verwendeten meist
wassrige Ameisensaure/Acetonitril-Mischungen als mobile Phase fir die Trennung der
Maytenus Flavonoide. Problematisch war hierbei immer die hohe Pufferkonzentration,
die oftmals hoher war als die des Analyten. Dadurch wurde das NMR-Spektrum der
Flavonoid-Verbindung immer von den NMR-Signalen des L&sungsmittelgemisches
Uberlagert. FUr die on-line HPL C-NMR-Experimente wurden daher unter Verwendung
der Cyp-Phase verschiedene Losungsmittel-Mischungen ohne Puffer-Zusétze getestet.
Schliefdlich wurde eine befriedigende Trennung unter Beriicksichtigung der HPLC-
NMR-Parameter bei einer mobilen Phase von Methanol/H,O 50:50 (v/v) und einem
Fluss von 0,8 ml/min erhalten.

1
z (2-1) Rha

19 OH
on OH
oHl_3° O
0
CH3
.0,
5 0 2 ~~0OH
OH O 6] 6" 3-Gal
OH

o R = OH: Quercetin-tetraglycosylderivat (1)
CW 1 R = H: Kadmpferol-tetraglycosylderivat (2)
HO (6-1) Rha
OH  on

Abb. 46:  Sruktur von Quercetin- und Kampferol-tetraglycosylderivaten
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Das typische Maytenus aquifolium Extrakt besitzt ein einfaches chromatographisches
Profil mit zwei dominanten Peaks, entsprechend den tetraglycosidischen Verbindungen
von Quercetin (1) und Kampferol (2) (vgl. Abb. 46). Die beiden tetraglycosidischen
Flavonoidderivate eluieren bel den oben genannten chromatographischen Bedingungen
innerhalb von 10 min und eine Basislinientrennung der beiden Komponenten wurde
erhalten. Das UV-Chromatogramm (370 nm) ist in Abbildung 47 gezeigt.
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Abb. 47: HPLC-Chromatogram (370 nm) der Flavonoidfraktion aus dem Blatter-
Extrakt von Maytenus aquifolium

Die Blétter von Maytenus aquifolium wurden in Ribeir&o Preto, Brasilien gesammelt
und bel 40°C getrocknet, zerkleinert und gesiebt. Hierbei wurden nur Partikel
zwischen 0,5 und 1 mm fir die analytischen Untersuchungen verwendet. 1 g
Pflanzenmaterial wurde fir 10 min in 10 ml H,O gekocht. Nach Abkihlung der
L 6sung wurde diese gefiltert, eingedampft und in 3 ml Methanol aufgenommen. Diese
L 6sung wurde nach Zentrifugation direkt chromatographisch getrennt.

Die Csp-Saule wurde erstmals fir die Trennung von polaren Verbindungen verwendet.
Quercetin besitzt im Vergleich zu Kémpferol eine zusétzliche Hydroxylgruppe und ist
somit polarer, wodurch es friiher von der unpolaren Cso-Saule eluiert. Analog zu den
unpolaren Verbindungen, wie den gezeigten Carotinoid- und Tocopherol-Trennungen,
kann auch bei polaren Verbindungen eine hohe Selektivitét erhalten werden. Nahezu
kein Peak-Tailing ist sichtbar. *°
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Trotz der grof3en Probenmenge von 70 ul einer 0,1%igen Losung, welche auf die Cxo-
Saule injiziert wurde, sind keine Uberladungseffekte sichtbar. Die Uberladung der
Saule ist ndtig, damit eine gentigend hohe Probenkonzentration in der NMR-Flusszelle
fUr die Detektion vorliegt.

5.3.1.2 HPLC-NMR-Kopplung

Die hohe Beladungskapazitat der Csp-Saule ermoglicht eine Strukturaufklarung von
polaren biologisch aktiven Verbindungen in Naturstoffen und funktionellen
Lebensmitteln mit Hilfe von on-line HPLC-NMR-Experimenten. Die folgenden
Abbildungen zeigen die stopped-flow *H-NMR-Spektren eines Maytenus aquifolium-
Extraktes. Sie wurden jeweils am Peak-Maximum des chromatographischen Laufes
(vgl. Abb. 47) aufgenommen.

Der Aromatenbereich der stopped-flow  H-NMR-Spektren der  beiden
Flavonoidderivate Quercetin (1) und Kampferol (2) ist in Abbildung 48 abgebildet.
Das Protonenspektrum von (1) zeigt die typischen Signale eines ABX-Systems bel
0=7,67 ppm (1H, d, J= 1,5 HZ), bei & = 7,53 ppm (1H, dd, J= 8,5 Hz und 1,5 Hz)
und bei 6 = 6,92 ppm (1H, d, J= 8,5 Hz) entsprechend den Protonen H-2', H-6' und H-
5. Sie kdnnen dem B-Ring des Flavonoid-Grundgeristes zugeordnet werden, ebenso
wie das AB-System bei 6 = 6,38 ppm (1H, d, J= 1,5 HZ) und bei 6 = 6,19 ppm (1H, d,
J = 1,5 Hz) der Protonen H-8 und H-6 dem A-Ring. Aufgrund der eindeutig
zugeordneten Signale handelt es sich folglich um ein Quercetin-Derivat.

Die Substanz (2) besitzt zwel Dubletts bei & = 8,00 ppm und & = 6,94 ppm mit einer
Kopplungkonstante von J = 8,0 Hz. Die Integration ergibt fir jedes Dublett zwel
Protonen. Sie kdnnen den Protonen H-2'/H-6' und H-3/H-5' des B-Ringes zugeordnet
werden. Desweiteren erlauben die zusétzlichen Signale der Protonen des A-Ringes bel
d = 6,21 ppm und & = 6,41 ppm eine ldentifizierung der Substanz as ein Kampferol-
Derivat.
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Abb. 48:  Sopped-flow *H-NMR-Spektren (600 MHz, Aromatenbereich) von einem

a)Quer cetin-tetraglycosylderivat (1)
b)Kéampferol-tetraglycosylderivat (2)

Die aliphatische Region der stopped-flow *H NMR Spektren von (1) und (2) ist
identisch, da beide Flavonoid-Derivate den gleichen Zuckerrest besitzen. Abbildung 49
zeigt die 4 anomeren Protonen der Zuckerkette des Kéampferol-tetraglycosids. Sie
kénnen wie folgt zugeordnet werden: & = 5,26 ppm (1H, d, J=7,5Hz, 3-ga-1"),
0=513 ppm (1H, d, J= 1,5 Hz, (2-1)-rha-1""), 6 = 4,59 ppm (1H, d, J=7,5Hz, (3-1)-
glc-1"") und 6 = 4.47 ppm (1H, d, J= 1,5 Hz, (6-1)-rha-1"""). Die beiden Dubletts mit
einem Integrationsverhdltnis von jeweils 3 Protonen bel 6 = 1,10 ppm (d, J= 6,0 Hz,
(6-1)-rha-6""") und bei & = 1,02 ppm (d, J = 6,0 Hz, (2-1)-rha-6"") kbnnen den beiden
Rhamnose-Einheiten zugeordnet werden.
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Abb. 49: Stopped-flow 'H-NMR-Spekirum (600 MHz, aliphatischer Bereich) von
einem Kampferol-tetraglycosylderivat

Trotz der unterdrickten Losungsmittelsignale des Methanol/D,O-Gemisches bei
0= 3,3 ppmund & = 4,7 ppm sind die Signale der anomeren Protonen weder Uberlagert
noch gestort. Die Kopplungskonstanten von J = 7,5 Hz beweisen die
B-Konfigurationen der Galaktose- und  Glucose-Einheit, wéhrend die
Kopplungskonstante von J = 1,5 Hz der Rhamnose-Einheiten ihre a-Konfiguration
belegt.

Die on-line HPLC-NMR-Experimente unter den beschriebenen Bedingungen
ermoglichen eine vollsténdige Identifizierung der beiden komplexen Flavonoid-
tetraglycoside aus der methanolischen Losung des Blattextraktes von Maytenus
aquifolium. Mit der erarbeiteten Methodik ist zukinftig ein schnelles Screening der
zahlreichen unbekannten Naturstoffe maglich. Dadurch werden die biologisch aktiven
Substanzen, wie sie beispielsweise in Maytenus aquifolium vorkommen, flr eine
praventive und interventive Behandlung schneller zugéanglich.

Diese Anwendung soll anhand eines zweiten Beispiels gezeigt werden. Mit analogen
Bedingungen kann eine vollsténdig unterschiedliche Spezies, Sorocea bomplandii
(Baill.) Burger (Moraceae) auf ihre flavonoiden Inhaltsstoffe untersucht werden.
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5.3.2 Sorocea bomplandii (Baill.) Burger (M oraceae)

Sorocea bomplandii (Baill.) Burger (Moraceae) wird as Streckungsmittel zur
Verfdlschung des Medikaments aus den “espinheira santa’ Pflanzen Maytenus
ilicifolia und Maytenus aquifolium, zwei Spezies aus der Familie der Celestraceae,
verwendet. Deren Tee-Aufguss wird traditionell gegen Gastritis und Magengeschwiire
verwendet. Sorocea bomplandii wurde hingegen bisher nicht auf ihre biologische
Aktivitdt untersucht. Zwar zeigten Tierversuche keine akuten toxischen
Nebenwirkungen, jedoch birgt die Verwendung von Sorocea bomplandii als
Phytopharmakon grofie Risiken, solange die chemische Zusammensetzung dieser
Pflanze nicht vollstandig geklart ist.

5.3.2.1 Chromatographische Bedingungen

Die chromatographischen Bedingungen fir die Trennung von glycosidisch gebundenen
Flavonoid-Derivaten unter Verwendung der hochselektiven Cso-Phase, sowie unter
Beriicksichtung der Parameter fur die nachfolgenden HPLC-MS- und HPLC-NMR-
Kopplungsexperimente wurden bereits bel dem Maytenus-Extrakt eingehend getestet.
Fir die Trennung der Flavonoide aus Sorocea bomplandii, wurden die gleichen
Eluenten verwendet. Die Trennung wurde optimiert und ein Gradient gefahren, da das
Extrakt mehrere Komponenten aufweist. So wurde 20 min mit den Eluenten
Methanol/H,0 40:60 (v/v) eluiert und anschlief3end ein 40-mindtiger Gradient bis zu
einem Gemisch Methanol/H,O 80:20 (v/v) verwendet. Die Flussrate wurde auf 0,7
ml/min reduziert, um den hohen Rickdruck der Saule zu verringern.

Abbildung 50 zeigt die Trennung der einzelnen Flavonoid-Derivate aus Sorocea
bomplandii. Alle Hauptkomponenten sind basisliniengetrennt und fast kein Peak-
Tailing ist feststellbar. Auch die in geringen Konzentrationen vorkommenden
Komponenten konnen aufgrund der hohen Selektivitat der verwendeten Cso-Saule
getrennt werden.




5 Ergebnisse 83

Flavonoid-
diglycosylderivate

mAU -] \

5007 Flavonoid-
triglycosylderivate

400
300

200

100

Abb. 50: HPLC-Chromatogramm (370 nm) der Flavonoidfraktion aus dem Bléatter -
Extrakt von Sorocea bomplandii

Die triglycosidischen Verbindungen besitzen wegen ihrer erhdhten Polaritét geringere
Retentionszeiten auf der unpolaren Cso-Sdule als die entsprechend unpolareren
diglycosidischen Vertreter. Analog zu der Trennung des Maytenus-Extraktes eluieren
die Quercetin-Derivate aufgrund der zusétzlichen Hydroxylgruppe etwas friher von
der Séule als die entsprechenden Kampferolderivate.

Fir die chromatographische Trennung wurden die Blétter von Sorocea bomplandii
(2909g) jewells 7 Tage in je 1 | Hexan, Dichlormethan und Ethanol bel
Raumtemperatur geriihrt. Die Ethanol-Fraktion wurde unter Vakuum bis zur
Trockenheit eingedampft. 100 mg des Ethanolextraktes wurden in 1 ml Methanol
gel6st und gefiltert. 10 pl dieser Losung wurden direkt die HPLC-Anlage injiziert.

Trotz der groRen eingespritzten Probenmenge sind keine Uberladungseffekte im
HPL C-Chromatogramm sichtbar. Aufgrund der hohen Kapazitét der Cso-Saule kénnen
die einzelnen Peaks ohne weitere Aufkonzentrierung direkt mit der HPLC-MS- und
HPL C-NMR-Kopplung analysiert werden.




84 5 Ergebnisse

5.3.2.2 HPLC-ESI-M S-Kopplung

Flavonoide lassen sich gut mit Hilfe der on-line HPLC-ESI-MS-Kopplung
identifizieren. *° In Abbildung 51 sind neben dem HPL C-Chromatogramm (370 nm)
die wichtigsten im Negativ-lon-Modus aufgenommenen Massenspuren dargestellt. Im
Bereich des Chromatogramms zwischen 40 - 60 min befinden sich grof3e Mengen an
diglycosidischen Verbindungen. Wie in zahlreichen Literaturstellen beschrieben,
handelt es sich bei Moraceaen, wie Sorocea bomplandii, dabei hauptséchlich entweder
um Glucose (glc)- oder Rhamnose (rha)-Einheiten. Das Aglycon von Kampferol (K)
wird im negativen lon-Modus bei m/z 285 [M-H]" und Quercetin (Q) entsprechend bei
m/z 301 [M-H] detektiert.

Daraus ergibt sich fur den Peak bei 39,2 min mit der Masse m/z 609 entweder ein
Quercetin-Derivat mit einem Glucose- (m/z 162) und einem Rhamnoserest (m/z 146)
[Q-glc-rha]” oder ein Kémpferolderivat mit 2 Rhamnoseresten [K-rha-rha]”. Der bel
44,9 min eluierende Peak mit der Masse m/z 593 ist entsprechend entweder ein
Quercetin-diglycosylderivat  [Q-glc-glc]T oder en Kampferol-diglycosylderivat
[K-glc-rha]”. Eine eindeutige Strukturaufkl&rung ist mit der Aufnahme von einfachen
Massenspektren folglich nicht mdglich, wenn das Aglycon nicht bekannt ist.

Durch die Verwendung eines lonenfallen-Massenspektrometers kann zu jedem
Zeitpunkt der Analyse auch ein Tandem-Massenspektrum aufgenommen werden. So
wurde wahrend des on-line HPLC-ESI-M S-Experimentes gleichzeitig von den T -
Spektren auch MS/M S-Spektren fir eine detailierte Strukturaufklarung aufgenommen.
Diese sind von den Flavonoid-Diglycosidderivaten in Abbildung 52 gezeigt.

Durch die ebenfalls im negativen lon-Modus aufgenommenen MS/MS-Spektren
konnen die Glycosid-Derivate eindeutig einem Aglycon zugeordnet werden. So zeigen
die MSIMS-Spektren von m/z 771 und 593 einen Massenpeak bel m/z 285, der
eindeutig dem Aglycon des Kampferols zugeordnet werden kann, wahrend man fir die
Masse m/z 609 bei den Tandem-M S-Aufnahmen, entsprechend den bereits diskutierten
Ergebnissen, das Quercetin-Aglycon bei m/z 301 nachweisen kann.

Durch die Kenntnis des Aglycons kénnen nun auch die entsprechenden Zuckerreste
den Flavonoid-Derivaten eindeutig zugeordnet werden (vgl. Abb. 51).
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Abb. 51: HPLC-ES-MS Untersuchung von Sorocea bomplandii
UV-Chromatogramm (370 nm) und die Massenspuren (in m/z)
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Abb. 52: HPLC-MS und HPLC-MSMS-Spektren der Flavonoid-diglycosylderivate
der UV-Peaks bei 39,2 min (Q-Glc-Rha) und 44,9 min (K-Glc-Rha)

Fir den Peak be 39,2 min mit der Masse m/z 609 ergibt sich folglich aus den
Ergebnissen der Massenspuren und MS/M S-Spektren ein Quercetin-Derivat mit eéinem
Glucose- (m/z 162) und einem Rhamnoserest (m/z 146) [Q-glc-rha]”. Der bei 44,9 min
eluierende Peak mit der Masse m/z 593 ist entsprechend ein Kampferol-
diglycosylderivat [K-glc-rha]". Interessant ist, dass in den Massenspuren m/z 609 und
m/z 593 auch im Bereich der triglycosidischen Flavonoide, welche im Zeitraum von
10-25 min eluieren, gewisse Signalintensitéten nachgewiesen werden konnen (vgl.
Abb. 51). Die Triglycoside fragmentieren also teilweise unter den verwendeten
Mef2bedingungen und zeigen diglycosidische Anteile.
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Entsprechend konnten die triglycosidischen Flavonoid-Derivate anhand den
Massenspuren (in m/z) und den MSMS-Aufnahmen wie folgt zugeordnet werden:
771 [Q-glc-glc-rha)’, 755 [K-glc-glc-rha]” und 739 [K-glc-rha-rha]”. Im Gegensatz zu
Maytenus aquifolium, wo grofRe Mengen an tetraglycosidischen Flavonoiden
identifiziert werden konnten, wurden im Sorocea bomplandii-Extrakt keine Flavonoide
mit 4 Zuckerresten nachgewiesen.

Die einzelnen Massenspuren zeigen z.T. mehrere Peaks, was darauf hindeutet, dass
jewells unterschiedliche Flavonoid-Derivate mit gleichen Zuckerresten in Sorocea
bomplandii vorhanden sind. Diese haben wahrscheinlich in der Zuckerkette eine
unterschiedliche Anordnung oder liegen verzweigt vor.

Mit Hilfe der on-line HPLC-MS-Kopplung lassen sich in sehr kurzer Zeit die
verschiedenen Kampferol- und Quercetin-Derivate unterscheiden und identifizieren.
Innerhalb eines chromatographischen Laufes lassen sich nicht nur die Massenspektren
und Massenspuren eines gewissen Massenbereiches aufnehmen, sondern es werden
auch detailierte Informationen durch die MS/MS-Spektren erhalten. Mit der on-line
HPLC-ESI-M S-Kopplung kann jedoch nicht die vollstandige Struktur der Flavonoid-
Glycosylderivate aufgeklart werden. So geben beispielsweise die Massenspektren
keine Auskunft Uber die genaue Konfiguration der einzelnen Zucker. Daher muss
wiederum die kombinierte Durchfthrung von HPLC-MS- und HPL C-NMR-K opplung
fUr eine eindeutige Strukturanal yse angewandt werden.

5.3.2.3 On-line HPLC-NMR-Kopplung

Wie bei den stopped-flow *H-NMR-Spektren von Maytenus aquifolium wurden auch
bel den in Abbildung 53 gezeigten Spektren die Losungsmittelsignale von Methanol
(6= 3,3 ppm und & = 4,7 ppm) durch Vorsédttigung mittels sog. Shaped-Pulse
(Rechteckform) unterdriickt. Der Aromatenbereich sowie die anomeren Protonen der
stopped-flow *H NMR Spektren der Hauptkomponenten eines Sorocea bomplandii-
Extraktes ist in Abbildung 53 abgebildet. Die einzelnen Quercetin- und Kampferol-
Derivate kdnnen leicht durch den Vergleich des Aromaten-Bereiches unterschieden
werden (vgl. Kap. 5.3.1.2). So findet man fir Kampferol die typischen 2 Dubletts
(6=28,00 ppm und & =6,94 ppm, J = 8 Hz) eines p-substituierten Aromaten und fur
Quercetin das ABX-System bel 6= 7,67 ppm (1H, d, J= 1,5 Hz), bel & = 7,53 ppm
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(1H, dd, J = 8,5 Hz und 1,5 Hz) und bei & = 6,92 ppm (1H, d, J = 8,5 Hz) eines
trisubstituierten Aromaten.

a) Quercetin-diglcosylderivat (Peak bei 44,9 min)
b) Kampferol-diglcosylderivat (Peak bei 39,2 min)
c) Kampferol-triglcosylderivat (Peak bei 20,3 min)
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Abb. 53:  Stopped-flow *H-NMR-Spektren (600 MHz, aromatische und anomere
Protonen) der Hauptkomponenten eines Sorocea bomplandii-Extraktes
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Die Anzahl der Zuckereinheiten an einem Flavonoid-Derivat 18sst sich schnell anhand
der detektierten Signale der anomeren Protonen im Bereich von 5,2-4,4 ppm
bestimmen. Trotz der unterdrickten LoOsungsmittelsignale des Methanol/D,O-
Gemisches bei 6 = 3,3 ppm und & = 4,7 ppm konnen alle anomeren Protonen detektiert
werden.

Der untersuchte Peak bel 44,9 min (vgl. Abb. 53a) enthdt 2 Zuckereinheiten. Sie
kénnen wie folgt zugeordnet werden: & = 5,01 ppm (1H, d, J = 7,5 Hz, glc) und
0=4,47 ppm (1H, d, J = 1,5 Hz, rha). Die Kopplungskonstanten von J = 7,5 Hz
beweisen die B-Konfigurationen der  Glucose-Einheit, wéhrend  die
Kopplungskonstante von J = 1,5 Hz der Rhamnose-Einheiten ihre a-Konfiguration
belegt. Diese Signale werden auch beim entsprechenden Quercetin-diglycosylderivat
gefunden, welches nach 39,2 min von der Cyp-Saule eluiert (vgl. Abb. 53b). Bei dem
nach 20,3 min eluierenden Peak (vgl. Abb. 53c) sind 3 Zuckereinheiten enthalten:
0=517 ppm (1H, d, J = 7,5 Hz, glc), d = 4,78 (1H, d, J = 7,5 Hz, glc) und
0 =4,47 ppm (1H, d, J=1,5 Hz, rha). Diese Ergebnisse sind mit den Resultaten der
M assenspektrometrie Uberei nstimmend.

Durch die Kombination der HPLC-MS-Kopplung mit der HPLC-NMR-Kopplung ist
eine schnelle Strukturaufkl&rung von phytochemischen Verbindungen moglich. Dies
wurde anhand der zwei vdllig unterschiedlichen Spezies Maytenus aquifolium Martius
(Celestraceae) und Sorocea bomplandii (Baill.) Burger (Moraceae) gezeigt. Die
Anwendung der on-line Kopplungstechniken ermoglicht die Analyse der
verschiedenen Flavonoid-Glycosylderivate in diesen Spezies. In der Tat wurden in
Sorocea bomplandii unterschiedliche Verbindungen as die biologisch aktiven
Substanzen in Maytenus aquifolium gefunden. Es ist daher bedenklich, den Sorocea
bomplandii-Extrakt ebenfalls als Pythopharmakon anzuwenden, ohne deren genauen
heilenden bzw. toxischen Eigenschaften zu kennen. Es ist zu erwarten, dass
biologische Tests in kurzer Zeit folgen werden. Ebenso werden in Zukunft sicherlich
viele der bereits verwendeten brasilianischen Pflanzenextrakte mit den erarbeiteten on-
line Analyseverfahren gepruft werden.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

6.1 Extraktionstechniken

Die Probenaufbereitung stellt haufig das grofte Problem bei der Bestimmung von
gualitativen und quantitativen Analysen von biologischen Proben dar. Insbesondere die
Extraktion von instabilen Verbindungen ist eine Herausforderung an den Analytiker.
Mit der on-line Solid Phase Extraktion (on-line SPE) und der Matrix Solid Phase
Dispersion (MSPD) wurden 2 schonende Extraktionsverfahren angewandt und
welterentwickelt. Sie es erlauben, instabile Verbindungen in hoher Reinheit von der
biologischen Matrix abzutrennen.

Die on-line SPE-HPLC bietet die Moglichkeit des direkten und vollsténdigen
Probentransfers unter Licht- und Sauerstoffausschluss. Die Analytmolekiile werden auf
einer Kartusche angereichert und nach einem oder mehreren clean-up-Schritten direkt
auf einer HPLC-Séule aufgetrennt. Dabei kdnnen auch grof3e Mengen verwendet
werden. Dieses Verfahren wurde erfolgreich bel einer Zahnpasta/Speichel-Probe
angewendet. So konnten die in der Zahnpasta enthaltenen Tocopherol-Homologe
angereichert und anschlief3end getrennt werden. Die on-line SPE hat sich heutzutage zu
einer weitverbreiteten Extraktionstechnik entwickelt und wird auch in Automation
betrieben.

Die MSPD wurde erfolgreich bei der Extraktion von Carotinoid-Stereoisomeren aus
verschiedenen Retinaproben und Spinatproben angewandt. Mit dieser sehr schnellen
und schonenden Extraktionsmethode konnten die instabilen Sterecisomere ohne
Bildung von Artefakten direkt aus der festen Probe extrahiert werden.

Die MSPD soll im folgenden auch fir die Extraktion von Tocopherolacetat aus
Zahnfleischproben verwendet werden. Auflerdem wird derzeit im Rahmen der
Kooperation mit Prof. Vilegas, Brasilien die Fragestellung untersucht, ob die
Extraktion von biologisch aktiven Pflanzeninhaltsstoffen, wie den glycosidisch
gebundenen Flavonoid-Derivaten ebenfalls mit MSPD mdglich ist.
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6.2 Chromatographie

Die hochselektiven Csp-Phasen wurden erstmals nicht nur fir Standard-Trennungen,
sondern fUr schwierige biomedizinische Fragestellungen verwendet. So konnten die
Carotinoid-Sterecisomere in Retina- und Spinatproben aufgetrennt und quantifiziert
werden. Hierbei wurde die temperaturabhéngige Trennleistung dieser Phase speziell
fUr die Carotinoid-Problematik optimiert.

Es konnte gezeigt werden, dass die verschiedenen Spezies (Huhn, Rind, Mensch) zwar
die gleichen Lutein und Zeaxanthin-Steroisomere in der Retina aufweisen, jedoch jede
Spezies ihr eigenes quantitatives Pattern dieser Carotinoid-Stereoisomere besitzt. Im
Serum konnten praktisch keine Z-Stereoisomere nachgewiesen werden und auch in der
Quelle der Carotinoide Lutein und Zeaxanthin, dem funktionellen Lebensmittel Spinat,
sind nur geringe Mengen an Z-Stereoi somere zugegen.

Besonders interessant ist, dass in alen untersuchten Spezies grof3e Mengen an 9-Z
Zeaxanthin angereichert sind, was fur eine besondere biologische Aktivitdt dieses
Stereoisomeren in der Retina spricht. Es ist also im folgenden zu kléren, ob das 9-Z
Zeaxanthin das Schlussel-Molekil fir die Pravention der altersbedingten
Makuladegeneration (AMD) ist.

Erstmals wurden Anreicherungsversuche der Carotinoide direkt im Auge durchgefihrt.
Dabei wurde neben einer Metabolisierung von all-E Lutein zu all-E Zeaxanthin auch
die Bildung der Z-Stereocisomere beobachtet. Desweiteren konnte nachgewiesen
werden, dass die Carotinoide die Retina-Blut-Barriere durchbrechen, da auch im
Kontroll-Auge eine Anreicherung der Carotinoide nachgewiesen werden konnte.
Derzeit werden in Kooperation mit der Augenklinik Tubingen weitere
Anreicherungsversuche, sowohl durch Injektion in die Blutbahn, als auch durch
spezielle Fitterungsversuche durchgeftihrt.

In dem wassrigen Extrakt von Urucum konnte im Vergleich zum organischen Extrakt
ein zusétzlicher Peak nachgewiesen werden. Dieser soll nun in der Arbeitsgruppe von
Prof. Vilegas, Brasilien, in Kooperation mit unserer Arbeitsgruppe néher untersucht
werden.
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Ebenso konnten die unpolaren Tocopherol-Homologe in einer Zahnpasta/Speichel-
Mischung bis zur Basidlinie getrennt werden. Alle Trennungen zeigen kaum ein Peak-
Tailing, was fur die auf3erordentliche Selektivitét dieser Trennsdule spricht. In Zukunft
sollen die im Zahnfleisch angereicherten  Tocopherol-Homologe nach
zahnhygienischer Behandlung untersucht werden.

Erstmals wurden auch polare Verbindungen wie die glycosidisch gebundenen
Flavonoid-Derivate auf der Czp-Séule getrennt. Hierfir wurden zwei unterschiedliche
brasilianische Pflanzen Maytenus aquifolium Martius (Celestraceae) und Sorocea
bomplandii (Baill.) Burger (Moraceae) untersucht. Dabel konnten jeweils
Chromatogramme mit einer hohen Selektivitét erzielt werden.

Schon heute steigt die Zahl der Publikationen stetig, die auf eine Cszp-Saule fur ihre
Trennprobleme zurtickgreifen. Aufgrund der hohen Beladungskapazitét ist die Cyo-
Saule insbesondere auch fir die on-line HPLC-NMR-Kopplung sehr geeignet. In
Kirze durfte aso mit einer Vielzahl neuer Applikationen, auch im Bereich der
miniaturisierten Techniken, wie der Kapillar-HPLC (CHPLC) und der
Kapillarelektrochromatographie (CEC), zu rechnen sein.

6.3 HPLC-MS-Kopplung

Die HPLC-M S-Kopplung ist eine sehr empfindliche Methode, die selbst die Detektion
von Substanzen im unteren Picomol-Bereich ermoglicht. Mit Hilfe der APCI-Methode
konnten die unpolaren Carotinoide ionisiert und somit massenspektrometrisch
untersucht werden. Dabel konnten sogar die massengleichen Carotinoide Lutein und
Zeaxanthin durch ihr unterschiedliches Fragmentmuster voneinander unterschieden
werden. Dadurch ist in Zukunft ein schnelles Screening der Retinaproben mdglich und
die Peaks eines chromatographischen Laufes konnen sofort as Lutein- oder
Zeaxanthin-Stereoisomere identifiziert werden.

Ebenso wurden die einzelnen Tocopherol-Homologe mittels der on-line HPLC-APCI-
MS-Kopplung eingehend untersucht. Die massenspektrometrischen Bedingungen
wurden dabei fur das Tocopherolacetat optimiert, da diese Verbindung zukinftig im
Zahnfleisch nachgewiesen werden soll.
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Die Flavonoid-Glycosylderivate wurden im Negativ-lon-Modus mittels der HPLC-
ESI-Kopplung untersucht. Durch einen Vergleich der einzelnen Massenspuren mit dem
UV-Chromatogramm konnen die enzelnen Quercetin- und Kampferolderivate
unterschieden, sowie die jeweilige Anzahl der Zuckereinheiten bestimmt werden.
Durch die Verwendung eines Massenspektrometers mit einer lonenfalle kénnen auch
MS'-Spektren aufgenommen und die Flavonoidderivate somit eingehend analysiert
werden. So ergibt sich aus den on-line HPLC-MS/M S-Spektren direkt das Flavonoid-
Grundgerust.

Die HPLC-MS-Kopplung ist jedoch nicht in der Lage, die einzelnen Carotinoid-
Stereoisomere zu identifizieren. Die Stereoisomere besitzen ale die gleiche Masse und
zeigen ein identisches Fragmentierungsmuster. Auch die Bestimmung der absoluten
Konfiguration der Zuckereinheiten der Flavonoide, sowie deren exakte Anordnung ist
mit der HPLC-MS-Kopplung nicht moglich. Eine Kombination der HPLC-MS-
Kopplung mit der on-line HPL C-NMR-Kopplung war daher unerl&sslich.

6.4 HPLC-NMR-Kopplung

Fir eine eindeutige Strukturaufklarung ist die HPLC-NMR-Kopplung die analytische
Methode der Wahl. Alle Hauptstereoisomere von Lutein und Zeaxanthin konnten
zweifelsfrel identifiziert werden. Die Analytik dieser instabilen Verbindungen ist nur
durch diese gekoppelte Methode moglich, da die Einwirkung von Licht- und
Sauerstoff ausgeschlossen werden kann. Es wurden sowohl continuous-flow als auch
stopped-flow-Spektren aufgenommen, wobei die Detektionsgrenze bei etwa 1 g
Substanzmenge liegt.

Durch die Aufnahme von 2D-Spektren erhdt man zu den chemischen
Verschiebungswerten auch die Konnektivitéten zu den benachbarten Protonen. Diese
zusdtzliche Information ist besonders bei den langen olefinischen Ketten der
Carotinoide sehr hilfreich.
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Mit der on-line HPLC-NMR-Kopplung ist auch die Strukturaufkl&rung der einzelnen
Tocopherol-Homologe mdglich. So wurde das in Zahnpasta enthaltene a-Tocopherol -
acetat Uber die Aufnahme von stopped-flow 'H-HPLC-NMR-Spektren eindeutig
identifiziert. Die NMR-Spektren zeigten kaum Verunreinigungen, was fir eine hohe
Selektivitdt der MSPD-Extraktion bzw. des fur die Extraktion und Trennung
verwendeten Cyp-Materials spricht. Durch die Kombination der HPLC-NMR-
Kopplung mit der schonenden M SPD-Extraktionstechnik und der Verwendung von
hochselektiven Csp-Trennphasen ist die Identifizierung dieser Substanzen auch in
komplizierten biologischen Matrixen, wie z.B. im gingivalen Gewebe, mdglich.

Im Bereich der Phytoanalytik konnte eine on-line HPLC-NMR-Methode entwickelt
werden, die bereits an mehreren Systemen erfolgreich angewendet wurde. Zwar ist
aufgrund der geringen Substanzmenge eine Strukturaufklarung ins letzte Detail nicht
maoglich, jedoch koénnen mit einem chromatographischen Lauf alle Peaks einem
Flavonoid-Grundgertst zugeordnet werden. Aul3erdem kann die Anzahl und Art der
Zuckerreste sowie ihre Konfiguration anhand der anomeren Protonen leicht bestimmt
werden. Dies wurde anhand der zwel vdllig unterschiedlichen Spezies Maytenus
aquifolium Martius (Celestraceae) und Sorocea bomplandii (Baill.) Burger (Moraceae)
gezeigt. Fur diese Problematik eignet sich also die on-line HPLC-NMR-Methode
besonders gut, um ein schnelles Screening durchzufihren.

6.5 Miniaturisierung der analytischen Methoden

Um in Zukunft auch geringere Substanzmengen detektieren zu kdnnen, missen die
analytischen Verfahren empfindlicher werden. **’ Eine Méglichkeit hierbei ist die
Miniaturisierung dieser Techniken. Erste Trennversuche mit Kapillaren wurden bereits
erfolgreich durchgefiihrt. Die Trennung der Carotinoid-Stereoisomere mit der CEC-
Anlage zeigt, dass zukinftig Substanzmengen-Gemische unter 1 ng getrennt werden
konnen. Das ist ungefahr die Menge an Carotinoid-Stereoisomeren in einer einzelnen
Rattenretina. Dies ermoglicht in Zukunft die Untersuchung von degenerierten Ratten,
um eine Korrelation zwischen den Carotinoid-Sterecisomeren und dem
Degenerationsverlauf der Retina untersuchen zu kénnen.
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In Zusammenarbeit mit der Universitée Ulm wurde der Aufbau einer CEC-NMR-
Kopplung und zusétzlich mit der Fa. Bruker ein spezieller Kapillar-Probenkopf
entwickelt. Der prinzipielle Aufbau der CEC-NMR-Kopplung ist in Abbildung 54
skizziert:

600 MHz
NM R-Spektrometer

Ausschnittsvergrofderung
m des K apillarprobenkopfs
NMR-Konsole 2mm

I Doppel sattel-
? Helmholtzspule
@/ Kapillare mit
erweiteter
Detektionszelle
NM R-Datenerfassung Quarzglaskapillare
o CE
Systemerdung Quelle
CEC
Pufferreservoir - / HPLC-
o \Widerstands- Pumpe
I njektionsblock kapillare CHPLC
Abfall

Abb. 54:  Aufbau der CEC-NMR-Kopplung

Erste Kopplungsversuche wurden bereits in unserem Institut unternommen. Diese
miniaturisierte Kopplungstechnik muss jedoch noch weiter optimiert werden. So sind
beispielsweise die Kapillarwege noch sehr lang, der Kapillarprobenkopf sehr schwer
zu homogenisieren und es ergeben sich Hintergrundsignale in den NMR-Spektren
durch die momentane Anordnung der RF-Spulen. Nach Beseitigung dieser Probleme
ist diese moderne Kopplungstechnik jedoch bereit fir den Einsatz vielseitiger
analytischer Fragestellungen mit geringsten Probenmengen.
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7 Experimentdler Tall

7.1 Gerate

7.1.1 HPLC-Anlagen

* Merck/Hitachi L-6200 A Intelligent Pump
Merck/Hitachi L-4000 A UV-Detektor
Steuersoftware: Hystar-Software (Bruker Daltonik, Bremen)

*  Shimadzu HPLC Pumpe
Bindres System LC-10AD
Shimadzu DAD-Detektor SPD-M10AVP
Steuersoftware: Shimadzu Class LC10

* Hewlett Packard HP Serie 1100
Binare Pumpe G 1312A (Hewlett-Packard GmbH, Waldbronn)
UV-Detektor G1314A (Hewlett-Packard GmbH, Waldbronn)
Steuersoftware: HP Chemstation (Hewlett-Packard GmbH, Wal dbronn)

» CEC-Anlage (Eigenbau)
Fug Hochspannungsgenerator HCN 35-35000 (Fug, Rosenheim-L angenpfunzen)
Knauer K-2500 UV -Detektor ausgestattet mit einer Kapillardetektionszelle
Steuersoftware: Chromstar (Bruker Daltonik, Bremen)

Fir die HPLC-NMR-Kopplungsexperimente wurde eine Bruker Peak Sampling Unit
(BPSU-12) als Interface verwendet.
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7.1.2 Massenspektrometer

Als Massenspektrometer wurde ein Bruker Esquire-LC lon Trap LC/MS™-System
G1980AA (Bruker Daltonik, Bremen) mit ESI und APCI Interface und lonenfalle
verwendet. Die HPLC-MS-Kopplung erfolgte mit eilnem HP 1100 Series-Gerét
(Hewlett-Packard GmbH, Waldbronn). Steuersoftware: Bruker Data Analysis Esquire-
LC 1.5i.

Die LC-MS-Messungen wurden in Bremen in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Andrea
Kiehne sowie Dipl. Chem. Tobias Glaser durchgefihrt.

7.1.3 NMR-Spektrometer

Bruker AMX 600: 13,1 Tesla, Protonenresonanzfrequenz 600,13 MHz

Die HPLC-NMR-Messungen wurden mit enem inversen 120 pl-
Durchflussprobenkopf durchgefihrt.

Das Geréa wurden Uber eine Aspect-Workstation mit XWINNMR-Software (Bruker
Daltonik, Bremen) gesteuert. Die Datenauswertung wurde sowohl an einer INDY -
Workstation mit XWINNMR-Software as auch am PC mit 1D und 2D WINNMR-
Software (Bruker Daltonik, Bremen) durchgefihrt.

7.2 Chemikalien

Probenvorbereitung und Extraktion:

BHT (Butylated Hydroxytoluol, 2,6-Di-t-butyl-p-kresol; Fa. Sigma, Steinheim)
LiChrosolv (Fa. Merck, Darmstadt): Aceton, Diethylether, Ethanol, n-Hexan,
Methanol
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Chromatographie:

LiChrosolv (Fa. Merck, Darmstadt): Aceton, Acetonitril, Chloroform, Diethylether,
Ethanol, n-Hexan, Methanol.

Polydimethylsiloxan (ABCR, Karlsruhe)
N-[Tris(hydroxymethyl)methyl]-3-aminopropansulfonséure (TAPS) (Fa. Merck,
Darmstadt)

NM R-Spektroskopie:
D,0, (Deutero, Herresbach)

Standards:

B-Apo-8 -carotenal (Fa. Fluka, Neu-Ulm)

B-Carotin (BASF AG, Ludwigshafen)

Zeaxanthin (Hoffmann LaRoche, Basal)

Lutein (Hoffmann LaRoche, Basel sowie Kemin Ind., Des Moines|A, USA)
Tocopherol-Homologe (Merck, Darmstadt)

Die Isomerisierung der Standardsubstanzen erfolgte durch Zugabe eines Tropfens einer

|od-Hexanldsung. 12

7.3 Probenvorbereitung und Extraktion

7.3.1 Carotinoid-Ster eoisomere

Retinaproben:

Die Augen wurden den gettteten Hihnern in der Dunkelheit entnommen und unter
Eiskiihlung vorsichtig aufgeschnitten. Der Flllkorper wurde entfernt, danach wurde
das Auge kurzzeitig in einen Phosphatpuffer getaucht. Dadurch kann sich die Netzhaut
vom Rest des Auges ablésen.
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Spinatproben:
Nach der Ernte wurden die Spinatblatter mit fllssigem Stickstoff kurz abgeschreckt. Dadurch

wurden die Spinatblétter tief gefroren und konnten so in einem Morser fein zerkleinert
werden. Fur die Untersuchung von gekochtem Spinat wurde dieser wie vorgeschrieben mit
etwas Wasser versetzt und in einer Mikrowelle bei 600 W sechs Minuten erhitzt.

Urucum:
Je 5 Samenkorner wurden in je 1 ml Chloroform bzw. Wasser gelost und Uber Nacht im
Dunkeln stehen gelassen. Die Lésung wurde filtriert und im Eisschrank bei —40°C aufbewahrt.

Durchfihrung der MSPD:
Eine Retina bzw. 0,5 g der Spinatprobe wurden mit 1,5 g MSPD-Sorbensmaterial sowie 8,25
Mg an B-Apo-8-carotenal in einem Morser vermischt und zu einem homogenen Pulver

verrieben. Das resultierende glatte, trockene Pulver wurde in ein Leerreservoir mit eingelegter
Fritte eingeflllt. Eine zwelite, obere Fritte wurde eingelegt und vorsichtig nach unten gedriickt.
Das Sorbensbett wurde so dicht wie moglich zusammengepresst. Man €eluiert polare
Verunreinigungen mit 15 ml dest. Wasser. Zur Elution der Carotinoide wurden etwa 0,5 ml
Chloroform verwendet.

M SPD-Sorbens: Bischoff ProntoSil Cg-Material mit 25-40 um Teilchengrofie
(Bischoff Chromatography, Leonberg)

7.3.2 Tocopherol-Homologe

1 g Zahnpasta, welche 0,2 % a-Tocopherolacetat enthélt, wurde mit 1-10 ml Speichel
vermischt.

Flissig-flUssig-Extraktion (LLE):
Die verschiedenen Zahnpasta/Speichel-Proben wurden mit 1-10 ml Methanol versetzt.
Der dabel ausflockende Gelbildner wurde abfiltriert.

On-line SPE:
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2 ml einer Zahnpasta/Speichel-Mischung wurden vollstandig Gber eine externe HPLC-
Pumpe auf einer Czp-Kartusche (Bischoff Chromatography, Leonberg) extrahiert. Das
o-Tocopherolacetat wird dabei auf der Kartusche angereichert, welches anschlief3end
durch die mobile Phase des HPLC-Systems wieder eluiert und auf der Csp-Séule
aufgetrennt wird.

MSPD:

0,2 g Zahnpasta/Speichel-Mischung wurden mit 1 g Cso-Sorbensmaterial (Bischoff
Chromatography, Leonberg) verrieben. Das homogenisierte Material wurde in ein
Leerreservoir eingefillt und nach Konditionierung mit H,O das a-Tocopherol acetat
mit Methanol extrahiert.

7.3.3 Flavonoid-Glycosylderivate

Maytenus aquifolium:
Die Bléatter von Maytenus aquifolium wurden in Ribeirdo Preto, SP, Brasilien

gesammelt, wo sie von Dr. Pereira kultiviert werden. Die Blétter werden bei 40°C
getrocknet, zerkleinert und gesiebt. Nur Partikel zwischen 0,5 und 1 mm Durchmesser
wurden fUr die analytischen Untersuchungen verwendet. 1 g Pflanzenmaterial wurde
far 10 min in 10 ml H,O gekocht. Nach Abkuhlung der Losung wurde diese gefiltert,
eingedampft und in 3 ml Methanol aufgenommen. Diese Lésung wurde nach
Zentrifugation direkt chromatographisch getrennt.

Sorocea bomplandii:

Fir die chromatographische Trennung wurden die Blétter von Sorocea bomplandii
(290 g) jeweils 7 Tage in 1 | Hexan, Dichlormethan und Ethanol bei Raumtemperatur
gerthrt. Die Ethanol-Fraktion wurde unter Vakuum bis zur Trockenheit eingedampft.
100 mg des Ethanolextraktes wurden in 1 ml Methanol gelést und gefiltert. 10 pl
dieser L6sung wurden direkt die HPLC-Anlage injiziiert.

In einer Extraktionsvariante wurde die Infusion konzentriert auf eine XAD-2 Saule
gegeben und mit H,O und Methanol eluiert. Die Methanol-Phase wurde getrennt,
wobei sich &hnliche Ergebnisse ergaben.
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7.4 Chromatographie

7.4.1 Saulen und Kapillaren

HPL C-Saulen:
Das Kieselgel (ProntoSil, 3 um TeilchengroRBe, 200 A Porenweite; Bischoff
Chromatography, Leonberg) wurde mit Triacontyltrichlorsilan (ABCR, Karlsruhe)

entsprechend der Literaturvorschrift modifiziert. Die stationdre Phase wurde Uber ein
Slurry in eine 250 x 4.6 mm Stahlsaule (Bischoff, Leonberg, Deutschland) gepackt.

CEC-Kapillaren:
Modifiziertes Kieselgel (ProntoSil Csp-Material) wurde suspendiert und im
Ultraschallbad homogenisiert. Die Suspension wird in ein Reservoir gegossen und an

einer Seite an eine 350 mm * 100 um fused silica Kapillare (Polymicro Technologies,
LLC, Phoenix) angeschlossen. Die stationare Phase wurde durch Anlegen von Druck
(600 bar) in die Kapillare gepresst. Der Druck baut sich nach Abschalten der Pumpe
Uber Nacht ab. Beide plan abgeschnittenen Enden werden in eine Mischung von
Polydimethoxysiloxan/Methanol 1:5 (v/v) getaucht und 20 min getrocknet. Der
Vorgang wird 3-4 mal wiedeholt, bis eine stabile Fritte entsteht.

7.4.2 Chromatographische Bedingungen

7.4.2.1 Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC)

Carotinoid-Stereoi somere:

Die Carotinoide Lutein und Zeaxanthin wurden bei einer Flurate von 1 ml/min
getrennt und bei 450 nm detektiert. Als Eluent diente ein Gemisch Aceton/Wasser
85:15 (v/v). Die Probenmengen lagen zwischen 5ul und 40 pl der verdinnten
Standard|dsungen.
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Von den einzelnen Spinatproben wurden jeweils 5 pl in die HPLC eingespritzt. Zur
Analyse der Spinatproben wurde ein Losungsmittelgradient eingesetzt. Dabei wurde
nach der Injektion 21 Minuten lang konstant mit Aceton/Wasser 85:15 (v/v) eluiert. Es
folgte ein 4-mindtiger linearer Gradient bis Aceton/Wasser 97:3 (v/v). Dieses
L 6sungsmittelgemisch wurde bis zum Ende der Chromatographie beibehalten.

Je nach Versuch wurden von den Retinaproben entweder der zehnte Teil oder die
gesamte Retina injiziert, die Probenmengen lagen zwischen 10 und 25 pl. Es wurde
konstant mit Aceton/Wasser 85:15 (v/v) eluiert.

Der Bixin-Extrakt wurde mit einem linearen Ldsungsmittel-Gemisch Aceton/\Wasser
80:20 (v/v) be ener Flussrate von 1 ml/min getrennt und bei einer Wellenlénge von
460 nm detektiert. Insgesamt wurden 2 pl des Urucum-Extraktes injiziert.

Tocopherol-Homol oge:

10 pl des Extraktes aus dem Zahnpasta/Spei chel-Gemisch wurden mit 100 % Methanol
und einem Fluss von 1 ml/min getrennt. Detektiert wurde beim UV-Maximum von a-
Tocopherolacetat (285 nm).

Flavonoid-Glycosylderivate:

Der Maytenus-Extrakt wurde mit einer mobilen Phase Methanol/Wasser 50:50 (v/v)
isokratisch getrennt. Die Flussrate betrug 0,8 mI/min und die Elution wurde tber UV-
Detektion (370 nm) verfolgt. Da gleichzeitig eine NMR-Detektion erfolgte, wurden
70 pL einer 0,1 %igen Losung (w/v) des Pflanzenextraktes auf die Trennsaule injiziert.

Fir die Trennung des Sorocea-Extrakt (10 pl) wurden die gleichen Eluenten
verwendet, jedoch wurde ein Gradient fur die Trennung der Flavonoid-
glycosylderivate verwendet. So wurde 20 min mit Methanol/Wasser 40:60 (v/v) eluiert
und anschlief3end ein 40-mindtiger Gradient bis zu einem M ethanol/\Wasser-Gemisch
80:20 (v/v) gefahren. Die Flussrate betrug 0,7 ml/min  be gleicher
Wellenlangendetektion.
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7.4.2.2 Kapillar-Trennungen

Die Kapillar-Trennungen wurden mit einem Eluentengemisch Aceton/TABS (pH-Wert
6,95, 2,5mmol) 85:15 (v/v) durchgefihrt. Es wurde eine Spannung von 20 kV
angelegt und die UV-Absorption bei 450 nm gemessen. Fir die Injektion der Probe
wurde fur 3 s eine Spannung von 10 kV angelegt.

7.4.2.3 Kopplungstechniken

Bei alen on-line HPL C-NMR-Experimenten wurde H,O durch D,0 ersetzt.

Carotinoid-Stereoisomere:

Das | njektionsvolumen firr die stopped-flow *H-HPL C-NMR-Experimente betrug 2 pl
einer 4%igen Zeaxanthin-Losung. Fur die stopped-flow COSY -Spektren wurden von
der selben Losung 60 pl injiziert. Bei der on-line continuous-flow NMR-Detektion
wurde die Flussrate auf 0,3 ml/min reduziert und 60 pl des Zeaxanthin-
Stereoi someren-Gemisches wurden injiziert.

Das Lutein der Spinatprobe wurde mit Aceton/D,O 92:8 (v/v) €luiert, das
I njektionsvolumen betrug 40 pl.

Die HPLC-MS-Kopplung wurde mit einer Einspritzmenge von 5 ul bei Spinatproben
und 5-10 pl be Retingproben betrieben. Die chromatographischen Bedingungen
wurden nicht verandert.

Der Bixin-Extrakt wurde mit einem linearen Ldsungsmittel-Gemisch Aceton/D,O
80:20 (v/v) bel einer Flussrate von 1 ml/min getrennt und bei einer Wellenlénge von
460 nm detektiert. Insgesamt wurden 2 pl des Urucum-Extraktes injiziert.

Tocopherol-Homol oge:

Das Extrakt aus dem Zahnpasta/Speichel-Gemisch wurden mit 100 % Methanol und
einem Fluss von 1 ml/min getrennt. Fur die HPL C-NMR-Experimente wurden 50 pl
des Extraktes injiziert. Bei den HPLC-MS-Experimente wurde der Extrakt um den
Faktor 100 verdinnt und 2 pl eingespritzt.
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Flavonoid-Glycosylderivate:

Fir die HPLC-NMR-Detektion blieben die chromatographischen Bedingungen
erhalten und 70 pl einer 0,1 %igen Ldsung (w/v) des Maytenus-Extraktes wurden auf
die Trennsaule injiziert. Von dem Sorocea-Extrakt (100 mg/ml) wurden 10 pl direkt in
das HPL C-NMR-System eingespritzt.

Fir die HPLC-MS-Messungen wurden die Extrakte um den Faktor 100 verdinnt und
zwischen 2 — 10 pl injiziert.

7.5 Massenspektrometrie

Carotinoid-Stereoisomere:

Die Massenspektren wurden in einem Massenbereich von 200-800 m/z aufgenommen.
Die Corona-Spannung wurde auf 4 kV optimiert, so dal’ der resultierende Strom
8-10 pA betrug. Stickstoff wurde als Trocknungsgas und als Tragergas bei 300 °C
verwendet. Die Temperatur der lonisierungskammer betrug 300 °C. Die Detektion
erfolgte im positiven APCI-Modus.

Tocopherol-Homol oge:

Die HPLC-MS-Spektren wurden im Positiv-lon-Modus unter Verwendung einer
APCI-lonenguelle gemessen. Die Massenspektren wurden in einem Massenbereich
von 150-750 m/z aufgenommen. Die Corona-Spannung wurde auf 3 kV optimiert, so
dal? der resultierende Strom 4-6 HA betrug. Die Temperatur der lonisierungskammer
betrug 300 °C.

Flavonoid-Glycosylderivate:

Die Flavonoid-Glycosylderivate wurden im Massenbereich von 100-1000 m/z
aufgenommen. Die ESI-Massenspektren sind im negativen Modus aufgenommen
worden. Die Kapillar-Spannung betrug 4 kV, wobel sich ein resultierender Strom von
4-6 YA ergab. Die Temperatur der |onisierungskammer betrug 350 °C.
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7.6 NMR-Spektroskopie

Carotinoid-Steroisomere:

Bei alen NMR-Experimenten wurde das L&sungsmittelsignal von Aceton bel
2,04 ppm unterdrickt. Hierzu wurde zur Vorséttigung eine Shaped-Puls-Sequenz
(Rechteckpulse mit einer Lange von 100 ms) mit Vorséttigungszeiten zwischen
0,8und 1,6 s verwendet. Zur Kalibrierung der Spektren wurde das Restsignal von
Aceton auf 2,04 ppm gesetzt. Die Messtemperatur betrug generell 300 K.

Stopped-flow *H-HPL C-NM R-Spektren:

Fur die stopped-flow 'H-HPLC-NMR-Experimente wurden 2 k Transienten
akkumuliert. Alle Spektren wurden mit 16 k Datenpunkten in einem spektralen Bereich
von 8400 Hz aufgenommen. Vor der Fourier-Transformation wurde der FID mit einer
Exponentiafunktion mit einer Linienverbreiterung von 1 Hz multipliziert sowie ein
Zero-Filling auf 32 k Datenpunkten durchgefihrt.

Stopped-flow 2D *H-HPL C-NM R-Spektren:

Hierfir wurde entweder eine COSY oder TOCSY Pulssequenz verwendet. Alle
Spektren wurden mit 2 k Datenpunkten in einem spektralen Bereich von 13500 Hz
aufgenommen. 240 Experimente in F1-Dimension und 256 akkumulierte Transienten
wurden aufgenommen. Vor der Fourier-Transformation mit 2 k Datenpunkten in
beiden Dimensionen wurden die FIDs mit einer Sinusfunktion multipliziert. Die
Spektren wurden basislinienkorrigiert.

Continuous-flow *H-HPL C-NM R-Spektren:

Fir die on-line continuous-flow Detektion wurden 128 Transienten mit 4 k
Datenpunkten pro FID akkumuliert. Insgesamt wurden 75 Experimente in F1-
Dimension aufgenommen.
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Tocopherol-Homologe:
Fur alle Aufnahmen der *H-HPLC-NMR-Spektren wurden die Lésungsmittelsignale
von Methanol bel 3,3 ppm und 4,7 ppm unterdrtickt. Hierzu wurde zur Vorséttigung

eine Shaped-Puls-Sequenz (Rechteckpulse mit einer Lange von 100 ms) mit einer
Vorsdttigungszeit von 1,6s verwendet. Die Messtemperatur betrug 300 K.
256 Transienten mit jewells 16 k Datenpunkten wurden bei einem spektralen Bereich
von 7246 Hz pro FID addiert. Vor der Fourier-Transformation wurde ein Zero-Filling
auf 32 k Datenpunkten und eine Multiplikation mit einer Exponentialfunktion mit
0,3 Hz Linienverbreiterung durchgefihrt.

Flavonoid-Glycosylderivate:
Fur ale Aufnahmen der H-HPLC-NMR-Spektren war eine Ldsungsmittel-
unterdrickung notwendig. Hierfir wurde eine Shaped-Puls-Sequenz (Rechteckpulse

mit einer Lange von 100 ms) fur die Vorsdttigung von 1,6 s der 2 Methanolsignale
(6=3,3 ppm und & = 4,7 ppm) verwendet. 2 k Transienten wurden mit 16 k
Datenpunkten und einem spektralen Bereich von 9600 Hz akkumuliert. Vor der
Fourier-Transformation wurde ein Zero-Filling auf 32 k Datenpunkten und eine
Multiplikation mit einer Exponentiafunktion mit 0,3Hz Linienverbreiterung
durchgefihrt.
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