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VORBEMERKUNG 

 

Aus den praktischen Arbeiten die im Rahmen zu der vorliegenden Dissertation 
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2. Netzel M, Strass G, Bitsch I, Könitz R, Christmann M, Bitsch R (2003): Effect of grape 

processing on selected antioxidant phenolics in red wine. Journal of Food Engineering 56 
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3. Frank T, Netzel M, Strass G, Bitsch R, Bitsch I (2003): Bioavailability of anthocyanidin-

3-glycosides following consumption of red wine and red grape juice. Canadian Journal of 
Physiology and Pharmacology 81 (5): 423-435. 
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Die Publikationen 3, 5 und im geringeren Umfang 2 sowie die bisher noch nicht publizierte 

Apfelsaftstudie (in den nachfolgenden Kapiteln als Humanstudie II bezeichnet) bilden die 

Basis der vorliegenden Dissertation. Auf die entsprechenden Publikationen wird in den 

jeweiligen Kapiteln verwiesen. Da es sich um keine kumulative Arbeit handelt, ist die 

vorliegende Dissertation “klassisch“ in die Kapitel Einleitung und Zielsetzung, 

Literaturübersicht, Material und Methoden sowie Ergebnisse und Diskussion gegliedert. 

Die einzelnen Kapitel, insbesondere Einleitung und Zielsetzung, Literaturübersicht und 

Diskussion, wurden mit aktueller Literatur ergänzt. 
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1 Einleitung und Zielsetzung 

 

Vom Traubenextrakt zum Teebeutel, Antioxidantien und Polyphenole sind auch 2010 in 

aller Munde und immer noch ein “Top“ Thema. Die jede Woche neu erscheinenden 

Publikationen, die sich mit Antioxidantien, antioxidativer Kapazität und/oder 

Polyphenolen befassen, kann kaum noch bewältigt werden. Huang und Kollegen haben 

schon 2005 auf das enorm gestiegene Interesse an Antioxidantien hingewiesen: innerhalb 

einer Dekade (1993 - 2003) hat sich die Zahl der Publikationen über 

Antioxidantien/oxidativen Stress fast vervierfacht (Huang et al. 2005). Auch die 

Marktdaten zeigen eindeutig nach oben: der weltweite Markt mit Antioxidantien hat sein 

Volumen von 400 Mio. US$ in 2004 auf 438 Mio. US$ in 2007 vergrößert. Der Anteil der 

Polyphenole/Flavonoide betrug ca. 200 Mio. US$ (1*). Weiterhin wurden 2008 in Europa 

135 Produkte auf den Markt gebracht, im Vergleich zu 37 in 2006, die auf dem 

Produktlabel auf den Antioxidantien Gehalt bzw. auf Antioxidantien hinweisen (2*). 

Dieser Trend hält wohl ungeachtet der ablehnenden Haltung der EFSA (European Food 

Safety Authority) hinsichtlich antioxidativer Health Claims an. 

Unter einem Antioxidans versteht man nach einer Definition von Halliwell et al. (1995a) 

jede Substanz, die im Vergleich zu einem oxidierbaren Substrat in niedrigerer 

Konzentration vorhanden ist und dessen Oxidation signifikant verzögert oder verhindert. 

Solche oxidativen Reaktionen finden im menschlichen Organismus statt und sind 

nachweislich an der Entstehung von verschiedenen Zivilisationskrankheiten wie z.B. 

Atherosklerose (Diaz et al. 1997) beteiligt. Folglich ist von großem Interesse, inwieweit 

über die Zufuhr von Antioxidantien aus der Nahrung das antioxidative 

Verteidigungssystem des Menschen verstärkt, und damit diesen degenerativen 

Erkrankungen möglicherweise entgegengewirkt werden kann.  

Neben den klassischen antioxidativen Eigenschaften von Polyphenolen – protektive 

Wirkung durch abfangen von freien Radikalen – weisen immer mehr Studien auf 

signifikante biologische Aktivitäten dieser Substanzen und ihrer Metaboliten auf zellulärer 

Ebene hin (Crozier et al. 2009; Fernandez-Panchon et al. 2008). Interessant ist, dass für 

diese zellmodulierenden Effekte Konzentrationen erforderlich sind, die durchaus über eine 

normale Ernährung erreicht werden können (Fernandez-Panchon 2008). 

 

*Anmerkung: aus Gründen der Übersicht wurden sämtliche Internetquellen nummeriert und sind im 

Literaturverzeichnis zu finden. 
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Der natürliche Polyphenolkomplex, wie er in Früchten und anderen pflanzlichen 

Lebensmitteln vorliegt, wird als optimal zusammengesetzte Mischung von Antioxidantien 

und Synergisten angesehen (Eberhardt et al. 2000; Liu 2003; Nicoli et al. 2000; Osman et 

al. 2001). Neben den Früchten selbst, kommen im Hinblick auf die Zufuhr von 

Polyphenolen und anderen Antioxidantien, besonders deren Säfte in Frage. Apfelsaft z.B. 

ist einer der beliebtesten Fruchtsäfte in Deutschland und vielen anderen europäischen 

Ländern und demnach ein bedeutender Polyphenollieferant. Rote Trauben, roter 

Traubensaft und Rotwein gehören mit zu den wichtigsten Anthocyan Quellen in einer 

westlichen Ernährung (Mazza & Kay 2009). Anthocyane gehören zu den Polyphenolen 

bzw. Flavonoiden und sind für die meisten roten, blauen und violetten Farben von 

Früchten und Gemüsen sowie deren Produkte verantwortlich. Neben klassischen 

Fruchtsäften und Weinen können aber auch Getränke auf der Basis von Fruchtextrakten 

bzw. polyphenolreiche Getränkemischungen als Polyphenol- und Antioxidantien-

Lieferanten dienen. 

Die Bioverfügbarkeit dieser antioxidativ wirksamen Substanzen aus der 

Lebensmittelmatrix ist eine Grundvoraussetzung für deren potentielle Bioaktivität in vivo. 

Verschiedene Matrixkomponenten, wie z.B. Alkohol, Zucker und Ballaststoffe, können die 

Bioverfügbarkeit dieser Substanzen und somit deren potentielle biologische Wirkungen 

signifikant beeinflussen. Die Bestimmung der antioxidativen Kapazität (Summe aus 

endogenen und exogenen Antioxidantien) in biologischen Flüssigkeiten wie z.B. Plasma 

und Urin, kann als eine Art Biomarker für aus der Nahrung bioverfügbare Antioxidantien 

genutzt werden (Fernandez-Panchon et al. 2008; Wachtel-Gabor et al. 2004). Die 

antioxidative Kapazität in Plasma und Urin zusammen mit weiteren Parametern (wie z.B. 

Biomarker für oxidativen Stress, Plasma- und Urinkonzentrationen der entsprechenden 

Polyphenole/Antioxidantien sowie deren Metaboliten) können wertvolle Daten in 

klinischen Studien hinsichtlich der in vivo Bioaktivität dieser Substanzen liefern (Huang et 

al. 2005).  

In der vorliegenden Dissertation wurden in drei verschiedenen Humanstudien die 

folgenden Fragestellungen geprüft: 

 

1. Gibt es Unterschiede in der Bioverfügbarkeit von Anthocyanen (Monoglukoside) 

aus Rotwein und rotem Traubensaftkonzentrat? 

 Anthocyane in Plasma und Urin wurden mittels HPLC-DAD und LC-ESI-MS/MS 

bestimmt. 
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2. Wird durch die Zufuhr eines polyphenolreichen Apfelsafts, hergestellt aus 

sortenreinen Mostäpfeln, die antioxidative Kapazität im Urin erhöht? 

 Die antioxidative Kapazität (PCL, FRAP und Gesamtphenole) sowie Ascorbinsäure 

(HPLC-DAD), Harnsäure (quantitativ bedeutendes endogenes Antioxidans; HPLC-DAD), 

Hippursäure (Polyphenolmetabolit und potentieller Biomarker für die Zufuhr von 

Polyphenolen) und Polyphenole (HPLC-DAD und LC-ESI-MS/MS) wurden im Urin 

bestimmt. 

 

3. Wird durch die Zufuhr eines polyphenol- und ascorbinsäurereichen Getränks der 

antioxidative Status verbessert? 

 Die antioxidative Kapazität (PCL, FRAP und Gesamtphenole) sowie Ascorbinsäure 

(HPLC-DAD), Harnsäure (quantitativ bedeutendes endogenes Antioxidans; HPLC-DAD), 

Malondialdehyd (Biomarker für oxidativen Stress; HPLC-Fluoreszens) und Hippursäure 

(Polyphenolmetabolit und potentieller Biomarker für die Zufuhr von Polyphenolen; HPLC-

DAD) wurden in Plasma und/oder Urin bestimmt. 
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2 LITERATURÜBERSICHT 

2.1 Bedeutung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) für den 
menschlichen Organismus 

2.1.1 Bildung, Einteilung und Wirkungen der ROS 

Aerobe Stoffwechselvorgänge, die Aktivität der Peroxisomen, körpereigene 

Abwehrprozesse und exogene Noxen führen zur Bildung von ROS im Organismus (Ames 

et al. 1993). Zu diesen reaktiven Intermediaten zählen sowohl freie Radikale als auch 

nichtradikalische Verbindungen (Tab. 1).  

 

Tab. 1: ROS im menschlichen Organismus (Halliwell et al. 1995a) 

radikalische ROS nichtradikalische ROS 

O2
●- Superoxidradikal 1O2 Singulettsauerstoff 

OH● Hydroxylradikal H2O2 Wasserstoffperoxid 

RO● Alkoxylradikal LOOH Lipidperoxid 

RO2
● Peroxylradikal HOCl Hypochlorsäure 

NO● Stickoxidradikal ONOO- Peroxynitrit 

NO2
● Stickstoffdioxidradikal HNO2 Hydrogennitrit 

 

Unter physiologischen Bedingungen üben sie spezifische, für die Integrität des Organismus 

wichtige Funktionen aus. Hierzu zählen z.B. die intrazelluläre Abtötung von 

Mikroorganismen durch phagocytierende Zellen des Immunsystems und die Regulation 

des Gefäßtonus (Benzie 1996). Eine Überproduktion von ROS stellt jedoch eine Gefahr für 

körpereigene Strukturen dar. Man spricht vom sogenannten oxidativen Stress, wenn durch 

übermäßige Bildung von ROS oder durch einen Mangel an Antioxidantien das 

Gleichgewicht zwischen oxidativen und antioxidativen Prozessen in Richtung Oxidation 

verschoben ist (Grune 2002). Dieser kann eine Schädigung von Biomolekülen wie 

Proteinen, DNA und Lipiden zur Folge haben und langfristig zu einer Reihe von 

degenerativen Erkrankungen führen (Ames et al. 1993, Halliwell und Gutteridge 2004).  

 

 

2.1.2 ROS in der Pathogenese degenerativer Erkrankungen 

Die Theorie der Beteiligung von oxidativem Stress an der Pathogenese degenerativer 

Erkrankungen ist heute allgemein anerkannt. Initialschritt der Atherogenese und folglich 
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+ 

+

der kardiovaskulären Erkrankungen ist die Oxidation von Low-Density-Lipoproteinen 

(LDL) (Abb. 1) (Diaz et al. 1997). Oxidative Schäden sind über verschiedene 

Mechanismen an der Entstehung von Krebs beteiligt (Dreher und Junod 1996). In der 

Pathogenese von Diabetes sind freie Radikale involviert. Sie treiben die Autoimmun-

Zerstörung der B-Zellen voran (Oberley 1988) und beeinträchtigen die Insulinwirkung 

(Ceriello 2000). Katarakte des Auges sind zurückzuführen auf eine oxidative Schädigung 

von Proteinen der Linse durch freie Radikale (Davies 1990). Nicht zuletzt konnte eine 

Beteiligung von ROS an Entzündungsprozessen bei Asthma (Greene 1995) und Arthritis 

(Darlington und Stone 2001) nachgewiesen werden.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1:  Rolle des oxidierten LDL (ox-LDL) im frühen Stadium der Atherogenese (Berliner und Heinecke 
1996, Cobbold et al. 2002) 

 

 

2.2 Schutzmechanismen des menschlichen Organismus gegenüber 

ROS  

2.2.1 Antioxidatives Verteidigungssystem 

Der unkontrollierten Bildung von ROS steht ein Netzwerk verschiedener 

Schutzmechanismen gegenüber. Dieses antioxidative Verteidigungssystem ist sehr 

vielfältig. Es setzt sich zusammen aus Makromolekülen, niedermolekularen Verbindungen 

sowie antioxidativen Enzymen (Cao und Prior 1998), die spezielle Aufgaben wahrnehmen 

natives LDL 

zirkulierender Monozyt

Monozytenmigration

ox-LDL 

Phagozytose

Differenzierung

freie Radikale 
Oxidation 

Umwandlung 
und Ablagerung 

Schaumzellen

„Fatty streak“

Makrophage 

Intima 

Gefäßlumen 

Gefäß- 
muskelzellen

Endothel- 
zellen 



2 Literaturübersicht 
 
 

6 

und sich in ihrer Wirkung ergänzen. Endogene Schutzmechanismen werden unterstützt 

durch Antioxidantien der Nahrung. Hierzu zählen insbesondere die antioxidativen 

Vitamine C und E sowie die Carotinoide und Polyphenole als Vertreter der sekundären 

Pflanzenstoffe (Watzl und Leitzmann 1999). Die enge Beziehung zwischen Ernährung und 

antioxidativer Verteidigung bietet einen möglichen Ansatzpunkt für die Prävention 

degenerativer Erkrankungen.  

 

Antioxidative Mechanismen extrazellulärer Flüssigkeiten wie dem Plasma unterscheiden 

sich von denen des Intrazellularraums. Dominierende intrazelluläre Verteidigungsstrategie 

ist die Inaktivierung von O2
●- und H2O2 durch die Superoxiddismutase, Katalase und 

Glutathion-Peroxidase (Halliwell und Gutteridge 2004). Die Abwesenheit bzw. geringe 

Konzentration dieser antioxidativen Enzyme in extrazellulären Flüssigkeiten (Halliwell 

und Gutteridge 2004) gewährleistet die physiologische Funktion von O2
●- und H2O2 als 

interzelluläre Signalmoleküle (Halliwell et al. 1995b). Schädigenden Wirkungen dieser 

ROS wird im Extrazellularraum vor allem durch die Verhinderung ihrer Umwandlung in 

das wesentlich reaktivere OH● entgegengewirkt (Halliwell und Gutteridge 1990).  

 

2.2.2 Antioxidative Kapazität in Plasma und Urin 

Die “antioxidative Plasmakapazität“ ist ein mittels verschiedener in vitro Methoden 

bestimmbarer Parameter, der die Fähigkeit des Plasmas, vor oxidativen Prozessen zu 

schützen, erfasst. Sie resultiert aus den spezifischen Wirkungen der einzelnen Plasma-

Antioxidantien (Tab. 2) sowie deren Synergismen. Metallbindungsproteine kontrollieren 

die Konzentration an freien Eisen- und Kupferionen. Damit blockieren sie deren 

katalytische Aktivität in der Haber-Weiss-Reaktion (Younes 2004) und schützen so vor der 

Bildung des hochreaktiven OH● aus O2
●- und H2O2. Hämbindungsproteine wirken den 

prooxidativen Aktivitäten der Hämgruppe (Halliwell und Gutteridge 2004) entgegen. 

Endogene und exogene (aus der Nahrung stammende) niedermolekulare Verbindungen 

entfalten ihre antioxidativen Wirkungen unter anderem durch Abfangen von ROS.  
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Tab. 2:  Determinanten der antioxidativen Plasmakapazität (Halliwell und Gutteridge 1990, Polidori et al. 
2001, Halliwell und Gutteridge 2004) 

Plasma-Antioxidans* Wirkungsweise 

Metallbindungsproteine 
Transferrin 
Laktoferrin 
Albumin 
 
Caeruloplasmin 

 
Bindung von Eisenionen 
Bindung von Eisenionen 
Bindung von Eisen- und Kupferionen, Abfangen von HOCl 
und ONOO-, Bindung von Häm 
Bindung von Kupferionen, Oxidation von Fe2+ zu Fe(III) ohne 
Freisetzung schädigender ROS 

Hämbindungsproteine 
Haptoglobin 
Hämopexin 

 
Bindung von Hämoglobin 
Bindung von Häm 

endogene niedermolekulare 
Verbindungen 
Harnsäure 
Bilirubin 

 
 
Abfangen von RO2

●, HOCl, Bindung von Eisen- und Kupfer-
ionen 
Abfangen von RO2

● 

exogene niedermolekulare Verbindungen 
Vitamin E 
 
Vitamin C 
 
ß-Carotin u. a. Carotinoide 
Polyphenole 
 

 
Abbruch der radikalen Kettenreaktion durch Abfangen von 
RO2

●, RO●, Schutz der Lipoproteine vor Oxidation 
Abfangen von O2

●-, RO2
●, HOCl, 1O2, OH●, Reduktion von α-

Tocopherol- und Harnsäureradikalen 
Abfangen von 1O2 

Bindung von Eisen- und Kupferionen, Abfangen von OH●, 
ONOO-, HOCl 

*Harnsäure, Vitamin C, Polyphenole und deren Metaboliten sind auch im Urin hinsichtlich ihrer 
antioxidativen Kapazität von Bedeutung 
 

Die Messung der antioxidativen Plasmakapazität ist eine vielfach eingesetzte Methode, um 

den Einfluss von Ernährungsinterventionen auf den antioxidativen Status des Menschen zu 

untersuchen (Morton et al. 2000). Alternativ oder in Kombination kann die antioxidative 

Kapazität des Urins bestimmt werden (Wachtel-Galor et al. 2004). 

 

 

2.2.3 In vitro Tests für die Bestimmung der antioxidativen Kapazität 

Die gängigen in vitro Tests zur Bestimmung der antioxidativen Kapazität in Lebensmitteln 

und biologischen Flüssigkeiten wie z.B. Blutplasma, Serum und Urin lassen sich basierend 

auf deren chemischen Reaktionsmechanismus in zwei Kategorien gliedern: Tests die 

entweder auf einer Wasserstoffatom-Transfer Reaktion (kurz HAT; aus dem englischen 

übernommen: hydrogen atom transfer) oder auf einer Elektronen-Transfer (ET) Reaktion 

basieren (Huang et al. 2005; Prior et al. 2005). Typische HAT-Tests sind z.B. der Oxygen 

Radical Absorbance Capacity (ORAC)-Test und der Total Radical-Trapping Antioxidant 

Parameter (TRAP)-Test aber auch der Chemilumineszenz (CL)-Test sowie der 
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Photochemilumineszenz (PCL)-Test werden zu dieser Gruppe gezählt; typische ET-Tests 

sind z.B. der Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP)-Test, der Gesamtphenol (total 

phenols)-Test nach Folin-Ciocalteu und der Trolox Equivalent Antioxidant Capacity 

(TEAC)-Test. 

All diese Testsysteme basieren einzig auf chemischen Reaktionen in vitro und die 

erhaltenen Daten sind deshalb mit Vorsicht zu interpretieren, insbesondere wenn 

physiologische Effekte untersucht werden sollen. Auch haben sämtliche in der Literatur 

beschriebene Tests zur Bestimmung der antioxidativen Kapazität abhängig vom 

Reaktionsmechanismus mehr oder weniger stark ausgeprägte Schwächen, wie z.B.: 

 mangelnde Spezifität basierend auf den testspezifischen chemischen 

Reaktionsmechanismen (z.B. reagieren nicht-phenolische Substanzen wie 

Ascorbinsäure, Harnsäure, Cystein und Proteine mit dem Folin-Ciocalteu Reagenz 

im Gesamtphenol-Test) 

 Nutzung von im menschlichen Körper nicht vorkommender Radikale (z.B. DPPH•, 

ABTS•+) 

 unphysiologischer pH-Bereich (z.B. pH 3,5 beim FRAP-Test) 

 einfache und klar definierte chemische Reaktionen in vitro vs. Komplexen 

physiologischen Vorgängen in vivo 

(Huang et al. 2005; Prior et al. 2005; Schlesier et al. 2002). 

 

In der Regel werden deshalb auch mindestens zwei, auf unterschiedlichen 

Reaktionsmechanismen basierende Methoden, verwendet, wie dies bereits 2002 von 

Schlesier und Kollegen gefordert wurde (Schlesier et al. 2002).  

Prior und Kollegen favorisieren z.B. den ORAC- und Gesamtphenoltest (Huang et al. 

2005; Prior et al. 2005), während die Arbeitsgruppe um Serafini häufiger den TRAP- und 

FRAP-Test verwendet (Serafini et al. 2009). Beide Arbeitsgruppen sind auf dem Gebiet 

“Antioxidative Kapazität bzw. Methoden zur Bestimmung der antioxidativen Kapazität“ 

führend.  

Es ist somit auch nicht verwunderlich, dass in der Literatur über entsprechend kontroverse 

Ergebnisse berichtet wird. Fernandez-Panchon et al. haben in einer sehr umfangreichen 

und gut recherchierten Übersichtsarbeit über die antioxidative Aktivität von phenolischen 

Verbindungen (Antioxidant Activity of Phenolic Compounds: From In Vitro Results to In 

Vivo Evidence) u.a. 41 Kurzzeitstudien über den Effekt von polyphenol-

/antioxidantienhaltigen Lebensmitteln und Getränken auf die antioxidative Kapazität im 
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Plasma zusammengefasst (Fernandez-Panchon et al. 2008). Abhängig vom verwendeten 

Testsystem wurden z.T. völlig kontroverse Ergebnisse erzielt. Cao und Kollegen konnten 

z.B. nach Konsum von 240 g Erdbeeren mittels ORAC und FRAP eine signifikante 

Erhöhung der antioxidativen Kapazität im Plasma der Probanden messen, während mit 

dem ABTS-Test kein Effekt nachweisbar war (Cao et al. 1998). Über einen ähnlichen 

Befund wird auch in der Studie von Vinson et al. berichtet: nach Zufuhr von 200 mg 

Traubenkernextrakt konnte mittels ABTS-Test eine signifikante Erhöhung der 

antioxidativen Kapazität im Plasma gemessen werden, mittels FRAP jedoch nicht (Vinson 

et al. 2001). 

Huang und Kollegen (Huang et al. 2005) weisen in ihrem Übersichtsartikel, der sich mit 

der Chemie der antioxidativen Testsysteme befasst (The Chemistry behind Antioxidant 

Capacity Assays), jedoch ausdrücklich darauf hin, dass wenn  

- die genannten “Schwächen“ bei der Interpretation der Ergebnisse in Betracht 

gezogen werden,  

- mindestens zwei verschiedene Tests (mit unterschiedlichem 

Reaktionsmechanismus) verwendet werden, 

- die Durchführung entsprechend standardisiert wird,  

- mit Daten über die Bioverfügbarkeit der entsprechenden Zielsubstanzen (z.B. 

spezifisches Polyphenol/Antioxidans) sowie validen Biomarkern für oxidativen 

Stress kombiniert werden,  

diese in vitro Tests durchaus ein wertvolles und hilfreiches “Instrument“ für klinische 

Studien darstellen (Huang et al. 2005). 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden für die Bestimmung der antioxidativen Kapazität 

sowohl in den Studiengetränken als auch in den biologischen Proben (Plasma und Urin) 

deshalb die folgenden Methoden/Tests verwendet: Gesamtphenole nach Folin-Ciocalteu 

(ET-Test; einfach, schnell, reproduzierbar, leicht zu automatisieren, sehr populär (Huang et 

al. 2005; Prior et al. 2005)), FRAP (ET-Test; einfach, schnell, reproduzierbar, leicht zu 

automatisieren, sehr populär (Huang et al. 2005; Prior et al. 2005)) und PCL (HAT-Test; 

Nutzung des Superoxid-Radikals, das auch im menschlichen Organismus vorkommt; 

Bestimmung der antioxidativen Kapazität im nanomolaren-Bereich (die meisten 

antioxidativen Testsysteme arbeiten im mikromolaren-Bereich) (Prior et al. 2005; Schlesier 

et al. 2002)). 
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Die spezifischen Reaktionsmechanismen sowie Details für die Durchführung der Tests 

sind im nachfolgenden Kapitel “Material und Methoden“ bzw. im Anhang beschrieben. 

Wenn nicht explizit darauf hingewiesen wird, steht antioxidative Kapazität für hydrophile 

antioxidative Kapazität.  

 

An dieser Stelle soll auch noch ein kurzer Kommentar zum Gesamtphenol-Test nach Folin-

Ciocalteu gemacht werden. Wie Huang und Kollegen sehr treffend schreiben, ist der 

Gesamtphenol-Test mittels Folin-Ciocalteu (FC) Reagenz der wohl beliebteste Test zur 

Bestimmung der antioxidativen Kapazität. Aufgrund seines Namens wird dieser Test 

jedoch oft missverständlich gebraucht bzw. die erhaltenen Ergebnisse missverständlich 

interpretiert (Huang et al. 2005). Wie bereits erwähnt wurde, ist der Gesamtphenol-Test ein 

klassischer ET-Test und misst die reduzierende Kapazität einer Probe. Eine detaillierte 

Polyphenolanalyse mittels HPLC kann dieser Test selbstverständlich nicht ersetzen, 

obwohl dies manche Studien suggerieren. Trotzdem hat sich der Gesamtphenol-Test nach 

FC mittlerweile als eine Art “Routinetest“ in Studien mit phenolischen Antioxidantien 

etabliert (Huang et al. 2005). Auch die Verwendung von Gallussäure als Kalibriersubstanz 

und die Berechnung der Ergebnisse in Gallussäure-Äquivalenten tragen hierzu bei. 

 

 

2.2.4 Harnsäure 

Harnsäure (C5H4N4O3) ist nicht nur das Endprodukt des Purinabbaus im menschlichen 

Körper sondern auch, wie bereits in Tabelle 2 beschrieben, ein quantitativ bedeutendes 

endogenes Antioxidans (Fernandez-Panchon et al. 2008; Löffler et al. 2007). Darüber 

hinaus fungiert sie als eine Schlüsselsubstanz bei der Entstehung von Gichterkrankungen. 

Weiterhin konnte nach Zufuhr von polyphenolreichen Studiengetränken/-mahlzeiten ein 

fruktosevermittelter Harnsäureanstieg im Plasma von Probanden beobachtet werden 

(Lotito und Frei 2004 & 2006). Der folgende Stoffwechselweg ist hierfür verantwortlich: 

der schnelle Metabolismus von Fruktose durch Fruktokinase führt zu einer Verminderung 

von hepatischem ATP und anorganischem Phosphat. Beide Substanzen sind wichtige 

Inhibitoren von 5’-Nukleotidase und AMP-Deaminase. Diese Reaktion wiederum erhöht 

den Abbau von AMP zu Harnsäure (Bode et al. 1973; Heukenkamp und Zollner 1971; 

Mänpaa et al. 1968; Perheemtupa und Raivio 1967). In Abbildung 2 ist dieser 

Stoffwechselweg schematisch dargestellt. 
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Abb. 2:  Fruktosekatabolismus und Harnsäurebildung (Lotito & Frei 2006). Fructose-1-p: Fruktose-1-
Phosphat; AMP, ADP und ATP: Adenosinmonophosphat, Adenosindiphosphat und 
Adenosintriphosphat; Pi: anorganisches Phosphat; IMP: Inosinmonophosphat; PNP: 
Purinnukleosidphosphorylase 

 

Da praktisch sämtliche gängigen Tests zur Bestimmung der antioxidativen Kapazität 

Harnsäure miterfassen, sollte diese in allen Studien, die die antioxidative Kapazität in vivo 

untersuchen, analysiert werden. 

 

2.2.5 Vitamin C 

Vitamin C bildet in Form der Ascorbinsäure und der Dehydroascorbinsäure ein 

Redoxsystem. Es vermag mittels seiner antioxidativen Kapazität, die Lipidperoxidation 

durch wasserlösliche Peroxidradikale nahezu komplett zu verhindern (Biesalski et al 1997; 

Löffler et al. 2007). Eine wichtige Rolle spielt Vitamin C in der synergistischen Wirkung 

mit Vitamin E, welches nach der Reaktion mit Lipidperoxiden durch Vitamin C regeneriert 

wird (Hailer 1994). Über einen Antioxidans-Mechanismus hemmt Vitamin C u.a. die 

Bildung von krebserregenden Nitrosaminen, wodurch es besonders vor Krebserkrankungen 

des Gastrointestinaltraktes und des Pankreas schützen kann (Watzl und Leitzmann 1999). 
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Wenn nicht speziell darauf hingewiesen wird, werden in den nachfolgenden Kapiteln die 

Begriffe Ascorbinsäure und Vitamin C synonym verwendet. 

 

 

2.2.6 Malondialdehyd als Biomarker für die Lipidperoxidation und oxidativen 

Stress 

Malondialdehyd (MDA) ist ein natürlich vorkommender Dialdehyd bestehend aus drei 

Kohlenstoffatomen mit der Strukturformel HOC-CH2-CHO (Bones-Taurel und Guerin 

1992). MDA ist einer der hauptsächlich vorkommenden sekundären Oxidationsprodukte 

von mehrfach ungesättigten Fettsäuren in Körperflüssigkeiten oder Geweben, weshalb die 

Bildung von MDA als allgemein anerkannter Index für die Lipidperoxidation gilt 

(Bonnefont et al. 1989; Fukunaga 1998). MDA im Urin wird häufig in Tier- und 

Humanstudien als ein nichtinvasiver Biomarker für die Bestimmung der Lipidperoxidation, 

verursacht durch oxidativen Stress, verwendet (Korchazhkina et al. 2003).  

 

 

2.3 Polyphenole 

2.3.1 Struktur, Vorkommen und alimentäre Zufuhr der Polyphenole 

Die Polyphenole stellen eine der größten und verbreitetsten Gruppen sekundärer 

Pflanzenstoffe dar und sind ein integraler Bestandteil unserer Ernährung. Mehrere hundert 

solcher, auf der Struktur des Phenols basierender Verbindungen, konnten bisher in 

essbaren Pflanzen identifiziert werden (Crozier et al. 2009; Manach et al. 2004; Mazza und 

Kay 2008). Sie werden überwiegend den beiden Hauptgruppen der Phenolsäuren und 

Flavonoiden (Konishi et al. 2005) zugeordnet.  

 

Zu den Phenolsäuren zählen die Derivate der Benzoesäure und der Zimtsäure (Abb. 3). Sie 

liegen in der Natur kaum in freier Form vor, sondern sind vorwiegend über Esterbindungen 

mit Zellwandkomponenten (Cellulose, Lignin, Proteine), organischen Säuren oder Zuckern 

verknüpft (Liu 2004).  

 

 

 

 

 



2 Literaturübersicht 
 
 

13 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3: Struktur bedeutender Vertreter der Phenolsäuren (Fleuriet und Macheix 2003) 

 

Die Flavonoide, die die größte Gruppe unter den Polyphenolen darstellen, leiten sich vom 

Flavan (2-Phenyl-benzodihydropyran) ab (Herrmann 1993). Aufgrund des 

Oxidationsgrades des heterozyklischen Ringes und dessen funktioneller Reste (Beecher 

2003) ergeben sich verschiedene Untergruppen (Abb. 4). Die strukturelle Vielfalt der 

Flavonoide lässt sich durch Unterschiede in Anzahl, Anordnung und Substitution der 

phenolischen Hydroxylgruppen erklären (Rice-Evans 2004). Mit Ausnahme der Flavanole 

(Crozier et al. 2009; Manach et al. 2004) kommen die Flavonoide in der Natur 

überwiegend als Glykoside vor. Bisher konnten mehr als 80 verschiedene Zucker in 

Flavonoidglykosiden nachgewiesen werden (Watzl und Rechkemmer 2001); häufige 

Monosaccharide sind Glukose, Galaktose, Rhamnose und Xylose (Rice-Evans et al. 1996).  

  

Hydroxybenzoesäuren Hydroxyzimtsäuren 

R1=R2=R4=H, R3=OH               p-Hydroxybenzoesäure 
R1=R4=H, R2=R3=OH               Protocatechusäure 
R1=R4=H, R2= OCH3, R3=OH  Vanillinsäure 
R1=H, R2=R3=R4=OH               Gallussäure 

R1=R2=H                    p-Cumarsäure 
R1=OH , R2=H           Kaffeesäure 
R1=OCH3, R2=H       Ferulasäure 
R1=OCH3, R2=OCH3  Sinapinsäure 
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Abb. 4: Struktur bedeutender Untergruppen der Flavonoide und ihre Ableitung vom Flavangrundgerüst 
(Richter 1996) 

 

Polyphenole sind in allen Lebensmitteln pflanzlichen Ursprungs vertreten, wobei 

Polyphenolprofil und -gehalt von genetischen Faktoren, Umweltfaktoren, Erntezeitpunkt, 

Lagerung sowie Lebensmittelverarbeitung und -zubereitung beeinflusst werden (Watzl und 

Rechkemmer 2001). Höchste Konzentrationen sind in den Randschichten der Pflanzen zu 

finden (Manach et al. 2004), da ihre Biosynthese durch Licht stimuliert wird (Watzl und 

Rechkemmer 2001) und sie eine wichtige Rolle bei Interaktionen zwischen Pflanzen und 

ihrer biotischen sowie abiotischen Umwelt spielen (Halliwell und Gutteridge 2004). 

Während die Untergruppe der Flavonole ubiquitär in pflanzlichen Produkten vorkommt, 

sind andere charakteristisch für bestimmte Lebensmittel (z.B. Flavanone in Zitrusfrüchten, 

Isoflavone in Sojaprodukten, Dihydrochalcone in Äpfeln, Anthocyane in Beerenobst) 

(Tab. 4) (Crespy et al. 2002; Crozier et al. 2009; Mazza und Kay 2008; Scalbert und 

Williamson 2000).  

 

Aufgrund der Bedeutung der Anthocyane für die vorliegende Arbeit (Anthocyane als die 

charakteristischen Flavonoide in rotem Traubensaft und Rotwein; Humanstudie I) und als 

die größte Gruppe wasserlöslicher Farbpigmente in Früchten, Gemüsen und Pflanzen, soll 

diese Flavonoid-Untergruppe nachfolgend etwas detaillierter beschrieben werden. Die 

wichtigsten Anthocyan-Quellen in der westlichen Ernährung sind rote Trauben, roter 

Traubensaft, Rotwein, Blaubeeren, Kirschen, Himbeeren, Erdbeeren, schwarze 

Flavanole 
(monomere Catechine 
und Procyanidine) 

Flavonole 

Anthocyane 

Flavone 
Flavanone 

Chalkone 

Isoflavone 

Flavan 

 
  C 
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Johannisbeeren und Blutorangen (Mazza und Kay 2008). Bereits 100 g dieser Beeren 

können bis zu 500 mg Anthocyane enthalten (Mazza und Miniati 1993). Mittlerweile 

wurden mehr als 550 verschiedene Anthocyane identifiziert, wobei in Pflanzen 

hauptsächlich Cyanidin-, Delphinidin-, Malvidin-, Pelargonidin-, Peonidin- und Petunidin-

Glykoside zu finden sind (Crozier et al. 2009; Mazza und Kay 2008). Anthocyane stimmen 

untereinander mit den Hydroxylgruppen am 5. und 7. C-Atom überein und unterscheiden 

sich durch das Substitutionsmuster im B-Ring (Tab. 3). Gemeinsam ist auch oft das 

Vorhandensein der OH-Gruppe am C3-Atom, deren Glykosilierung als Voraussetzung für 

die Stabilität des Moleküls betrachtet wird (Böhm 1998). Chemisch gesehen sind 

Anthocyane Glykoside, die durch verdünnte Säuren oder enzymatisch in die 

Farbstoffkomponente Anthocyanidin (Aglykon) und einen Zuckerrest gespalten werden 

können. Der Zuckerrest, in der Regel zwei Monosaccharide oder ein Disaccharid, ist meist 

an C3- bzw. C5-Stellung gebunden und wird teilweise mit Hydroxyzimtsäure acyliert. Bei 

allen bisher bekannten Aglykonen besteht die Grundstruktur aus einem 2-

Phenylbenzopyran, welches an den Positionen 3, 4‘, 5 und 7 durch Hydroxylgruppen 

substituiert ist (Crozier et al. 2009; Mazza und Kay 2008; Mazza und Miniati 1993). 

 

Tab. 3: Substitutionsmuster der Anthocyanidine (Mazza und Kay 2008; Maza und Miniati 1993) *Me = 
Methyl 

 

 

 

 

 

 R3‘ R4‘ R5‘ Summenformel 

Pelargonidin H OH H C15H11ClO5 

Cyanidin OH OH H C15H11ClO6 

Delphinidin OH OH OH C15H11ClO7 

Päonidin OMe* OH H C16H13ClO6 

Petunidin OH OH OMe C16H13ClO7 

Malvidin OMe OH OMe C17H15ClO7 

 

Anthocyane sind auch für die Lebensmittelindustrie aufgrund ihres Färbepotentials äußerst 

attraktiv. Ihre Stabilität ist jedoch stark von äußeren Einflüssen, wie Licht, Sauerstoff, 

Temperatur, pH-Wert, Metallionen, Enzyme und Ascorbinsäure abhängig (Baublis 1994; 

Fossen et al. 1998; Iversen 1999). Bei einem pH-Wert von 3 oder niedriger liegen die 

OH

OH

O

OH

R4'

R5'

R3'

 

+
Cl
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Anthocyane als Flavyliumkation vor. Steigt der pH-Wert, konkurrieren Kinetik und 

Thermodynamik zwischen der Hydrationsreaktion des Flavyliumkations und einem 

Protonentransfer zwischen den aziden Hydroxylgruppen der Aglykone. Bei pH 4-5 entsteht 

eine farblose Pseudobase, während bei pH 6-7 eine violette chinoidal Base entstehen kann. 

Aus beiden Substanzen entsteht durch Ringöffnung ein Chalcon (Abb. 5) (Fossen et al. 

1998; Lapidot et al. 1999; Mazza und Miniati 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5: Anthocyanstrukturen bei unterschiedlichem pH-Wert und deren Farbe, am Beispiel von Cyanidin-
3-Glukosid (Lapidot et al. 1999) 

 

 

Die alimentäre Polyphenol-/Anthocyanaufnahme lässt sich anhand von 

Verzehrserhebungen unter Berücksichtigung von Daten zum Polyphenolgehalt in 

Lebensmitteln ableiten. Hertog et al. (1995) konnten zeigen, dass zum Teil große 

Unterschiede in der Flavonoidzufuhr verschiedener Länder bestehen. Aber auch innerhalb 

einer Bevölkerungsgruppe kann die Schwankungsbreite beachtlich sein (Hertog et al. 

1993). Kulturelle Einflüsse, Ernährungsgewohnheiten sowie individuelle Vorlieben spielen 

hierbei eine Rolle. Im Durchschnitt setzt sich die täglich zugeführte Polyphenolmenge aus 

einem Drittel Phenolsäuren und zwei Dritteln Flavonoiden zusammen (Scalbert und 

Williamson 2000). Tabelle 4 enthält eine Übersicht über Zufuhrmengen einzelner 

Polyphenolgruppen für verschiedene Länder.  
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Tab. 4: Vorkommen von Polyphenolen (Alonso-Salces et al. 2004; Crozier et al. 2009; Foley et al. 1999; 
Gu et al. 2004; Manach et al. 2004; Mazza und Kay 2008) und alimentäre Zufuhr 

Polyphenolgruppe bedeutende Vertreter Vorkommen  alimentäre Zufuhr [mg/d] 

Hydroxy- 
benzoesäuren 

p-Hydroxybenzoesäure,  
Protocatechusäure, 
Gallussäure 
 

Zwiebel, Brombeere, 
schwarzer Rettich, 
schwarzer Tee 

11 (Deutschland) [1] 
 

Hydroxy- 
zimtsäuren 

p-Cumarsäure, 
Kaffeesäure,  
Ferulasäure 

Kaffee, Kirsche, Apfel, 
Weintraube, Brokkoli, 
Blaubeere, Getreide 

211 (Deutschland) [1] 

Flavonole Kämpferol,  
Quercetin,  
Myricetin 

Zwiebel, Grünkohl,  
Blaubeere, Lauch, 
Brokkoli, Apfel 

12 
4 

16 

(Deutschland) [2] 
(Finnland) [3] 
(Japan) [4] 

Flavone Luteolin, 
Apigenin 

Sellerie, Petersilie <1 
1-2 

(Finnland, Japan) [3, 4] 
(Dänemark) [5] 

Flavanole 
a) Catechine 
 
b) Procyanidine 
 

 

Catechin, Epicatechin,  
Epigallocatechin 
Procyanidin B2 

 

schwarzer Tee, Rotwein, 
Aprikose, Schokolade 
Apfel, Weintraube, 
Schokolade 

 
8 

20-50 
4 

58 

 
(Deutschland) [2] 
(Dänemark) [5] 
(Deutschland) [2] 
(USA) [6] 

Flavanone Naringenin, Hesperetin, 
Eriodictyol 

Zitrusfrüchte 13 
6-12 
20 

(Deutschland) [2] 
(Dänemark) [5] 
(Finnland) [3] 

Isoflavone Daidzein, Genistein, 
Glycitein 

Sojabohne <1 
47 

(USA, Holland) [7, 8] 
(Japan) [4] 

Anthocyane Cyanidin, Delphinidin, 
Malvidin 

Beerenobst, Rotwein, 
rote Weintraube, 
Aubergine 

3 
6-60 
82 

180-
215 

(Deutschland) [2] 
(Dänemark) [5] 
(Finland) [9] 
 
(USA) [9] 

Dihydrochalcone Phloretin, Phloridzin Apfel <1 (Deutschland) [2] 

[1] = Radtke et al. 1998, [2] = Linseisen et al. 1997, [3] = Knekt et al. 2002, [4] = Arai et al. 2000, [5] = 
Dragsted et al. 1997, [6] = Gu et al. 2004, [7] = De Kleijn et al. 2001, [8] = Boker et al. 2002, [9] Mazza und 
Kay 2008 
 

 

2.3.2 Antioxidative Eigenschaften der Polyphenole und ihre strukturellen 

Voraussetzungen 

Die antioxidativen Eigenschaften der Polyphenole beruhen vor allem auf ihrer Fähigkeit, 

freie Radikale abzufangen und prooxidative Übergangsmetalle zu binden (Sugihara et al. 

1999). Neben diesen klassischen Aktivitäten weisen sie weitere antioxidative 

Mechanismen auf. Hierzu zählen die Inhibierung und die Modulation der Genexpression 

von Enzymen (Kim et al. 2004), deren Aktivität zur Bildung von ROS führt (z.B. 
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Cyclooxygenasen, Lipoxygenasen), sowie die Beeinflussung von 

Signaltransduktionskaskaden (Williams et al. 2004).  

 

Insbesondere für die Gruppe der Flavonoide konnten antioxidative Eigenschaften in 

zahlreichen in vitro Untersuchungen (Bors et al. 1990, Burda und Oleszek 2001, Cao et al. 

1997, Peng und Kuo 2003, Rice-Evans et al. 1996, Sugihara et al. 1999) nachgewiesen und 

folgende strukturelle Voraussetzungen abgeleitet werden:  

- zwei ortho-ständige Hydroxylgruppen am B-Ring in Position 3’4’ 

- eine 2,3-Doppelbindung in Verbindung mit einer 4-Carbonylgruppe am C-Ring 

- eine Hydroxylgruppe in Position 3 in Verbindung mit einer 2,3-Doppelbindung am 

C-Ring 

- das Vorkommen unsubstituierter Hydroxylgruppen (Glykosilierung oder Methylierung 

führt zur Verminderung der antioxidativen Eigenschaften) 

- das Vorkommen von Metallbindungsdomänen zur Bildung von Chelaten mit 

Übergangsmetallen: eine 3’4’-Dihydroxygruppierung am B-Ring oder eine 3-Hydroxy- 

und 4-Carbonylgruppe am C-Ring oder eine 5-Hydroxy- und 4-Carbonylgruppe am 

C-Ring (Hider et al. 2001).  

 

Ozgová et al. (2003) zeigten, dass in unterschiedlichen Testsystemen verschiedene 

Strukturmerkmale essentiell für die antioxidativen Eigenschaften der Polyphenole sind. 

Struktur-Wirkungs-Beziehungen sollten daher immer im Kontext des jeweiligen 

verwendeten prooxidativen Systems betrachtet werden. 

 

 

2.3.3 Absorption der Polyphenole 

Die Absorption der Polyphenole wird durch ihre chemische Struktur bestimmt. Da die 

Polyphenole in Lebensmitteln überwiegend in Form hydrophiler Glykoside (Flavonoide), 

in Form von Estern (Hydroxyzimtsäuren) oder Polymeren (Procyanidine) vorliegen 

(Crozier et al. 2009, Manach et al. 2004), können sie die Darmmukosa nicht ohne weiteres 

passieren. 

In zahlreichen Human- (u.a. Erlund et al. 2000, Sesink et al. 2001) und Rattenstudien (u.a. 

Chang et al. 2005, Crespy et al. 2002, Mullen et al. 2002) konnten nach einer oralen 

Supplementierung mit Flavonoidglykosiden keine intakten Glykoside im Plasma detektiert 

werden. Dies spricht für eine Hydrolyse als notwendigen Schritt im Absorptionsprozess. 
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Németh et al. (2003) isolierten aus der Dünndarmmukosa des Menschen zwei 

ß-Glukosidasen: die Laktase-Phlorizin-Hydrolase (LPH) und die zytosolische ß-

Glukosidase (CBG). Day et al. (1998 & 2000) wiesen nach, dass Flavonoidglykoside als 

Substrate dieser Enzyme fungieren.  

Aus diesen Erkenntnissen lassen sich zwei mögliche Absorptionswege ableiten: 

- Als membranständiges Enzym auf der luminalen Seite des Dünndarmepithels 

ermöglicht die LPH eine Hydrolyse der Glykoside vor der Absorption mit 

anschließender passiver Diffusion des freigesetzten Aglykons.  

- Die intrazelluläre Hydrolyse der Glykoside durch die CBG setzt eine aktive Aufnahme 

des intakten Glykosids über epitheliale Transportsysteme voraus.  

Im Rahmen von in vitro Studien an isoliertem Rattendünndarm (Gee et al. 2000, Wolffram 

et al. 2002) und an humanen Caco-2 Zellen (Walgren et al. 2000) konnte der Natrium-

abhängige Glukose-Transporter SGLT1 als ein solches Transportsystem identifiziert 

werden. Unterschiede in der Effizienz der Absorption bestehen bei Flavonoidglykosiden in 

Abhängigkeit der Art des Zuckerrestes (Manach et al. 2005), der Anzahl der Zuckerreste 

(Gee et al. 2000), nicht aber der Position der Zuckerreste (Arts et al. 2004). Abbildung 6 

fasst die gegenwärtigen Erkenntnisse zur Absorption von Flavonoidglykosiden zusammen.  

 

 
 
Abb. 6: Absorption von Polyphenol-/Flavonoidglykosiden (Crozier et al. 2009; Mazza und Kay 2008; 

Németh et al. 2003). PP-sugar = Polyphenol-Glykosid; PP = Polyphenol-Aglykon; CBG = 
Cytosolische β-Glukosidase; LPH = Laktase-Phlorizin-Hydrolase; SGLT-1 = Natrium-
Abhängiger Glukose Transporter 1; Metabolising Enzymes = Catechol-O-Methyltransferase 
(COMT); Sulfotransferase (SULT); UDP-Glukuronosyltransferase (UDP-GT) 
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Im Gegensatz zu allen anderen Flavonoidglykosiden werden Anthocyane scheinbar auch 

ohne einen Hydrolyseschritt, also als intakte Glykoside, absorbiert. In zahlreichen 

Humanstudien konnten intakte Anthocyane in Blut und/oder Urin nachgewiesen werden 

(Bitsch et al. 2004; Cooney et al. 2004; Kay et al. 2004 & 2005; McGhie et al. 2003; 

Milbury et al. 2002; Mülleder et al. 2002; Netzel et al. 2001; Wu et al. 2002), während in 

anderen Studien hauptsächlich Metaboliten gefunden wurden (Felgines et al. 2003; 

Lehtonen et al. 2009). Walle (2004) führt diesen Unterschied auf die spezielle Struktur der 

Anthocyane als positiv geladenes Oxonium-Ion zurück (vgl. Abb. 5). Aber auch die 

Instabilität von Anthocyanmetaboliten während der Lagerung von biologischem 

Probenmaterial könnte für die unterschiedlichen Ergebnisse verantwortlich sein. Felgines 

und Kollegen konnten z.B. einen signifikanten Abbau von Pelargonidin-Metaboliten in 

gelagerten Urinproben beobachten (Felgines et al. 2003). 

Das in Abbildung 6 beschriebene Absorptionsmodell wird auch für die Anthocyane 

angenommen (Crozier et al. 2009; Mazza und Kay 2008). Ob die intakten Glykoside 

mittels passiver Diffusion oder aber via einem aktiven Transportmechanismus (z.B. mit 

Hilfe des SGLT1) absorbiert werden, muß letztendlich noch geklärt werden. Auch in 

welchem Ausmaß der organische Anionentransporter Bilitranslocase an der 

Anthocyanabsorption beim Menschen beteiligt ist, muß in weiteren Studien geprüft werden 

(Mazza und Kay 2008; Passamonti et al. 2002). 

 

Untersuchungen zur Absorption von Hydroxyzimtsäureestern wurden vor allem mit 

Chlorogensäure, einem Kaffeesäureester, durchgeführt. Die Aufnahme von intakter 

Chlorogensäure konnte in Interventionsstudien nicht (Azuma et al. 2000, Nardini et al. 

2002) oder nur in geringem Umfang (Gonthier et al. 2003, Olthof et al. 2001) 

nachgewiesen werden. Andreasen et al. (2001) wiesen im gesamten Darmabschnitt des 

Menschen Esterasen nach, die die Hydrolyse von Hydroxyzimtsäureestern katalysieren. 

Freie Hydroxyzimtsäuren, wie die Kaffeesäure, werden transzellulär über den 

Monocarboxylsäure-Transporter (MCT) aufgenommen (Konishi et al. 2003, Konishi und 

Kobayashi 2004). Die Absorption intakter Hydroxyzimtsäureester scheint dagegen auf 

parazellulärem Weg zu erfolgen (Konishi und Kobayashi 2005). Eine große Bedeutung bei 

der Absorption der Hydroxyzimtsäureester haben auch die Bakterien des Kolons. Gonthier 

et al. (2003) zeigten im Rattenversuch, dass nach Chlorogensäurezufuhr Metabolite 

bakteriellen Ursprungs die Hauptformen in Plasma und Urin darstellen. 
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Die Procyanidine sind aus den monomeren Flavanolen (-)-Epicatechin und (+)-Catechin 

aufgebaut (da Silva Porto et al. 2003). Aufgrund ihrer polymeren Natur und ihres hohen 

Molekulargewichtes ist ihre Absorptionsfähigkeit eingeschränkt. Die Absorption von 

Procyanidindimeren und -trimeren konnte sowohl in vitro (Déprez 1999 zitiert nach 

Déprez et al. 2000) als auch in vivo (Holt et al. 2002, Sano et al. 2003, Tsang et al. 2005) 

nachgewiesen werden. Für polymere Verbindungen mit einem durchschnittlichen 

Polymerisationsgrad von sieben ist die Darmmukosa dagegen undurchlässig (Déprez 1999 

zitiert nach Déprez et al. 2000). Mit der Nahrung aufgenommene Procyanidine gelangen 

überwiegend in den unteren Darmabschnitt und werden durch die Mikroflora gespalten 

(Déprez et al. 2000). Die dabei gebildeten Phenolsäuren können im Kolon absorbiert 

werden.  

 

 

2.3.4 Metabolismus der Polyphenole 

2.3.4.1 Konjugationen durch körpereigene Enzyme 

Die Polyphenole unterliegen im menschlichen Körper einem intensiven Metabolismus. Sie 

zirkulieren im Plasma vorwiegend als Konjugate mit Glukuronsäure, Schwefelsäure und 

Methylgruppen (Crozier et al. 2009; Piskula und Terao 1998). Transferasen, die die 

Konjugation der Polyphenole katalysieren, konnten in verschiedenen Geweben des 

Menschen nachgewiesen werden, mit höchsten Enzymaktivitäten in Darm, Leber und 

Niere (Piskula und Terao 1998). In der Darmmukosa erfolgt eine Konjugation primär mit 

Glukuronsäure (Spencer et al. 1999). Anhand eines in vitro Modells konnte gezeigt 

werden, dass diese Glukuronide in der Leber weiter methyliert oder nach Hydrolyse durch 

endogene ß-Glukuronidasen mit Schwefelsäure konjugiert werden (O’Leary et al. 2003). 

Die Konjugation erhöht die Wasserlöslichkeit der Polyphenole und leitet ihre 

Ausscheidung über den Urin oder die Galle ein (Manach et al. 2004). Mit der 

Gallenflüssigkeit in den Darm sezernierte Polyphenolkonjugate können nach ihrer 

Hydrolyse erneut absorbiert (enterohepatischer Kreislauf) (Manach et al. 2004) und damit 

ihre Verweildauer im Körper verlängert werden.  

 

Für die in vivo Wirkung der Nahrungspolyphenole ist von Interesse, inwieweit 

Konjugationsreaktionen ihre antioxidativen Eigenschaften beeinflussen. Halliwell et al. 

(2005) vermuten, dass diese aufgrund einer Blockierung radikalabfangender 

Hydroxylgruppen vermindert werden. Die wenigen bisher verfügbaren Studien weisen auf 
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einen zumindest partiellen Erhalt der antioxidativen Eigenschaften hin (Miyake et al. 2000, 

da Silva et al. 1998, Shirai et al. 2001). 

 

2.3.4.2 Metabolisierung durch Enzyme der Kolonbakterien 

Die Metabolisierung der Polyphenole durch die Bakterien des Kolons ist von großer 

Bedeutung. Aufgrund der eingeschränkten Absorptionsfähigkeit der Polyphenole im 

Dünndarm findet sie in beachtlichem Umfang statt. Die gebildeten Metabolite sind in 

Plasma und Urin nachweisbar (Crozier et al. 2009; Rechner et al. 2002) und können daher 

möglicherweise biologische Wirkungen im menschlichen Organismus entfalten (Unno et 

al. 2003).  

Bakterielle Enzyme katalysieren die Freisetzung von Hydroxyzimtsäuren und 

Flavonoidaglykonen durch Spaltung von Estern, Glykosiden und Glukuroniden (Aura et al. 

2002, Couteau et al. 2001). Im Unterschied zu körpereigenen Enzymen katalysieren sie 

auch den Abbau des Polyphenolgrundgerüstes. Die Struktur der hierbei gebildeten 

einfachen Phenolsäuren wird dabei allein vom Grundgerüst des Polyphenols bestimmt 

(Rechner et al. 2004). Degradationsprodukte wie Phenyl- und Hydroxyphenylderivate der 

Benzoesäure, der Essigsäure, der Propionsäure und der Valeriansäure entstehen so aus mit 

der Nahrung zugeführten Polyphenolen (Aura et al. 2002 & 2005, Déprez et al. 2000, 

Rechner et al. 2004). Auch Anthocyane können durch die Kolonmikroflora in eine 

Vielzahl von Phenolsäuren (wie z.B. Protocatechu-, Vanillin-, Homovanillin-, p-

Hydroxybenzoe-, 3,4-Dihydroxyphenylpropion- und m-Hydroxyphenylpropionsäure) ab- 

und umgebaut werden (Aura et al. 2005; Fleschhut et al. 2006; Forester und Waterhouse 

2008; Keppler und Humpf 2007; Nurmi et al. 2009; Seeram et al 2001). Verschiedene 

Autoren konnten zeigen, dass die Urinexkretion an Hippursäurederivaten/Hippursäure die 

aller anderen Metaboliten deutlich übersteigt und schließen daraus, dass die Hippursäure 

das Endprodukt des Polyphenolmetabolismus darstellt (DuPont et al. 2002; Mulder et al. 

2005; Rechner et al. 2002). Meselhy und Kollegen sowie Hollman und Katan haben diesen 

Metabolismus bereits 1997 exemplarisch für Catechin beschrieben: das in das Kolon 

gelangte Catechin wird von der dort ansässigen anaeroben Mikroflora nach 

Fragmentierung über verschiedene Zwischenprodukte zur Benzoesäure metabolisiert. 

Letztere wird dann in der Leber mit Glycin konjugiert und als Hippursäure renal eliminiert 

(Abb. 7). 
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Abb. 7: Schematische Darstellung der Metabolisierung von Catechin durch die Kolonmikroflora (Hollman 

und Katan 1997; Meselhy et al. 1997) 
 

Einige Kolonbakterien, die an der Metabolisierung der Polyphenole beteiligt sind, konnten 

bereits identifiziert werden (Tab. 5).  

 
Tab. 5: Am Polyphenolmetabolismus beteiligte Kolonbakterien 

Bakterium nachgewiesene Enzymaktivität Referenz 

Bacteroides distasonis α -Rhamnosidase, ß-Galaktosidase, ß-Glukosidase Bokkenheuser et al. 1987 
Bacteroides ovatus ß-Glukosidase Bokkenheuser et al. 1987 
Bacteroides uniformis ß-Glukosidase Bokkenheuser et al. 1987 
Bifidobacterium lactis Esterase Couteau et al. 2001 
Escherichia coli Esterase Couteau et al. 2001 
Eubacterium ramulus α-Glukosidase, ß-Glukosidase Schneider und Blaut 2000 
Lactobacillus gasseri Esterase Couteau et al. 2001 

 

 

 

2.4 Roter Traubensaft, Rotwein und Apfelsaft als Lieferanten von 

bioaktiven Polyphenolen 

 

2.4.1 Polyphenolprofile und “Polyphenollieferanten“ 

Fruchtsäfte (wie z.B. Apfel- und Traubensaft) aber auch Rotwein stellen neben Obst und 

Gemüse eine beachtenswerte Quelle für Polyphenole in der in unseren Breiten vorwiegend 

praktizierten, sogenannten westlichen Ernährung (“Western Diet“), dar. Ihr 

Polyphenolprofil wird in erster Linie von den zur Herstellung verwendeten Früchten 

bestimmt.  
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Anthocyane stellen in roten Weintrauben den Hauptanteil der Polyphenolfraktion (Cantos 

et al. 2002). Sie sind sowohl für die charakteristische Färbung der Trauben als auch der 

daraus hergestellten Produkte (wie z.B. Traubensaft oder Rotwein) verantwortlich. 

Malvidin-3-Glukosid ist generell das quantitativ wichtigste Anthocyan, gefolgt von den 3-

Monoglukosiden von Peonidin, Petunidin, Delphinidin und Cyanidin (Fernandez-Lopez et 

al. 1998; Kallithraka et al. 2005; Mazza und Miniati 1993; Yokotsuka und Nishino 1990). 

Die meisten Vitis vinifera Trauben (mit Ausnahme von Pinot Noir) enthalten außerdem 

noch Acetylglukoside, Cumaroylglukoside und Kaffeoylglukoside von Malvidin, Peonidin, 

Petunidin, Delphinidin und Cyanidin (Mazza und Miniati 1993; Mazza 1995). 

In Äpfeln (Chinnici et al. 2004; Crozier et al. 2009; Vrhovsek et al. 2004) und Apfelsäften 

(Alonso-Salces et al. 2004, Guyot et al. 2003) dominieren die Flavanole in Form von 

oligomeren Procyanidinen und die Hydroxyzimtsäuren. Eine für Äpfel spezifische 

Flavonoidgruppe sind die Dihydrochalcone (Crozier et al. 2009; le Guernevé et al. 2004). 

Sie werden daher zum Nachweis von Verfälschungen reiner Apfelprodukte genutzt. In 

Tabelle 6 sind die in roten Weintrauben und Äpfeln identifizierten Polyphenole 

zusammengefaßt. 

 

Tab. 6: Polyphenolprofile von Äpfeln (Crozier et al. 2009; Tsao et al. 2003) und roten Weintrauben 
(Cantos et al. 2002; Mazza und Miniati 1993; Mazza 1995) 

Äpfel rote Weintrauben 

Hydroxyzimtsäuren 
Chlorogensäure, p-Cumarchinasäure 

Hydroxyzimtsäuren 
Caftarsäure, Cutarsäure, Fertarsäure  

Flavanole 
a) Catechine:      Catechin, Epicatechin 
b) Procyanidine: Procyanidin B1, B2 und weitere 
                           nicht identifizierte Procyanidine 

Flavanole 
a) Catechine:      Catechin, Epigallocatechin, 
                           Gallocatechin 
b) Procyanidine: Procyanidin B1, B2, B4, C1 

Flavonole 
Quercetin 3-Galaktosid, Quercetin 3-Glukosid, 
Quercetin 3-Xylosid, Quercetin 3-Arabinosid, 
Quercetin 3-Rhamnosid 

Flavonole 
Quercetin 3-Glukuronid, Quercetin 3-Rutinosid, 
Quercetin 3-Glukosid, Kämpferol 3-Galaktosid, 
Kämpferol 3-Glukosid, Isorhamnetin 3-Glukosid 

Anthocyane 
Cyanidin 3-Galaktosid  
(nur in Schale roter Apfelsorten) 

Anthocyane 
Malvidin 3-Glukosid, Peonidin 3-Glukosid, Petunidin 
3-Glukosid, Delphinidin 3-Glukosid und Cyanidin 3-
Glukosid sowie Acetyl-, Cumaryl- und 
Kaffeylglukoside von Malvidin, Peonidin, Petunidin, 
Delphinidin und Cyanidin 

Dihydrochalcone 
Phloridzin, Phloretin 2’-Xyloglukosid,  
3-Hydroxy-phloretin 2’-Xyloglukosid,  
3-Hydroxyphloretin 2’-Glukosid 
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Polyphenolgehalt und Polyphenolprofil von Apfelsaft, Traubensaft und Rotwein können in 

Abhängigkeit der Herstellungstechnologie von denen der frischen Früchte abweichen. 

Guyot et al. (2003) zeigten, dass bei der konventionellen Gewinnung von Apfelsaft 58 % 

der Polyphenole im Trester zurückbleiben. Durch den Einsatz verbesserter Verfahren wie 

der alkoholischen Extraktion lässt sich der Erhalt der Polyphenole deutlich verbessern (van 

der Sluis et al. 2004). Die Extrahierbarkeit der Polyphenole wird von deren 

Wasserlöslichkeit bestimmt. Dihydrochalcone und Hydroxyzimtsäuren werden in 

größerem Umfang in den Saft transferiert als höhermolekulare Procyanidine (Guyot et al. 

2003), wodurch sich das Polyphenolmuster des Apfelsaftes gegenüber dem der Frucht 

ändert. Zudem können beim Pressvorgang Polyphenole aus nicht verzehrbaren Anteilen 

(Kerngehäuse, Kerne und Schale) gelöst werden.  

Dass die verwendeten Technologien bei der Verarbeitung von Trauben zu Saft bzw. 

Modifikationen bei der Weinbereitung einen erheblichen Einfluss auf den 

Polyphenolgehalt des jeweiligen Endprodukts haben, ist in der Literatur ebenfalls gut 

dokumentiert (Crozier et al. 2009, Mazza 1995, Mazza und Kay 1993). So können z.B. die 

Flavanole aus den flavanolreichen Weintraubenkernen durch quetschen der Kerne 

extrahiert werden und in das jeweilige Endprodukt übergehen (Escribano-Bailón et al. 

1992; Meyer et al. 1997). 

Neben der Herstellungstechnologie beeinflusst auch die Sorte einer Frucht die 

Polyphenolzusammensetzung des Endprodukts. Alonso-Salces und Kollegen (2004) 

untersuchten 29 sortenreine Apfelsäfte und stellten eine Variation des Polyphenolgehaltes 

um den Faktor acht sowie deutliche Unterschiede im Gehalt einzelner Polyphenole fest 

(Alonso et al. 2004). Thielen et al. konnten beim Vergleich von Apfelsäften, hergestellt aus 

Mostapfelsorten und Tafeläpfeln, ebenfalls deutliche Unterschiede hinsichtlich der 

antioxidativen Kapazität und des Polyphenolgehalts messen. Die TEAC- und 

Gesamtphenol-Werte sowie die Polyphenolgehalte (HPLC) waren in den Mostapfelsäften 

~3,3, ~2,5 und ~5,1fach höher als in den Tafelapfelsäften (Thielen et al. 2006).  

Die Anthocyangehalte in verschiedenen Traubensorten bzw. daraus hergestellten Weinen 

variieren ebenfalls sehr stark. So wurden z.B. in Rotweinen, hergestellt aus Cabernet 

Sauvignon-Trauben, Anthocyankonzentrationen von 78 mg/l gemessen, während in 

Rotweinen aus Merlot-Trauben 355 mg/l gefunden wurden (Frankel et al. 1995; Gambelli 

und Santaroni 2004; Gonzales-Neves et al. 2001; Gutierrez et al. 2005; Landrault et al. 

2001; Mazza et al. 1999; Zafrilla et al. 2003). 

 



2 Literaturübersicht 
 
 

26 

Während der Lagerung von Apfel- und Traubensäften sowie von Rotwein kann es in 

Abhängigkeit der Lagerbedingungen zu Bräunungs- und Abbaureaktionen kommen. 

Folglich verändern sich der Polyphenolgehalt und das Polyphenolprofil auch vom 

Zeitpunkt der Herstellung bis zum Konsum durch den Verbraucher (Dietrich et al. 2003, 

Iversen 1999, Mazza und Miniati 1993; van der Sluis et al. 2005).  

Neben klassischen Fruchtsäften und Weinen können aber auch Getränke auf der Basis von 

Fruchtextrakten bzw. polyphenolreiche Getränkemischungen als Polyphenol- bzw. 

Antioxidantienlieferanten dienen. In einer aktuellen Publikation von Borges und Kollegen 

konnten diese demonstrieren, dass ein polyphenolreiches Studiengetränk (bestehend aus 

Grüntee Flavan-3-olen, Zitrusflavanonen, Trauben-Procyanidinen, Chlorogensäure, Apfel-

Dihydochalkonen und Traubenanthocyanen) ein durchaus effizientes “Vehikel“ für 

bioverfügbare Polyphenole darstellen kann (Borges et al. 2010). 

 

Da Polyphenole normalerweise nicht als isolierte Einzelsubstanzen verzehrt werden, 

sondern als Teil von Mahlzeiten mit komplexer Zusammensetzung (Kohlenhydrate, Fette, 

Proteine, Ballaststoffe, Ethanolgehalt, andere Phytochemikalien), kann die 

Lebensmittelmatrix einen signifikanten Einfluss auf die Bioverfügbarkeit von 

Polyphenolen haben (Cermak et al. 2009; Mazza und Kay 2008). Generell konnte 

beobachtet werden, dass der Mensch Isoflavone und Gallussäure am besten absorbiert, 

gefolgt von Catechinen, Flavanonen und Quercetin-Glukosiden. Die niedrigsten 

Absorptionsraten wurden für Procyanidine, galloylierte Teecatechine und Anthocyane 

gemessen (Manach et al. 2005). Die potentielle Bedeutung der in vivo Metaboliten 

(insbesondere der im Kolon gebildeten Abbauprodukte) hinsichtlich Absorption und 

Bioverfügbarkeit, wurde in diesen Studien jedoch meist nur am Rande berücksichtigt. 

 

 

2.4.2 Bioaktivität 

Neben den klassischen antioxidativen Eigenschaften von Polyphenolen – protektive 

Wirkung in vivo durch abfangen von freien Radikalen – weisen immer mehr Studien auf 

signifikante biologische Aktivitäten der Polyphenole und ihrer Metaboliten auf zellulärer 

Ebene hin (Crozier et al. 2009; Fernandez-Panchon et al. 2008). Interessant ist, dass für 

diese zellmodulierenden Effekte Konzentrationen erforderlich sind, die durchaus über eine 

normale Ernährung erreicht werden können (Fernandez-Panchon 2008). Rechner und 

Kroner konnten in ihren Studien antithrombotische Wirkungen mit physiologisch 
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relevanten Konzentrationen von Delphinidin-3-Rutinosid, Cyanidin-3-Glukosid, Cyanidin-

3-Rutinosid und Malvidin-3-Glukosid sowie deren vermeintlichen Kolonmetaboliten 

(Dihydroferulasäure, 3-(3-Hydroxyphenyl)propionsäure, 3-Hydroxyphenylessigsäure und 

3-Methoxy-4-Hydroxyphenylessigsäure) erzielen (Rechner und Kroner 2005). In einer 

anderen Studie konnte mit Quercetin-Metaboliten (Quercetin-3-Glukuronid und Quercetin-

3’-Sulfat) sowohl eine Inhibierung als auch Aktivierung der Angiogenese beobachtet 

werden. Diese Befunde können wichtige Einblicke in den potentiellen 

antiatherosklerotischen Mechanismus von Flavonolen geben (Donnini et al. 2006). 

Weiterhin sind Wechselwirkungen von verschiedenen Polyphenolen mit dem Nuklear-

Faktor kappa B (NF-kB) Signalweg, Aktivator-Protein-1 (AP-1), Phase II Enzymen, 

Nuklear-Transkriptionsfaktor Erythroid 2p45 (NF-E2) verwandten Faktor 2 (Nrf2) und 

dem mitogenaktivierten Proteinkinase (MAPK) Signalweg beschrieben worden (Crozier et 

al. 2009). 

Ein besonders breites Bioaktivitätsspektrum zeigten insbesondere die Anthocyane; u.a. 

waren dies antioxidative (Fukumoto und Mazza 2000; Mazza et al. 2002), antientzündliche 

(Wang und Mazza 2002; Youdim et al. 2002), antimikrobielle (Pisha und Pezzuto 1994), 

antikarzinogene (Kamei et a. 1995; Kang et al. 2003; Katsube et al. 2003) und 

neuroprotektive (Galli et al. 2002, Youdim et al. 2000) Effekte sowie Verbesserung der 

Sehkraft (Matsumoto et al. 2003, Mercier et al. 1965) und Induktion von Apoptose 

(Katsube et al. 2003). 

 

Einige ausgewählte in vivo Studien zur potentiellen Bioaktivität von Weintrauben, 

Traubensaft, Rotwein und Äpfeln sind nachfolgend zusammengefasst. 

 

Antiatherogene Wirkung  

Auger et al. (2004) untersuchten den Einfluss polyphenolreicher Extrakte der Weintraube 

auf die Entstehung von Atherosklerose bei Hamstern. Zu einer cholesterinreichen Basisdiät 

erhielten die Hamster Weintraubenextrakte in einer Dosierung entsprechend dem 

Polyphenolgehalt von zwei Gläsern Rotwein. Die Entwicklung von Atherosklerose in der 

Aorta wurde durch Extrakte aus Weintraubenkernen im Mittel um 66 %, durch Extrakte 

aus Weintraubenmark um 34 % gehemmt. Ähnliche antiatherogene Wirkungen konnten 

Vinson et al. (2001) für roten Traubensaft, Rotwein und alkoholfreien Rotwein im 

Hamstermodell feststellen.  
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Ein entscheidender Schritt in der Pathogenese der Atherosklerose ist die oxidative 

Modifizierung von LDL. Untersuchungen zeigen, dass Apfelsäfte (Henn und Stehle 1998, 

Pearson et al. 1999) und Traubensäfte (Frankel et al. 1998, Henn und Stehle 1998, Miyagi 

et al. 1997) die Oxidation von humanem LDL in vitro inhibieren bzw. verzögern. 

Interventionsstudien verdeutlichen, dass solche Wirkungen auch für die in vivo Situation 

relevant sind. In einer Humanstudie von O’Byrne et al. (2002) erhielten die Probanden 

über einen Zeitraum von zwei Wochen 10 ml Traubensaft pro Tag und kg Körpergewicht. 

Nach der Interventionsphase konnte eine signifikant erhöhte Resistenz des LDL gegenüber 

einer ex vivo Oxidation festgestellt werden. Stein und Kollegen (Stein et al. 1999) konnten 

ähnliches beobachten, Miyagi et al. (1997) jedoch nicht. 

Erhöhte Serumlipidwerte stellen einen Risikofaktor für die Entstehung von Atherosklerose 

dar. Tier- und Humanstudien weisen auf lipidsenkende und damit antiatherogene 

Wirkungen von Äpfeln (Aprikian et al. 2001, Aprikian et al. 2003, Leontowicz et al. 2002, 

Leontowicz et al. 2003) und Weintrauben (Auger et al. 2004, O’Byrne et al. 2002) hin. 

Leontowicz et al. (2002) zeigten im Rattenversuch, dass eine Supplementierung mit Äpfeln 

dem Plasmalipid-erhöhenden Effekt einer cholesterinreichen Diät signifikant 

entgegengewirkt werden kann. Im Vergleich zur Kontrollgruppe war der 

Gesamtcholesteringehalt in der Apfelgruppe um 20 % vermindert, der LDL-Gehalt um 

33 % und der Triglycerid-Gehalt um 17 %. Der HDL-Gehalt wurde durch die 

Supplementierung nicht beeinflusst. Aprikian et al. (2003) konnten nachweisen, dass der 

lipidsenkende Effekt von Äpfeln sowohl auf den löslichen Ballaststoff Pektin als auch auf 

die Polyphenolfraktion zurückzuführen ist. Über die zugrunde liegenden Mechanismen 

liegen bisher nur wenige Studien vor. An Zellkulturmodellen konnte demonstriert werden, 

dass eine Hemmung der Lipoproteinsekretion im Enterocyten zum hypolipidämischen 

Effekt von Apfelpolyphenolen beiträgt (Vidal et al. 2005).  

 

Für Traubensaft konnten weitere antiatherogene Wirkungen nachgewiesen werden, die auf 

eine Verminderung der Thrombocytenaggregation (Keevil et al. 2000) sowie auf 

gefäßerweiternde Effekte (Stein et al. 1999) zurückzuführen sind.  

 

Antikarzinogene Wirkung 

In einer Studie an Ratten zeigten Liu et al. (2005), dass der Konsum von Äpfeln vor der 

Entstehung von Brustkrebstumoren schützen kann. Liu und Kollegen behandelten Ratten 

mit dem Karzinogen 7,12-Dimethylbenz[α)anthracen (DMBA). Die Supplementierung mit 
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Extrakten ganzer Äpfel erfolgte in drei Dosierungen entsprechend dem Verzehr von ein, 

drei und sechs Äpfeln pro Tag beim Menschen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe konnte 

die Tumorinzidenz um 17 %, 39 % und 44 % gesenkt werden. Jung et al. (2005) wiesen im 

Rattenversuch ähnliche antikarzinogene Wirkungen für roten Traubensaft nach. Neben 

antioxidativen Wirkmechanismen spielt die Hemmung der Zellproliferation bei der 

Krebsprävention eine bedeutende Rolle. Im Rahmen von in vitro Studien mit humanen 

HepG2 Leberkrebszellen und Caco-2 Kolonkrebszellen konnte gezeigt werden, dass Äpfel 

(Eberhardt et al. 2000, Sun et al. 2002, Wolfe et al. 2003) und rote Weintrauben (Sun et al. 

2002) antiproliferative Eigenschaften besitzen. Äpfel wiesen im Vergleich mit zehn 

weiteren häufig konsumierten Obstsorten die dritthöchste antiproliferative Aktivität auf. 

Sie hemmten die Proliferation der HepG2 Zellen stärker als rote Weintrauben (Sun et al. 

2002). Die Aussagekraft solcher in vitro Zellkulturmodelle ist jedoch sehr eingeschränkt 

und die Ergebnisse sollten mit Vorsicht interpretiert werden, insbesondere dann, wenn 

komplexe in vivo Vorgänge erklärt werden sollen. In vitro Untersuchungen von Lapidot et 

al. (2002) lassen z.B. vermuten, dass die Polyphenole des Apfels nicht direkt 

antiproliferativ wirken, sondern die beobachtete antiproliferative Wirkung auf der 

versuchsbedingten Bildung von H2O2 und anschliessenden Reaktion mit dem 

Zellkulturmedium basiert. Eine aktuellere Studie von Liu und Sun (2003) konnte diese 

Befunde jedoch nicht bestätigen.  

 

Weitere Wirkungen 

Äpfel und Weintrauben üben möglicherweise eine günstige Wirkung auf den 

Glukosemetabolismus aus. Die orale Zufuhr von lyophilisierten Äpfeln führte bei 

übergewichtigen Zucker-Ratten zu einer signifikanten Verminderung der 

Glukoseausscheidung im Harn. Bei normalgewichtigen Zucker-Ratten war dieser Effekt 

nicht signifikant (Aprikian et al. 2002). Pinent et al. (2004) konnten bei diabetischen 

Ratten eine antihyperglykämische Wirkung von procyanidinreichen Extrakten aus 

Weintraubenkernen nachweisen. Procyanidine scheinen insulinähnliche Aktivitäten zu 

besitzen. An insulinsensitiven Zellen stimulierten sie die Translokation des 

Glukosetransporters-4 in die Plasmamembran sowie die Aufnahme von Glukose in die 

Zelle (Pinent et al 2004).  

 

In einer Pilotstudie mit 24 Patienten mit atopischer Dermatitis konnten antiallergische 

Effekte von Äpfeln festgestellt werden. Ein Teil der Patienten erhielt über einen Zeitraum 
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von acht Wochen Supplemente aus kondensierten Apfeltanninen (Procyanidine). Die 

Standardtherapie wurde während der Studie beibehalten. Bereits nach zweiwöchiger 

Supplementierungsdauer waren Allergiesymptome bzw. Begleiterscheinungen wie 

Juckreiz und Schlafstörungen gegenüber der Kontrollgruppe signifikant vermindert 

(Kojima et al. 2000). Ein integraler Schritt in der allergischen Reaktion des Soforttyps ist 

die Freisetzung von Histamin aus Basophilen und Mastzellen. Diese Freisetzung kann 

durch kondensierte Tannine aus Äpfeln gehemmt werden (Kanda et al. 1998).  

 

Abschließend muss jedoch noch einmal deutlich darauf hingewiesen werden, dass die 

Mehrzahl dieser “Bioaktivitätsstudien“ nicht am Menschen und nicht mit 

polyphenolreichen Lebensmitteln ( Alltagssituation) durchgeführt wurden, sondern auf 

in vitro Experimenten (Zellkulturen) und Tierstudien mit isolierten Einzelsubstanzen 

basieren.  
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3 MATERIAL UND METHODEN 

 

In diesem Kapitel sind sowohl die gesamten analytischen Untersuchungen als auch die drei 

Humanstudien zusammengefasst. Damit trotz der umfangreichen Untersuchungen die 

“Übersicht“ gewährleistet bleibt, wurde die folgende Kapitelgliederung gewählt: 

3.1 Analytik – hier werden vorab sämtliche, in den drei Humanstudien verwendeten 

analytischen Methoden beschrieben. 

3.2 Humanstudien – hier werden im Anschluss an den “Analytik Teil“ die drei 

Humanstudien, einschließlich Fragestellungen/Zielsetzungen, Studiendesign und 

Methodik, beschrieben.  

 

 

3.1 Analytik 

3.1.1 Chemikalien und Geräte 

Alle verwendeten Chemikalien hatten entweder analytische oder HPLC Reinheit. 

Sämtliche Lösungen wurden mit H2O-bidest. angesetzt. Weitere Details zu den 

verwendeten Chemikalien, Methoden und Geräten (einschließlich dem eingesetzten 

HPLC-System) sind nachfolgend bzw. im Anhang (A.1) aufgeführt. 

Standardsubstanzen: Malvidin-3-Glukosid (Mal-3-Gluk), und Cyanidin-3-Glukosid (Cya-

3-Gluk) (Roth, Karlsruhe); Petunidin-3-Glukosid (Pet-3-Gluk) und Delphinidin-3-

Glukosid (Del-3-Gluk) (Polyphenols AS, Sandnes, Norwegen); Peonidin-3-Glukosid (Peo-

3-Gluk), (AG Prof. Winterhalter, Institut für Lebensmittelchemie, Technische Universität 

Braunschweig, Braunschweig); Chlorogensäure, Gallussäure-Monohydrat, Vanillinsäure, 

Kaffeesäure, Epicatechin, Phloridzin, Phloretin, Hippursäure, L-Ascorbinsäure und 

Harnsäure von Merck (Darmstad); p-Cumaroylchinasäure und Phloretin-2’-

Xylosylglukosid (AG Prof. Dietrich, Institut für Önologie und Getränkeforschung, 

Forschungsanstalt Geisenheim, Geisenheim); Malonaldehyde-bis(dimethylacetal), 

Thiobarbitursäure, Butylhydroxytoluol (BHT), Trolox ((±)-6-Hydroxy-2,5,7,8-

tetramethylchromane-2-carboxylic acid), 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ), 

Eisen(II)-Sulfat heptahydrat, Eisen(III)-Chloride hexahydrat und Folin-Ciocalteu Reagenz 

von Sigma-Aldrich (Taufkirchen). 
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3.1.2 Bestimmung der antioxidativen Kapazität 

 

3.1.2.1 Photosensibilisierte Chemolumineszenz (PCL) 

Prinzip der Methode: Bei diesem Verfahren wird eine durch ROS hervorgerufene, zeitlich 

stabile Chemilumineszenz erzeugt. Superoxidradikale (O2
–) werden durch optische 

Anregung eines Photosensibilisators (S) (z.B. Luminol) gebildet. Bei der 

Disproportionierung zweier Radikale wird ein Teil der Energie in Form von Lichtquanten 

frei, so dass die Radikale chemiluminometrisch detektiert werden können. Antioxidantien 

“löschen“ durch Abfangen (“scavenging“) der ROS die Chemilumineszenz-Erscheinung 

aus. Die dadurch entstehende Lagphase ist ein Maß für die antioxidative Kapazität der 

untersuchten Probe. Diese wird mit Hilfe einer Trolox-Kalibriergeraden berechnet und in 

mmol oder µmol “Trolox Equivalents“ (TE) angegeben. (Popov und Lewin 1999; 

Schlesier et al. 2002) Weitere Details zur Methode sind im Anhang (A.1.1.1) aufgeführt. 

Eingesetzt in Humanstudie II und III für: Apfelsäfte, Antiox-Getränk, Plasma und Urin.  

 

S + hv + O2  [S*O2]  S+ + O2
– 

 

Abb. 8:  prinzipieller Reaktionsmechanismus des PCL-Tests (Prior et al. 2005) 

 

3.1.2.2 Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) 

Prinzip der Methode: Der FRAP-Test basiert auf den reduzierenden Eigenschaften von 

Antioxidantien. In deren Gegenwart wird bei niedrigem pH-Wert der Eisen(III)-

Tripyridyltriazin-Komplex zur entsprechenden Eisen(II)-Form dieses Komplexes reduziert 

(Abb. 9). Letzterer weist eine intensiv blaue Farbe auf und kann photometrisch bei 595 nm 

gemessen werden. Anhand einer Eisen(II)-Sulfat-Kalibrierung wird der FRAP-Wert für die 

Proben in Fe2+-Äquivalenten ermittelt. (Schlesier et al. 2002; Benzie & Strain 1996). 

 

 
Abb. 9:  Reduktion des Eisen(III)-Tripyridyltriazin-Komplexes zur Eisen(II)-Form (Huang et al. 2005) 
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Weitere Details zur Methode sind im Anhang (A.1.1.2) aufgeführt. Eingesetzt in 

Humanstudie II und III für: Apfelsäfte, Antiox-Getränk, Plasma und Urin. 

 

3.1.2.3 Gesamtphenole nach Folin-Ciocalteu 

Prinzip der Methode: Die Bestimmung beruht auf der Redoxreaktion der Phenole im 

alkalischen Milieu mit Wolframat und Molybdat zu einem blauen Farbkomplex. Die 

Extinktion dieses Farbkomplexes kann bei 750 nm gemessen werden. Die 

Gesamtphenolgehalte/-konzentrationen in den Proben werden gewöhnlich mittels einer 

Gallussäure-Kalibriergeraden ermittelt und in “Gallic Acid Equivalents“ (GAE) 

angegeben. (Schlesier et al. 2002; Singleton & Rossi 1965) Während in den Saft- und 

Urinproben die Gesamtphenolgehalte direkt bestimmt werden können, ist bei den 

Plasmaproben eine Aufbereitung zur Extraktion der Polyphenole und Fällung der 

Plasmaproteine notwendig. Die Hydrolyse der konjugierten Polyphenole und deren 

Freisetzung aus Lipidbindungen wird durch Inkubation mit Salzsäure- und 

Natriumhydroxid-Lösung erreicht. Die Plasmaproteine werden mit m-Phosphorsäure 

gefällt. (Serafini et al. 1998) Weitere Details zur Methode sind im Anhang (A.1.1.3) 

aufgeführt. Eingesetzt in Humanstudie I, II und III für: Rotwein, rotes 

Traubensaftkonzentrat, Apfelsäfte, Antiox-Getränk, Plasma und Urin. 

 

Na2WO4/Na2MoO4  (Phenol–MoW11O40)
–4 

Mo(VI) (gelb) + e–  Mo(V) (blau) 

 

Abb. 10:  prinzipieller Reaktionsmechanismus des Gesamtphenol-Tests nach Folin-Ciocalteu (Prior et al. 

2005) 

 

 

3.1.3 HPLC-Methoden 

3.1.3.1 Anthocyane – Humanstudie I 

Analyten: Cya-3-Gluk, Del-3-Gluk, Pet-3-Gluk, Peo-3-Gluk und Mal-3-Gluk. 

Studiengetränke: ’Lemberger’ Rotwein und rotes Traubensaftkonzentrat; die 

Studiengetränke wurden mit einem Gemisch aus H2O/Acetonitril/Ameisensäure (81:10:9, 

v/v/v) verdünnt (1:50) und vor der Analyse für 5 Minuten bei 20000 g zentrifugiert. 
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Plasma: EDTA-Plasma (3 ml) wurde mit Trifluoressigsäure (TFA) stabilisiert, 

zentrifugiert (5 Minuten bei 20000 g) und der Überstand über eine zuvor mit Methanol und 

Ameisensäure aktivierte Sep-Pak C18-Festphasenkartusche (Waters, Milford, USA) 

extrahiert (Miyazawa et al. 1999).  

Urin: der mit Ameisensäure stabilisierte Urin (7 bzw. 14 ml) wurde im 

Rotationsverdampfer unter Vakuum konzentriert, mit einem Gemisch aus 

H2O/Acetonitril/Ameisensäure (81:10:9, v/v/v) rückverdünnt und vor der Analyse für 10 

Minuten bei 20000 g zentrifugiert (Netzel et al. 2001). 

Jeweils 100 µl Probe (Saft/Plasma/Urin) wurden für die HPLC-Analyse verwendet. Die 

Trennung erfolgte über eine RP-C18 Säule (Hyperchrome Prontosil Eurobond C18; 250 x 

4 mm, 5 µm ID; Bischoff, Leonberg) mit einem Gemisch aus H2O/Acetonitril/ 

Ameisensäure (81:10:9, v/v/v; pH 1,6) als mobile Phase. Die eluierten Substanzen wurden 

bei 520 nm detektiert und mit Hilfe von individuellen Kalibriergeraden für jedes 

Anthocyan quantifiziert. (Miyazawa et al. 1999, Netzel et al. 2001) Weitere Details zur 

Methode sind im Anhang (A.1.2.1) aufgeführt. Eingesetzt in Humanstudie I für: rotes 

Traubensaftkonzentrat, Rotwein, Plasma und Urin. 

 

3.1.3.2 Polyphenole – Humanstudie II 

Analyten: Chlorogensäure, Epicatechin, Cumaroylchinasäuren, Phloretin-2-Xyloglukosid, 

Phloridzin, Phloretin, Procyanidin B2. 

Studiengetränke: vier naturtrübe, sortenreine Apfelsäfte; die Apfelsäfte wurden mit 2%iger 

Essigsäure in H2O verdünnt (1:5) und vor der Analyse für 5 Minuten bei 20000 g 

zentrifugiert. 

Urin: der mit Ameisensäure stabilisierte Urin wurde zentrifugiert (5 Minuten bei 20000 g 

und Raumtemperatur) und über eine zuvor mit Methanol und Ameisensäure aktivierte Sep-

Pak C18-Festphasenkartusche (Waters, Milford, USA) extrahiert (Felgines et al. 2003). 

Jeweils 100 µl Probe (Saft/Urin) wurden für die HPLC-Analyse verwendet. Die Trennung 

erfolgte über eine RP-C18 Säule (Hyperchrome Prontosil Eurobond C18; 250 x 4 mm, 

5 µm ID; Bischoff, Leonberg) mit einem Gradienten aus H2O, Acetonitril und Essigsäure. 

Die eluierten Substanzen wurden bei 280, 320 und 360 nm detektiert und mit Hilfe von 

individuellen Kalibriergeraden für jedes Polyphenol quantifiziert. (Schieber et al. 2001) 

Weitere Details zur Methode sind im Anhang (A.1.2.2) aufgeführt. Eingesetzt in 

Humanstudie II für: Apfelsäfte und Urin. 
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3.1.3.3 Hippursäure 

Direktinjektion der Urinproben nach konzentrationsabhängiger Verdünnung mit H2O 

(1:100 bis 1:500) und anschließender Zentrifugation (5 Minuten bei 20000 g und 

Raumtemperatur). Jeweils 100 µl Probe wurden für die HPLC-Analyse verwendet. Die 

Trennung erfolgte über eine RP-C18 Säule (Hyperchrome Prontosil Eurobond C18; 250 x 

4 mm ID, 5 µm; Bischoff, Leonberg) mit einem Gemisch aus Acetonitril/H2O/Essigsäure 

(35:63:2, v/v/v; pH 2.0) als mobile Phase. Hippursäure wurde bei 235 nm detektiert und 

mit Hilfe einer externen Hippursäure Kalibriergeraden quantifiziert. (Kubota et al. 1988) 

Weitere Details zur Methode sind im Anhang (A.1.2.3) aufgeführt. Eingesetzt in 

Humanstudie II und III für: Urin. 

 

3.1.3.4 Ascorbinsäure und Harnsäure 

Plasma und Urin: die mit 10 %iger Meta-Phosphorsäure stabilisierten Plasmaproben 

(250 µl m-H3PO4/250 µl Plasma) bzw. mit 20 %iger Meta-Phosphorsäure versetzten 

Urinproben (100 µl m-H3PO4/ml Urin) wurden zentrifugiert (5 Minuten bei 20000 g und 

Raumtemperatur) und die Überstände mit H2O verdünnt (1:50). Jeweils 100 µl Probe 

wurden für die HPLC-Analyse verwendet. Die Trennung erfolgte über eine RP-C18 Säule 

(Hyperchrome Prontosil Eurobond C18; 250 x 4 mm, 5 µm ID; Bischoff, Leonberg) mit 

einem Gemisch aus H2O und Schwefelsäure als mobile Phase. Die eluierten Substanzen 

wurden bei 245 nm detektiert und mit Hilfe von externen Kalibriergeraden (L-

Ascorbinsäure und Harnsäure) quantifiziert. (Ross 1994; Vazquez-Oderiz et al. 1994) 

Weitere Details zur Methode sind im Anhang (A.1.2.4) aufgeführt. 

Ascorbinsäure in den Studiengetränken (Apfelsäfte und Antiox-Getränk): die 

Getränkeproben wurden zentrifugiert (5 Minuten bei 20000 g), verdünnt und wie bereits 

für Plasma und Urin beschrieben, analysiert.  

Eingesetzt in Humanstudie II und III für: Apfelsäfte, Antiox-Getränk, Plasma und Urin. 

 

3.1.3.5 Malondialdehyd (MDA) 

Urin wurde mit Thiobarbitursäure und Butylhydroxytoluol versetzt, inkubiert (45 Minuten 

bei 95°C), auf Eis abgekühlt und zentrifugiert (10 Minuten bei 20000 g und 

Raumtemperatur). Der Überstand wurde mit H2O verdünnt (1:5 bis 1:10). Jeweils 100 µl 

Probe wurden für die HPLC-Analyse verwendet. Die Trennung erfolgte über eine RP-C18 

Säule (Hyperchrome Prontosil Eurobond C18; 125 x 4 mm, 5 µm ID; Bischoff, Leonberg) 

mit einem Gemisch aus Methanol und 50 mM Natriumphosphatpuffer (35:65, v/v; pH 7.0) 



3 Material & Methoden 
 

 36

als mobile Phase. Das eluierte MDA wurde fluorimetrisch (Anregung: 515 nm; Emission: 

553 nm) detektiert und mit Hilfe einer externen MDA Kalibriergeraden quantifiziert. 

(Volpi & Tarugi 1998) Weitere Details zur Methode sind im Anhang (A.1.2.5) aufgeführt. 

Eingesetzt in Humanstudie III für: Urin. 

 

Anmerkungen zu den verwendeten Methoden: 

 

 Generell wurde eine Doppelbestimmung durchgeführt (dies gilt sowohl für die 

antioxidativen Tests als auch für die HPLC-Analytik). Sämtliche Proben 

(Studiengetränke, Plasma und Urin) die nicht sofort analysiert werden konnten, d.h. 

am Tag ihrer Aufbereitung, wurden bei –80°C zwischengelagert. 

 

 Die Getränke-, Plasma- und Urinproben wurden vor ihrer Analyse verdünnt, so 

dass sämtliche Bestimmungen (antioxidative Kapazität) und Analysen (HPLC) 

innerhalb der linearen Mess- bzw. Arbeitsbereiche durchgeführt wurden. 

 

 PCL, FRAP und Gesamtphenole: Vor jeder Messserie (“Probencharge“) wurde eine 

komplette Kalibrierung durchgeführt: vier verschiedene Kalibrierkonzentrationen 

für PCL, fünf für FRAP und GP und jeweils drei Wiederholmessungen pro 

Kalibrierkonzentration; verwendete Standardsubstanzen: Trolox für PCL, Fe(II)-

Sulfat für FRAP und Gallussäure-Monohydrat für Gesamtphenole.  

 

 HPLC-Analytik: Für jede zu analysierende Substanz (s. 3.1.3.1-3.1.3.5) wurde eine 

komplette Kalibrierung mit der entsprechenden Reinsubstanz durchgeführt: sechs 

verschiedene Kalibrierkonzentrationen und jeweils drei Wiederholmessungen pro 

Kalibrierkonzentration.  

 

 Die detektierten Substanzen (HPLC) wurden mit Hilfe von Retentionszeiten, 

Aufstockverfahren (“spiken“ der Proben mit den entsprechenden 

Standardsubstanzen) sowie über die spezifischen UV/VIS-Spektren (Diodenarray-

Detektion; Ausnahme MDA) identifiziert (s. auch “3.1.3.6 HPLC-ESI-MS/MS 

Analytik“).  

 

Weitere Details zu den Methoden sind im Anhang (A.1) zu finden. 
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3.1.3.6 HPLC-ESI-MS/MS Analytik (extern) 

Probenaliquote (Urinproben von Humanstudie I und II) wurden zusätzlich mittels HPLC-

ESI-MS/MS analysiert. Die Identität der mittels HPLC-DAD/-UV/VIS detektierten 

Substanzen sollte dadurch bestätigt bzw. vorhandene Metaboliten identifiziert werden. Das 

dafür notwendige Probenmaterial wurde tiefgefroren (-24°C) an Herrn Dr. Dietmar 

Kammerer (Universität Hohenheim, Institut für Lebensmittelwissenschaft und 

Biotechnologie, LS Lebensmittel pflanzlicher Herkunft) gesendet. Herr Dr. Kammerer hat 

dort die entsprechenden LC-MS Analysen durchgeführt. Von Humanstudie I konnte aus 

technischen Gründen (nicht genügend Probenmaterial) leider kein Blutplasma nach 

Hohenheim gesendet werden. Die Identifikation der im Plasma nach Rotwein und rotem 

Traubensaftkonzentrat detektierten Substanzen basiert somit “nur“ auf den typischen 

UV/VIS Spektren (erfasst mittels Diodenarray-Detektion), den spezifischen 

Retentionszeiten sowie dem “Spiken“ von Plasmaproben mit den entsprechenden 

Standardsubstanzen (Cya-3-Gluk, Del-3-Gluk, Pet-3-Gluk, Peo-3-Gluk und Mal-3-Gluk). 

Weitere Details zur LC-MS Analytik sind im Anhang (A.1.2.6) aufgeführt. 

 

 

3.2 Humanstudien 

Nachfolgend sind die drei durchgeführten Humanstudien in chronologischer Reihenfolge 

(I-III) aufgeführt. Die jeweilige Zielsetzung, Studiendesign und verwendete Analytik wird 

für jede Studie kurz beschrieben. Die Humanstudien wurden bei den zuständigen 

Ethikkommissionen der Justus-Liebig-Universität Gießen sowie der Friedrich-Schiller-

Universität Jena angemeldet, beraten und genehmigt.  

 

Humanstudie I (rotes Traubensaftkonzentrat vs. Rotwein) wurde in der Klinik für Innere 

Medizin III der Justus-Liebig-Universität Gießen durchgeführt; Humanstudie II 

(Urinstudie mit naturtrübem sortenreinen Apfelsaft) und Humanstudie III (Antiox-

Getränk) fanden im Forschungszentrum Lobeda, einem Teilbereich des Klinikums der 

Friedrich-Schiller-Universität Jena, statt. Erfahrene Ambulanzschwestern und Ärzte haben 

in den Humanstudien I und III mitgewirkt. 
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3.2.1 Studiengetränke 

In den drei Humanstudien wurden insgesamt vier verschiedene Studiengetränke eingesetzt 

(Tab. 7). 

 

Tab. 7:  Studiengetränke (Humanstudien I-III) 

Humanstudien Getränke 

I 
Rotwein und rotes 

Traubensaftkonzentrat 
’Lemberger’ und ein kommerziell erhältliches Konzentrat 

aus rotem Traubensaft 

II 
naturtrüber und 

sortenreiner Apfelsaft 
Weißer-Trierer-Weinapfelsaft 

III Antiox-Getränk 

Mischung aus Blaubeeren-, Holunderbeeren- und 
schwarzem Johannisbeerenkonzentrat, sowie Extrakten aus 
Hagebutten, Hibiskus, Brombeeren, Schwarzbeerblättern, 

schwarzer Karotte und Ascorbinsäure 

 

Anmerkungen zur Tabelle:  

Humanstudie I: ’Lemberger’ Rotwein: Geisenheimer Mäuerchen (Lese Herbst 2001), 

Kombination aus Maischeerwärmung und Maischegärung (Maischeerwärmung bei 65°C 

und 24 Std. Standzeit, anschließend offene Büttengärung für zwei Wochen), Gehalt an SO2 

und Ethanol: 60 mg/l und 91 g/l; produziert und geliefert von der FA Geisenheim, 

Fachgebiet Kellerwirtschaft, AG Prof. Christmann. Details zu den verschiedenen 

Weinbereitungsverfahren und deren Einfluss auf den Polyphenolgehalt der Weine wurde in 

der folgenden Publikation “Netzel M, Strass G, Bitsch I, Könitz R, Christmann M, Bitsch R 

(2003) Effect of grape processing on selected antioxidant phenolics in red wine, Journal of 

Food Engineering 56, 223-228“, beschrieben. 

Rotes Traubensaftkonzentrat: kommerziell erhältliches Konzentrat, bezogen von der Fa. 

Wild GmbH, Eppelheim. 

Humanstudie II: die im Rahmen von Humanstudie II (Studie-Apfelsäfte und Studie-Urin) 

verwendeten sortenreinen und naturtrüben Apfelsäfte wurden in der FA Geisenheim, 

Fachgebiet Weinanalytik und Getränkeforschung, AG Prof. Dietrich, aus “alten“ 

(traditionellen) Mostapfelsorten hergestellt.  

Humanstudie III: das in Humanstudie III verwendete Getränkepulver zur Herstellung des 

Antiox-Getränks wurde von der Fa. Dr. B. Scheffler Nachf. GmbH & Co. KG, Bergisch 

Gladbach, geliefert. Die vollständige Zutatenliste, soweit vom Hersteller verfügbar, ist im 

Anhang (A.2.3.1) aufgeführt. 
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3.2.2 Humanstudie I: rotes Traubensaftkonzentrat vs. Rotwein 

Humanstudie I gliedert sich in eine Vorstudie (ein Getränk [rotes Traubensaftkonzentrat] 

und ein Proband) zur Prüfung des Studiendesigns und in eine Hauptstudie mit neun 

Probanden und zwei Getränken (rotes Traubensaftkonzentrat und Rotwein; s. 3.2.2.1 und 

3.2.2.2). Die Ergebnisse der Hauptstudie wurden im Canadian Journal of Physiology and 

Pharmacology publiziert (Frank T, Netzel M, Strass G, Bitsch R, Bitsch I (2003) 

Bioavailability of anthocyanidin-3-glucosides following consumption of red wine and red 

grape juice, Canadian Journal of Physiology and Pharmacology, 81, 423-435). 

 

3.2.2.1 Vorstudie 

Ziel: 

Bestimmung der Bioverfügbarkeit von Anthocyanen aus rotem Traubensaftkonzentrat 

(Vorstudie mit einem Probanden) 

 

Studiendesign: 

Ein (1) klinisch gesunder Proband (männl., Nichtraucher, 34 Jahre, BMI 26,3 kg/m2) 

erhielt an einem Versuchstag 400 ml verdünntes rotes Traubensaftkonzentrat (RTSK; Tab. 

8) zusammen mit einer Standardmahlzeit (praktisch Vitamin C- und polyphenolfrei). 

Nüchtern sowie über einen Zeitraum von 5 Std. nach Getränkezufuhr wurde 8mal Blut zur 

Plasmagewinnung entnommen. Urin wurde nüchtern sowie in 10 Intervallen über einen 

Zeitraum von 10 Std. nach Getränkekonsum gesammelt und bis zur Analyse bei -80°C 

gelagert (Abb. 11). Am Versuchstag war während der zehnstündigen Versuchsdauer nur 

der Konsum von Trinkwasser erlaubt. Der Proband wurde über die einzuhaltende 

Nüchternphase (mind. 10 Std. vor Versuchsbeginn) und die am Vorversuchstag zu 

meidenden Getränke/ Lebensmittel ausführlich instruiert.  
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Tab. 8: applizierte Anthocyanmengen (Humanstudie I/Vorstudie) 

Anthocyane Dosis/400 ml RTSK1 

Cya-3-Gluk (mg) 5,2 

Del-3-Gluk (mg) 57,9 

Mal-3-Gluk (mg) 151,4 

Peo-3-Gluk (mg) 96,1 

Pet-3-Gluk (mg) 22,5 

Gesamt-Anthocyane (mg)2 333,1 
1150 ml Konzentrat wurden mit 250 ml Wasser 

verdünnt. 2Summe aus Cya-3-Gluk, Del-3-Gluk, Mal-

3-Gluk, Peo-3-Gluk und Pet-3-Gluk. 

 

 

 

 

Abb. 11: Studiendesign (Humanstudie I/Vorstudie); Standardmahlzeit: 1 Weißbrötchen mit 30g Käse 

(Gouda) 

 

Analytik: 

Bestimmung der Hauptanthocyane der roten Traube (Cya-3-Gluk, Del-3-Gluk, Mal-3-

Gluk, Peo-3-Gluk und Pet-3-Gluk) in RTSK, Plasma und Urin mittels HPLC-DAD. 

 

 

 

 Zufuhr von 400 ml RTSK mit einer Standardmahlzeit

nüchtern       0,25    0,5       1       1,5         2                3                 4                   5                  6                  7                  8                 9                  10 

Plasma 
Urin 

Zeit (h) 
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3.2.2.2 Hauptstudie 

 

Fragestellung: 

Gibt es Unterschiede in der Bioverfügbarkeit von Anthocyanen (Monoglukoside) aus 

Rotwein und rotem Traubensaftkonzentrat?  

(beide Studiengetränke wurden äquivalent hinsichtlich ihres Anthocyangehalts dosiert) 

 

Studiendesign: 

Neun (9) klinisch gesunde Probanden beiderlei Geschlechts (Tab. 9) erhielten an zwei 

Versuchstagen entweder 400 ml Rotwein oder 400 ml verdünntes RTSK (Tab. 10) 

zusammen mit einer Standardmahlzeit (praktisch Vitamin C- und polyphenolfrei). 

Nüchtern sowie über einen Zeitraum von 3 Std. nach Getränkezufuhr wurde 6mal Blut zur 

Plasmagewinnung entnommen. Urin wurde nüchtern sowie in 7 Intervallen über einen 

Zeitraum von 7 Std. nach Getränkekonsum gesammelt und bis zur Analyse bei -80°C 

gelagert (Abb. 12). An beiden Versuchstagen war während der siebenstündigen 

Versuchsdauer nur der Konsum von Trinkwasser erlaubt. Damit an den Versuchstagen 

auch “identische“ Rahmenbedingungen gewährleistet waren, wurden die Probanden über 

die einzuhaltenden Nüchternphasen (mind. 10 Std. vor Versuchsbeginn) und die am 

jeweiligen Vorversuchstag zu meidenden Getränke/ Lebensmittel ausführlich instruiert.  

 

Tab. 9: Probandenkollektiv (Humanstudie I/Hauptstudie)  

♀ n = 5 

♂ n = 4 

Alter (Jahre) 24 – 34 

BMI (kg/m2) 22,5 ± 2,7 

klinisch gesund n = 9 

Nichtraucher n = 9 
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Tab. 10: applizierte Anthocyanmengen (Humanstudie I/Hauptstudie) 

Anthocyane Dosis/400 ml RTSK1 Dosis/400 ml Rotwein 

Cya-3-Gluk (mg) 3,1 2,4 

Del-3-Gluk (mg) 49,8 38,2 

Mal-3-Gluk (mg) 130,7 184,6 

Peo-3-Gluk (mg) 83,2 18,0 

Pet-3-Gluk (mg) 16,8 36,4 

Gesamt-Anthocyane (mg)2 283,5 279,6 

1120 ml Konzentrat wurden mit 280 ml Wasser verdünnt. 2Summe aus Cya-3-

Gluk, Del-3-Gluk, Mal-3-Gluk, Peo-3-Gluk und Pet-3-Gluk. 

 

 

 
Abb. 12: Studiendesign (Humanstudie I/Hauptstudie); Standardmahlzeit: 1 Weißbrötchen mit 30g Käse 

(Gouda) 

 

Analytik: 

Bestimmung der Hauptanthocyane der roten Traube (Cya-3-Gluk, Del-3-Gluk, Mal-3-

Gluk, Peo-3-Gluk und Pet-3-Gluk) in RTSK, Rotwein, Plasma und Urin mittels HPLC-

DAD. Aliquote der Urinproben wurden zusätzlich mittels HPLC-ESI-MS/MS analysiert. 

Anmerkung: die Gesamtphenol-Werte fuer RTSK, Rotwein und Plasma sind im Anhang 

(A.2.1.5) aufgeführt. 

 Zufuhr von 400 ml RTSK 
 oder 400 ml Rotwein mit einer 
 Standardmahlzeit 
 4-wöchige ‘wash-out’ Phase 

nüchtern        0,25     0,5       1       1,5        2                     3                    4                     5                     6                   7 

Plasma 
Urin 

Zeit (h) 
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3.2.2 Humanstudie II: “Apfelsäfte“ 

Humanstudie II gliedert sich in zwei Studien: Studie-Apfelsäfte und Studie-Urin. In 

erstgenannter Studie wurden vier naturtrübe sortenreine Apfelsäfte des gleichen Jahrgangs 

bzgl. der “Parameter“ antioxidative Kapazität und antioxidativ wirksame Substanzen 

untersucht. In der sich anschließenden Studie-Urin wurde bei klinisch gesunden Probanden 

die renale Exkretion von Apfelsaft-Antioxidantien bestimmt. Hierfür wurde der “beste 

Apfelsaft“ aus der Studie-Apfelsäfte eingesetzt; d.h., der Apfelsaft mit dem höchsten 

Antioxidantiengehalt. 

 

3.2.2.1 Studie-Apfelsäfte 

Ziel:  

Vergleich von vier naturtrüben sortenreinen Apfelsäften des gleichen Jahrgangs 

hinsichtlich der “Parameter“ antioxidative Kapazität und antioxidativ wirksame 

Substanzen. 

 

Probenmaterial: 

Weißer-Trierer-Weinapfelsaft, Erbachhofer-Apfelsaft, Kaiser-Wilhelm-Apfelsaft und 

Bohnapfelsaft. Alle Apfelsäfte wurden aus Äpfeln des Erntejahrgangs 2001 hergestellt. 

 

Analytik: 

 antioxidative Kapazität [PCL-Test, FRAP-Test und Gesamtphenole nach Folin-

Ciocalteu] 

 Polyphenole: Chlorogensäure, Cumaroylchinasäuren, Phloridzin, Phloretin-2-

xyloglucosid, Epicatechin, Procyanidin B2 [HPLC-DAD] 

 Ascorbinsäure [HPLC-DAD] 

 

3.2.2.2 Studie-Urin 

Fragestellung: 

Wird durch die Zufuhr eines sortenreinen und polyphenolreichen Apfelsafts die 

antioxidative Kapazität im Urin erhöht? 

 

Anmerkung bzw. “Vorwegnahme“ von Ergebnissen: die höchste antioxidative Kapazität sowie der 

höchste Polyphenolgehalt konnte im Weißen-Trierer-Weinapfelsaft gemessen werden (s. Kapitel 

4.2.1). Dieser Apfelsaft wurde deshalb für die nachfolgend beschriebene Urinstudie verwendet. 
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Studiendesign: 

Acht (8) klinisch gesunde Probanden (Tab. 11) erhielten in einem randomisierten cross-

over Design entweder Weißen-Trierer-Weinapfelsaft (WTWAS; 700 ml) oder Trinkwasser 

(“antioxidantienfreie“ Kontrolle; 700 ml) zusammen mit einer Standardmahlzeit. Urin 

wurde nüchtern sowie in 5 Intervallen über einen Zeitraum von 24 Std. nach 

Getränkekonsum gesammelt (Abb. 13) und bis zur Analyse bei –80°C gelagert. Während 

der beiden Versuchstage war nur der Genuss von Trinkwasser sowie der Verzehr von 2 

weiteren Standardmahlzeiten (praktisch Vitamin C- und polyphenolfrei) erlaubt. Damit an 

beiden Versuchstagen auch “identische“ Rahmenbedingungen gewährleistet waren, 

wurden die Probanden über die einzuhaltenden Nüchternphasen (mind. 10 Std. vor 

Versuchsbeginn) und die am jeweiligen Vorversuchstag zu meidenden Getränke/ 

Lebensmittel ausführlich instruiert.  

 

Tab. 11: Probandenkollektiv (Humanstudie II/Studie-Urin) 

♀ n = 8 

Alter (Jahre) 23-29 

BMI (kg/m2) 22,9 ± 3,6 

Klinisch gesund n = 8 

Nichtraucher n = 8 

 

Tab. 12: applizierte Antioxidantien (Humanstudie II/Studie-Urin) 

Antioxidative Kapazität/Antioxidantien Dosis/700 ml WTWAS 

Antioxidative Kapazität1:  

PCL (mmol TE) 10,7 

FRAP (mmol Fe2+) 9,8 

Gesamtphenole (mg GAE) 1107 

Polyphenole:  

Phloridzin (mg) 68,5 

Phloretin-Xyloglukosid (mg) 6,7 

Epicatechin (mg) 9,0 

Procyanidin B2 (mg) 21 

Chlorogensäure (mg) 229,7 

Cumaroylchinasäuren2 (mg) 12,2 

Ascorbinsäure (mg) 99 
1die Werte der antioxidativen Tests wurden Ascorbinsäure bereinigt; 
2Summe aus 3-, 4- und 5-Cumaroylchinasäure; TE: Trolox 

Äquivalents; GAE: Gallic Acid Equivelants. 
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Abb. 13: Studiendesign (Humanstudie II/Studie-Urin); Standardmahlzeiten: Mahlzeit 1 – 1 Weißbrötchen; 

Mahlzeit 2 – 2 Weißbrötchen mit 60g Käse (Gouda); Mahlzeit 3 – 2 Weißbrötchen mit 60g Käse 
(Gouda) 

 

Analytik: 

In Studiensaft (WTWAS) und Urin wurden die folgenden Parameter und Substanzen 

bestimmt: 

 antioxidative Kapazität [WTWAS und Urin: PCL-Test, FRAP-Test und 

Gesamtphenole nach Folin-Ciocalteu] 

 Polyphenole [WTWAS: HPLC-DAD; Urin: HPLC-DAD und HPLC-ESI-MS/MS] 

 Hippursäure [Urin: HPLC-DAD und HPLC-ESI-MS/MS] 

 Ascorbinsäure [WTWAS und Urin: HPLC-DAD] 

 Harnsäure [Urin: HPLC-DAD] 

 

 

3.2.3 Humanstudie III: “Antiox“-Getränk 

Die Ergebnisse dieser Studie wurden in der Zeitschrift Ernährung/Nutrition publiziert 

(Netzel M, Netzel G, Ott U, Bitsch I, Bitsch R, Frank T (2007) Biological antioxidant 

activity of a beverage containing polyphenols and ascorbic acid, Ernährung/Nutrition, 31, 

102-109).  

 

Fragestellung: 

Wird durch die Zufuhr eines polyphenol- und ascorbinsäurereichen Getränks der 

antioxidative Status verbessert? 

 Zufuhr von 700 ml WTWAS 
 oder 700 ml Wasser (Kontrolle) 
 mit einer Standardmahlzeit  
 randomisiertes cross-over Design 
 1-wöchige ‘wash-out’ Phase 

nüchtern                              2                    4                     6                                           10                                                                                     24  

Urin 

Zeit (h) 
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Studiendesign: 

Sechs (6) klinisch gesunde Probanden beiderlei Geschlechts (Tab. 13) erhielten in einem 

randomisierten cross-over-Design entweder 400 ml eines polyphenol- und 

ascorbinsäurereichen Getränks (“Antiox“-Getränk) oder 400 ml Trinkwasser 

(“antioxidantienfreie“ Kontrolle; Tab. 14) zusammen mit einer Standardmahlzeit 

(praktisch Vitamin C- und polyphenolfrei). Nüchtern sowie über einen Zeitraum von 10 

Std. nach Getränkezufuhr wurde 11mal Blut zur Plasmagewinnung entnommen. Zusätzlich 

wurden die 24 Std.-Urine gesammelt (Abb. 14). An den Studientagen war nur der Genuss 

von Trinkwasser sowie der Verzehr von 2 weiteren Standardmahlzeiten (praktisch Vitamin 

C- und polyphenolfrei) erlaubt. Damit an den Versuchstagen auch identische 

“Rahmenbedingungen“ gewährleistet waren, wurden die Probanden über die 

einzuhaltenden Nüchternphasen (mind. 10 Std. vor Versuchsbeginn) und die am jeweiligen 

Vorversuchstag zu meidenden Getränke/ Lebensmittel ausführlich instruiert.  

Zur Sättigung der Vitamin C Körperspeicher erhielt jeder Proband vor Studienbeginn 

vierzehn Tage lang ein Vitamin C Supplement (180 mg Ascorbinsäure/Tag). 

Vierundzwanzig Stunden vor dem ersten Studientag wurde das Supplement abgesetzt. 

Zwischen den beiden Versuchstagen wurde die Supplementierung mit Vitamin C, wie 

bereits beschrieben, fortgesetzt. 

 

Tab. 13: Probandenkollektiv (Humanstudie III) 

♀ n = 5 

♂ n = 1 

Alter (Jahre) 22 – 26 

BMI (kg/m2) 22,8 ± 3,7 

Klinisch gesund n = 6 

Nichtraucher n = 6 

 

Tab. 14: applizierte Antioxidantien (Humanstudie III) 

Antioxidative Kapazität/Antioxidantien Dosis/400 ml Antiox-Getränk 

PCL (mmol TE) 3,53 

FRAP (mmol Fe2+) 10,6 

Gesamtphenole (mg GAE) 780 

Ascorbinsäure (mg) 97,6 
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TE: Trolox Equivalents; GAE: Gallic Acid Equivalents. 

 

 
Abb.14: Studiendesign (Humanstudie III); Standardmahlzeiten: Mahlzeit 1 – 1 Weißbrötchen; Mahlzeit 2 

– 2 Weißbrötchen mit 60g Käse (Gouda); Mahlzeit 3 – 2 Weißbrötchen mit 60 g Käse (Gouda) 

 

 

Analytik: 

In Studiengetränk (Antiox-Getränk), Plasma und Urin wurden die folgenden Parameter 

und Substanzen bestimmt: 

 antioxidative Kapazität [Antiox-Getränk, Plasma und Urin: PCL-Test, FRAP-Test 

und Gesamtphenole nach Folin-Ciocalteu] 

 Malondialdehyd [Urin: HPLC-Fluoreszens] 

 Hippursäure [Urin: HPLC-DAD] 

 Ascorbinsäure [Antiox-Getränk, Plasma und Urin: HPLC-DAD] 

 Harnsäure [Plasma und Urin: HPLC-DAD] 

 

 

3.3 Pharmakokinetik und Statistik 
 

Humanstudie I (nicht randomisiert; Hauptanthocyane der roten Traube):  

Kompartimentunabhängige pharmakokinetische Berechnungen nach gängigen 

Standardmethoden (Cawello 1999; Yamaoka et al. 1978) wurden mit Hilfe des Software-

 Zufuhr von 400 ml Antiox-Getraenk 
 oder 400 ml Wasser (Kontrolle) 
 mit einer Standardmahlzeit  
 randomisiertes cross-over Design 
 2-wöchige ‘wash-out’ Phase 

nüchtern        0,5       1       1,5       2       2,5        3              4                 5                6                         8                        10                                     24 

Plasma 
Urin 

Zeit (h) 
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Pakets WinNonlin Professional, Version 3.3 (Pharsight Co., Mountain View, CA, USA), 

durchgeführt. Die folgenden pharmakokinetischen Parameter wurden hierbei erfasst: Urin: 

Rmax: maximale Exkretionsrate im Urin; tmax,R: Zeitpunkt von Rmax; Ae(0-7): 

ausgeschiedene Menge im Urin über 7 Std. (t0 bis t7Std.); Ae(0-7)/Dosis: ausgeschiedene 

Menge im Urin über 7 Std. dosisnormalisiert; Xe (0-7): relative Exkretion im Urin über 

7 Std. im Verhältnis zur applizierten Dosis. Plasma: Cmax: maximale Konzentration im 

Plasma; tmax: Zeitpunkt von Cmax; AUC(0-3): Fläche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve 

von t0 bis t3Std.; AUC(0-3)/Dosis: Fläche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve von t0 bis 

t3Std. dosisnormalisiert. Die relative Bioverfügbarkeit von Anthocyanen (Rotwein vs. 

RTSK) wurde auf Äquivalenz, auf der Basis der 90% Konfidenzintervalle, getestet (Ein-

Proben t Test der log-Transformierten intraindividuellen Unterschiede der 

dosisnormalisierten Daten). Zuvor wurde die angenommene Verteilung der Daten (log-

Normalverteilte intraindividuelle Unterschiede) mit Hilfe des Shapiro-Wilk Tests bestätigt. 

Unterschiede wurden bei einem p-Wert von ≤ 0,05 als signifikant akzeptiert. Die 

statistische Evaluierung der Daten wurde mit Hilfe von SAS System for Windows, Version 

8.1 (SAS Inc., Cary, NC, USA), durchgeführt. 

 

Humanstudien II und III (randomisiert): Die im Plasma ermittelten Daten, FRAP-, PCL-, 

Gesamtphenol- und Ascorbinsäure-AUCs (Flächen unter den Konzentrations-Zeit-Kurven 

(t0-t10Std.) die über den Nüchternkonzentrationen liegen) sowie die im 24 Std. Urin (t0-

t24Std.) gemessene antioxidative Kapazität (FRAP, PCL und Gesamtphenole) bzw. 

ausgeschiedene Substanzen (MDA, Ascorbinsäure, Harnsäure und Hippursäure), wurden 

einer Varianzanalyse (ANOVA) unterzogen. Alle pharmakokinetischen 

(kompartimentunabhängig) und statistischen Berechnungen wurden mit dem Software-

Paket WinNonline, Versionen 4.1 und 5.0 (Pharsight Co.), durchgeführt. Unterschiede 

wurden bei einem p-Wert von ≤ 0,05 als signifikant akzeptiert. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Humanstudie I: rotes Traubensaftkonzentrat vs. Rotwein 

4.1.1 Vorstudie 

In den Abbildungen 15 und 16 sowie in den Tabellen 15 und 16 sind die Ergebnisse der 

Vorstudie mit rotem Traubensaftkonzentrat (RTSK) und einem gesunden Probanden 

dargestellt. Das RTSK wurde mit Trinkwasser (1:2,6) verdünnt.  
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Abb. 15: Konzentrations-Zeit-Verlauf der Anthocyane# im Plasma eines gesunden Probanden nach Zufuhr 

von 400 ml RTSK (333,1 mg Gesamt-Anthocyane) 
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Abb. 16: Anthocyan#-Exkretion (Menge/Zeitintervall) im Urin eines gesunden Probanden nach Zufuhr von 
400 ml RTSK (333,1 mg Gesamt-Anthocyane) 

 



4 Ergebnisse 
 

 50

Tab. 15: Gesamt-Anthocyane (Cmax und tmax) im Plasma eines gesunden Probanden nach Zufuhr von 
400 ml RTSK 

Anthocyane Dosis (mg/Proband) Cmax (ng/ml) tmax (Std.) 

Gesamt-Anthocyane# 333,1 67,5 0,5 

Cmax: maximale Konzentration im Plasma; tmax: Zeitpunkt von Cmax; 
#Summe aus Cya-

3-Gluk, Del-3-Gluk, Mal-3-Gluk, Peo-3-Gluk und Pet-3-Gluk 

 

Tab. 16: Anthocyanexkretions-Parameter im Urin eines gesunden Probanden nach Zufuhr von 400 ml 
RTSK 

Anthocyane 
Dosis 

(mg/Proband) 
Rmax (µg/Std.) tmax,R (Std.) Ae(0-10) (µg) Xe (0-10) (%) 

Gesamt Anthocyane# 333,1 189,3 1 653 0,20 

Rmax: maximale Exkretionsrate im Urin; tmax,R: Zeitpunkt von Rmax; Ae(0-10): ausgeschiedene Menge im Urin 

über 10 Std. (t0 bis t10Std.); Xe (0-10): relative Exkretion im Urin über 10 Std. im Verhältnis zur applizierten 

Dosis; #Summe aus Cya-3-Gluk, Del-3-Gluk, Mal-3-Gluk, Peo-3-Gluk und Pet-3-Gluk 

 

In den Plasma und Urinproben des Probanden konnten die fünf Hauptanthocyane der roten 

Traube nach RTSK-Zufuhr detektiert und quantifiziert werden. In den Nüchternproben 

(vor RTSK-Zufuhr) waren keine Anthocyane nachweisbar. Drei bzw. sieben Std. nach 

RTSK konnten nur noch minimale Anthocyan-Konzentrationen im Plasma bzw. Urin 

detektiert werden. Basierend auf den Ergebnissen der Vorstudie wurde das Versuchsdesign 

für die Hauptstudie entsprechend modifiziert: Entnahme von Blutproben zur 

Plasmagewinnung – nüchtern sowie über 3 Std. nach Zufuhr von RTSK und Rotwein; 

Sammeln von Urinproben – nüchtern sowie über 7 Std. nach Zufuhr von RTSK und 

Rotwein. Durch diese Modifikation des Studiendesigns sollte einerseits die Belastung der 

Probanden verringert werden und andererseits das Probenvolumen in der Hauptstudie 

reduziert werden, ohne die wissenschaftliche Aussagekraft der Studie zu beeinträchtigen. 

 

4.1.2 Hauptstudie 

Abbildung 17 zeigt typische HPLC-Chromatogramme der analysierten Plasma- und 

Urinproben. In den Abbildungen 18 und 19 sowie in den Tabellen 17 und 18 sind die 

Ergebnisse der Hauptstudie mit RTSK und Rotwein dargestellt.  
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Abb. 17: repräsentative HPLC-Chromatogramme (HPLC-DAD bei 520 nm) von Plasma nüchtern (P-0), 

Plasma 1 Std. nach RTSK-Zufuhr (P-1), Plasma 1 Std. nach Rotwein-Zufuhr (P-2), Urin nüchtern 
(U-0), Urin 2 Std. nach RTSK-Zufuhr (U-1) und Urin 2 Std. nach Rotwein-Zufuhr (U-2); Peaks: 
(1) Del-3-Gluk, (2) Cya-3-Gluk, (3) Pet-3-Gluk, (4) Peo-3-Gluk und (5) Mal-3-Gluk; *nicht 
weiter identifizierte Metaboliten. Die mittels HPLC-ESI-MS/MS ermittelten Massen (Urin) waren 
wie folgt: (1) Del-3-Gluk (m/z 465  303), (2) Cya-3-Gluk (m/z 449  287), (3) Pet-3-Gluk 
(m/z 479  317), (4) Peo-3-Gluk (m/z 463  301) und (5) Mal-3-Gluk (m/z 493  331).  
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Tab. 17: Pharmakokinetische Parameter von Anthocyanen ermittelt im Urin von neun gesunden Probanden nach Zufuhr von 400 ml RTSK und 400 ml Rotwein. 

 RTSK1 ‘Lemberger’ Rotwein 

 
Rmax 

[µg/Std.] 

tmax,R 

[Std.]a 

Ae(0-7) 

[µg] 

Xe(0-7) 

[%] 

Ae(0-7)/Dosis 

[µg/mg] 

Rmax 

[µg/Std.] 

tmax,R 

[Std.]a 

Ae(0-7) 

[µg] 

Xe(0-7) 

[%] 

Ae(0-7)/Dosis 

[µg/mg] 

Cya-3-Gluk 1,26 (75,8) 0,5 (0,5-1,5) 2,88 (72,1) 0,09 (72,1) 0,92 (72,1) 0,66 (117) 2,5 (1,5-4,5) 1,45 (67,3) 0,06 (67,3) 0,61 (67,3) 

Del-3-Gluk 39,6 (91,1) 0,5 (0,5-1,5) 101,9 (72,5) 0,20 (72,5) 2,05 (72,5) 14,9 (51,5) 0,5 (0,5-1,5) 47,7 (26,9) 0,12 (26,9) 1,25 (26,9)# 

Mal-3-Gluk 86,7 (126) 0,5 (0,5-1,5) 236,3 (95,7) 0,18 (95,7) 1,81 (95,7) 60,2 (33,4) 1,5 (1,5-2,5) 206,8 (31,7) 0,11 (31,7) 1,12 (31,7) 

Peo-3-Gluk 86,0 (79,1) 0,5 (0,5-1,5) 240,5 (65,8) 0,29 (65,8) 2,89 (65,8) 44,1 (43,7) 0,5 (0,5-1,5) 151,5 (31,5) 0,84 (31,5) 8,41 (31,5)* 

Pet-3-Gluk 20,2 (45,8) 0,5 (0,5-1,5) 53,4 (31,1) 0,32 (31,1) 3,19 (31,1) 20,5 (52,5) 1,5 (1,5-1,5) 66,4 (47,5) 0,18 (47,5) 1,82 (47,5)* 

Gesamt-Anthocyane2 241,4 (82,3) 0,5 (0,5-1,5) 653,6 (66,6) 0,23 (66,6) 2,31 (66,6) 137,6 (29,2) 1,5 (1,5-2,5) 491,0 (19,8) 0,18 (19,8) 1,76 (19,8) 

Daten: geometrische Mittelwerte (mit geometrischen Variationskoeffizienten (%)); aMedian (Bereich); Rmax: maximale Exkretionsrate im Urin; tmax,R: Zeitpunkt von Rmax; Ae(0-

7): ausgeschiedene Menge im Urin über 7 Std. (t0 bis t7Std.); Ae(0-7)/Dosis: ausgeschiedene Menge im Urin über 7 Std. dosisnormalisiert; Xe (0-7): relative Exkretion im Urin 

über 7 Std. im Verhältnis zur applizierten Dosis; 1120 ml Konzentrat wurden mit 280 ml Wasser verdünnt; 2Summe aus Cya-3-Gluk, Del-3-Gluk, Mal-3-Gluk, Peo-3-Gluk und 

Pet-3-Gluk; *p < 0,05; #p = 0,052. 
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#Summe aus Cya-3-Gluk, Del-3-Gluk, Mal-3-Gluk, Peo-3-Gluk und Pet-3-Gluk. 

 

Abb. 18: Individuelle Exkretionsprofile von Anthocyanen# im Urin von neun Probanden nach Zufuhr von 
400 ml RTSK (A) und 400 ml Rotwein (B); dargestellt sind die Konzentrationen für die jeweiligen 
Sammelintervallmittelpunkte. 

 

Nach Zufuhr von RTSK und Rotwein konnten die Hauptanthocyane der roten Traube (Cya-3-

Gluk, Del-3-Gluk, Mal-3-Gluk, Peo-3-Gluk und Pet-3-Gluk) im Urin von neun gesunden 

Probanden identifiziert und quantifiziert werden. Die Gesamt-Anthocyanexkretion (7 Std. 

Urin) betrug 0,23% für RTSK bzw. 0,18% für Rotwein. Der Unterschied war jedoch 

statistisch nicht signifikant (p>0,05). Die dosisnormalisierte Ausscheidung von Peo-3-Gluk 

war nach Rotwein signifikant (p<0,05) höher als nach RTSK, während die dosisnormalisierte 

Ausscheidung von Pet-3-Gluk nach RTSK signifikant (p<0,05) höher war als nach Lemberger 

Rotwein. Der Unterschied in der Ausscheidung von Del-3-Gluk (dosisnormalisiert) war an 

der Signifikanzgrenze von 5% (p=0,052). Im Nüchternurin (vor Zufuhr der beiden 

Studiengetränke) konnten keine Anthocyane nachgewiesen werden. 
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Tab. 18: Pharmakokinetische Parameter von Anthocyanen ermittelt im Plasma von neun Probanden nach Zufuhr von 400 ml RTSK und 400 ml Rotwein.  

 RTSK1 ‘Lemberger’ Rotwein 

 
Cmax 
[ng/ml] 

tmax 
[Std.]a 

AUC(0-3) 
[ng·Std./ml] 

AUC(0-3)/Dosis 
[ng·Std./ml/mg] 

Cmax 
[ng/ml] 

tmax 
[Std.]a 

AUC(0-3) 
[ng·Std./ml] 

AUC(0-3)/Dosis 
[ng·Std./ml/mg] 

Cya-3-Gluk 0,42 (118) 0,5 (0,5-0,5) 0,60 (82,9) 0,19 (82,9) n. n. n. n. n. n. n. n. 

Del-3-Gluk 6,12 (66,7) 0,5 (0,5-1,0) 11,9 (55,0) 0,24 (55,0) n. n. n. n. n. n. n. n. 

Mal-3-Gluk 48,8 (87,6) 0,5 (0,5-1,0) 71,7 (60,4) 0,55 (60,4) 18,5 (24,0) 1,5 (1,0-1,5) 40,4 (21,2) 0,22 (21,2) 

Peo-3-Gluk 27,3 (51,0) 0,5 (0,5-,5) 49,7 (36,2) 0,60 (36,2) 12,6 (16,1) 1,5 (1,0-1,5) 30,7 (17,7) 1,71 (17,7) 

Pet-3-Gluk 16,1 (40,5) 0,5 (0,5-0,5) 31,5 (30,5) 1,88 (30,5) 12,3 (16,2) 1,5 (0,5-1,5) 29,1 (15,1) 0,80 (15,1) 

Gesamt-Anthocyane2,3 100,1 (64,2) 0,5 (0,5-1,0) 168,4 (42,3) 0,59 (42,3) 42,9 (16,0) 1,5 (1,0-1,5) 100,8 (14,4) 0,36 (14,4) 

Daten: geometrische Mittelwerte (mit geometrischen Variationskoeffizienten (%)); aMedian (Bereich); Cmax: maximale Konzentration im Plasma; tmax: Zeitpunkt von Cmax; 

AUC(0-3): Fläche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve von t0 bis t3Std.; AUC(0-3)/Dosis: Fläche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve von t0 bis t3Std. dosisnormalisiert; 1120 ml 

rotes Traubensaftkonzentrat wurden mit 280 ml Wasser verdünnt; 2Summe aus Cya-3-Gluk, Del-3-Gluk, Mal-3-Gluk, Peo-3-Gluk und Pet-3-Gluk (RTSK); 3Summe aus Mal-3-

Gluk, Peo-3-Gluk und Pet-3-Gluk (Rotwein); n. n.: nicht nachweisbar 
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1Summe aus Cya-3-Gluk, Del-3-Gluk, Mal-3-Gluk, Peo-3-Gluk und Pet-3-Gluk nach Zufuhr von RTSK (A) 
2Summe aus Mal-3-Gluk, Peo-3-Gluk und Pet-3-Gluk nach Zufuhr von Rotwein (B)  

 

Abb. 19: Individuelle Konzentrations-Zeit-Verläufe von Anthocyanen1,2 im Plasma von neun Probanden 
nach Zufuhr von 400 ml RTSK (A) und 400 ml Rotwein (B). 

 

Nach Zufuhr von RTSK konnten die Hauptanthocyane der roten Traube (Cya-3-Gluk, Del-

3-Gluk, Mal-3-Gluk, Peo-3-Gluk und Pet-3-Gluk) im Plasma von neun gesunden 

Probanden identifiziert und quantifiziert werden, während nach Zufuhr des Lemberger 

Rotweins nur Mal-3-Gluk, Peo-3-Gluk und Pet-3-Gluk nachgewiesen werden konnten. 

Nach RTSK konnten bereits nach 0,5 Std. die maximalen Plasma-

Anthocyankonzentrationen gemessen werden, während Cmax nach Rotwein “erst“ nach 1,5 

Std. erreicht wurde. Auch waren die Cmax und AUC(0-3)-Werte der Anthocyane nach 

RTSK generell höher als nach Rotwein, jedoch ohne statistische Signifikanz (p>0,05). Peo-

3-Gluk war die einzige Ausnahme: nach Rotwein konnte eine 2,9-fach höhere 

dosisnormalisierte AUC(0-3) sowie ein 2,1-fach höherer dosisnormalisierter Cmax-Wert im 

Vergleich zu RTSK gemessen werden. Generell waren die interindividuellen 

Schwankungen der AUC(0-3)- und Cmax-Werte nach RTSK höher als nach Rotwein. Im 

Nüchternplasma (vor Zufuhr der beiden Studiengetränke) konnten keine Anthocyane 

detektiert werden. 
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4.2 Humanstudie II 

4.2.1 Studie-Apfelsäfte 

In den Abbildungen 20 bis 22 sind die PCL-, FRAP- und Gesamtphenol-Werte der vier 

sortenreinen naturtrüben Apfelsäfte dargestellt. Die Konzentrationen der analysierten 

Polyphenole sind in Abbildung 23 aufgeführt, die Korrelationen zwischen antioxidativer 

Kapazität und analysierten Polyphenolen werden in Abbildung 24 gezeigt. Die Werte der 

antioxidativen Tests wurden ascorbinsäurekorrigiert; d.h., der Anteil der Ascorbinsäure an 

der antioxidativen Kapazität, bestimmt mit den drei verschiedenen Tests (PCL, FRAP und 

Gesamtphenole), wurde subtrahiert. Der “Ascorbinsäureanteil“ wurde mit Hilfe von L-

Ascorbinsäure-Kalibriergeraden zuvor für jeden Test ermittelt. 
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Abb. 20:  PCL-Werte (Studie-Apfelsäfte); Werte sind ascorbinsäurekorrigiert. 

 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

Weißer Trierer
Weinapfel

Erbachhofer Kaiser
Wilhelm

Echter
Bohnapfel

F
e2

+
 [

m
m

o
l/

l]

 
Abb. 21: FRAP-Werte (Studie-Apfelsäfte); Werte sind ascorbinsäurekorrigiert. 
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Abb. 22: Gesamtphenol-Werte (Studie-Apfelsäfte); Werte sind ascorbinsäurekorrigiert. 
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Abb. 23: Polyphenolgehalte der untersuchten Mostapfelsorten (Studie-Apfelsäfte); Summe aus: Phloridzin, 

Phloretin-Xyloglukosid, Chlorogensäure, Cumaroylchinasäuren (3-, 4- und 5-
Cumaroylchinasäure), Procyanidin B2 und Epicatechin (nur für Weißen-Trierer-Weinapfelsaft 
und Echter Bohnapfelsaft). 

 

Epicatechin konnte im Erbachhofer- und Kaiser-Wilhelm-Apfelsaft nur in Spuren 

nachgewiesen werden, während Procyanidin B2 in diesen beiden Säften überhaupt nicht 

detektiert wurde.  

Die Ascorbinsäurekonzentrationen betrugen 128, 1,4, 1,0 und 7,0 mg/l für Weißen-Trierer-

Weinapfelsaft, Erbachhofer, Kaiser-Wilhelm und Echten Bohnapfelsaft. 
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Abb. 24: Korrelationen zwischen antioxidativer Kapazität und analysierten Polyphenolen (Studie-

Apfelsäfte) 
 

Im Weißen-Trierer-Weinapfelsaft (WTWAS) konnte die höchste antioxidative Kapazität 

sowie der höchste Polyphenolgehalt gemessen werden. Dieser Apfelsaft wurde deshalb für 

die anschließend durchgeführte Urinstudie (s. 4.2.2) verwendet. Eine positive Korrelation 

zwischen den antioxidativen Tests (PCL, FRAP und Gesamtphenole) und den mittels 

HPLC bestimmten Polyphenolen (r: 0,966-0,990), konnte ebenfalls beobachtet werden.  

 

 

4.2.2 Studie-Urin 

Abbildung 25 zeigt ein typisches HPLC-Chromatogramm einer Urinprobe nach Zufuhr 

von WTWAS. In Tabelle 19 sind die im 24 Std. Urin analysierten Substanzen/bestimmten 

Parameter zusammengefasst. Die relativen Veränderungen nach WTWAS im Vergleich 

zur Kontrolltestung sind in Abbildung 26 dargestellt. 
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Abb. 25: repräsentatives HPLC-Chromatogramm (HPLC-DAD bei 280 nm) einer Urinprobe nach Zufuhr 

von 700 ml WTWAS; Peaks: (1) Hippursäure, (2) und (3) Phloretin-Monoglucuronide, (4) 
Phloretin. Die mittels HPLC-ESI-MS/MS ermittelten Massen waren wie folgt: (1) Hippursäure 
(m/z 178  134), (2) und (3) Phlotetin-Monoglukuronide (m/z 449  273) und (4) Phloretin 
(m/z 273  167).  

 

Tab. 19: Analysierte Substanzen/bestimmte Parameter im 24 Std. Urin von acht Probanden nach Zufuhr 
von 700 ml Wasser (Kontrolle) oder 700 ml WTWAS 

Parameter/Substanzen 
Kontrolle 
(Wasser) 

WTWAS 

Antioxidative Kapazität1:   

PCL (mmol TE/24 Std.)2 1,86 ± 0,38 2,69 ± 0,49* 

FRAP (mmol Fe2+/24 Std.)2 2,26 ± 0,30 3,06 ± 0,38* 

Gesamtphenole (mg GAE/24 Std.)2 425 ± 72 580 ± 76* 

Polyphenole und Metaboliten1:    

Phloretin (mg/24 Std.) n. n. 0,31 ± 0,15 

Phloretin-Monoglucuronide (mg/24 Std.) n. n. 1,72 ± 0,71 

Hippursäure (mg/24 Std.)1 232 ± 125 719 ± 194* 

Harnsäure (mg/24 Std.)1 479 ± 48,4 473 ± 47,0 

Ascorbinsäure (mg/24 Std.)1 25,49 ± 13,92 73,89 ± 17,51* 
1Daten: arith. Mittelwerte ± StAbw. (n = 8 Probanden); 2die Werte sind ascorbinsäure- und 
harnsäurekorrigiert; n.n.: nicht nachweisbar; TE: Trolox-Equivalents; GAE: Gallic Acid Equivalents; *p ≤ 
0,05. 
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Abb. 26: relative Veränderungen der analysierten Substanzen/bestimmten Parameter (24 Std. Urin) nach 

WTWAS im Vergleich zur Kontrolltestung (“Kontrollwerte“ als Bezugswerte =100%); Daten: 

arith. Mittelwerte ± StAbw. (n = 8 Probanden); *p ≤ 0,05 (WTWAS vs. Kontrolle).  

 

Im Vergleich zur Kontrolltestung (700 ml Trinkwasser) konnte nach WTWAS (700 ml) 

eine signifikant (p<0,05) erhöhte antioxidative Kapazität (PCL, FRAP und 

Gesamtphenole) im 24 Std. Urin gemessen werden, unabhängig von der Harnsäure- und 

Ascorbinsäurekonzentration. Weiterhin konnten in den WTWAS-Urinproben Phloretin 

(Aglykonform der Phloretin-Glykoside) sowie zwei Phloretin-Monoglukuronide 

nachgewiesen werden. Hippursäure war nach WTWAS ebenfalls signifikant (p<0,05) 

erhöht. Die Harnsäureausscheidung im 24 Std. Urin war in beiden Testungen praktisch 

gleich, während die Ascorbinsäure nach WTWAS signifikant (p<0,05) erhöht war (im 

Vergleich zur Kontrolle). Anmerkung: die unkorrigierten (d.h. mit Ascorbin- und 

Harnsäure) PCL-, FRAP- und Gesamtphenol-Werte der 24 Std. Urine sind im Anhang 

(A.2.2.2) aufgeführt. 

 

4.3 Humanstudie III: “Antiox“-Getränk 

Die Abbildungen 27-30 zeigen die Konzentrations-Zeit-Verläufe der antioxidativen 

Kapazität im Plasma, ermittelt mittels PCL-, FRAP- und Gesamtphenol-Test, sowie der 

Plasma-Ascorbinsäure nach Zufuhr des Antiox-Getränks bzw. Wasser (Kontrolle). In den 

Tabellen 20 und 21 sind die in Plasma und Urin ermittelten Parameter bzw. analysierten 
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Substanzen dargestellt. Abbildung 31 zeigt die relativen Veränderungen im Urin nach 

Zufuhr des Antiox-Getränks (im Vergleich zur Kontrolle). 
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Abb. 27: Konzentrations-Zeit-Verläufe der antioxidativen Kapazität im Plasma, ermittelt mittels PCL-Test, 

nach Zufuhr von 400 ml Antiox-Getränk oder 400 ml Wasser (Kontrolle); Daten: arith. 
Mittelwerte ± StAbw. (n = 6 Probanden); TE: Trolox Equivalents. 
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Abb. 28: Konzentrations-Zeit-Verläufe der antioxidativen Kapazität im Plasma, ermittelt mittels FRAP-
Test, nach Zufuhr von 400 ml Antiox-Getränk oder 400 ml Wasser (Kontrolle); Daten: arith. 
Mittelwerte ± StAbw. (n = 6 Probanden). 
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Abb. 29: Konzentrations-Zeit-Verläufe der antioxidativen Kapazität im Plasma, ermittelt mittels 
Gesamtphenol-Test, nach Zufuhr von 400 ml Antiox-Getränk oder 400 ml Wasser (Kontrolle); 
Daten: arith. Mittelwerte ± StAbw. (n = 6 Probanden); GAE: Gallic Acid Equivalents; GP: 
Gesamtphenole. 

 

-2.0

-1.0

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Zeit (Std.)


 A

s
c

o
rb

in
s

ä
u

re
 (

m
g

/l)

Antiox-Getränk

Kontrolle

 

Abb. 30: Konzentrations-Zeit-Verläufe der Ascorbinsäure im Plasma nach Zufuhr von 400 ml Antiox-
Getränk oder 400 ml Wasser (Kontrolle); Daten: arith. Mittelwerte ± StAbw. (n = 6 Probanden). 
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Tab. 20: Plasma AUC’s der antioxidativen Kapazität (PCL, FRAP und Gesamtphenole) sowie von 
Ascorbinsäure nach Zufuhr von 400 ml Antiox-Getränk oder 400 ml Wasser (Kontrolle) bei sechs 
gesunden Probanden. 

Parameter/Substanzen Kontrolle Antiox-Getränk 

PCL (µmol TE*Std./l) 0,63 ± 1,07 121 ± 117 

FRAP (µmol Fe2+*Std./l) 44,6 ± 103 228 ± 373 

Gesamtphenole (mg GAE*Std./l) 1,01 ± 1,46 9,59 ± 7,13* 

Ascorbinsäure (mg*Std./l) 1,80 ± 1,96 15,9 ± 12,6* 

AUC: Area Under the Curve über der Basislinie; Basislinie: die jeweilige Plasma-
Konzentration zum Zeitpunkt t = 0 Std. (vor Zufuhr der Studiengetränke/nüchtern); Daten: 
arith. Mittelwerte ± StAbw. (n = 6 Probanden); *p ≤ 0,05. 

 

Die Plasma PCL- und FRAP-AUCs zeigten nach Antiox-Getränk zwar eine Tendenz für 

eine erhöhte antioxidative Kapazität, jedoch ohne statistische Signifikanz (p > 0,05). Die 

Plasma Gesamtphenol und Ascorbinsäure AUC’s waren hingegen signifikant (p < 0,05) 

nach Zufuhr des Antiox-Getränks erhöht (im Vergleich zur Kontrolle). In beiden 

Testungen konnten keine signifikanten Effekte auf die Plasma Harnsäurekonzentrationen 

gemessen werden (s. Anhang, A.2.3.3).  

 

Tab. 21: Antioxidative Kapazität (PCL, FRAP und Gesamtphenole), Malondialdehyd, Ascorbinsäure, 
Harnsäure und Hippursäure im 24 Std. Urin von sechs gesunden Probanden nach Zufuhr von 
400 ml Antiox-Getränk oder 400 ml Wasser (Kontrolle). 

Parameter/ Substanzen Kontrolle Antiox-Getränk 

PCL (mmol TE/24 Std.) 1,71 ± 0,14 2,44 ± 0,51* 

FRAP (mmol Fe2+/24 Std.) 6,15 ± 0,73 7,91 ± 0,71* 

Gesamtphenole # (mg GAE/24 Std.) 259 ± 56,4 345 ± 22,5* 

MDA (µmol/24 Std.) 1,65 ± 0,57 1,22 ± 0,37* 

Ascorbinsäure (mg/24 Std.) 11,1 ± 3,1 47,8 ± 24,3* 

Harnsäure (mg/24 Std.) 306 ± 108 305 ± 144 

Hippursäure (mg/24 Std.) 149 ± 46,7 321 ± 88,7* 

Daten: arith. Mittelwerte ± StAbw. (n = 6 Probanden); *p ≤ 0,05; #ascorbinsäure- und 

harnsäurekorrigiert 
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Abb. 31: relative Veränderungen der analysierten Substanzen/bestimmten Parameter (24 Std. Urin) nach 
Zufuhr von Antiox-Getränk im Vergleich zur Kontrolltestung (“Kontrollwerte“ als Bezugswerte 
=100%); Daten: arith. Mittelwerte ± StAbw. (n = 6 Probanden); *p ≤ 0,05 (Antiox-Getränk vs. 
Kontrolle). 

 

Im Vergleich zur Kontrolltestung (400 ml Trinkwasser) konnte nach Antiox-Getränk 

(400 ml) eine signifikant erhöhte antioxidative Kapazität (PCL, FRAP und 

Gesamtphenole) im 24 Std. Urin gemessen werden, unabhängig von der Harnsäure. Diese 

blieb in beiden Testungen praktisch unverändert. Ascorbinsäure und Hippursäure waren 

nach Zufuhr des Antiox-Getränks ebenfalls signifikant erhöht (+330% bzw. +115% im 

Vergleich zur Kontrolle), während Malondialdehyd signifikant erniedrigt war (-26% im 

Vergleich zur Kontrolle). Anmerkung: die unkorrigierten (d.h. mit Ascorbin- und 

Harnsäure) Gesamtphenol-Werte der 24 Std. Urine sind im Anhang (A.2.3.6) aufgeführt. 
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5 Diskussion 

5.1 Anthocyane (Humanstudie I) 

5.1.1 Anthocyankonzentrationen in Plasma und Urin 

Die in Humanstudie I nach Zufuhr von RTSK und Rotwein gemessenen 

Anthocyanmengen in Plasma und Urin der neun Probanden liegen in einem Bereich, wie er 

auch in der Literatur berichtet wird: Manach et al. (2005) sowie Mazza und Kay (2008) 

haben in ihren Übersichtsartikeln insgesamt 30 publizierte Bioverfügbarkeitsstudien mit 

anthocyanreichen Früchten und Getränken zusammengefasst. Bei den Studienprobanden 

konnten Plasma Cmax-Werte von 0,0024 bis 592 nmol/l gemessen werden, während die 

relative Urinexkretion (ausgeschiedene Menge im Vergleich zur zugeführten Dosis) 

zwischen 0,02 und 5,1 % lag. Die entsprechenden Daten in Humanstudie I betrugen 222,7 

und 95,2 nmol/l (Plasma Cmax-Werte für Gesamt-Anthocyane nach RTSK und Rotwein; 

umgerechnet von ng/ml), sowie 0,23 und 0,18 % (relative Anthocyanexkretion im Urin 

nach RTSK und Rotwein). 

Lapidot und Kollegen fanden nach Zufuhr von Rotwein einen der höchsten bisher 

publizierten Anthocyangehalte im Urin von gesunden Probanden: 12 Std. nach Konsum 

von 300 ml Rotwein wurden bis zu 5,1 % der Anthocyandosis von 218 mg im Urin 

wiedergefunden (Lapidot et al. 1998). Neben genuinen Rotweinanthocyanen konnten die 

Autoren auch potentielle in vivo Metaboliten mit einem Absorptionsmaximum von 487 nm 

detektieren. Eine weitere Identifizierung mittels LC-MS wurde jedoch nicht durchgeführt. 

 

5.1.2 Einfluss der Lebensmittelmatrix (Zuckergehalt, Alkohol) auf die 

Bioverfügbarkeit von Anthocyanen/Polyphenolen 

Bub et al. haben in ihrer Humanstudie die Bioverfügbarkeit von Malvidin-3-Glukosid (M-

3-G) aus rotem Traubensaft, Rotwein und alkoholfreiem Rotwein verglichen (Bub et al. 

2001). Die Autoren verabreichten jeweils 500 ml der drei genannten Studiengetränke, die 

117 mg (roter Traubensaft), 68 mg (Rotwein) und 58 mg (alkoholfreier Rotwein) M-3-G 

enthielten, an sechs gesunde männliche Probanden. Die relative Exkretion von M-3-G im 

6-Std. Urin war mit ~0,03 % deutlich geringer als in der Rotweinstudie von Lapidot et al. 

(1998) und in Humanstudie I. Hinsichtlich der Bioverfügbarkeit von M-3-G (AUC 0-6 

Std.) konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Rotwein und der alkoholfreien 

Variante beobachtet werden. Die ~2fach höheren AUC-Werte (M-3G) nach rotem 

Traubensaft können auf die ~2fach höhere M-3-G Konzentration im Saft zurückgeführt 

werden. Die Autoren schlussfolgern deshalb, dass Alkohol keinen Effekt auf die 
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absorbierte Menge und somit Bioverfügbarkeit von M-3-G hat. Basierend auf den Plasma 

tmax-Werten von M-3-G (50 Min. nach Rotwein, 90 Min. nach alkoholfreiem Rotwein und 

120 Min. nach rotem Traubensaft), vermuten Bub und Kollegen jedoch einen 

“absorptionsbeschleunigenden“ Effekt des Alkohols. Aber auch der hohe Glukosegehalt im 

Traubensaft könnte für die signifikant höheren tmax-Werte verantwortlich sein. Die Autoren 

begründen dies mit einem möglichen “Wettstreit“ zwischen dem Malvidin-Glukosid und 

der Glukose am intestinalen Natrium-abhängigen Glukose Transporter 1 (SGLT-1). 

In Humanstudie I konnten diese Beobachtungen hinsichtlich tmax nicht gemacht werden. 

Die Untersuchungsperiode im Plasma wurde ja aufgrund der Ergebnisse des Vorversuchs 

auf drei Std. verkürzt (schonender für die Probanden). Dieser Zeitraum erwies sich im 

Nachhinein als zu kurz, so dass die Plasma AUC-Werte etwas vorsichtiger interpretiert 

werden sollten und eher als unterstützende/ergänzende Daten anzusehen sind. Die tmax-

Werte jedenfalls waren sowohl für die individuellen Anthocyane als auch für die Gesamt-

Anthocyane nach Zufuhr von RTSK deutlich kleiner als nach Rotwein (0,5 Std. vs. 1,5 

Std.). Ein beschleunigender Effekt des Alkohols oder ein verzögernder Effekt der Glukose 

hinsichtlich der intestinalen Absorption dieser Glukoside konnte nicht beobachtet werden. 

Beim Vergleich der Urin- und Plasma-Daten scheint die Bioverfügbarkeit der Anthocyane 

aus RTSK tendenziell (p > 0,05) höher zu sein als aus Rotwein. 

Levanon und Kollegen vermuten, basierend auf ihren Probandenstudien mit Weißwein und 

Saft, dass die normalerweise auftretende postprandiale Magenmotilität durch Wein 

inhibiert wird (Levanon et al. 2002). Dies wiederum kann die Magenentleerung verzögern 

und somit auch die intestinale Absorption von Zucker und Glukosiden. Die Ergebnisse in 

Humanstudie I lassen dies vermuten. Ob der Zuckergehalt im Traubensaft über den SGLT1 

tatsächlich die Absorption von Anthocyan-Glukosiden behindert oder gar hemmt ist 

ebenfalls nicht gesichert. Nach Inkubation der Mukosa mit Glukose konnte z. B. eine 

schnelle Zunahme des SGLT1 Proteins beobachtet werden (Ferraris 2001). Dadurch 

könnten sowohl Zucker/Glukose als auch Anthocyan-Glukoside gleichzeitig und ohne sich 

gegenseitig zu behindern absorbiert werden. 

Jedoch sind die Studienergebnisse hinsichtlich dieser Problematik weiterhin kontrovers. 

Der gleichzeitige Verzehr von Holundbeerkonzentrat und Saccharose führte in der 

Humanstudie von Mülleder et al. (2002) zu einer verzögerten und geringeren 

Anthocyanexkretion (6-Std. Urin) im Vergleich zum saccharosefreien Konzentrat. In einer 

weiteren Studie von Nielsen und Kollegen (Nielsen et al. 2003) konnten diese hinsichtlich 

der Bioverfügbarkeit von Anthocyanen aus schwarzem Johannisbeersaft und dem 
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gleichzeitigen Verzehr von Reiskuchen keine Unterschiede feststellen (bis 4 Std. nach 

Verzehr). Jedoch war die Anthocyanabsorption mit Reiskuchen verzögert (tmax von 90 Min. 

mit Reiskuchen vs. 45 Min. ohne). Die Autoren vermuten dass die verzögerte Absorption 

mit Reiskuchen auf eine verzögerte Magenentleerung zurückzuführen ist. 

Die Ergebnisse von zwei aktuellen Studien von Neilson et al. (2009 [Mensch] & 2010 

[Tiermodel/Ratte]) weisen jedoch darauf hin, dass Saccharose die Pharmakokinetik von 

Epicatechin/Catechin sowie die Bildung von Phase II Metaboliten modulieren kann, was 

letztendlich zu höheren Plasmakonzentrationen an Gesamt-Flavanolen (Summe aus 

Epicatechin/Catechin und Metaboliten) führt. In den Studien wurden kakaohaltiges 

Konfekt und entsprechende Getränke mit normalem Zuckergehalt (Referenz), hohem 

Zuckergehalt und Milchprotein verwendet. 

Um mehr Klarheit hinsichtlich des Einflusses der Lebensmittelmatrix (Zuckergehalt, 

Alkohol) auf die Absorption und Bioverfügbarkeit von Anthocyanen/Polyphenolen zu 

erhalten, sind weitere Humanstudien gefordert.  

 

5.1.3 Anthocyanmetaboliten 

Bei den in Humanstudie I im Urin sowohl nach RTSK als auch nach Rotwein detektierten 

Metaboliten handelt es sich höchstwahrscheinlich um Anthocyankonjugate (Glukuronide 

und/oder Sulfate). Obwohl die detektierten Substanzen nicht weiter identifiziert wurden, 

spricht für ihre “Konjugat-Identität“, dass diese ein anthocyanähnliches 

Absorptionsspektrum zeigten und bei einer Wellenlänge > 500 nm detektiert werden 

konnten. Dies sind charakteristische Eigenschaften für Anthocyane bzw. 

Anthocyankonjugate (Felgines et al. 2003; Kay et al. 2003; Mazza & Kay 2008; Mazza & 

Miniati 1993). Auch in anderen Humanstudien wurden Anthocyankonjugate, meist 

Monoglukuronide und Monosulfate, detektiert. So konnten z. B. nach Zufuhr von 

Erdbeeren (Felgines et a. 2003), Holunderbeerenextrakt (Wu et al. 2002), 

Aroniabeerenextrakt (Kay et al. 2003) und Preiselbeeren (Lehtonen et al. 2010) 

verschiedene Glukuronid- und Sulfat-Konjugate der mit den Früchten/Extrakten 

verabreichten Anthocyane im Urin der Probanden identifiziert werden. 

Interessant sind auch die Befunde hinsichtlich Peo-3-Gluk und Cya-3-Gluk. Die relative 

Urinexkretion von Peo-3-Gluk war nach RTSK hoch (0,29 %) und nach Rotwein am 

höchsten (0,84 %), während diese für Cya-3-Gluk am geringsten war (0,09 % nach RTSK 

und 0,06 % nach Rotwein). Anzunehmen ist deshalb, dass Cya-3-Gluk via Catechol-O-

Methyltransferase (COMT) zu Peo-3-Gluk methyliert wird. Dieser Stoffwechselweg für 
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Cyanidin-Glukoside wurde auch von anderen vermutet bzw. beschrieben (Kay et al. 2004; 

Wu et al. 2002). 

Die Erfassung, Identifizierung und Quantifizierung von in vivo Metaboliten in 

biologischen Proben wie Blutplasma, Urin und Faeces, gewinnt mehr und mehr an 

Bedeutung. Manach und Kollegen haben bereits 2005 darauf hingewiesen, dass die 

“offensichtlich“ geringe Bioverfügbarkeit der Anthocyane vielleicht doch nicht so gering 

ist, wie vermutet wird. Die Autoren begründen ihre Aussage damit, dass wichtige in vivo 

Metaboliten bisher einfach ignoriert bzw. nicht erkannt wurden und dass die verwendeten 

Analysenmethoden für die Erfassung von Anthocyanmetaboliten nicht optimal sind 

(Manach et al. 2005). 

Felgines et al. konnten z. B. in ihrer Erdbeerstudie beobachten, dass sich sämtliche 

Pelargonidin-Metaboliten signifikant abgebaut haben bzw. komplett verschwunden waren 

(mit der Ausnahme von Pelargonidin-3-Glukosid), wenn Urinproben nicht sofort analysiert 

sondern zuerst tiefgefroren gelagert wurden (Felgines et al. 2003). Die Autoren vermuten, 

dass sowohl der Gefrier- (Bindung von Metaboliten an ein beim frieren gebildetes 

Präzipitat) als auch der Auftauprozess (Abbau von labilen Metaboliten) dafür 

verantwortlich sind. Auch in Humanstudie I wurde das Probenmaterial bei -80ºC bis zur 

HPLC-Analyse zwischengelagert. Ein signifikanter Abbau von ursprünglich in den 

“frischen“ Urin- und Plasmaproben enthaltenen Metaboliten ist deshalb auch hier denkbar. 

Dass wichtige in vivo Metaboliten “übersehen“ bzw. nicht erfasst werden ist aufgrund der 

bereits beschriebenen anthocyanspezifischen pH-abhängigen Strukturen (rotes 

Flavyliumkation bei pH 1-3, farblose Carbinolpseudobase bei pH ≥ 4) gut möglich. In den 

meisten Studien werden die Anthocyane mittels UV-VIS Detektion erfasst, nach 

vorheriger Überführung in das rote Flavylium-Kation durch ansäuern des Probenmaterials. 

Es ist aber durchaus möglich, dass nicht alle Formen in das Flavylium-Kation überführt 

werden können, da diese bereits mit anderen Plasma- oder Urinkomponenten reagiert 

haben bzw. an diese gebunden sind (Crozier et al. 2009; Manach et al. 2005; Mazza & Kay 

2008). 

Sowohl Manach und Kollegen als auch Mazza und Kay weisen mehrfach auf die 

potentielle biologische Bedeutung der durch die intestinale Mikroflora gebildeten 

Metaboliten/Abbauprodukte hin (Manach et al. 2005; Mazza und Kay 2008). In 

verschiedenen in vitro Studien mit simulierter fäkaler Fermentation (Aura et al. 2005; 

Fleschhut et al. 2006; Forester et al. 2008; Keppler et al. 2005; Seeram et al. 2001) sowie 

in einer kürzlich publizierten Humanstudie (Nurmi et al. 2009) konnte gezeigt werden, 
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dass Anthocyane zu zahlreichen Phenolsäuren (wie z. B. Protocatechu-, Vanillin-, 

Homovanillin-, p-Hydroxybenzoe-, 3,4-Dihydroxyphenylpropion-, m-Hydroxyphenyl-

propionsäure) ab- und umgebaut werden können. Vitaglione und Kollegen haben z. B. 

Protocatechusäure als den wichtigsten Metaboliten von Cyanidin-Glukosiden im Serum 

von gesunden Probanden identifiziert. Da Protocatechusäure auch ein bedeutendes 

antioxidatives Potential besitzt (Seeram et al. 2001), kann dieser Metabolit durchaus zu den 

biologischen Wirkungen, die den Anthocyanen zugeschrieben werden, beitragen 

(Vitaglione et al. 2007). 

Es wird deutlich, dass den Anthocyanmetaboliten eine Schlüsselfunktion zukommt, sowohl 

hinsichtlich einer “realistischen“ Einschätzung der Anthocyanbioverfügbarkeit als auch 

hinsichtlich deren Bioaktivität. Auch Williamson und Kollegen haben bereits 2005 auf die 

Schlüsselfunktion von Metaboliten im Hinblick auf potentielle biologische Wirkungen 

applizierter Polyphenolen hingewiesen (Williamson et al. 2005). 

Das nicht erfassen der Anthocyanmetaboliten nach Zufuhr von RTSK und Rotwein stellt 

aus heutiger Sicht eine signifikante Limitierung von Humanstudie I dar, die die 

wissenschaftliche Aussagekraft der Studie leider einschränkt. Die Identifizierung und 

Quantifizierung von Metaboliten in Humanstudie I hätte mit Sicherheit ein detaillierteres 

Bild über die “tatsächliche“ Bioverfügbarkeit der fünf Traubenanthocyane sowie über 

mögliche Effekte von Alkohol (Rotwein) oder Glukose (RTSK) auf die intestinale 

Absorption und die für den Metabolismus der Anthocyane verantwortlichen Enzyme (u. a. 

COMT, SULT und UDP-GT) ergeben.  

In allen zukünftigen Studien, die die Bioverfügbarkeit von Anthocyanen untersuchen, 

sollten deshalb die in vivo Metaboliten im Fokus stehen. Damit aber hinsichtlich der 

Identifikation von Anthocyanmetaboliten ein wirklicher Fortschritt erzielt werden kann, ist 

der Einsatz von markierten Anthocyanmolekülen notwendig (Crozier et al. 2009; Manach 

et al. 2005; Mazza und Kay 2008). Stabilisotopen-Verdünnungsmethoden wurden z. B. bei 

der Identifizierung und Quantifizierung von Folatderivaten und deren Kataboliten 

erfolgreich eingesetzt (Mönch et al. 2010). 

 

 

5.2 Antioxidative Kapazität (Humanstudie III und II) 

5.2.1 Antioxidative Kapazität im Plasma 

In Humanstudie III war nach Zufuhr des Antiox-Getränks die Gesamtphenolkonzentration 

im Plasma der Probanden signifikant um das 9,5-fache, im Vergleich zur Kontrolle, erhöht 
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(AUC über der Nüchternkonzentration). Im FRAP- und PCL-Test konnte ebenfalls ein 

Trend zu erhöhten AUC-Werten nach Aufnahme des Antiox-Getränks beobachtet werden, 

jedoch waren die Unterschiede statistisch nicht signifikant (p > 0,05). 

Die PCL-, FRAP- und Gesamtphenol-Werte im Nüchternplasma der Probanden lagen alle 

in einem Konzentrationsbereich, wie er auch von anderen Autoren berichtet wird: PCL: 

eigene Studie: 98,3-120,7 µmol TE/l (s. Anhang, Tab. A7), Literaturdaten: 162-275 µmol 

TE/l (Lupp et al. 2004); FRAP: eigene Studie: 576,2-629,5 µmol Fe2+/l (s. Anhang, Tab. 

A8), Literaturdaten: 510-1634 µmol Fe2+/l (Benzie & Strain 1996; Bub et al. 2003; 

Torabian et al. 2009; Wachtel-Galor et al. 2004); Gesamtphenole: eigene Studie: 10,3-13,1 

mg GAE/l (s. Anhang, Tab. A9), Literaturdaten: 6,84- ~9,9 mg GAE/l (Duthie et al. 1998 

& 2006). 

In zahlreichen Studien wird über eine erhöhte antioxidative Kapazität im Plasma (AKP) 

von Probanden nach Zufuhr von polyphenol- bzw. antioxidantienreichen Früchten, 

Getränken und anderen Lebensmitteln berichtet: so z. B. nach Orangensaft (Ko et al. 2005 

[Dichlorofluoreszin/DCFH]), Cranberry-Saft (Pedersen et al. 2000 [FRAP und 

Gesamtphenole]), naturtrüber Apfelsaft (Bitsch et al. 2001 [TRAP]), Tee (Langley-Evans 

2000 [FRAP]; Leenen et al. 2000 [FRAP]; Kimura et al. 2002 [FRAP]), Rotwein 

(Fernandez-Pachon et al. 2005 [ORAC und FRAP]; Cartron et al. 2003 

[Chemilumineszens]; Arendt et al. 2005 [ABTS/TEAC]), alkoholfreiem Rotwein (Alberti-

Fidanza et al. 2003 [ORAC]; Serafini et al. 1998 [FRAP und Gesamtphenole]; Cartron et 

al. 2003 [Chemilumineszens]; Arendt et al. 2005 [ABTS/TEAC]), Whiskey (Duthie et al. 

1998 [FRAP und Gesamtphenole]), Spinat und Erdbeeren (Cao et al. 1998 [ORAC und 

FRAP]), Weizenkleie (Price et al. 2008 [FRAP und Gesamtphenole]), Blaubeeren (Kay 

und Holub 2002 [ORAC]; Prior et al. 2007 [ORAC]; Serafini et al. 2009 [FRAP und 

TRAP]), Granatapfelextrakt (Mertens-Talcott et al. 2006 [ORAC]), sowie Acai-Pulpe 

(Mertens-Talcott et al. 2008 [ORAC]). 

Zu ergänzen wäre noch, dass Ko und Kollegen nicht nur nach Zufuhr von Orangensaft, 

sondern auch nach Trauben-, Pfirsich-, Pflaumen-, Kiwi- und Melonensaft (jeweils 150 ml) 

einen signifikanten Anstieg der AKP beobachten konnten (Ko et al. 2005). 

Die beschriebenen Effekte hinsichtlich der AKP beziehen sich nur auf Kurzzeitstudien 

bzw. Einmalgaben der entsprechenden Studiengetränke/-mahlzeiten. 

 

Ähnlich wie in Humanstudie III, nach Konsum von 400 ml des ascorbinsäurehaltigen 

Antiox-Getränks, konnten auch Pedersen und Kollegen (Pedersen et al. 2000) nach Zufuhr 
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von 500 ml Cranberry-Saft einen signifikanten Anstieg der Ascorbinsäurekonzentration im 

Plasma von neun gesunden Frauen messen. Dieser Anstieg korrelierte positiv mit einem 

praktisch zeitgleich verlaufenden Anstieg der Plasma FRAP-Werte. Interessanterweise 

konnte nach Zufuhr von Blaubeersaft (enthielt keine messbare Ascorbinsäure) kein Effekt 

auf die AKP beobachtet werden, trotz 2,1 bzw. 2,9fach höherer FRAP- und Gesamtphenol-

Werte pro 500 ml Saft. Die Autoren kamen deshalb zu dem Schluss, dass die nach 

Cranberry-Saft signifikant erhöhte AKP größtenteils auf die ebenfalls erhöhte Plasma-

Ascorbinsäure zurückzuführen ist. Auch die Plasma-Gesamtphenole (“Folin-Ciocalteu 

Methode“) waren nur nach Cranberry-Saft signifikant erhöht. Beide Studien, Pedersen et 

al. 2000 und Humanstudie III, sind hinsichtlich der über die Studiengetränke zugeführten 

Ascorbinsäuremengen durchaus vergleichbar: ~135 mg mit dem Cranberry-Saft bei 

Pedersen und Kollegen bzw. ~98 mg mit dem Antiox-Getränk in Humanstudie III. Ein 

ähnlicher Zusammenhang zwischen erhöhter Plasma-Ascorbinsäure und erhöhter AKP 

kann deshalb auch für Humanstudie III angenommen werden. 

Ascorbinsäure ist nicht nur ein effizienter “Fänger“ einer Vielzahl von oxidierenden 

Substanzen in Plasma und Zellen (Sies et al. 1992) sondern leistet auch einen signifikanten 

Beitrag bei der Neutralisierung von Phenoxylradikalen, die bei der Reaktion von 

Polyphenolen mit Radikalen entstehen (Clifford 2004). 

Für die beobachteten Effekte hinsichtlich AKP in Humanstudie III, nach Genuss des 

Antiox-Getränks, ist aber nicht nur die aus dem Antiox-Getränk stammende Ascorbinsäure 

verantwortlich, sondern mit Sicherheit auch darin enthaltene und bioverfügbare 

Polyphenole und deren in vivo Metaboliten.  

Leider liegt keine detaillierte Analyse des Polyphenolprofils des Antiox-Getränks vor. 

Jedoch kann aufgrund der Zusammensetzung des Getränkepulvers (Mischung aus 

Blaubeeren-, Holunderbeeren- und schwarzem Johannisbeerkonzentrat, sowie Extrakten 

aus Hagebutten, Hibiskus, Brombeeren, Schwarzbeerblättern und schwarzer Karotte) ein 

signifikanter Anthocyananteil angenommen werden (überwiegend Cyanidin- und 

Delphinidin-Glykoside). Aufgrund der relativ geringen Bioverfügbarkeit von Anthocyanen 

ist deren potentieller Beitrag, als genuine Substanzen, zur AKP eher gering, wenn nicht 

sogar vernachlässigbar. Wie bereits erwähnt wurde, konnte Vitaglione und Kollegen 

(Vitaglione et al. 2007) in ihrer Studie mit 6 gesunden Probanden nachweisen, dass 

Protocatechusäure der Hauptmetabolit von mit Blutorangensaft zugeführten Cyanidin-

Glukosiden war (6 Std. nach Zufuhr wurden ca. 44 % der applizierten Cyandin-Glukoside 

als Protocatechusäure im Plasma der Probanden wiedergefunden). Antioxidativ wirksame 
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Metaboliten wie Protocatechusäure könnten das in verschiedenen Humanstudien 

beobachtete “Phänomen“ erklären, dass die erhöhte AKP nicht mit den geringen bzw. 

vernachlässigbaren Konzentrationen an Anthocyanen bzw. daraus gebildeten Glukuronid- 

und Sulfat-Konjugaten korrelierte. Auch andere Autoren haben berichtet, dass 

Polyphenolmetaboliten durchaus einen signifikanten Anteil an der antioxidativen Kapazität 

in vivo haben können (Harada et al. 1999; Moon et al. 2001; Natsume et al. 2004). 

Aber nicht nur Anthocyane und/oder deren Metaboliten sondern auch andere mit dem 

Antiox-Getränk zugeführte Flavonoide und Phenolsäuren können zur AKP der Probanden 

beitragen. Cao und Kollegen (Cao et al. 1998) konnten in ihrer Studie mit acht älteren 

Frauen (66,9 ± 0,6 Jahre) demonstrieren, dass der Anstieg der AK im Serum nach Verzehr 

von Erdbeeren und Spinat genauso stark war, wie nach Zufuhr einer Megadosis 

Ascorbinsäure (1250 mg). Die Autoren schlossen daraus, dass phenolische Verbindungen, 

die aus den aufgenommenen Testmahlzeiten absorbiert wurden, dafür verantwortlich sein 

müssen. Die verabreichten Testmahlzeiten sowie Ascorbinsäure wurden äquimolar 

hinsichtlich ihrer antioxidativen Kapazität dosiert (3,7 mmol TE im ORAC-Test). Auch 

Pedersen et al. weisen in ihrer Diskussion darauf hin, dass die erhöhten Plasma FRAP-

Werte nach Zufuhr des Cranberry-Safts vermutlich sowohl auf Ascorbinsäure als auch auf 

im Plasma zirkulierende phenolische Verbindungen basieren (Pedersen et al. 2000). 

Serafini und Kollegen konnten sowohl nach Zufuhr von 113 ml alkoholfreiem Rotwein 

(Serafini et al. 1998) als auch nach Verzehr von 200 g Blaubeeren (Serafini et al. 2009) 

Ascorbinsäure als verantwortliche Substanz für den beobachteten Anstieg der AKP 

ausschließen (die Plasma-Ascorbinsäurespiegel blieben praktisch unverändert). 

Mertens-Talcott und Kollegen (2006 & 2008) sowie Price et al. 2008 haben 

geschlussfolgert, dass die erhöhte AKP der Probanden nach Zufuhr von Granatapfelextrakt 

und Acai-Pulpe sowie Weizenkleie auf die absorbierten phenolischen Verbindungen 

und/oder deren Metaboliten zurückzuführen ist. 

 

5.2.2 Antioxidative Kapazität im Urin 

In Humanstudie II und III konnte nach Zufuhr des naturtrüben WTWAS bzw. des Antiox-

Getränks eine signifikant (p < 0,05) erhöhte Exkretion von antioxidativ wirksamen 

Substanzen im 24 Std. Urin der Probanden gemessen werden: in Humanstudie II waren 

dies +44% im PCL-, +29 % im FRAP- und +36 % im Gesamtphenol-Test; in Humanstudie 

III waren dies +43 % im PCL-, +29 % im FRAP- und +33 % im Gesamtphenol-Test 

(jeweils im Vergleich zur Kontrolltestung). 
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Über ähnliche Befunde wird auch von anderen Arbeitsgruppen berichtet: Price et al. (2008) 

konnten eine signifikant erhöhte Exkretion an Antioxidantien, erfasst mittels FRAP- und 

Gesamtphenol-Test, im Urin (gesammelt über vier Std.) von 18 gesunden Probanden nach 

Verzehr von Weizenkleie messen. In den Studien von Roura und Mitarbeitern (Roura et al. 

2006 & 2007) konnte gezeigt werden, dass die antioxidative Kapazität (als TEAC) sowie 

der Gesamtphenolgehalt (bestimmt mittels einer modifizierten Folin-Ciocalteu Methode) 

im Urin von 21 bzw. 36 gesunden Probanden, nach Zufuhr eines polyphenolreichen 

Kakaogetränks, signifikant erhöht waren. Nach Zufuhr von Rotwein und einem 12 Jahre 

alten Whiskey (jeweils 100 ml) beobachtete Duthie et al. (1998) bei neun gesunden 

männlichen Probanden eine signifikant erhöhte Gesamtphenolkonzentration im Urin vier 

Std. postapplikativ, im Vergleich zu einer Kontrolltestung (Rotwein und gereifter Whiskey 

wurden hier durch einen praktisch polyphenolfreien frisch hergestellten Schnaps ersetzt). 

Auch Cao und Kollegen berichten über gleichlautende Ergebnisse: im Vergleich zu einer 

Kontrolltestung war bei acht älteren Frauen nach Verzehr von Erdbeeren, Spinat und 

Vitamin C die Konzentration an Antioxidantien im 24 Std. Urin, erfasst mittels ORAC-

Test, signifikant erhöht (Cao et al. 1998). In einer Übersichtsarbeit von Tepel et al. (2002) 

wird darüber berichtet, dass bei einer akuten Verschlechterung der Nierenfunktion durch 

Medikamente, Kontrastmittel oder bei Ischämie-/Reperfusionsschäden, prophylaktisch 

applizierte Antioxidantien eine weitere Schädigung verhindern. Somit könnte eine erhöhte 

Antioxidantienkonzentration im Urin durchaus von therapeutischer Relevanz sein, 

hinsichtlich eines Schutzes von funktionellem Nierengewebe. 

Die Bedeutung der Bestimmung der antioxidativen Kapazität in Plasma und Urin sowie 

deren Interpretation, insbesondere im Hinblick auf physiologische Effekte/Vorgänge, wird 

abschließend in “Resümee und Ausblick“ kommentiert. 

 

 

5.3 Ascorbinsäure (Humanstudie II und III) 

Die Ascorbinsäureexkretion im 24 Std. Urin der Probanden war in beiden Humanstudien 

nach Zufuhr der jeweiligen Studiengetränke signifikant, im Vergleich zur Kontrolltestung 

erhöht (~3fach nach WTWAS in Humanstudie II und ~4,3fach nach Antiox-Getränk in 

Humanstudie III). In Humanstudie II wurden die potentiellen Effekte der Ascorbinsäure 

auf die antioxidative Kapazität sowohl in den Studiensäften (Studie-Apfelsäfte) als auch im 

Urin der Probanden (Studie-Urin) “neutralisiert“ (Korrektur der PCL-, FRAP- und 

Gesamtphenolwerte um den jeweiligen Ascorbinsäureanteil). Ascorbinsäure (200 mg/l; 
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Thielen et al. 2006) wurde dem Saft als Oxidationsschutz direkt nach dem Pressen der 

Äpfel zugesetzt und war somit kein “natives“ Antioxidans. Der Fokus in Humanstudie II 

war, wie bereits erwähnt, auf die phenolischen Verbindungen gerichtet. Anmerkung: die 

unkorrigierte antioxidative Kapazität (d.h. mit Ascorbin- und Harnsäure) der 24-Std. Urine 

ist in Anhang (A.2.2.2) aufgeführt. 

In Humanstudie III hingegen war Ascorbinsäure ein signifikanter oder besser “nativer“ 

Bestandteil des Antiox-Getränks und die “Gesamtkomposition“, polyphenolreiche 

Fruchtextrakte und zugesetzte Ascorbinsäure, sollten hier untersucht werden. Die erhöhten 

PCL- und FRAP-Werte im Urin nach Antiox-Getränk sind sicherlich zu einem Großteil auf 

den um ~37 mg höheren Ascorbinsäuregehalt des 24 Std. Urins zurückzuführen. Die 

Gesamtphenol-Werte wurden wie in Humanstudie II, ascorbinsäurekorrigiert. Anmerkung: 

die unkorrigierten Gesamtphenol Werte (d.h. mit Ascorbin- und Harnsäure) sind im 

Anhang (A.2.3.6) aufgeführt. 

 

 

5.4 Harnsäure (Humanstudie II und III) 

Praktisch alle der gängigen antioxidativen Testsysteme erfassen nicht nur exogen 

zugeführte Antioxidantien, wie z. B. Polyphenole und Ascorbinsäure, sondern auch 

endogene Substanzen mit antioxidativer Wirkung, wie z. B. Harnsäure, Albumin und 

Bilirubin. All diese Substanzen sind an der individuellen antioxidativen Kapazität des 

Plasmas (AKP) beteiligt. Harnsäure ist hierbei aus verschiedenen Gründen ein 

“besonderes“ endogenes Antioxidans: 

- quantitativ bedeutend in Plasma und Urin 

- Schlüsselsubstanz für die Entstehung von Gichterkrankungen 

- fruktosevermittelter Harnsäureanstieg nach Zufuhr von polyphenolreichen 

Studiengetränken/-mahlzeiten (Bedeutung: die beobachtete erhöhte AKP nach 

Zufuhr dieser Getränke/Mahlzeiten war nicht auf die absorbierten 

Polyphenole/Antioxidantien bzw. deren Metaboliten zurückzuführen, sondern 

beruhte auf den erhöhten Harnsäurekonzentrationen) 

 

Ein statistisch signifikanter Anstieg von Harnsäure im Plasma konnte z. B. nach Zufuhr 

von Kaffee (Natella et al. 2002) und Rotwein (Arendt et al. 2005) gemessen werden. In 

anderen Studien wurde eine starke Korrelation zwischen FRAP-Werten und 

Harnsäurekonzentrationen im Plasma von Probanden nach Aufnahme von Rotwein 
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(Fernandez-Pachon et al. 2005) bzw. nach dem Verzehr von Äpfeln (Lotito & Frei 2004) 

beobachtet. Lotito und Frei sind deshalb zu dem Schluss gekommen, dass die erhöhte AKP 

nach Zufuhr von Lebensmitteln und Getränken, die neben Polyphenolen auch Fruktose 

oder fruktosehaltige Zucker enthalten, nicht auf die absorbierten Polyphenole und/oder 

deren in vivo Metaboliten beruht, sondern höchstwahrscheinlich auf einen durch Fruktose 

verursachten Harnsäureanstieg zurückzuführen ist (Lotito & Frei 2004 & 2006). 

Jedoch sind die publizierten Studienergebnisse hinsichtlich Harnsäure durchaus 

kontrovers. Nach Zufuhr von alkoholfreiem Rot- und Weißwein (Serafini et al. 1998), 

einem Polyphenolextrakt aus Tee (Kimura et al. 2002), Bier oder alkoholfreiem Bier 

(Ghiselli et al. 2000) sowie procyanidinreicher Schokolade (Rein et al. 2000), konnten 

keine Effekte auf die Harnsäurekonzentrationen im Plasma von Probanden beobachtet 

werden.  

Aber auch aktuellere Humanstudien berichten ähnliches: die mit den Früchten applizierte 

Fruktosemenge in der Humanstudie von Prior und Kollegen (Prior et al. 2007) war um 65-

89% geringer als die mit den Äpfeln zugeführte Fruktosemenge in der Studie von Lotito 

und Frei (Lotito & Frei 2004). Prior et al. (2007) schlussfolgern deshalb aus ihren 

Ergebnissen, dass die mit den Studienmahlzeiten applizierte Fruktose nur einen minimalen 

Einfluss auf die Harnsäurebiosynthese hat und deshalb nicht für den signifikanten 

postprandialen Anstieg der antioxidativen Kapazität im Plasma der Probanden 

verantwortlich sein kann. Mertens-Talcott et al. (2008) und Serafini et al. (2009) konnten 

Harnsäure als Ursache für den beobachteten Anstieg der antioxidativen Plasmakapazität, 

nach Zufuhr von Acai-Saft und Acai-Pulpe bzw. Blaubeeren, ebenfalls ausschließen. 

Roura und Kollegen (Roura et al. 2007) berichten über ähnliche Befunde hinsichtlich 

antioxidativer Kapazität und Harnsäure im Urin: das konsumierte Kakaogetränk hat die 

Harnsäuremengen im Urin der 21 gesunden Probanden nicht erhöht (im Vergleich zur 

Kontrolltestung). Die Autoren schlussfolgern aus ihren Studienergebnissen deshalb, dass 

die nach Konsum des Kakaogetränks signifikant erhöhte antioxidative Kapazität im Urin 

der Probanden nicht auf einen Anstieg an Harnsäure zurückzuführen ist, sondern 

höchstwahrscheinlich auf die im Urin ausgeschiedenen Metaboliten der zugeführten 

Kakaoflavonoide beruht. 

Eine erhöhte Harnsäurekonzentration in Plasma und Urin, als Indikator für eine gesteigerte 

Harnsäurebiosynthese, verursacht durch die applizierten Studiengetränke bzw. darin 

enthaltenen Fruktose, konnte weder nach Zufuhr von Apfelsaft (Humanstudie II) noch 

nach Antiox-Getränk (Humanstudie III), beobachtet werden.  
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Harnsäure als Ursache für die erhöhte antioxidative Kapazität in Plasma und Urin nach 

Zufuhr der beiden Studiengetränke, WTWAS und Antiox-Getränk, kann somit 

ausgeschlossen werden. Außerdem wurden die PCL-, FRAP- und Gesamtphenol-Werte in 

Humanstudie II (Urin) nicht nur ascorbinsäure-, sondern auch um harnsäurekorrigiert. In 

Humanstudie III wurden die Gesamtphenol-Werte im Urin ebenfalls ascorbinsäure- und 

harnsäurekorrigiert. Obwohl der Gesamtphenol-Test nach Folin-Ciocalteu, wie bereits in 

der Literaturübersicht erwähnt wurde, ein klassischer ET-Test ist, hat er doch basierend auf 

seiner Anwendung und Kalibrierung (normalerweise mit Gallussäure oder Catechin) eine 

Art “Sonderstellung“ unter den antioxidativen Tests. Durch Korrektur der Werte um 

Ascorbinsäure und Harnsäure sollten die Gesamtphenol-Werte der Bezeichnung 

“Gesamtphenole“ gerechter werden. 

Weiterhin betrug die mit dem sortenreinen Apfelsaft in Humanstudie II aufgenommene 

Fruktosemenge lediglich 34,2 g pro Proband, während in der “Apfel-Studie“ von Lotito 

und Frei (Lotito & Frei 2004) jeder Proband 63,9 g Fruktose via den Studienäpfeln (5 Red 

Delicious Äpfel) konsumierte. Die deutlich geringere Fruktosemenge (ca. 47 % im 

Vergleich zu Lotito und Frei) sowie die unterschiedliche Altersstruktur der 

Probandenkollektive könnten für die unterschiedlichen Ergebnisse verantwortlich sein. Die 

Probanden in Humanstudie II und III waren im Durchschnitt mehr 10 Jahre jünger als in 

der Studie von Lotito und Frei (25 bzw. 23 Jahre in Humanstudie II und III vs. 36 Jahre bei 

Lotito & Frei). 

Briviba und Kollegen konnten eine Stunde nach Verzehr von konventionell angebauten 

Äpfeln ebenfalls einen signifikanten Anstieg der Harnsäure im Plasma der Probanden 

messen (Briviba et al. 2007). Die von den Probanden verzehrte Menge an Äpfel war jedoch 

relativ groß (1 kg). 

Die Harnsäurekonzentrationen in Plasma und 24 Std. Urin lagen sowohl in Humanstudie II 

als auch in Humanstudie III im Normbereich (Plasma: 3,24 - 3,93 mg/dl (s. Anhang, 

A.2.3.4), Normbereich: 2,4 - 7,0 mg/dl [Goetz & Rabast 1999]; Urin: 0,305 - 0,480 g/24 

Std. (s. Anhang, Tab. A5 und A16), Normbereich: 0,4 - 0,7 g/24 Std. [Löffler et al. 2007]) 

und zeigten keine signifikanten Schwankungen. 

Um diese komplexe und auch kontroverse “Beziehung“ zwischen mit der Nahrung bzw. 

Studienmahlzeiten/-getränken zugeführten Fruktose und deren Metabolismus zu Harnsäure 

detailliert zu untersuchen, wären Humanstudien mit genau definierten Altersklassen und 

Fruktosedosierungen äußerst hilfreich. Es könnte damit geprüft werden, welchen Einfluss 
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die Variablen “Alter“ und “Dosierung“ oder die Kombination aus Beiden auf den 

Metabolismus von oral zugeführte Fruktose zu Harnsäure hat. 

Über den Fruktosegehalt in dem in Humanstudie III applizierten Antiox-Getränk liegen 

leider keine Daten vor. Die Harnsäurespiegel in Plasma und Urin wurden jedoch, wie 

bereits beschrieben, an beiden Versuchstagen präzise mittels HPLC kontrolliert. 

Auch hinsichtlich anderer endogener Antioxidantien sind die publizierten 

Studienergebnisse eher kontrovers: Während Arendt und Kollegen (Arendt et al. 2005) 

eine signifikante Veränderung der Albumin- und Bilirubinkonzentrationen nach Konsum 

von Rotwein und alkoholfreiem Rotwein beobachten konnten, haben Serafini und 

Kollegen (Serafini et al. 1998) keinerlei Effekte auf SH-gruppenenthaltende 

Verbindungen, nach Zufuhr von alkoholfreiem Rot- und Weißwein, messen können. 

Glutathion, ein weiteres endogenes Antioxidans, blieb nach Zufuhr von Bier und 

alkoholfreiem Bier ebenfalls unverändert (Ghiselli et al. 2000). 

 

 

5.5 Malondialdehyd (Humanstudie III) 

Im Vergleich zur Kontrolltestung war Malondialdehyd (MDA) nach Zufuhr des Antiox-

Getränks (Humanstudie III) im 24 Std. Urin um 26% erniedrigt (p < 0,05). MDA im Urin 

wird, wie bereits in der Literaturübersicht erwähnt, häufig in Tier- und Humanstudien als 

ein nichtinvasiver Biomarker für die Bestimmung der Lipidperoxidation, verursacht durch 

oxidativen Stress, verwendet (Korchazhkina et al. 2003). Da die Bildung von MDA 

Konsequenzen für die Entstehung von Atherosklerose und Krebs (via der Bildung von 

mutagenen DNA-Addukten) hat, kann eine verminderte MDA-Konzentration im 

Organismus durchaus einen positiven Gesundheitseffekt haben (Gorelik et al. 2005, 2007 

& 2008; Marnett 1999). 

Weinbrenner et al. (2008) berichten über ähnliche Befunde. In deren Humanstudie mit 12 

gesunden Männern (doppelblind/randomisiert/cross-over) erhielten diese zu einer 

antioxidantienarmen Studiendiät, vier tagelang Olivenöle (25 ml/Tag) mit 

unterschiedlichen Polyphenolgehalten (niedrig [10 mg/kg], moderat [133 mg/kg] und hoch 

[486 mg/kg]). Der Konsum der Olivenöle führte dosisabhängig (linearer Trend) zu 

verminderten MDA-Konzentrationen im 24 Std. Urin der Probanden (im Vergleich zum 

Basiswert vor der Intervention). Das Olivenöl mit dem höchsten Polyphenolgehalt führte 

zu einer ca. 60%igen MDA-Reduktion im Urin. Die Autoren konnten außerdem eine 

dosisabhängige Konzentrationszunahme von Olivenpolyphenolen (bestimmt wurden 
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Tyrosol, Hydroxytyrosol und 3-O-Methylhydroxytyrosol [biologischer Metabolit von 

Hydroxytyrosol]) in Plasma und Urin der Probanden nach Zufuhr der drei Olivenöle 

beobachten. Weinbrenner und Mitarbeiter schlussfolgern deshalb, dass die im Olivenöl 

enthaltenen Polyphenole den oxidativen/antioxidativen Status bei gesunden Probanden, die 

eine antioxidantienarme Diät konsumieren, modulieren können (in vivo Wirkung). 

Eine verminderte MDA-Konzentration im Organismus kann aber auch andere Ursachen 

haben: Gorelik und Kollegen haben im FASEB Journal eine sehr interessante 

Interpretation ihrer Studienergebnisse publiziert (Gorelik et al. 2008). Die Autoren konnten 

in der von ihnen durchgeführten Humanstudie, mit zehn gesunden Probanden, eine 

signifikant erniedrigte MDA-Konzentration im Urin 6 Std. nach Verzehr von 

Truthahnschnitzel mit Rotwein im Vergleich zu einer Kontrolltestung (Rotwein war hier 

durch Trinkwasser ersetzt) nachweisen. Die Testmahlzeiten und Getränke wurden im 

randomisierten cross-over Design verabreicht. Die Autoren interpretieren ihre 

Studienergebnisse wie folgt: Die signifikant verminderte MDA-Akkumulation in vivo (bei 

den Probanden wurden zusätzlich auch Plasmaproben untersucht), die nach Zusatz von 

Rotwein und den darin enthaltenen Polyphenolen beobachtet wurde, kann einerseits in 

einer durch die Rotweinpolyphenole verhinderten Lipidperoxidation im sauren Milieu des 

Magens begründet liegen, andererseits kann die Absorption von MDA aber auch durch die 

Bildung von sog. Polyphenol-Aldehyd-Addukten verhindert bzw. behindert werden. 

Gorelik et al. vermuten hier einen ähnlichen Reaktionsmechanismus wie für Polyphenole 

und Methylglyoxal (Lo et al. 2006; Totlani et al. 2006). 

Die Autoren gehen in der Interpretation ihrer Studienergebnisse sogar soweit, dass sie von 

einer völlig neuen Funktion von Rotweinpolyphenolen sprechen, nämlich der 

Verhinderung der Absorption des Lipotoxins MDA. Weiterhin postulieren sie, dass durch 

diese neue Betrachtungsweise – der Gastrointestinaltrakt als der eigentliche Wirkort für die 

mit der Nahrung zugeführten Polyphenole – das bisherige Verständnis über den in vivo 

Wirkmechanismus von Polyphenolen/Antioxidantien revidiert werden muss. Auch die 

potentiellen Mechanismen, die für das “French paradox“ sowie für die “gesunde“ 

Mediterrane und Japanische Ernährung verantwortlich sind, würden sich so besser erklären 

lassen. Die von Gorelik et al. gemachten Vermutungen bzw. Schlussfolgerungen sind 

hochinteressant und durchaus plausibel, jedoch bleiben die Autoren den analytischen 

Nachweis schuldig (es werden nur MDA Plasma- und Urin-Konzentrationen präsentiert). 

In eine aktuellen Studie von Li et al., mit einem ähnlichen Studiendesign wie bei Gorelik et 

al. (2008), konnte durch die Verwendung einer antioxidantienreichen Gewürzmischung bei 
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Hamburgern, sowohl eine signifikante Reduktion von MDA in den Testhamburgern als 

auch in Plasma und Urin der Probanden gemessen werden (Li et al. 2010). Elf gesunde 

Probanden (fünf Frauen und sechs Männer) erhielten randomisiert zwei verschiedene 

Testhamburger, einen Kontrollburger ohne Gewürzmischung und einen “Gewürzburger“ 

der eine spezifische antioxidantienreiche Mischung aus gemahlenen Gewürznelken, Zimt, 

Oregano, Rosmarin, Ingwer, schwarzem Pfeffer, Paprika und Knoblauchpulver enthielt 

(11,25 g/250 g Gesamtrohgewicht). Die MDA-Konzentrationen in den Gewürzburgern 

waren um 71%, im Vergleich zu den Kontrollburgern, in den Urinproben um 49% (6 Std. 

Urin), im Vergleich zur Kontrolltestung, erniedrigt. Auch im Plasma konnte eine 

Reduktion von MDA nach Verzehr der Gewürzburger, im Vergleich zu den 

Kontrollburgern, beobachtet werden. Die Autoren ziehen aus ihren Ergebnissen deshalb 

die folgenden Schlüsse: der Zusatz von antioxidantienreichen Gewürzen kann einerseits 

beim Kochen/Braten von Fleischprodukten eine ernährungsphysiologisch nützliche 

Funktion ausüben (signifikante Reduktion von Lipidperoxidations-Produkten im 

verzehrfertigen Fleischprodukt) und andererseits kann der Verzehr von Fleischprodukten, 

mit zugesetzten antioxidantienreichen Gewürzen, zu einer verminderten in vivo Bildung 

von Lipidperoxidations-Produkten führen. Diese MDA reduzierenden Effekte könnten in 

der Summe ein risikosenkendes Potential bzgl. der Entstehung von Atherosklerose und 

bestimmten Krebsarten besitzen (Li et al. 2010). 

Da in Humanstudie III, parallel zu den verminderten MDA-Urinkonzentrationen nach 

Antiox-Getränk, auch erhöhte (p < 0,05) PCL-, FRAP, Gesamtphenol-, und 

Ascorbinsäurewerte im Urin, sowie erhöhte Plasma-AUCs für Gesamtphenole und 

Ascorbinsäure (Trends für PCL und FRAP) beobachtet wurden, lässt dies auf eine 

verminderte renale Synthese und/oder systemische MDA-Bildung schließen. Ähnlich wie 

bei Weinbrenner et al. (2004) beschrieben, könnten die aus dem Antiox-Getränk 

absorbierten Antioxidantien bzw. deren in vivo Metaboliten (erfasst mittels PCL-, FRAP- 

und Gesamtphenol-Test sowie Ascorbinsäure) den oxidativen/antioxidativen Status der 

gesunden Studienprobanden modulieren (potentiell reduzierende Wirkung auf den 

oxidativen Stress in vivo). Über die exakten Reaktionsmechanismen können leider keine 

weiteren Aussagen gemacht werden, da detaillierte Plasma- und Urinanalysen (individuelle 

Polyphenole und gebildete in vivo Metaboliten sowie potentielle Reaktionsprodukte 

zwischen Polyphenolen und Lipidperoxiden) in Humanstudie III nicht durchgeführt 

wurden. Aus heutiger Sicht wäre dies sicherlich sehr aufschlussreich gewesen. 
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5.6 Polyphenole und Metaboliten im Urin (Humanstudie II) 

Im Urin der acht Probanden konnten nach Zufuhr von WTWAS zwei 

Phloretinmonoglukuronide sowie Phloretin identifiziert und quantifiziert werden. Die 

Wiederfindung im 24 Std. Urin lag mit 4,4 % (Summe aus Phloretin und den 

quantifizierbaren Monoglukuroniden) in einem Bereich, wie er auch von anderen Autoren 

berichtet wird (0,31-21 %; DuPont et al. 2002; Krogholm et al. 2004; Marks et al. 2009; 

Sembries et al. 2006). Sembries und Kollegen haben nach Zufuhr von Extraktionssäften 

aus Äpfeln mit 0,31 % über die niedrigste und DuPont et al. mit 21 % (nach Zufuhr von 

Cider) über die höchste Wiederfindung im 24 Std. Urin von gesunden Probanden berichtet. 

Marks et al. 2009 und Krogholm et al. 2004 fanden mit 5,0 und 5,5 % fast die gleichen 

Mengen im 24 Std. Urin der Probanden wie wir in Humanstudie II, nach Zufuhr des 

sortenreinen und naturtrüben Weißen-Trierer-Weinapfelsafts (WTWAS). 

In Übereinstimmung mit den Ergebnissen in Humanstudie II nach WTWAS, konnten auch 

in der Studie von Marks et al. nach Genuss von 500 ml Cider, sowohl bei gesunden 

Probanden als auch bei Ileostomie-Probanden, Phloretinmonoglukuronide als die 

wichtigsten Dihydrochalkonmetaboliten im Urin identifiziert werden. Im Gegensatz zu 

Humanstudie II, konnten Marks und Kollegen jedoch kein Phloretin im Urin der 

Probanden (gesunde und Ileostomie) nachweisen. Zwei Gründe könnten hierfür eine Rolle 

spielen: (1) Die mit dem WTWAS in Humanstudie II applizierte Dosis an 

Dihydrochalkonen war mit ~170 µmol/700 ml deutlich höher als bei Marks et al. mit 46 

µmol/500 ml. Es ist deshalb durchaus möglich, dass Phloretin, entstanden aus den 

zugeführten Phloretinglukosiden nach Hydrolyse in vivo, nicht vollständig konjugiert und 

in geringen Mengen im Urin, zusammen mit den Glukuroniden, ausgeschieden wurde. 

Sowohl Marks et al. (2009) als auch Kahle et al. (2007) konnten in ihren Studien mit 

Ileostomie-Probanden nach Cider- bzw. Apfelsaft-Zufuhr Phloretin in der 

Ileostomieflüssigkeit der Probanden nachweisen. Bei Marks et al. war jedoch bereits im 

Cider Phloretin nachweisbar, mit 78 nmol/500 ml, jedoch deutlich weniger als in der 

Ileostomieflüssigkeit (2411 nmol/24 Std.). Im Gegensatz zu Marks et al., konnten Kahle 

und Kollegen in ihrem Studienapfelsaft kein Phloretin nachweisen (auch im WTWAS war 

kein Phloretin nachweisbar). 

(2) Es ist aber auch möglich, dass das Aglykon Phloretin aus Phloretinkonjugaten 

entstanden ist, ähnlich wie dies Felgines et al. (2003) für Pelargondin (Anthocyanidin) 

beschreiben. Nach Verzehr von 200 g Erdbeeren konnten die Autoren im Urin von 6 

gesunden Probanden, neben Pelargonidinmetaboliten (hauptsächlich Glukuronide) und 
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Pelargonidin-3-Glukosid (Hauptanthocyan der Erdbeere,) auch kleine Mengen des 

Aglykons Pelargondin nachweisen. Da Anthocyanidine (Aglykone) in physiologischen pH 

Bereichen äußerst instabil sind, ist die Herkunft des “Urin-Pelargonidins“ aus dem 

Intestinaltrakt eher unwahrscheinlich. Felgines und Kollegen vermuten deshalb, dass sich 

das im Urin detektierte Pelargonidin wahrscheinlich erst im Urin, durch die Aktivität von 

β-Glukuronidase und Sulfatase, aus den entsprechenden Konjugaten gebildet hat. Das 

Vorkommen beider Enzyme im Nierengewebe und Urin wurde in der Literatur beschrieben 

(Borghoff et al.1985; Grompe et al. 1992).  

An dieser Stelle sollte noch erwähnt werden, dass in den Studien von DuPont et al. (2002), 

Krogholm et al. (2004) und Sembries et al. (2006), die Urinproben enzymatisch, mittels β-

Glukuronidase und Sulfatase, behandelt wurden und das entstandene Aglykon Phloretin für 

die Berechnung der relativen Exkretion benutzt wurde. 

Es ist jedoch sehr unwahrscheinlich, dass die geringen Mengen an Phloretin (0,31 mg) und 

Phloretinmonoglukuroniden (1,72 mg) im 24 Std. Urin der Probanden nach WTWAS-

Zufuhr, für die erhöhte antioxidative Kapazität im Urin verantwortlich sind. In 

Humanstudie II wurde mit Sicherheit auch nur ein “Bruchteil“ der mit dem Urin 

ausgeschiedenen in vivo Metaboliten erfasst. Crozier und Kollegen weisen in ihrem 

Übersichtsartikel (Dietary phenolics: chemistry, bioavailability and effects on health) 

darauf hin, dass aus jedem Phenol/Polyphenol unter Umständen bis zu 20 in vivo 

Metaboliten gebildet werden können, wie dies bereits für Quercetin-Glykoside 

nachgewiesen wurde (Crozier et al. 2009). Wenn sich unter den Metaboliten Substanzen 

wie Protocatechusäure, mit einem starken antioxidativen Potential befinden, können diese 

durchaus signifikant zur antioxidativen Kapazität, nicht nur im Plasma, sondern auch im 

Urin beitragen. Die Absolutmengen an gebildeten Metaboliten (entscheidend für deren 

potentielle Bioaktivität) können jedoch stark variieren und hängen sowohl vom 

individuellen genetischen Profil als auch von der individuellen intestinalen Mikroflora ab 

(Crozier et al. 2009). 

 

 

5.7 Hippursäure (Humanstudie II und III) 

5.7.1 Hippursäureausscheidung im Urin 

In Humanstudie II und III konnte jeweils eine signifikant erhöhte 

Hippursäureausscheidung im 24 Std. Urin nach Zufuhr der jeweiligen Studiengetränke 

gemessen werden: ~487 mg/24 Std. nach WTWAS und ~172 mg/24 Std. nach Antiox-
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Getränk, jeweils zur antioxidantienfreien Kontrolle (Trinkwasser). Hippursäure stellt somit 

in beiden Humanstudien den mengenmäßig wichtigsten “Metaboliten“ dar. Auch von 

anderen Autoren wird über eine signifikant erhöhte Hippursäureausscheidung im 24 Std. 

Urin, nach Zufuhr von polyphenolreichen Getränken und Früchten, berichtet. Clifford et al. 

(2000) beschreibt einen massiven Anstieg von Hippursäure im 24 Std. Urin von gesunden 

Probanden nach Zufuhr von schwarzem Tee. Nach Konsum von acht Tassen schwarzem 

Tee/Tag konnte eine um 1,5 mmol/24 Std. erhöhte Hippursäureausscheidung gemessen 

werden. In einer vergleichbaren Studie von Olthof und Mitarbeitern wurde eine um 1,9 

mmol/24 Std. gesteigerte Hippursäureexkretion im Urin von 20 gesunden Probanden 

beobachtet, die ca. 4 g Schwarzteemasse/Tag und Person konsumierten (Olthof et al. 

2003). 

Mulder et al. haben in einer neueren Studie, publiziert im American Journal of Clinical 

Nutrition, den Einfluss von Grüntee- und Schwarzteekonsum auf die 

Hippursäureausscheidung bei 17 gesunden männlichen Probenden detailliert untersucht 

(Mulder et al. 2005). Die Autoren haben hierbei einen ganz interessanten Ansatz bzw. 

“Rechenmodell“ verwendet: die nach Teekonsum zusätzlich ausgeschiedene Menge an 

Hippursäure wurde ins Verhältnis zur zugeführten Menge an Polyphenolen, bestimmt mit 

der Folin-Ciocalteu Methode, gesetzt. Mulder und Mitarbeiter konnten in ihrer Studie 

keinen signifikanten Unterschied zwischen Grüntee- und Schwarzteekonsum und der 

korrespondierenden Menge an zusätzlich ausgeschiedener Hippursäure beobachten. Die 

Probanden bekamen die Studiengetränke, Grün- und Schwarztee (äquivalent zu 12 Tassen 

Tee/Tag), sowie Koffein als Kontrolle, im randomisierten cross-over Design zugeteilt. Die 

tägliche Polyphenoldosis in der zugeführten Schwarzteemasse betrug 9,08 mmol Gallic 

Acid Equivalents (GAE) und die korrespondierende Menge an zusätzlich ausgeschiedener 

Hippursäure im Urin betrug 1,86 mmol/24 Std. (entspricht ca. 20% der zugeführten 

Polyphenoldosis). Das gleiche Rechenmodell mit Grüntee ergab folgende Daten: die mit 

dem Tee zugeführte Polyphenoldosis von 13,3 mmol GAE/Tag resultierte in einer um 2,33 

mmol/24 Std. erhöhten Hippursäureausscheidung (entspricht ca. 18% der zugeführten 

Polyphenoldosis). 

In Humanstudie III konnte ein ähnlicher Effekt bezüglich der zugeführten Dosis an 

“Polyphenolen“, bestimmt mit der Folin-Ciocalteu Methode, und der gemessenen 

Zunahme an Hippursäure im 24 Std. Urin beobachtet werden: die Zufuhr von 400 ml 

Antiox-Getränk (4,59 mmol GAE) führte zu einer zusätzlichen Exkretion von 0,97 mmol 

Hippursäure/24 Std. (ca. 21% der zugeführten “Polyphenol“-Dosis). Die mit dem Antiox-
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Getränk zugeführten Polyphenole, scheinen demnach in ähnlicher Weise und Ausmaß von 

der intestinalen Kolonmikroflora metabolisiert zu werden, wie die in Grün- und 

Schwarztee enthaltenen phenolischen Verbindungen. 

Die nach Apfelsaftkonsum (Humanstudie II) berechnete Zunahme an Hippursäure im 24 

Std. Urin, deutet auf eine deutlich höhere Biotransformation der im Apfelsaft enthaltenen 

Polyphenole hin: die mit der Folin-Ciocalteu Methode bestimmte Menge an 

Apfelsaftpolyphenolen betrug 6,51 mmol GAE, während die renale 

Hippursäureexkretion/24 Std. um 2,72 mmol im Vergleich zu Kontrolle erhöht war 

(entspricht ca. 42% der “Polyphenol“-Dosis). 

DuPont et al. berichten ebenfalls über einen massiven Hippursäureanstieg im 24 Std. Urin 

von sechs gesunden Probanden beiderlei Geschlechts, nach Zufuhr von 1,1 Liter Cider 

(Apfelwein). Ein fast 3facher Anstieg an Hippursäure konnte im Vergleich zu einer am 

Vorversuchstag durchgeführten Kontrolltestung gemessen werden (DuPont et al. 2002). 

In der WTWAS-Studie konnte ein ähnlicher Anstieg beobachtet werden: ~3fach mehr 

Hippursäure wurde im 24 Std. Urin nach WTWAS im Vergleich zur Kontrolle gemessen.  

In der Studie von DuPont et al. wurde kein Gesamtphenolwert nach Folin-Ciocalteu 

bestimmt, so dass die für Tee, WTWAS und das Antiox-Getränk durchgeführten 

Berechnungen (ratio: zugeführte Polyphenoldosis vs. Zunahme an ausgeschiedener 

Hippursäure im 24 Std. Urin), hier leider nicht durchgeführt werden konnten. 

Die deutlich höhere Biotransformation von Apfelsaftpolyphenolen in Hippursäure nach 

WTWAS (Humanstudie II), im Vergleich zu den von Mulder et al. (2005) berichteten 

Werten (Grün- und Schwarztee), kann einerseits im unterschiedlichen Polyphenolprofil 

von Apfel bzw. Apfelsaft und Tee, andererseits aber auch in der Dosis bzw. 

Applikationsweise begründet liegen. 

In Humanstudie II wurde der Apfelsaft als Einmaldosis (~20 Min. Trinkzeit) appliziert, 

während in der Teestudie von Mulder et al. die Grün- und Schwarzteedosen auf jeweils 6 

Eingrammpäckchen, zugeführt in 2-3 stündigen Intervallen, verteilt waren.  

Die Höhe der verabreichten Polyphenoldosis kann durchaus das Metabolitenprofil in vivo 

signifikant beeinflussen (Spencer et al. 2008). Nach sehr hohen (pharmakologischen) 

Dosen an Catechin, konnte intaktes/unmetabolisiertes Catechin im Plasma von Probanden 

nachgewiesen werden, während nach Gabe von “normalen“ ernährungsphysiologischen 

Dosen via Rotwein, ausschließlich Catechinmetaboliten (konjugierte Formen) detektiert 

wurden (Bell et al. 2000; Hackett et al. 1983). Für das “Auftauchen“ von 

unmetabolisiertem Catechin im Plasma, nach sehr hohen Dosierungen, wird eine Sättigung 
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der Phase I und II Enzyme vermutet. Weiterhin wurde bei ansteigenden Polyphenoldosen 

eine Verschiebung des “Metabolisierungsprofils“ (Tiermodell), von Sulfatierung zu 

Glukuronidierung, beobachtet (Koster et al. 1981). Es ist deshalb durchaus denkbar, dass 

nach WTWAS (hohe Einzeldosis an Polyphenolen) im Vergleich zu niedrigeren Dosen 

(Einzeldosis oder Mehrfachdosen) ein relativ größerer Anteil nicht metabolisierter 

Polyphenole das Kolon erreicht und dort, von der vorhandenen Mikroflora, mit ihrem 

enormen katalytischen Potential (~1012 Mikroorganismen/cm3), zu einer Vielzahl von 

Metaboliten um- und abgebaut wird (wobei, wie bereits beschrieben, auch Hippursäure 

entsteht). 

Auf den ersten Blick überraschend sind die Ergebnisse in Humanstudie III: nach Antiox-

Getränk konnte eine ähnliche Biotransformationsrate der konsumierten Polyphenole zu 

Hippursäure, wie nach Zufuhr von Grün- und Schwarztee, beobachtet werden (~21% nach 

Antiox-Getränk vs. 18 und 20% nach Grün- und Schwarztee; Mulder et al. 2005). 

Die im Antiox-Getränk enthaltenen Anthocyane, aufgrund der Zusammensetzung des 

Getränkepulvers mengenmäßig bestimmend, können durch die intestinale Mikroflora, wie 

im Diskussionsteil für Humanstudie I beschrieben, zu zahlreichen Phenolsäuren ab- und 

umgebaut werden. Die Bildung von Hippursäure aus diesen Phenolsäuren, ähnlich wie von 

Mulder et al. (2005) für Catechin beschrieben (s. Literaturübersicht), ist durchaus denkbar. 

Da auch in Humanstudie III die verabreichte Dosis an Polyphenolen via des Antiox-

Getränks deutlich höher war als bei Mulder et al. (4,59 [Antiox-Getränk] vs. 2,2 bzw. 1,5 

mmol GAE für Grün- bzw. Schwarztee/Portion), die Biotransformationsrate zu 

Hippursäure jedoch praktisch gleich war, wäre es aufschlussreich gewesen, zusätzlich 

Faecesproben der Probanden zu untersuchen. D.h., zu untersuchen, wie viel Prozent der 

zugeführten Anthocyane unverändert im Faeces wiederzufinden sind. Rückschlüsse, ob die 

via Antiox-Getränk zugeführten Anthocyane in gleichem Ausmaß, wie z. B. Polyphenole 

in Tee oder Apfelsaft, von der Kolonmikroflora metabolisiert werden, wären dann möglich 

gewesen. 

 

5.7.2 Hippursäure als potentieller Biomarker für mit der Nahrung zugeführte 

Polyphenole 

Nicht nur nach Tee, Cider, naturtrübem Apfelsaft und Antiox-Getränk, sondern auch nach 

Zufuhr von Chlorogensäure (wichtigste Phenolsäure im Kaffee; Olthof et al. 2003), 

getrocknetem Cranberry-Saft (Valentova et al. 2007) sowie nach dem Verzehr von 

Blaubeeren und Kirschen (Toromanovic et al. 2008), konnte bei gesunden Probanden 
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beiderlei Geschlechts eine signifikante Zunahme von Hippursäure im Urin gemessen 

werden. 

Hippursäure kann demnach als eine Art “allgemeiner“ bzw. “unspezifischer“ Biomarker, 

für die mit der Nahrung zugeführten Polyphenole, betrachtet werden. Rückschlüsse auf 

bestimmte Lebensmittel oder gar individuelle Polyphenole können, basierend auf den 

vorliegenden Ergebnissen (eigene Studien und Literaturdaten), jedoch nicht gemacht 

werden. 

Spencer und Mitarbeiter haben 2008 eine Übersichtsarbeit publiziert, die sich detailliert 

mit der Problematik von biologischen Biomarkern, für die Bestimmung von mit der 

Nahrung zugeführten Polyphenolen, befasst (Titel: Biomarkers of the intake of dietary 

polyphenols: strengths, limitations and application in nutrition research; Spencer et al. 

2008). 

Damit sich ein Polyphenolmetabolit auch als Biomarker (Polyphenolzufuhr) eignet, wird 

dessen Spezifität als eine grundlegende Voraussetzung gefordert. Mit anderen Worten – 

der ausgewählte Metabolit sollte in Plasma oder Urin ausschliesslich nach Zufuhr eines 

bestimmten Polyphenols auftauchen und nicht auch aus anderen, mit der Nahrung 

konsumierten Substanzen bzw. endogen, entstehen (Spencer et al. 2008). 

Hippursäure und Hydroxyhippursäure eignen sich zum Beispiel nicht als Biomarker für 

mit der Nahrung konsumierte Kaffeesäure: beide Verbindungen/Metaboliten können 

sowohl aus Chinasäure und aromatischen Aminosäuren (wie Tryptophan, Tyrosin und 

Phenylalanin) als auch aus anderen Polyphenolen im Körper gebildet werden (Spencer et 

al. 2008). 

Die Problematik hinsichtlich der Verwendung von Hippursäure als spezifischen/validen in 

vivo Biomarker für individuelle Nahrungspolyphenole ist somit offensichtlich. 

Trotzdem könnte Hippursäure, wie bereits erwähnt, als eine Art “Summenmetabolit“ oder 

“Allgemeiner Biomarker“ für die Zufuhr von Polyphenolen (als Summe) benutzt werden. 

Weitere Humanstudien, die die folgenden Kriterien adressieren, könnten hierbei Klarheit 

schaffen: 

- ausreichend große Probandenzahlen (Probandenzahl sollte entsprechend der Anzahl 

der Testungen pro Studie berechnet werden) 

- adäquates Studiendesign (z. B. randomisiert, cross-over, doppelblind, 

placebokontrolliert, standardisierte Ernährung der Probanden in der 

Vorversuchsphase, standardisierte Dauer der Vorversuchsphase und 
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Hauptversuchsphase, identische Ein- und Ausschlusskriterien für die 

Studienteilnehmer) 

- Einfluss von Geschlecht und Alter (d.h., Probandenauswahl basierend auf 

Geschlecht und Alter/Altersgruppe) 

- detaillierte Analyse der zugeführten Polyphenole (individuelle Verbindungen) 

mittels HPLC; Berechnung der Ratio “zugeführte Polyphenole (HPLC) : zusätzlich 

ausgeschiedene Hippursäure (Urin)“ 

 

Urin als Matrix (nicht invasis, leicht zugänglich, Probenmengen im Literbereich) und 

Hippursäure als Biomarker (analytisch leicht zu bestimmen, Konzentrationen im mg-

Bereich), wären eine kostengünstige und vielversprechende Kombination, insbesondere für 

Bioverfügbarkeits- und/oder Interventionsstudien mit großen Probandenzahlen. 

Es bleibt noch zu erwähnen, dass die im 24 Std. Urin der Probanden gemessenen 

Hippursäuremengen, sowohl in der Kontrolle als auch nach Zufuhr der entsprechenden 

Studiengetränke (Humanstudie II und III), im in der Literatur beschriebenen Normbereich 

liegen (0,1-1,0 g/24 Std.; Löffler et al. 2007). Dieser kann, abhängig von der Ernährung, 

entsprechend stark variieren. 
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6 Resümee und Ausblick 

 

Nach Zufuhr eines polyphenolreichen Mostapfelsafts sowie eines polyphenol- und 

ascorbinsäurehaltigen Mischgetränks (Antiox-Getränks), war die antioxidative Kapazität 

im 24 Std. Urin von gesunden Probanden signifikant, im Vergleich zu einer 

Kontrolltestung, erhöht. Im Plasma (nur Antiox-Getränk) waren die Ergebnisse nicht ganz 

so eindeutig; eine klare Tendenz für eine erhöhte antioxidative Kapazität nach Antiox-

Getränk konnte auch hier beobachtet werden (signifikant jedoch nur für Gesamtphenole). 

Im Urin konnten nach Antiox-Getränk zusätzlich verminderte 

Malondialdehydkonzentrationen gemessen werden. Zusammengefasst lässt dies eine, 

zumindest kurzfristige, Verbesserung des antioxidativen Status der Probanden vermuten. 

Aber was bedeutet das? 

Insbesondere beim Verfassen der vorliegenden Dissertation und damit verbunden, der 

intensiven Literaturrecherche, habe ich mir diese kritische Frage immer öfter gestellt. Nach 

meinen Recherchen gibt es bisher keinen “geprüften“ Zusammenhang zwischen kurzfristig 

erhöhter antioxidativer Kapazität in Plasma und/oder Urin und einem verminderten Risiko 

an einer bestimmten Zivilisationskrankheit zu erkranken. Auch Scalbert und Kollegen 

weisen auf diesen Sachverhalt bereits 2005 hin (Scalbert et al. 2005). Weiterhin wurde das 

“ultimative“ antioxidative Testsystem, mit welchem die Komplexen physiologischen 

Vorgänge in vivo erfasst werden können, noch nicht entwickelt und wird es 

höchstwahrscheinlich in naher Zukunft auch nicht. Ob die anfänglich hochgelobten, auf 

Zellbasis operierenden Tests, wie z.B. der CAA-Test (Wolfe et al. 2008) oder CAP-e Test 

(Honzel et al. 2008) einen wirklichen Fortschritt bieten, bleibt abzuwarten. Die 

Limitationen der gängigen “chemischen“ Tests wurden ja bereits im vorherigen Kapitel 

diskutiert. 

Die Bestimmung der antioxidativen Kapazität in Plasma und Urin zusammen mit weiteren 

Parametern (wie z.B. Biomarker für oxidativen Stress, Plasma- und Urinkonzentrationen 

der entsprechenden Polyphenole/Antioxidantien sowie deren Metaboliten), können aber 

durchaus wertvolle Daten in klinischen Studien liefern. Huang et al. (2005) weisen in 

ihrem Übersichtsartikel explizit darauf hin. Auch kann das antioxidative Netzwerk, wie es 

z. B. in biologischen Flüssigkeiten vorkommt (synergistische/antagonistische Wirkungen 

zwischen endogenen und exogenen Antioxidantien), durch die Bestimmung der 

antioxidativen Kapazität als “Summe“, u.U. besser erfasst werden, als durch die 

Bestimmung individueller Antioxidantien (Fernandez-Panchon et al. 2008). Weiterhin ist 
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die analytische Erfassung individueller Antioxidantien, z.B. im Blutplasma, aufgrund der 

hohen Anzahl heterogener Verbindungen äußerst aufwendig (Kosten, Zeit, Instrumente). 

Ich möchte mich deshalb auch der Aussage von Fernandez-Panchon und Kollegen 

(Fernandez-Panchon et al. 2008) anschließen, die in ihrer Schlussfolgerung darauf 

hinweisen, dass die erhöhte antioxidative Kapazität im Plasma, nach Zufuhr von 

bestimmten Lebensmitteln, ein Indiz dafür sein kann, dass die darin enthaltenen 

Polyphenole ihre antioxidative Wirkung in vivo entfalten. 

In Humanstudie II und III wurde wie von Huang et al. (2005) gefordert, nicht nur die 

antioxidative Kapazität in Plasma und Urin als Einzelparameter bestimmt, sondern in 

Verbindung mit Ascorbinsäure, Harnsäure, Malondialdehyd, Polyphenole/Metaboliten und 

Hippursäure. Der starke Anstieg von Hippursäure im Urin nach Zufuhr des Mostapfelsafts 

sowie des Antiox-Getränks weisen auf eine intensive Metabolisierung/Biotransformation 

der mit den beiden Studiengetränken applizierten Polyphenole hin. 

Dass die intakten oder genuinen Polyphenole, wie sie in Pflanzen, Früchten oder 

Lebensmittel vorkommen, allein für die beobachteten bzw. vermuteten biologischen 

Effekte verantwortlich sind, ist aufgrund ihrer relativ geringen Bioverfügbarkeit eher 

unwahrscheinlich. Die analytische Erfassung und Identifizierung von in vivo Metaboliten, 

gebildet aus den mit der Nahrung oder Supplementen zugeführten Polyphenolen, wird 

daher immer drängender. Insbesondere das Kolon mit seiner enormen katabolischen 

Aktivität, bedingt durch die dort ansässige bakterielle Mikroflora, gewinnt mehr und mehr 

an Bedeutung. Viele dieser sog. Kolonmetaboliten besitzen immer noch freie -OH 

Gruppen und können somit zur antioxidativen Kapazität in vivo beitragen (Scalbert & 

Williamson 2000). Spezifische Metaboliten könnten auch als Biomarker für die Zufuhr von 

bestimmten polyphenolhaltigen Lebensmitteln bzw. individuellen Polyphenolen genutzt 

werden. Diese Metaboliten, wenn nachweisbar in leicht zugänglichen nichtinvasiven 

Kompartimenten wie z. B. Urin, könnten in Ernährungs-/Verzehrsstudien wertvolle 

Informationen, hinsichtlich der Aufnahme von Polyphenolen, liefern. Spencer und 

Kollegen sehen hierfür ein enormes Potential (Spencer et al. 2008). Um dies zu 

verwirklichen, sind weitere Humanstudien gefordert, in denen sowohl Blut, Urin und 

Faeces als auch die Atemluft (respiratorische Exkretion über die Lunge) untersucht werden 

sollten. Solange die Anzahl und chemische Struktur der in vivo gebildeten Metaboliten 

jedoch nur bruchstückhaft bekannt sind, bleiben die metabolischen Stoffwechselwege der 

verschiedenen Polyphenolgruppen und als Konsequenz, ihre biologische Bedeutung, mehr 

oder weniger eine “Black-Box“. Insbesondere für die Bioverfügbarkeit der Anthocyane, 
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die bisher als eine der niedrigsten unter den Flavonoiden eingestuft wird (Manach et al. 

2005), könnte dies zu einer Neubewertung ihrer physiologischen Relevanz führen. Der 

breite Einsatz von markierten Substanzen könnte hinsichtlich der Identifikation von in vivo 

Metaboliten einen echten Meilenstein darstellen. Führende Arbeitsgruppen fordern dies 

schon seit längerem (u. a. Crozier et al. 2009; Mazza & Kay 2008; Manach et al. 2005). 

Die identifizierten Metaboliten könnten dann, mit entsprechenden in vitro Tests 

(Zellkulturen) und Tiermodellen, auf ihre Bioaktivität und ihr präventives Potential 

gegenüber der Entstehung von chronischen Erkrankungen untersucht werden. 

Publikationen von Felgines et al. (2010), mit radioaktiv markiertem Cyanidin-3-Glukosid 

(Untersuchungen zum Metabolismus am Tiermodell), von van Dorsten et al. (2010), mit 

polyphenolreichen Extrakten (Metabolitenprofile im Urin von 58 Probanden wurden mit 

1H-NMR Spektroskopie und GC-MS erfasst) sowie von Williamson und Clifford (2010), 

die in einem Review die physiologische Bedeutung von Kolonmetaboliten (z. B. 

Benzoesäuren, Phenylessigsäuren und Phenylpropionsäuren) herausheben, sind drei 

aktuelle Beispiele, die sich mit der “Polyphenol-Metaboliten-Thematik“ befassen. 

 

Es bleibt spannend! 
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7 Zusammenfassung 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden in drei verschiedenen Humanstudien, drei 

unterschiedliche Fragestellungen, hinsichtlich der Bioverfügbarkeit von antioxidativ 

wirksamen Substanzen (Polyphenole und Ascorbinsäure), geprüft: 

1. Gibt es Unterschiede in der Bioverfügbarkeit von Anthocyanen (Monoglukoside) 

aus Rotwein und rotem Traubensaftkonzentrat? 

2. Wird durch die Zufuhr eines sortenreinen und polyphenolreichen Apfelsafts die 

antioxidative Kapazität im Urin erhöht? 

3. Wird durch die Zufuhr eines polyphenol- und ascorbinsäurereichen Getränks der 

antioxidative Status verbessert? 

 

Die Studien und Ergebnisse können wir folgt zusammengefasst werden: 

 

Zu (1):  

Neun gesunde Probanden beiderlei Geschlechts erhielten in einem vierwöchigen Abstand 

entweder 400 ml Rotwein (279,6 mg Gesamt-Anthocyane; Summe aus Cyanidin-3-

Glukosid, Delphinidin-3-Glukosid, Malvidin-3-Glukosid, Peonidin-3-Glukosid und 

Petunidin-3-Glukosid) oder 400 ml rotes Traubensaftkonzentrat (RTSK; verdünnt; 283,5 

mg Gesamt-Anthocyane). Urin wurde nüchtern sowie in 7 Intervallen über einen Zeitraum 

von 7 Std. nach Zufuhr der beiden Studiengetränke gesammelt (0-1, 1-2, 2-3, 3-4, 4-5, 5-6 

und 6-7 Stunden). Zusätzlich wurde Blut zur Plasmagewinnung nüchtern sowie 0,25, 0,5, 

1, 1,5, 2, und 3 Std. nach Getränkezufuhr entnommen. Nach Zufuhr von RTSK und 

Rotwein konnten die 5 Hauptanthocyane der roten Traube im Urin der Probanden 

identifiziert und quantifiziert werden (HPLC-DAD und LC-ESI-MS/MS). Innerhalb von 7 

Std. wurden 0,23 (RTSK) bzw. 0,18 % (Rotwein) der zugeführten Dosis ausgeschieden. 

Der Unterschied war statistisch jedoch nicht signifikant (p ≥ 0,05). Im Plasma konnten 

nach Zufuhr von RTSK, wie im Urin, alle 5 Anthocyane gefunden werden, während nach 

Rotwein nur Malvidin-3-Glukosid, Peonidin-3-Glukosid und Petunidin-3-Glukosid 

nachgewiesen werden konnten (HPLC-DAD). Die Plasma AUC (Area under the Curve) 

und Cmax-Werte der Gesamt-Anthocyane waren nach RTSK tendenziell höher als nach 

Rotwein (AUC (dosisnormalisiert): 0,59 vs. 0,36 ng*Std./ml/mg; Cmax: 100,1 vs. 

42,9 ng/ml), jedoch ohne statistische Signifikanz (p ≥ 0,05). Weiterhin wurden in den 

Urinproben Anthocyanmetaboliten detektiert, vermutlich handelt es sich hierbei um 
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Glukuronid- und Sulfatkonjugate. Eine weitere Identifikation mittels LC-MS wurde jedoch 

nicht durchgeführt. Ein statistisch signifikanter Unterschied in der Bioverfügbarkeit der 

untersuchten Anthocyane aus Rotwein oder RTSK konnte nicht festgestellt werden. 

Aufgrund der relativ geringen Bioverfügbarkeit der intakten (genuinen) Anthocyane aus 

beiden Studiengetränken sind physiologische Wirkungen eher unwahrscheinlich. Da 

Anthocyanmetaboliten, insbesondere die der Kolonmikroflora, hinsichtlich ihrer 

potentiellen Bioaktivität immer mehr Interesse wecken, sollten diese deshalb in 

zukünftigen Humanstudien/Bioverfügbarkeitsstudien im Fokus stehen. 

 

Zu (2): 

In einer Vorstudie wurden vier sortenreine und naturtrübe Apfelsäfte, hergestellt aus 

traditionellen Mostapfelsorten des gleichen Jahrgangs, hinsichtlich der “Parameter“ 

antioxidative Kapazität und Polyphenole untersucht. Von diesen vier Mostapfelsäften hatte 

der Weiße-Trierer-Weinapfelsaft (WTWAS) sowohl die höchste antioxidative Kapazität 

(bestimmt mittels PCL-, FRAP- und Gesamtphenol-Test) als auch den höchsten 

Polyphenolgehalt (HPLC-DAD). Dieser Apfelsaft wurde für die im Anschluss 

durchgeführte Urin-Studie verwendet. In dieser Studie erhielten acht gesunde weibliche 

Probanden entweder 700 ml WTWAS oder 700 ml Wasser (Kontrolle) in einem 

randomisierten cross-over Design, mit einer einwöchigen Auswaschphase zwischen den 

beiden Testungen. Der Urin wurde nüchtern sowie in 5 Intervallen über einen Zeitraum 

von 24 Std. nach Zufuhr der Studiengetränke gesammelt. In den Urinproben wurde die 

antioxidative Kapazität (PCL, FRAP und Gesamtphenole), Polyphenole (HPLC-DAD und 

LC-ESI-MS/MS), Ascorbinsäure und Harnsäure (HPLC-DAD) sowie Hippursäure 

(Polyphenolmetabolit und potentieller Biomarker für den Konsum von Polyphenolen; 

HPLC-DAD und LC-ESI-MS/MS) bestimmt. Nach Zufuhr von WTWAS waren im 

Vergleich zur Kontrolle sowohl die antioxidative Kapazität (PCL [+44 %], FRAP [+29 %] 

und Gesamtphenole [+36 %]) als auch Hippursäure (ca. 3fach) und Ascorbinsäure (ca. 

3fach) signifikant (p ≤ 0,05) erhöht. Harnsäure (quantitativ bedeutendes endogenes 

Antioxidans) blieb praktisch unverändert. Zusätzlich wurden die Werte der antioxidativen 

Tests um den jeweiligen Ascorbinsäure- und Harnsäureanteil korrigiert. 

Glukuronidkonjugate des Phloretins (1,72 ± 071 mg) sowie Phloretin (Aglykon; 0,31 ± 

0,15 mg) konnten im Urin nach WTWAS ebenfalls nachgewiesen werden. Die 

Wiederfindung (Summe aus Glukuroniden und Aglykon) betrug 4,4 % im Vergleich zur 

zugeführten Dosis an Phloretinglykosiden (berechnet als Phloretin). Die starke Zunahme 
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an Hippursäure sowie die Detektion von Phloretinglukuroniden und Phloretin weisen auf 

eine intensive Metabolisierung der mit dem WTWAS zugeführten Polyphenole hin. 

Aufgrund der relativ geringen Konzentrationen an Phloretin und Phloretinglukuroniden 

sind für die erhöhte antioxidative Kapazität im Urin der Probanden nach WTWAS 

höchstwahrscheinlich weitere, in dieser Studie nicht erfasste Metaboliten, verantwortlich. 

 

Zu (3): 

Bei sechs gesunden Probanden beiderlei Geschlechts wurde die Wirkung eines polyphenol- 

und ascorbinsäurereichen Getränks (Antiox-Getränk) auf den antioxidativen Status (erfasst 

mittels PCL-, FRAP- und Gesamtphenol-Test), die Ascorbin- und Harnsäurespiegel 

(HPLC-DAD) sowie auf die renale Exkretion von Malondialdehyd (MDA, Biomarker für 

oxidativen Stress; HPLC-Fluoreszens) und Hippursäure (Polyphenolmetabolit und 

potentieller Biomarker für den Konsum von Polyphenolen; HPLC-DAD) untersucht. Die 

Probanden erhielten entweder 400 ml des Antiox-Getränks oder 400 ml Wasser (Kontrolle) 

in einem randomisierten cross-over Design mit einer zweiwöchigen Auswaschphase 

zwischen den beiden Testungen. Blut zur Plasmagewinnung wurde nüchtern sowie 0,5, 1, 

1,5, 2, 2,5, 3, 4, 5, 6, 8 und 10 Std. nach Zufuhr der Studiengetränke entnommen. 

Zusätzlich wurde der 24 Std. Urin gesammelt. Nach Zufuhr des Antiox-Getränks waren im 

Vergleich zur Kontrolle sowohl die Gesamtphenole als auch die Ascorbinsäure (Area 

under the Curve [AUC]) im Blutplasma signifikant erhöht. Eine Tendenz (p > 0,05) zu 

erhöhten Plasma FRAP- und PCL-Werten (AUC) konnte ebenfalls beobachtet werden. Im 

Vergleich zu Wasser war nach Antiox-Getränk eine signifikant erhöhte Ausscheidung von 

Ascorbinsäure (+330 %), Gesamt-Antioxidantien (erfasst im PCL- (+43 %), FRAP- 

(+29 %) und Gesamtphenol (+33 %)-Test) und Hippursäure (+115 %) im 24 Std. Urin 

messbar. Weiterhin war die MDA-Ausscheidung nach Antiox-Getränk signifikant 

vermindert (-26 % im Vergleich zur Kontrolle). Harnsäure, als quantitativ bedeutendes 

endogenes Antioxidans, blieb in beiden Testungen (Antiox-Getränk und Kontrolle) 

praktisch unverändert. Die Ergebnisse dieser Studie lassen vermuten, dass durch die 

Zufuhr des Antiox-Getränks (400 ml) der antioxidative Status kurzfristig verbessert 

werden kann. 
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A.2 Roh- und Einzeldaten 

A.2.1 Humanstudie I 

A.2.1.1 Probandenprofile 

A.2.1.2 Anthocyane: individuelle Plasmakonzentrationen 

A.2.1.3 Anthocyane: individuelle Plasma AUCs, Cmax- und tmax-Werte 

A.2.1.4 Anthocyane: individuelle Urinwerte 

A.2.1.5 Gesamtphenole: Plasmakonzentrationen nach RTSK und Rotwein 

 

A.2.2 Humanstudie II 

A.2.2.1 Probandenprofile 

A.2.2.2 PCL, FRAP und Gesamtphenole im Urin: mit Ascorbin- & Harnsäure (unkorrigiert) 

und abzüglich Ascorbin- & Harnsäure (korrigiert) 

A.2.2.3 Hippursäure, Harnsäure und Ascorbinsäure: individuelle Urinwerte 

 

A.2.3 Humanstudie III 

A.2.3.1 Zutatenliste Antiox-Getränk 

A.2.3.2 Probandenprofile 

A.2.3.3 PCL, FRAP, Gesamtphenole und Ascorbinsäure: individuelle 

Plasmakonzentrationen und AUCs 

A.2.3.4 Harnsäure: individuelle Plasmakonzentrationen 

A.2.3.5 PCL, FRAP, MDA, Ascorbinsäure, Harnsäure und Hippursäure: individuelle 

Urinwerte 

A.2.3.6 Gesamtphenole im Urin: mit Ascorbin- & Harnsäure (unkorrigiert) und abzüglich 

Ascorbin- & Harnsäure (korrigiert) 



9 Anhang 
 

114 
 

A.1 Arbeitsvorschriften 

A.1.1 Antioxidative Tests 

A.1.1.1 PCL (Popov und Lewin 1999; Schlesier et al. 2002) 

 
Geräte und Hilfsmittel 

 Photochem® (Analytik Jena AG) 
 Reagenzglasschüttler (MS1 Minishaker IKA®) 
 Reaktionsröhrchen 

 
Chemikalien 

 ACW-Kit bestehend aus Reagenz 1 (ACW Diluent), Reagenz 2 (Carbonat-Puffer 
(0,1 mol/l; pH 10,5)), Reagenz 3 (Luminol (Photosensibilisator und Detektorsubstanz)) 
(Analytik Jena AG) 

 Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylsäure) (Aldrich) 
 Natriumchlorid (NaCl) (Riedel-de Haën) 
 H2O-bidest. (Millipore Milli-Q® Synthesis A10) 

 
Durchführung 

a) herzustellende Lösungen 

 isotone Kochsalzlösung (156 mmol/l) 
 Trolox-Stammlösung (2,5 mmol/l) 

Trolox-Standardreihe: Trolox-Stammlösung mit H2O-bidest. auf folgende Konzentrationen 
verdünnen: 25 µmol/l; 50 µmol/l; 100 µmol/l; 250 µmol/l 

 Reagenz 3-Arbeitslösung: 
Reagenz 3 mit 750 µl Reagenz 2 mischen 

 
b) Probenansatz 

Die aufgetauten Saft- und Urinproben werden mit H2O-bidest., die Plasmaproben mit isotoner 
Kochsalzlösung verdünnt und auf Eis gelagert. Die Ansätze werden in die Reaktionsröhrchen 
pipettiert. Nach Zugabe von 25 µl Reagenz 3-Arbeitslösung werden die Ansätze geschüttelt und 
mittels Photochem®-Gerät (Jena-Analytik) gemessen.  
 
Pipettierschema: 

 BW S1 - S4 Probe 

Reagenz 1 1500 µl 1500 µl 1500 µl 
Reagenz 2 1000 µl 1000 µl 1000 µl 
H2O bidest. 10 µl - - 
Trolox-Standards - 10 µl - 
Probe - - 10 µl 

 
 
Auswertung 

Die Software „PCLsoft“ berechnet aus der resultierenden Lumineszenzkurve eine Lagphase. 
Anhand der Lagphasen der Trolox-Standards wird eine Kalibriergerade erstellt, mit deren Hilfe die 
antioxidative Kapazität der Probe im Vergleich zu Trolox berechnet werden kann.  
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A.1.1.2 FRAP (Benzie und Strain 1996; Schlesier et al. 2002) 

 
Geräte und Hilfsmittel 

 pH-Meter (WTW Microprocessor pH-Meter 537) 
 Mikrotiterplattenphotometer mit Filter (595 nm) (Anthos Labtec Instruments, Krefeld, 

Germany) 
 Mikrotiterplatten (96 wells) 

 
Chemikalien 

 Natriumacetat-Trihydrat (NaOOC2H3 * 3 H2O) 
 konzentrierte Essigsäure (C2H4O2) 
 Salzsäure (32 %ig) 
 TPTZ (2,4,6-Tripyridyl-s-triazin) 
 Eisen(III)-Chlorid-Hexahydrat (FeCl3 * 6 H2O) 
 Eisen(II)-Sulfat-Heptahydrat (FeSO4 * 7 H2O) 
 H2O-bidest. 

 
Durchführung 

a) herzustellende Lösungen 

 300 mM Acetatpuffer (pH 3,6) 
 40 mM Salzsäure-Lösung 
 10 mM TPTZ-Lösung 
 20 mM Eisen(III)-Chloridlösung 
 FRAP-Reagenz: 

Acetatpuffer: Eisen(III)-Chloridlösung:TPTZ-Lösung (10:10:1;v/v/v) 
 5 mM Eisen(II)-Sulfat-Stammlösung: 

Eisen(II)-Sulfat-Standardreihe: 500 µmol/l; 625 µmol/l; 1000 µmol/l; 1667 µmol/l; 2500 
µmol/l 

 
b) Probenansatz 

Die aufgetauten Saft- und Urinproben werden mit H2O-bidest. verdünnt, die Plasmaproben werden 
unverdünnt eingesetzt. Die Ansätze werden gemäß dem nachfolgenden Schema in die Vertiefungen 
(wells) der Mikrotiterplatte pipettiert. Nach Zugabe des FRAP-Reagenz wird die Messung sofort 
gestartet (10 Sek. schütteln, 470 Sek. Wartezeit, Messung der Extinktion bei 595 nm nach 
insgesamt 8 Min.). 
 
Pipettierschema: 

 BW S1 – S5 Probe 

H2O-bidest. 40 µl 30 µl 30 µl 
Fe(II)-Standards - 10 µl - 
Probe - - 10 µl 
FRAP-Reagenz 200 µl 200 µl 200 µl 

 
 
Auswertung 

Anhand der Eisen(II)-Sulfat-Kalibrierung lässt sich die antioxidative Kapazität der Probe 
berechnen. 
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A.1.1.3 Gesamtphenole nach Folin-Ciocalteu (Singleton und Rossi 1965; Schlesier et 

al. 2002) 

 
Geräte und Hilfsmittel 

 Eppendorf-Schüttler (Eppendorf-Mixer 5432) 
 Wasserbad (GFL®) 
 Zentrifuge (Eppendorf Centrifuge 5415 C) 
 Spektrophotometer Uvidec610 (Jasco, Groß-Umstadt, Germany) 
 Kunststoffküvetten (Makro, 1cm Schichtdicke) 

 
Chemikalien 

 Salzsäure (HCl) 
 Natriumhydroxid (NaOH) 
 Methanol (CH3OH) 
 m-Phosphorsäure (m-H3PO4) 
 Aceton (CH3COCH3) 
 Natriumcarbonat-Decahydrat (Na2CO3 * 10 H2O) 
 Folin-Ciocalteu-Reagenz 
 Gallussäure-Monohydrat 
 H2O-bidest.  

 
Durchführung 
 
a) herzustellende Lösungen 

 1 M Salzsäure-Lösung (1,0 mol/l) 
 2 M Natriumhydroxid-Lösung in 75% Methanol 
 750 mM Meta-Phosphorsäure-Lösung (m-H3PO4) 
 Aceton:Wasser (1:1; v/v) 
 Natriumcarbonat-Lösung: 

40,5 g Na2CO3 * 10 H2O in 200 ml H2O-bidest. 
 10% Folin-Ciocalteu-Reagenz 
 Gallussäure-Stammlösung (0,558 mmol/l): 

10,5 mg Gallussäure-Monohydrat in 100 ml HPLC-H2O 
 
b) Plasmaaufbereitung (Serafini et al. 1998) 

Zu 100 µl Plasma werden 200 µl HCl (1,0 mol/l) gegeben und 60 Sek. geschüttelt. Die Probe wird 
30 Min. bei 37 °C inkubiert (Wasserbad), anschließend mit 200 µl NaOH (2,0 mol/l in 75 % 
Methanol) versetzt, 2 Min. geschüttelt und nochmals 30 Min. bei 37 °C inkubiert. Nach einem 
zweiminütigem Mischvorgang erfolgt die Proteinfällung durch Zugabe von 200 µl m-H3PO4 
(0,75 mol/l). Die Probe wird 60 Sek. geschüttelt und bei 10280 g 10 Min. zentrifugiert. Der 
Überstand wird in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Der Rückstand wird mit 200 µl 
Aceton/Wasser (1+1; v/v) versetzt und 5 Min. bei 10280 g zentrifugiert. Die Überstände werden 
vereinigt, nochmals zentrifugiert (5 Min. bei 10280 g) und davon 200 µl Aliquote zur Analyse 
verwendet.  
 
c) Probenansatz 

Die aufbereiteten Plasmaproben werden unverdünnt zur Analyse verwendet. Die aufgetauten Urin- 
und Saftproben müssen mit H2O-bidest. verdünnt werden. Die Ansätze werden gemäß dem 
nachfolgenden Schema in die Küvetten pipettiert. Die Messung der Extinktion erfolgt nach einer 
zweistündigen Reaktionszeit bei 750 nm. 
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Pipettierschema: 

 BW S1 S2 S3 S4 S5 Probe 

c [mg/l] 0 21 42 63 84 105 - 
Gallussäure-
Stammlösung 

- 40 µl 80 µl 120 µl 160 µl 200 µl - 

H2O-bidest. 200 µl 160 µl 120 µl 80 µl 40 µl - - 
Probe - - - - - - 200 µl 
Folin-Reagenz 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml 
Na2CO3-Lösung 0,8 ml 0,8 ml 0,8 ml 0,8 ml 0,8 ml 0,8 ml 0,8 ml 

 
Auswertung 

Anhand der Gallussäure-Verdünnungsreihe wird eine Kalibriergerade erstellt, über die sich der 
Gesamtphenolgehalt der untersuchten Probe berechnen lässt. 
 
 
A.1.1.4 Validierung 

R2 für Kalibriergeraden (PCL, FRAP, Gesamtphenole): ≥ 0,997; max. Schwankungen in der 
Messserie (n = 5) (PCL, FRAP, Gesamtphenole): ≤ 10 %. 
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A.1.2 HPLC Methoden 

A.1.2.1 Anthocyane (Humanstudie I) (Miyazawa et al. 1999; Netzel et al. 2001) 

 
Geräte und Hilfsmittel 

 HPLC-System:   
o Pumpe: L-6200 A (Merck Hitachi) 
o Autosampler: AS-2000 A (Merck Hitachi) 
o Detektoren: L-4250 UV-Vis (Merck Hitachi) 

PDA 990 (Waters, Eschborn) 
o Integrator: D-2500 (Merck Hitachi) 
o Vorsäule: LiChrospher 100 RP-18, 4x4 mm, 5 µm (Merck) 
o Analytische Säule: Hyperchrome Prontosil Eurobond C18, 250x4 mm, 5 µm 

(Bischoff) 
 
Chemikalien 

 Ameisensäure, konzentriert 
 Acetonitril  
 H2O-bidest. 
 Standards: 

o Cyanidin 3-Glukosid 
o Delphinidin 3-Glukosid 
o Peonidin 3-Glukosid 
o Petunidin 3-Glukosid 
o Malvidin 3-Glukosid 

 
Durchführung 

 
a) herzustellende Lösungen 

 Mobile Phase: 
o A: H2O-bidest.:Ameisensäure:Acetonitril (87:10:3; v:v:v) 
o B: Acetonitril: H2O-bidest.:Ameisensäure (50:40:10; v:v:v) 

 Standard-Lösungsmittel: 2%ige Ameisensäure 
 Kalibriergeraden und Validierung: 

Für jedes Anthocyan wurde eine separate Kalibrierung durchgeführt (n = 6 
Konzentrationen, 3 Wiederholungen/Konzentration; r2 (Durchschnitt) = 0,998; 
Konzentrationsbereich: 0,65 - 800 ng/ml; Wiederfindung: ≥ 79 %; max. Schwankungen in 
der Messreihe (n = 5): ≤ 10,4 % 
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b) HPLC Bedingungen 

 Flow: 0,8 ml/Min. 
 Injektionsvolumen: 100 µl 
 Raumtemperatur 
 Wellenlänge: 520 nm 
 Gradient: 

Min. %A %B 

0 90 10 

10 75 25 

15 69 31 

20 60 40 

30 50 50 

40 0 100 

45 0 100 

50 90 10 

 
 
c) Aufarbeitung der Plasmaproben (Anthocyane) (Miyazawa et al. 1999) 

 
Geräte und Hilfsmittel 

 SepPacPlus C18-Kartuschen 
 Rotationsverdampfer 
 Reaktionsgefäße 
 Vacuum Manifold 

 
Chemikalien 

 Methanol 
 Ameisensäure 
 Trifluoressigsäure (TFA) 
 Dichlormethan 
 Benzol 
 H2O-bidest. 

 
Durchführung 

1) herzustellende Lösungen 

 1,5 M Ameisensäure 
 0,44 M Trifluoressigsäure in H2O-bidest. 
 0,44 M Trifluoressigsäure in Methanol 

 
2) Extraktion 

Die Aufarbeitung der Plasmaproben erfolgte mittels Festphasenextraktion, die in Abbildung A1 
dargestellt ist. Die Kartuschen werden mit 10 ml Methanol aktiviert und mit 10 ml 1,5 M 
Ameisensäure equillibriert. Anschließend wird 1 ml Plasma auf die Kartusche gegeben und mit 
nacheinander mit jeweils 10 ml 1,5M Ameisensäure, Dichlormethan und Benzol gewaschen. Die 
Elution erfolgt mit 10 ml 0,44 M methanolischer Trifluoressigsäure. Das Eluat wird bei 30°C unter 
Vakuum bis zur Trockne eingeengt und mit 250 µl HPLC Mobiler Phase wieder aufgenommen. 
Hundert µl davon wurden für die HPLC-Analyse verwendet. 
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Abb. A1: Plasmaaufbereitung mittels Festphasenextraktion (Anthocyane; schematisch) 
 
 
d) Aufarbeitung der Urinproben (Anthocyane) (Netzel et al. 2001) 

 
Geräte und Hilfsmittel 

 Rotationsverdampfer 
 Reaktionsgefäße (Eppendorf) 

 
Chemikalien 

 Methanol 
 Acetonitril 
 HCL (32%) 
 H2O-bidest. 
 Ameisensäure 

 
Durchführung 

herzustellende Lösungen 

 Equillibrierlösung: 1 % HCl  
 Elutionslösung: 1 % methanolische HCl 
 Lösung für Rückverdünnung der einrotierten Proben: 81 % H2O, 9 % Ameisensäure, 10 % 

Acetonitril 
 
Auswertung 
Die Konzentrationen der individuellen Anthocyane wurden mit Hilfe der erstellten 
Kalibriergeraden berechnet. 
 

1 mL Plasma 
+ 0.2 mLTFA  
   (0.44 mol/L) 

10 mL Methanol 
10 mL Ameisensäure (1.5 mol/L) 

zentrifugieren 

10 mL Ameisensäure 
           (1.5 mol/L) 
10 mL Dichlormethan 
10 mL Benzol 

*ODS – Sep-Pak C18, Waters 

Rotationsverdampfer 

+ 250µL TFA 
   (0.44 mol/L) 

HPLC 
(100 µL) 

5 mL TFA in Methanol 
(0.44 mol/L) Überstand 

*
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A.1.2.2 Polyphenole (Humanstudie II) (Schieber et al. 2001) 

 
Geräte und Hilfsmittel 

 Reaktionsgefäße (Eppendorf) 
 HPLC-System: 

o Pumpe: L-6200 A (Merck Hitachi) 
o Autosampler: AS-2000 A (Merck Hitachi) 
o Detektoren: L-4250 UV-Vis (Merck Hitachi) 

PDA 990 (Waters, Eschborn) 
o Integrator: D-2500 (Merck Hitachi) 
o Vorsäule: LiChrospher 100 RP-18, 4x4 mm, 5 µm (Merck) 
o Analytische Säule: Hyperchrome Prontosil Eurobond C18, 250x4 mm, 5 µm 

(Bischoff) 
 
Chemikalien 

 Essigsäure, konzentriert 
 Acetonitril  
 H2O-bidest. 
 Standards: 

o Chlorogensäure 
o Phloridzin 
o Phloretin 
o Phloretin-2-Xyloglukosid 
o p-Cumaroylchinasäure 
o Epicatechin 
o Procyanidin B2 

 
Durchführung 

a) herzustellende Lösungen 

 Mobile Phasen: 
o A: H2O-bidest.:Essigsäure (konz.) (98:2; v:v) 
o B: Acetonitril: H2O-bidest.:Essigsäure (50:49:1; v:v:v) 

 Standard-Lösungsmittel: Methanol / Essigsäure / H2O-bidest. (50:5:45; v:v:v) 
 Kalibriergeraden und Validierung: 

Für jedes Polyphenol wurde eine separate Kalibrierung durchgeführt (n = 6 
Konzentrationen, 3 Wiederholungen/Konzentration; r2 (Durchschnitt) = 0,997; 
Konzentrationsbereich: 1,0 - 1600 ng/ml; Wiederfindung: ≥ 85 %; max. Schwankungen in 
der Messreihe (n = 5): ≤ 9,8 % 
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b) HPLC Bedingungen 

 Flow: 1,0 ml/Min. 
 Injektionsvolumen: 100 µl 
 Raumtemperatur 
 Wellenlängen: 280 nm, 320 nm und 360 nm 
 Gradient: 

Min. %A %B 

0 90 10 

55 45 55 

60 0 100 

65 90 10 

70 90 10 

 
 
c) Aufarbeitung der Urinproben (Polyphenole) (Felgines et al. 2003)  

 
Geräte und Hilfsmittel 

 SepPacVac C18-Kartuschen (Waters) 
 Rotationsverdampfer 
 Reaktionsgefäße (Eppendorf) 

 
Chemikalien 

 Methanol 
 Acetonitril 
 HCL (32%) 
 H2O-bidest. 
 Ameisensäure 

 
Durchführung 

1) herzustellende Lösungen 

 Equillibrierlösung: 1 % HCL  
 Elutionslösung: 1 % methanolische HCL 
 Lösung für Rückverdünnung der einrotierten Proben: 81 % H2O, 9 % Ameisensäure, 10 % 

Acetonitril 
 
2) Extraktion 

Die Aufarbeitung der Urinproben erfolgte mittels Festphasenextraktion, die in Abbildung A2 
dargestellt ist. Die Kartuschen werden mit 10 ml Methanol aktiviert und mit 10 ml 1%iger HCl-
Lösung equillibriert. Anschließend werden 18 ml Urin auf die Kartusche gegeben und mit 10 ml 1 
% HCl-Lösung gewaschen. Die Elution erfolgt mit 10 ml methanolischer HCl-Lösung (1%). Das 
Methanol/Polyphenol/HCl-Gemisch wird bei 38°C unter Vakuum auf etwa 1 ml eingeengt. 
Hundert µl davon wurden für die HPLC-Analyse verwendet. 
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Abb. A2: Urinaufbereitung mittels Festphasenextraktion (Polyphenole; schematisch) 
 
Auswertung 
Die Konzentrationen der individuellen Polyphenole wurden mit Hilfe der erstellten 
Kalibriergeraden berechnet. 
 
 
A.1.2.3 Hippursäure (Kubota et al. 1988) 

 
Geräte und Hilfsmittel 

 Reaktionsgefäße (Eppendorf) 
 HPLC-System: 

o Pumpe: L-6200 A (Merck Hitachi) 
o Autosampler: AS-2000 A (Merck Hitachi) 
o Detektoren: L-4250 UV-Vis (Merck Hitachi) 

PDA 990 (Waters, Eschborn) 
o Integrator: D-2500 (Merck Hitachi) 
o Vorsäule: LiChrospher 100 RP-18, 4x4 mm, 5 µm (Merck) 
o Analytische Säule: Hyperchrome Prontosil Eurobond C18, 250x4 mm, 5 µm 

(Bischoff) 
 
Chemikalien 

 H2O-bidest. (Millipore Milli-Q® Synthesis A10) 
 Essigsäure (konzentriert) 
 Acetonitril 
 Standard: Hippursäure 

 
a) herzustellende Lösungen 

 Mobile Phase: 
Acetonitril: H2O-bidest.:Essigsäure (35:63:2, v/v/v) 

 Standardlösungsmittel (Mobile Phase) 
 Kalibriergeraden und Validierung: 

Kalibrierung (n = 6 Konzentrationen, 3 Wiederholungen/Konzentration; r2 = 0,998; 
Konzentrationsbereich: 10 - 1500 µg/ml; Wiederfindung: ≥ 88 %; max. Schwankungen in 
der Messreihe (n = 5): ≤ 10,1 % 

7 ml Urin 
2 ml Ameisensäure 

ODS Sep-Pak Vac 
C18 Waters 

10 ml HCl 
10 ml  

methanolische HCl  

Rotationsverdampfer 
auf  1 ml einrotiert 
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b) HPLC Bedingungen 

 Flow: 1,0 ml/Min. 
 Injektionsvolumen: 100 µl 
 Raumtemperatur 
 Wellenlänge: 235 nm 
 Isokratisch (Analysenzeit: 15 Min.) 

 
c) Probenaufbereitung 

Die Urinproben wurden mit H2O-bidest. verdünnt (1:100 bis 1:500) und anschließend zentrifugiert 
(5 Min., 20000 g). 
 
Auswertung 

Die Konzentrationen wurden mit Hilfe der erstellten Hippursäure-Kalibriergeraden berechnet. 
 
 
 
A.1.2.4 Ascorbinsäure und Harnsäure (Ross 1994; Vasquez-Oderiz et al. 1994) 

 
Geräte und Hilfsmittel 

 Reaktionsgefäße (Eppendorf) 
 HPLC-System: 

o Pumpe: L-6200 A (Merck Hitachi) 
o Autosampler: AS-2000 A (Merck Hitachi) 
o Detektoren: L-4250 UV-Vis (Merck Hitachi) 

PDA 990 (Waters, Eschborn) 
o Integrator: D-2500 (Merck Hitachi) 
o Vorsäule: LiChrospher 100 RP-18, 4x4 mm, 5 µm (Merck) 
o Analytische Säule: Hyperchrome Prontosil Eurobond C18, 250x4 mm, 5 µm 

(Bischoff) 
 
Chemikalien 

 Meta-Phosphorsäure (m-H3PO4) 
 Natriumhydroxid (NaOH) 
 Ascorbinsäure 
 Harnsäure 
 Schwefelsäure (H2SO4) 
 H2O-bidest. 

 
Durchführung 

a) herzustellende Lösungen 

 m-H3PO4 (5 %, 10 %, 20 %) 
 NaOH-Lösung (15 %) 
 Mobile Phase:  

o H2O-bidest. mit H2SO4 ansäuern (pH 2,2) 
 Standardlösungsmittel für Ascorbinsäure: 5%ige m-H3PO4 
 Standardlösungsmittel für Harnsäure: 0.1%ige NaOH 
 Kalibriergeraden und Validierung: 

Für Ascorbinsäure und Harnsäure wurde eine separate Kalibrierung durchgeführt (n = 6 
Konzentrationen, 3 Wiederholungen/Konzentration; r2 (Durchschnitt) = 0,997; 
Konzentrationsbereiche: Ascorbinsäure: 0,6 - 600 µg/ml, Harnsäure: 8 - 8000 µg/ml; 
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Wiederfindung (beide Substanzen): ≥ 82 %; max. Schwankungen in der Messreihe (n = 5) 
(beide Substanzen): ≤ 10,3 % 

 
b) HPLC Bedingungen 

 Flussrate: 0,8 ml/Min. 
 Injektionsvolumen: 100 µl 
 Raumtemperatur 
 Wellenlänge: 245 nm 
 Isokratisch (Analysenzeit: 25 Min.) 

 
c) Probenaufbereitung und -ansatz 

Die mit 10 %iger m-H3PO4 stabilisierten Plasmaproben (250 µl m-H3PO4/250 µl Plasma) bzw. die 
mit 20 %iger m-H3PO4 versetzten Urinproben (100 µl m-H3PO4/ml Urin) wurden zentrifugiert 
(5 Min., 20000 g) und mit H2O-bidest. verdünnt. Die Studiengetränke wurden zentrifugiert (5 Min., 
20000 g) und mit 5%iger m-H3PO4 verdünnt. 
 
Auswertung 

Die Ascorbinsäure- und Harnsäurekonzentrationen wurden mit Hilfe der erstellten Ascorbinsäure- 
und Harnsäure-Kalibriergeraden berechnet. 
 
 
A.1.2.5 Malondialdehyd (Volpi & Tarugi 1998) 

 
Geräte und Hilfsmittel 

 Reaktionsgefäße (Eppendorf) 
 HPLC-System: 

o Pumpe: L-6200 A (Merck Hitachi) 
o Autosampler: AS-2000 A (Merck Hitachi) 
o Detektoren: L-4250 UV-Vis (Merck Hitachi) 

PDA 990 (Waters, Eschborn) 
o Integrator: D-2500 (Merck Hitachi) 
o Vorsäule: LiChrospher 100 RP-18, 4x4 mm, 5 µm (Merck) 
o Analytische Säule: Hyperchrome Prontosil Eurobond C18, 125x4 mm, 5 µm 

(Bischoff) 
 
Chemikalien 

 Natriumacetat Trihydrat 
 Dinatriumhydrogenphosphat 
 2-Thiobarbitursäure,4,6-Dihydroxypyrimidin-2-thiol (TBA) 
 Butyliertes Hydroxytoluen (BHT) 
 Ethanol 
 o-Phosphorsäure (85%) 
 Methanol 
 Malonaldehyd-bis(dimethylacetal) 
 1% ige Schwefelsäure 

 
Durchführung 

a) herzustellende Lösungen 

 1 M Natriumacetat-Puffer pH 3,5 
 0,2% (w/v) TBA in 1 M Natriumacetat-Puffer (TBA-Lösung) 
 5% BHT in 96% Ethanol (BHT-Lösung) 
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 50 mM Natriumphosphat-Puffer pH 7,0 
 Mobile Phase: 

o 35% Methanol 50mM:Natrium-Phosphat-Puffer (pH 7,0) (35:65; v:v) 
 Standard Stammlösung (c=60,7 mmol/l): 1 ml TMP (1,1,3,3-Tetramethoxypropan 99%, 

[Sigma] Malonaldehyde-bis(dimehtylacetal) (ρ=0,997g/ml) auf 100 ml mit 1% iger 
Schwefelsäure auffüllen, 2 Std. bei Zimmertemperatur zur vollständigen Hydrolyse stehen 
lassen (Esterbauer et al. 1990) 

 Kalibriergeraden und Validierung: 
Kalibrierung (n = 6 Konzentrationen, 3 Wiederholungen/Konzentration; r2 = 0,996; 
Konzentrationsbereich: 0,15 - 3,0 µmol/l; Wiederfindung: ≥ 83 %; max. Schwankungen in 
der Messreihe (n = 5): ≤ 9,7 % 

 
b) HPLC Bedingungen 

 Flow: 1 ml/Min. 
 Injektionsvolumen: 100 µl 
 Raumtemperatur 
 Ex: 515 nm; Em: 553 nm 
 Isokratisch (Analysenzeit: 15 Min.) 

 
c) Probenaufbereitung 

Urinproben (bzw. MDA-Standards) werden bei Raumtemperatur aufgetaut, geschüttelt und wie 
folgt verdünnt: 

100 µl Urin ( bzw. MDA Standard) 
+ 1 ml TBA-Lösung 
+ 10 µl BHT-Lösung 

Reaktionsansätze gut mischen und 45 Min. bei 95°C im Wasserbad inkubieren. Anschließend die 
Proben unter fließendem Wasser abkühlen und zentrifugieren (10 Min. bei 20000 g). Ein Volumen 
von 100 µl wurde für die HPLC Analyse verwendet. 
 
Auswertung 

Die MDA-Konzentrationen wurden mit Hilfe der erstellten MDA-Kalibriergeraden berechnet. 
 
 
A.1.2.6 HPLC-ESI-MS/MS (extern durchgeführt) 

Die LC-MS Analysen wurden, wie im Kapitel “Material und Methoden“ erwähnt, von Herrn Dr. 
Dietmar Kammerer (Universität Hohenheim, Institut für Lebensmittelwissenschaft und 
Biotechnologie, LS Lebensmittel pflanzlicher Herkunft) durchgeführt.  
Nachfolgend sind deshalb nur die Basisparameter der Methode aufgeführt:  
 
A. Anthocyane (Humanstudie I) 

 
 Mobile Phase/Eluent: 81 % H2O-bidest., 10 % Acetonitril, 9 % Ameisensäure (v/v/v); 

isokratisch 
 Analysendauer (total): 45 Min. 
 Flow: 1 ml/Min. 
 Detektion (DAD): 520 nm 
 MS-System: Esquire 3000+; Ion Trap 
 MS-Bedingungen: ESI positiv; Auto-Fragmentierung bzw. manuelle Isolierung und 

Fragmentierung einzelner Ionen; Nebulizer: 70 psi; Dry Gas: 12 l/Min.;Dry Temp.: 365°C; 
Trap Drive: 49,1; Octopole RF: 189,3 Vpp; Lens 1: -5,8 V; Lens 2: 72,0 V; Capillary Exit: 
144,3 V; HV Capillary: 4025 V; Scan-Bereich: 50-1000 m/z; Auto MS2 bzw. manuelle 
Fragmentierung der Monoglukoside 
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B. Polyphenole (Humanstudie II) 

 
 Mobile Phasen/Eluenten: A (20 ml Essigsäure/l); B (5 ml Essigsäure + 500 ml 

Acetonitril/l); Gradientenelution 
 Analysendauer (total): 90 Min. 
 Flow: 1 ml/Min. 
 Detektion (DAD): 280 nm, 320 nm, 370 nm; Spectra 200 - 600 nm 
 MS-System: Esquire 3000+; Ion Trap 
 MS-Bedingungen: ESI negativ; Auto-Fragmentierung bzw. manuelle Isolierung und 

Fragmentierung einzelner Ionen; Nebulizer: 70 psi; Dry Gas: 12 l/Min.;Dry Temp.: 365°C; 
Trap Drive: 49,8; Octopole RF: 120 Vpp; Lens 2: 60,0 V; Capillary Exit: -121,0 V; HV 
Capillary: 4000 V; Scan-Bereich: 50-1000 m/z; Fragmentierungsampl.: 1,0 V 
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A.2 Roh- und Einzeldaten 

A.2.1 Humanstudie I (Hauptstudie) 

A.2.1.1 Probandenprofile 

 

Proband Geschlecht Alter Gewicht (kg) Größe (m) BMI 

A ♀ 30 57 1,67 20,4 

B ♀ 27 69 1,62 26,3 

C ♂ 26 71 1,90 19,7 

D ♂ 27 78 1,77 24,9 

E ♀ 27 66 1,81 20,2 

F ♂ 34 76 1,70 26,3 

G ♂ 29 76 1,81 23,2 

H ♀ 24 57 1,68 20,2 

I ♀ 25 65 1,73 21,7 

Ø  27,7 68,3 1,74 22,5 

STABW  3,0 7,8 0,01 2,7 

 
 
A.2.1.2 Anthocyane: individuelle Plasmakonzentrationen (ng/ml) 

 
RTSK 

Proband 0 15 30 60 90 120 180 
A 0 124,6 337,0 136,6 98,9 61,7 51,3 
B 0 118,8 202,3 124,7 98,2 74,7 61,9 
C 0 52,7 66,9 60,5 52,8 45,5 36,4 
D 0 49,7 97,1 102,9 72,2 54,4 38,6 
E 0 43,5 64,4 52,8 48,8 41,0 31,8 
F 0 27,7 55,8 45,6 38,1 31,1 26,8 
G 0 47,4 80,5 65,0 46,3 33,3 24,4 
H 0 45,1 86,3 66,9 49,3 36,7 23,8 
I 0 44,0 86,3 70,3 46,1 28,6 20,2 

Lemberger 
Proband 0 15 30 60 90 120 180 

A 0 26,0 30,9 33,9 38,9 35,4 25,6 
B 0 28,0 34,0 36,7 44,5 41,3 32,5 
C 0 29,3 31,4 32,6 36,6 31,2 23,8 
D 0 33,2 40,9 43,7 52,9 43,0 33,1 
E 0 29,7 32,3 35,8 47,7 44,7 31,5 
F 0 36,2 39,0 41,3 46,6 37,9 25,4 
G 0 40,2 44,2 49,1 48,3 31,4 18,5 
H 0 23,9 29,0 31,4 32,1 23,9 17,1 
I 0 31,1 38,2 41,3 38,9 34,1 24,7 

 
 



9 Anhang 
 

129 
 

A.2.1.3 Anthocyane: individuelle Plasma AUCs, Cmax- und tmax-Werte 

 

Proband 
RTSK Lemberger 

AUC (0-3) 
(ng*Std./ml) 

Cmax (ng/ml) tmax (Std.) 
AUC (0-3) 

(ng*Std./ml) 
Cmax (ng/ml) tmax (Std.) 

A 347,19 337,01 0,50 93,95 38,95 1,50 
B 303,96 202,33 0,50 107,76 44,56 1,50 
C 147,29 66,93 0,50 89,11 36,64 1,50 
D 196,49 102,90 1,00 120,93 52,99 1,50 
E 134,85 80,53 0,50 108,21 49,15 1,00 
F 132,48 64,40 0,50 108,92 46,69 1,50 
G 106,39 55,75 0,50 110,68 47,76 1,50 
H 141,13 86,29 0,50 75,20 32,14 1,50 
I 133,09 86,26 0,50 100,22 41,30 1,00 

 
 
A.2.1.4 Anthocyane: individuelle Urinwerte (µg/Std.) 

 
RTSK 

Proband 0 1 2 3 4 5 6 7 Gesamt 
A 0 823,47 401,34 210,05 82,39 63,44 53,89 11,83 1646,4 
B 0 681,02 302,77 121,72 73,17 71,01 45,67 16,34 1311,7 
C 0 251,45 158,23 53,78 47,79 15,07 12,7 9,92 548,9 
D 0 228,23 239,57 136,25 79 53,12 26,34 13,03 775,5 
E 0 54,57 137,79 71,82 40,65 23,5 14,84 9,56 352,7 
F 0 50,46 86,11 28,37 23,545 19,66 12,59 4,36 225,1 
G 0 182,38 157,05 104,56 73,85 55,76 30,53 21,64 625,8 
H 0 181,05 150,98 116,65 76,06 53,71 33,74 18,82 631,0 
I 0 210,42 168,84 122,01 93,76 72,75 53,113 30,51 751,4 

Lemberger 
Proband 0 1 2 3 4 5 6 7 Gesamt

A 0 138,37 226,00 129,17 96,76 51,26 13,21 6,02 660,8 
B 0 90,71 148,72 142,26 106,15 93,72 54,54 37,26 673,4 
C 0 89,77 96,22 91,39 79,61 53,44 24,16 19,22 453,8 
D 0 120,96 114,81 135,94 70,92 42,09 28,35 24,96 538,0 
E 0 104,82 206,53 62,63 43,95 35,11 23,72 17,76 494,5 
F 0 78,29 115,68 74,90 50,07 47,55 34,13 12,55 413,1 
G 0 76,21 130,97 89,06 60,98 40,87 26,61 18,75 443,4 
H 0 79,99 114,23 79,90 57,71 44,18 29,60 16,13 421,7 
I 0 65,76 112,37 83,04 57,97 40,22 25,77 14,76 399,9 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



9 Anhang 
 

130 
 

A.2.1.5 Gesamtphenole: Plasmakonzentrationen nach RTSK und Rotwein 

 
Tab. A1: Gesamtphenole im Plasma (unkorrigiert) – Einzelwerte (mg GAE/l Plasma) 
 

RTSK        
Proband 0 15 30 60 90 120 180 

A 11,3 13,8 16,3 13,0 11,9 12,9 15,1 
B 13,2 14,3 18,3 14,3 11,9 11,7 10,6 
C 14,3 12,2 16,7 11,8 10,9 10,6 12,5 
D 12,7 14,8 17,6 12,9 14,6 17,4 12,9 
E 17,6 27,4 29,0 26,8 19,4 15,5 15,5 
F 14,2 16,4 17,5 15,3 14,5 14,0 14,2 
G 15,7 18,8 20,6 17,7 15,4 15,1 15,3 
H 16,5 21,3 22,5 18,8 17,2 16,7 16,5 
I 17,1 20,9 23,0 17,9 17,1 14,8 17,9 

MW 14,7 17,8 20,2 16,5 14,8 14,3 14,5 
±STABW 2,1 4,8 4,1 4,6 2,8 2,3 2,2 

        
Rotwein        
Proband 0 15 30 60 90 120 180 

A 11,4 11,4 13,4 12,1 10,1 14,3 11,4 
B 10,6 11,0 13,1 10,9 11,4 10,2 11,5 
C 13,5 12,5 14,4 10,3 12,2 9,8 9,7 
D 15,7 16,1 19,5 15,4 13,6 12,3 13,4 
E 13,7 14,2 18,5 14,8 13,9 13,6 13,3 
F 12,5 13,8 15,9 14,0 12,8 12,7 12,7 
G 11,1 12,0 13,6 12,9 12,5 12,7 13,5 
H 10,9 12,3 14,2 12,0 11,7 11,4 11,6 
I 13,1 13,3 16,0 8,8 11,0 10,1 11,2 

MW 12,5 12,9 15,4 12,4 12,2 11,9 12,0 
±STABW 1,7 1,6 2,3 2,2 1,3 1,6 1,3 

 
 

Tab. A2: Pharmakokinetische Parameter (Gesamtphenole im Plasma) 
 

Getränk 
Dosis/Proband 

(mg GAE) 
Nüchternkonz.1

(mg GAE/l) 
Cmax

1 
(mg GAE/l) 

relative Änderung2 
(%) 

RTSK 402 14,7 ± 2,1 20,2 ± 4,1* +37 

Rotwein 704 12,5 ± 1,7 15,4 ± 2,3* +23 
1arith. Mittelwerte ± StAbw.; (n = 9); 2im Vergleich zur Nüchternkonzentration; *p ≤ 0,05  
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Abb. A3: Gesamtphenole: Konzentrations-Zeit-Profile im Plasma nach RTSK und Rotwein 

(arith. Mittelwerte ± StAbw., n = 9) 
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A.2.2 Humanstudie II 

A.2.2.1 Probandenprofile 

 

Proband Geschlecht Alter Gewicht (kg) Größe (m) BMI 

A ♀ 23 60 1,52 26,0 

B ♀ 24 61 1,68 21,6 

C ♀ 24 61 1,75 19,9 

D ♀ 27 72 1,58 28,8 

E ♀ 24 51 1,60 19,9 

F ♀ 29 69 1,62 26,3 

G ♀ 23 58 1,64 21,6 

H ♀ 28 55 1,69 19,3 

Ø  25,3 60,9 1,64 22,9 

STABW  2,4 6,9 0,07 3,59 

 
 
A.2.2.2 PCL, FRAP und Gesamtphenole im Urin: mit Ascorbin- & Harnsäure 

(unkorrigiert) und abzüglich Ascorbin- & Harnsäure (korrigiert) 

 
Tab. A3 (I): PCL im Urin – Einzelwerte (µmol TE/24 Std.) 
 

 AA-HS korrigiert unkorrigiert 
 WTWAS Kontrolle WTWAS Kontrolle 

A 2957,9 2025,4 4364,9 2644,1 
B 3289,0 1636,7 4792,7 3210,4 
C 2525,8 1852,4 4778,3 2546,9 
D 1949,8 2398,8 4553,2 3243,3 
E 3049,8 1875,0 4652,5 2853,3 
F 2639,0 1107,9 4585,2 3164,6 
G 2061,5 1860,1 4401,3 3044,4 
H 3059,6 2135,1 4372,7 2915,9 

MW 2691,6 1861,4 4562,6 2952,9 
±STABW 488,4 379,7 172,9 260,6 
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Tab. A3 (II): FRAP im Urin – Einzelwerte (µmol Fe2+/24 Std.) 
 

 AA-HS korrigiert unkorrigiert 
 WTWAS Kontrolle WTWAS Kontrolle 

A 3514,9 2810,5 4811,4 3596,7 
B 3172,9 2152,8 4720,9 3960,6 
C 2706,9 2553,4 5107,8 3618,1 
D 2460,5 2162,9 5090,9 3633,7 
E 3037,8 2153,4 5022,2 3930,4 
F 3038,5 1923,4 5108,8 3789,6 
G 2962,5 1979,6 5109,1 3780,7 
H 3616,3 2323,7 4907,1 3447,1 

MW 3063,8 2257,5 4984,8 3719,6 
±STABW 382,5 297,0 153,2 176,5 

 

 
Tab. A3 (III): Gesamtphenole im Urin – Einzelwerte (mg GAE/24 Std.) 
 

 AA-HS korrigiert unkorrigiert 
 WTWAS Kontrolle WTWAS Kontrolle 

A 696,0 465,3 789,9 517,1 
B 508,8 408,9 687,3 682,9 
C 604,9 545,6 913,0 612,3 
D 466,1 401,4 867,0 607,7 
E 634,6 421,9 903,1 631,5 
F 610,2 319,8 898,8 801,0 
G 507,2 351,7 890,5 605,3 
H 607,9 481,9 668,5 594,5 

MW 580,0 424,6 827,2 631,5 
±STABW 76,7 72,4 100,9 82,3 

 

 
Tab. A3 (IV): PCL, FRAP und Gesamtphenole im 24 Std. Urin (Übersicht): unkorrigiert (mit 
Ascorbin- & Harnsäure) und korrigiert (abzüglich Ascorbin- & Harnsäure) 
 

 mit Ascorbin- & Harnsäure ohne Ascorbin- & Harnsäure 

 Kontrolle WTWAS Kontrolle WTWAS 

Gesamtphenole 
(mg GAE/24 Std.) 

631,5 ± 82,3* 
 

827,2 ± 100,9 
 

424,6 ± 72,4* 
 

580,0 ± 76,7 
 

PCL 
(µmol TE/24 Std.) 

2952,9 ± 260,6* 
 

4562,6 ± 172,9 
 

1861,4 ± 379,7* 
 

2691,6 ± 488,4 
 

FRAP 
(µmol Fe2+/24 Std.) 

3719,6 ± 176,6* 
 

4984,8 ± 153,2 
 

2257,5 ± 297,0* 
 

3063,8 ± 382,5 
 

Daten: arith. Mittelwerte ± StAbw. (n = 8); *p ≤ 0,05 (Kontrolle vs. WTWAS) 
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A.2.2.3 Hippursäure, Harnsäure und Ascorbinsäure: individuelle Urinwerte 

 
Tab. A4: Hippursäure (mg/24 Std.) 
 

Proband WTWAS Kontrolle 

A 445,5 167,9 

B 962,7 461,6 

C 853,8 237,9 

D 894,3 183,6 

E 630,5 148,7 

F 454,9 136,4 

G 745,6 131,6 

H 765,8 384,6 

 
 
Tab. A5: Harnsäure (mg/24 Std.) 
 

Proband WTWAS Kontrolle 

A 436,6 386,8 

B 476,2 516,8 

C 493,4 452,1 

D 534,0 468,1 

E 472,4 509,4 

F 457,0 534,6 

G 527,6 513,1 

H 390,7 458,1 

 
 
Tab. A6: Ascorbinsäure (mg/24 Std.) 
 

Proband WTWAS Kontrolle 

A 85,14 18,35 

B 71,54 25,69 

C 79,91 16,5 

D 60,92 24,05 

E 80,42 19,82 

F 105,17 59,01 

G 54,50 22,70 

H 53,55 17,76 
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A.2.3 Humanstudie III 

A.2.3.1 Zutatenliste Antiox-Getränk 

Zucker, Maltodextrin, Dextrose,  
Saftkonzentrat (8,8 %) [Heidelbeersaft-, Holunderbeersaft- und Johannisbeersaftkonzentrate],  
Schwarzes Karottenpulver (2,4 %),  
Säuerungsmittel (Citronensäure),  
Apfelpektin,  
Guarkernmehl,  
Hibiskusextrakt (1,2 %), Himbeerblätterextrakt (0,59 %), Hagebuttenextrakt (0,59 %), 
Brombeerblätterextrakt (0,59 %), Aroma, Vitamin C, Säuerungsmittel (Natriumcitrat).  
 
Eine Portionspackung (15 g Instantpulver) enthielt ca.180 mg Polyphenole (Folin-Ciocalteu 
Methode) und ca. 25 mg Vitamin C (HPLC).  
 
 
A.2.3.2 Probandenprofile 

 
 

Proband Geschlecht Alter Gewicht (kg) Größe (m) BMI 

A ♂ 23 83 1,67 29,8 

B ♀ 24 62 1,63 23,3 

C ♀ 23 51 1,62 19,4 

D ♀ 26 63 1,68 22,3 

E ♀ 22 56 1,68 19,8 

F ♀ 25 59 1,63 22,2 

Ø  23,8 62,33 1,65 22,8 

STABW  1,5 11,02 0,03 3,7 

 
 
A.2.3.3 PCL, FRAP, Gesamtphenole und Ascorbinsäure: individuelle 

Plasmakonzentrationen und AUCs 

 
Tab. A7: PCL(µmol TE/l bzw. AUC in µmol TE * Std./l) 
 

Antiox-Getränk 
Zeit (Std.) A B C D E F 

0 142,55 86,12 74,50 107,21 88,84 90,67 
0,5 177,68 91,18 95,38 112,70 104,42 105,83 
1 195,16 102,58 99,65 121,04 95,11 107,91 

1,5 192,05 125,71 103,75 126,94 109,36 111,35 
2 190,48 96,81 98,92 115,08 93,15 96,10 

2,5 170,31 103,09 99,23 114,11 87,79 96,92 
3 152,94 94,66 91,00 118,78 87,68 90,45 
4 160,48 99,72 86,74 118,28 79,62 91,02 
6 179,11 111,29 93,14 107,85 79,80 84,47 
8 188,99 99,84 65,83 110,06 78,34 82,36 
10 172,42 90,21 67,90 106,29 80,85 77,62 

AUC 337 153 124 58,5 23,1 32,5 
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Kontrolle 
Zeit (Std.)       

0 180,57 112,80 105,68 135,77 93,99 95,59 
0,5 179,29 110,92 87,08 134,63 86,75 95,89 
1 181,62 96,78 96,52 124,01 86,20 92,49 

1,5 176,97 98,68 98,99 121,19 84,58 96,73 
2 177,59 102,39 81,75 121,66 79,21 94,17 

2,5 181,72 107,11 84,13 128,07 84,78 96,71 
3 185,69 106,10 84,63 128,74 85,85 96,59 
4 165,89 102,76 73,57 125,90 79,94 94,25 
6 158,06 99,70 70,91 111,85 78,41 92,79 
8 175,99 92,78 91,12 123,27 83,72 86,49 
10 181,34 96,88 77,87 132,87 76,14 89,87 

AUC 2,60 0,00 0,00 0,00 0,00 1,50 
 
 
Tab. A8: FRAP (µmol Fe2+/l bzw. AUC in µmol Fe2+* Std./l) 
 

Antiox-Getränk 

Zeit (Std.) A B C D E F 
0 808,65 646,10 452,53 478,95 543,95 527,25 

0,5 865,30 694,90 546,15 485,85 564,85 545,70 
1 934,75 673,95 533,40 494,20 529,80 536,55 

1,5 933,25 665,35 506,30 487,55 517,05 536,90 
2 921,88 662,05 528,70 468,50 533,00 542,50 

2,5 910,50 663,70 511,00 476,15 520,60 527,80 
3 894,80 664,00 501,30 481,00 514,60 537,80 
4 897,75 644,45 457,10 476,80 506,10 536,55 
6 890,40 649,90 448,55 452,15 509,65 516,65 
8 918,6 650,75 426,3 437,9 478,15 475,45 
10 938,25 657,75 454,75 466,05 494,45 495,9 

AUC 972 105 223 14,9 8,34 43,5 

Kontrolle 

Zeit (Std.)       
0 940,95 685,60 582,05 487,75 510,05 570,31 

0,5 947,95 651,75 565,85 482,15 485,95 561,30 
1 955,12 672,85 543,35 492,95 489,30 577,90 

1,5 959,60 678,20 548,95 480,10 508,50 568,95 
2 960,07 661,45 548,10 477,30 476,10 562,25 

2,5 924,30 677,90 542,00 489,45 494,20 558,70 
3 959,25 653,10 540,65 491,70 474,20 560,95 
4 961,95 660,10 494,85 497,10 430,20 557,00 
6 977,20 619,55 493,85 455,45 478,80 526,15 
8 973,20 643,35 480,90 460,65 400,00 497,85 
10 987,62 652,40 467,55 453,70 453,15 558,90 

AUC 254 0,00 0,00 11,4 0,00 2,48 
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Tab. A9: Gesamtphenole (mg GAE/l bzw. AUC in mg GAE * Std./l) 
 

Antiox-Getränk 
Zeit (Std.) A B C D E F 

0 11,10 9,52 11,08 10,11 11,89 8,20 
0,5 13,43 11,52 12,25 11,53 13,79 8,35 
1 13,03 11,25 12,65 10,43 13,43 8,47 

1,5 13,52 11,64 13,29 10,19 13,72 8,81 
2 12,33 12,14 11,97 9,98 14,00 8,95 

2,5 13,28 11,87 11,13 10,95 12,06 8,14 
3 13,68 11,12 11,17 10,36 12,77 7,83 
4 13,14 10,95 12,56 10,17 12,87 8,66 
6 13,88 10,60 11,41 10,02 12,19 8,32 
8 11,83 12,55 12,13 10,95 12,50 8,60 
10 10,96 12,18 10,56 10,41 11,71 7,64 

AUC 17,0 19,6 7,63 3,45 7,60 2,26 
Kontrolle 

Zeit (Std.)       
0 10,79 12,50 10,85 13,96 13,09 17,62 

0,5 11,54 11,43 9,34 13,02 12,73 16,87 
1 11,01 11,88 10,80 14,09 12,80 14,45 

1,5 11,39 11,97 11,08 13,97 12,56 15,11 
2 11,37 11,91 10,14 13,78 12,62 16,66 

2,5 11,17 12,28 10,68 13,29 12,42 15,57 
3 10,42 12,10 10,90 13,48 12,83 16,35 
4 10,44 12,45 10,48 12,69 11,29 15,00 
6 11,55 11,44 9,08 13,59 13,93 14,72 
8 10,92 12,40 11,17 13,90 13,11 15,94 
10 11,81 11,52 11,50 12,78 13,04 14,76 

AUC 8,11 0,00 1,09 0,04 1,15 0,00 
 
 
 
 
Tab. A10: Ascorbinsäure (mg/l bzw. AUC in mg * Std./l) 
 

Antiox-Getränk 
Zeit (Std.) A B C D E F 

0 4,90 5,68 5,09 9,59 9,19 6,75 
0,5 5,78 5,91 5,61 12,81 11,45 7,00 
1 8,23 7,78 9,40 12,29 12,02 7,09 

1,5 10,15 11,95 9,17 14,71 7,75 8,32 
2 4,72 7,77 10,45 15,40 6,88 12,33 

2,5 5,18 7,99 9,78 15,97 5,40 10,43 
3 7,28 6,91 9,16 12,37 7,53 8,74 
4 8,55 5,57 9,00 12,63 8,94 7,56 
6 4,52 6,03 8,53 12,44 7,24 6,67 
8 5,44 6,19 8,42 12,05 6,32 6,75 
10 4,89 5,94 6,83 10,26 5,89 6,71 

AUC 12,5 9,26 33,7 29,5 2,31 8,32 
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Kontrolle 
Zeit (Std.)       

0 4,67 5,21 4,89 8,17 10,73 11,79 
0,5 4,56 4,84 5,33 7,92 10,31 12,83 
1 4,69 4,88 5,12 7,44 10,10 12,76 

1,5 4,47 5,08 4,25 7,07 11,54 11,93 
2 4,63 5,24 4,42 7,81 10,73 11,12 

2,5 4,85 5,18 5,01 7,13 11,02 12,71 
3 4,65 5,28 4,01 6,91 11,26 12,49 
4 3,86 5,06 3,62 7,14 12,14 12,77 
6 4,62 5,44 3,00 7,62 10,24 12,72 
8 3,61 5,98 3,50 7,40 10,93 10,16 
10 4,08 5,73 3,31 6,31 11,14 11,45 

AUC 0,0771 2,45 0,30 0,00 3,28 4,66 
 
 
 
A.2.3.4 Harnsäure: individuelle Plasmakonzentrationen (mg/l) 

 
 

Antiox-Getränk 
Zeit (Std.) A B C D E F MW ± StAbw 

0 36,3 30,1 37,8 36,8 42,6 34,0 36,2 ± 3,7 
0,5 32,1 33,9 36,6 40,0 43,2 23,4 34,8 ± 6,3 
1 30,3 33,1 42,0 37,6 48,1 29,8 36,8 ± 6,5 

1,5 26,2 45,0 39,5 43,5 34,6 32,2 36,8 ± 6,5 
2 27,7 29,7 42,0 40,4 33,8 43,2 36,1 ± 6,0 

2,5 29,0 25,3 40,0 36,4 25,9 39,7 32,7 ± 6,2 
3 33,1 30,4 36,9 42,0 37,4 34,5 35,7 ± 3,6 
4 36,4 30,5 41,9 33,4 38,1 23,7 33,9 ± 5,8 
6 45,4 32,0 33,8 34,6 36,9 23,0 34,2 ± 6,6 
8 30,2 43,3 36,8 39,0 32,3 27,4 34,8 ± 5,4 

10 28,6 28,0 34,3 34,7 34,2 34,4 32,3 ± 2,9 

Kontrolle 
Zeit (Std.)        

0 44,1 37,8 34,7 35,2 42,9 26,3 36,8 ± 5,9 
0,5 40,8 28,6 38,1 41,6 41,4 27,4 36,3 ± 6,0 
1 55,2 27,1 37,1 42,7 36,1 28,0 37,7 ± 9,4 

1,5 40,8 33,1 34,2 37,2 40,6 24,9 35,1 ± 5,4 
2 43,8 36,6 33,1 41,4 40,7 26,8 37,0 ± 5,7 

2,5 43,4 38,9 40,2 46,1 39,9 27,5 39,3 ± 5,8 
3 43,3 45,8 34,2 31,7 39,9 26,6 36,9 ± 6,7 
4 49,2 27,6 32,5 36,8 41,6 27,5 35,8 ± 7,7 
6 42,8 23,8 27,4 41,8 36,8 26,3 33,1 ± 7,6 
8 43,8 29,8 25,9 45,5 36,8 24,9 34,4 ± 8,1 

10 44,5 44,6 25,0 34,2 35,6 27,3 35,1 ± 7,5 
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A.2.3.5 PCL, FRAP, MDA, Ascorbinsäure, Harnsäure und Hippursäure: individuelle 

Urinwerte 

 
Tab. A11: PCL (mmol TE/24 Std.) 
 

Proband Antiox-Getränk Kontrolle 

A 1,53 1,49 

B 2,39 1,60 

C 2,35 1,70 

D 2,59 1,74 

E 3,00 1,79 

F 2,77 1,90 

 
 
Tab. A12: FRAP (mmol Fe2+/24 Std.) 
 

Proband Antiox-Getränk Kontrolle 

A 8,41 5,97 

B 8,85 7,03 

C 8,03 6,96 

D 6,85 6,10 

E 7,92 5,12 

F 7,43 5,75 

 
 
Tab. A13: Gesamtphenole (mg GAE/24 Std.) 
 

Proband Antiox-Getränk Kontrolle 

A 376,2 366,5 

B 366,6 218,3 

C 332,9 239,6 

D 334,7 221,8 

E 316,5 231,7 

F 339,7 273,7 
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Tab. A14: MDA (µmol/24 Std.) 
 

Proband Antiox-Getränk Kontrolle 

A 1,16 1,42 

B 1,51 1,80 

C 1,54 2,63 

D 1,52 1,80 

E 0,99 1,07 

F 0,64 1,17 

 
 
Tab. A15: Ascorbinsäure (mg/24 Std.) 
 

Proband Antiox-Getränk Kontrolle 

A 39,01 11,54 

B 35,11 16,88 

C 40,96 8,39 

D 29,53 9,55 

E 96,19 11,24 

F 46,30 9,13 

 
 
Tab. A16: Harnsäure (mg/24 Std.) 
 

Proband Antiox-Getränk Kontrolle 

A 221,72 217,56 

B 597,43 246,20 

C 238,09 485,66 

D 247,95 392,18 

E 259,82 262,00 

F 267,14 232,44 
 
 
Tab. A17: Hippursäure (mg/24 Std.) 
 

Proband Antiox-Getränk Kontrolle 

A 310,11 156,95 

B 426,52 182,91 

C 264,52 151,63 

D 183,26 77,90 

E 345,05 115,03 

F 393,84 208,06 
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A.2.3.6 Gesamtphenole im Urin: mit Ascorbin- & Harnsäure (unkorrigiert) und 

abzüglich Ascorbin- & Harnsäure (korrigiert) 

 
Tab. A18: Gesamtphenole im Urin – Einzelwerte (mg GAE/24 Std.) 
 

 AA-HS korrigiert unkorrigiert 
 AntiOx Kontrolle AntiOx Kontrolle 

A 334,7 366,5 416,6 413,5 
B 316,5 231,7 526,2 321,3 
C 366,6 273,7 517,6 488,4 
D 376,2 218,3 520,7 394,7 
E 339,7 239,6 502,9 362,8 
F 332,9 221,8 485,8 300,4 

MW 345* 259 495* 380,2 
±STABW 22,5 56,4 41,1 68,1 

 

*p ≤ 0,05 (Kontrolle vs. AntiOx) 
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