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1 Einleitung 

Pflanzliche Antioxidanzien sind von zunehmender kommerzieller Bedeutung in der 

Herstellung von Medikamenten, Lebensmittel- und Kosmetikprodukten. Die vor-

liegende Untersuchung beschäftigt sich mit der antioxidativen Kapazität 

verschiedener Auszüge aus einer Reihe von Tee- und Gewürzpflanzen, mit dem Ziel, 

Pflanzenextrakte zu etablieren, die ein möglichst breites antioxidatives Wirkungs-

spektrum haben. Dafür werden reaktive Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen 

species) und reaktive Stickstoffspezies (RNS, reactive nitrogen species), die beim 

Verderb von Lebensmitteln und bei der Ausbildung verschiedener Krankheiten eine 

wichtige Rolle spielen, gezielt in vitro gebildet, um die entgiftenden Eigenschaften der 

Extrakte auf diese zu ermitteln und zu vergleichen. 

 

1.1 Generierung und Folgereaktionen von ROS und RNS 

Als wichtigste Vertreter der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) gelten das 

Superoxidradikalanion (O2
•-), das Wasserstoffperoxid (H2O2), das Hydroxylradikal 

(OH•) und der Singulettsauerstoff (1O2). Ein Vertreter der reaktiven Stickstoffspezies 

(RNS) ist das nichtradikalische Peroxynitrit (ONOOH). 

Der Transfer eines Elektrons auf molekularen Sauerstoff generiert das 

Superoxidradikalanion. Superoxidradikale dismutieren bei neutralem bis leicht 

saurem pH - Wert spontan zu Wasserstoffperoxid und Wasser, während sie in 

alkalischem Medium relativ stabil bleiben. H2O2 kann aber auch (enzymkatalysiert) 

durch einen Zwei - Elektronenübergang auf molekularen Sauerstoff gebildet werden. 

In Anwesenheit von H2O2 und Übergangsmetallen wie zum Beispiel Eisen oder 

Kupfer werden über die Haber - Weiss - Reaktion Hydroxylradikale generiert. Der 

Singulettsauerstoff (1O2) wird physikalisch durch die Übertragung von Lichtenergie 

auf photodynamisch aktive Moleküle gebildet und reagiert schnell mit organischen 

Molekülen. Peroxynitrit ensteht in vivo durch die extrem schnelle Reaktion (k = 6,7 x 

109  M-1sec-1) von Stickstoffmonoxid (NO) und Superoxid (O2
•-). 

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und reaktive Stickstoffspezies (RNS) stehen in 

Zusammenhang mit vielen der sogenannten Volkskrankheiten. Die bedeutendste in 

Europa und den Vereinigten Staaten ist die Artherosklerose und die damit ver-

bundenen Herz - Kreislauf - Erkrankungen. ROS und RNS verursachen die Oxidation 
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von DNA, Proteinen, Lipiden und anderen essentiellen Zellkomponenten, wodurch 

die Funktionsfähigkeit der Zelle beeinträchtigt wird. Das Hydroxylradikal wird als eine 

der wichtigsten Spezies für die Pathologie freier Radikale angesehen. Es reagiert 

schnell mit nahezu allen organischen Molekülen, die dabei zerstört oder stark 

geschädigt werden. Hydroxylradikale sind bei vielen Erkrankungen wie 

Krebsentwicklung durch Rauchen und Asbestexposition, Arthritis und Arthrose, 

Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson beteiligt. Die Haut, das Lungenepithel und 

das Intestinalepithel sind sowohl endogenen als auch exogenen Quellen von 

oxidativem Stress ausgesetzt. Abgesehen von der Hautkrebsentstehung durch UV - 

Strahlung führt die Akkumulation von Oxidationsprodukten zu Alterungsprozessen 

der Haut (Kohen 1999). Der Abwehrmechanismus gegen oxidativen Stress besteht 

aus mehreren Komponenten, den Reparatursystemen (z.B. DNA - reparierende 

Enzyme), den Präventionsmechanismen (z.B. Chelatbindung redoxaktiver Metalle), 

der physikalischen Abwehr (z.B. Stabilisierung von Membranen) und der 

antioxidativen Verteidigung (z.B. durch Enzyme oder niedermolekulare Radikalfänger 

(Scavenger)). Die antioxidative Abwehr spielt die bedeutendste Rolle bei oxidativem 

Stress. Stehen dem Körper zu wenig ROS / RNS - abfangende Antioxidanzien zur 

Verfügung, kommt es zur Ausbildung entzündlicher Reaktionen und zu 

Gewebeschädigungen, die an der Entstehung oben genannten pathologischen 

Situationen beteiligt sind (Elstner 1993; Hippeli und Elstner 1997). Eine Möglichkeit, 

den Körper bei der Abwehr reaktiver Verbindungen zu unterstützen, ist eine 

ausgewogenen Ernährung, die reich an pflanzlichen Antioxidanzien ist. Die Haut 

lässt sich durch Applikation antioxidativer Substanzen effektiv schützen (Aquino et al. 

2002). 

Reaktive Sauerstoffspezies und reaktive Stickstoffspezies gelten aber nicht nur als 

entscheidender Faktor bei der Ausbildung pathophysiologischer Situationen. Vor 

allem durch Wärme und Licht entstehen ROS in Lebensmitteln und Kosmetika, 

welche zu Qualitätsverlust und Verderb führen (Aruoma et al. 1996; Hrâs et al. 2000). 

Um dies zu vermeiden, müssen Produkte der Lebensmittel- und Kosmetikindustrie 

durch Konservierungsstoffe geschützt werden. Hierbei bekommen pflanzliche 

Antioxidanzien immer größere Bedeutung (Schwarz et al. 1992; Chen et al. 1998; 

Yanishlieva und Marinova 2001), da sie vom Verbraucher eher akzeptiert werden 

und zudem einen nahrungsmittelergänzenden bzw. hautprotektiven Effekt haben. 

Extrakte aus Tee sind beispielsweise in den unterschiedlichsten Produkten der 
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Nahrungsmittel -  und Kosmetikindustrie zu finden. Zum einen dienen sie dem Schutz 

des Produktes selbst, zum anderen können sie auch gleichzeitig den 

Gesundheitszustand des Nutzers verbessern. 

 

1.2 Pflanzliche Extrakte als Antioxidanzien 

Die antioxidativen Eigenschaften pflanzlicher Extrakte basieren auf deren 

Inhaltsstoffen. Oft werden sie über ihre Leitsubstanzen definiert. Die Leitsubstanzen 

aller in dieser Arbeit untersuchten Extrakte gehören zur Stoffklasse der Phenole, 

welche die größte Gruppe der sekundären Pflanzenstoffe darstellen. Sie dienen der 

Pflanze als Schutz gegen Pilz- und Bakterieninfektionen, regeln den pflanzlichen 

Hormonhaushalt und dienen als Signalsubstanzen (Heß 1991). Ihre genaue Funktion 

ist aber noch Gegenstand der Forschung. Phenole zeichnen sich durch ein 

aromatisches Ringsystem mit mindestens einer Hydroxylgruppe oder funktionellen 

Derivaten derselben aus. Die Flavonoide haben die größte Bedeutung unter den 

Polyphenolen in Pflanzen und sind bekannt für ihr hohes antioxidatives Potenzial 

(Bermond et al 1990; Shahidi et al. 1992; Halliwell and Gutteridge 1999; Heim et al. 

2002). Sie leiten sich strukturell vom Flavan (Abbildung 1) ab und lassen sich, je 

nach Oxidationszustand des mittleren Heterozyklus, in eine Reihe von Untergruppen 

einteilen. Zu jeder Untergruppe gehört eine Anzahl von Substanzen, die sich nur in 

bestimmten Substituenten des Grundskelettes, vor allen in Substituenten ihres 

Ringes B voneinander unterscheiden. Die meisten Flavanderivate kommen in 

Pflanzen als O - Glycoside vor. 
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Abbildung 1: Flavanskelett bestehend aus zwei aromatischen Ringen (Ring A und Ring B) 
die über einen heterozyklischen Ring C miteinander in Verbindung stehen. 
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Einer Reihe von Polyphenolen werden positive physiologische und 

pharmakologische Auswirkungen auf den menschlichen und tierischen Organismus 

zugeschrieben, die oft auf radikalfangende Mechanismen (= Scavengereigen-

schaften) zurückzuführen sind. Über die Absorption, den Metabolismus und die 

Bioverfügbarkeit von Polyphenolen im Menschen weiß man trotz zahlreicher 

Untersuchungen noch relativ wenig. In der Nahrung liegen, bis auf die Flavan - 3 -

ole, alle Flavonoide glycosidisch gebunden vor. Nach neueren Untersuchungen 

können sie im Dünndarm sowohl als Aglykone (mikrobielle Spaltung) oder auch als 

Glycoside aufgenommen werden, wobei die Aufnahme von Art und Position der 

Glycoside abhängt (Hollman et al. 1999; Olthof et al. 2000) Der Metabolismus der 

Polyphenole findet hauptsächlich im Dickdarm durch Bakterien und nach der 

Absorption in der Leber statt (Hollman und Katan 1998). Um den Einfluss von 

Polyphenolen auf die menschliche Gesundheit genauer beurteilen zu können, 

werden mehr Informationen über Absorption, Bioverfügbarkeit und Metabolismus, 

sowie Einflüsse der Matrix auf einzelne Polyphenole benötigt. 

 

1.3 Gegenstand der Untersuchungen 

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt elf Extrakte aus fünf verschiedenen 

Tee- und Gewürzpflanzen (Tabelle 1) sowie die, bei ähnlichen Fragestellungen 

üblicherweise verwendete, Bezugssubstanz Trolox untersucht. Das wasserlösliche   

α - Tocopherolanalogon Trolox besitzt sehr gute antioxidative Eigenschaften und 

wird in der internationalen Literatur als Standard für die Ermittlung des sogenannten 

Troloxäquivalents herangezogen, was einen Vergleich unterschiedlichster Proben 

ermöglicht. Das Troloxäquivalent ist ein errechneter Wert, der angibt, welche Menge 

Trolox (mM oder µg) nötig wäre, um die gleiche Wirkung wie die getestete Substanz 

zu erzielen. 

In Tabelle 1 sind die untersuchten Extrakte, deren Kürzel, ihre Herkunftspflanzen 

(kursiv), ihr Fermentationsstatus, ihre Leitsubstanzgehalte und das verwendete 

Extraktionsmittel aufgelistet. Im Anschluss an die Tabelle werden die Pflanzen, aus 

denen die Extrakte hergestellt wurden, näher beschrieben. 
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Tabelle 1: Charakterisierung der verwendeten Extrakte 

Herkunfts- 

pflanze 

Extrakte 

 

Leitsubstanzen 

und weitere Inhaltstoffe 

Anteil am 

Extrakt 

Camellia 

sinensis 

 

Grüntee - Extrakt (GT)  

unfermentiert 

Ethanol (100 %) 

Coffein 

Epicatechin 

Epigallocatechingallat 

Epicatechingallat 

5,69 % 

2,09 % 

23,28 % 

6,7 % 

 Weißtee - Extrakt (WT) 

unfermentiert 

Ethanol (100 %) 

Polyphenole, davon 

Epigallocatechingallat 

95 % 

50 % 

Rosmarinus  

officinalis 

Rosmarin - Extrakt (RM) 

Ethanol (100 %) 

Carnosolsäure 60 % 

 Rosmarinsäure - Extrakt (RS) 

Ethanol (100 %) 

Rosmarinsäure 

Äpfelsäure 

Zitronensäure 

4,5 % 

3,6 % 

4,7 % 

Aspalathus 

linearis 

Rotbusch - Extrakt (RO) 

unfermentiert 

Ethanol (100 %) 

Aspalathin 19,2 % 

 Rotbusch - Extrakt (RO (f)) 

fermentiert 

Ethanol / Wasser (80 % : 20 %) 

Aspalathin 2,15 % 

 Rotbusch - Extrakt (RO (e)) 

unfermentiert, entfärbt 

Ethanol / Wasser (80 % : 20 %) 

Aspalathin 16,6 % 

Cyclopia 

genistoides 

Honigbusch - Extrakt (HO gen1) 

unfermentiert 

Ethanol 100 % 

Mangiferin 

Isomangiferin 

Hesperidin 

14,9 % 

5,4 % 

3,0 % 

 Honigbusch - Extrakt (HO gen2) 

unfermentiert 

Ethanol / Wasser (80 % : 20 %) 

Mangiferin 

Isomangiferin 

Hesperidin 

12,31 % 

4,1 % 

0,14 % 

Cyclopia 

sessiliflora 

Honigbusch - Extrakt (HO sess) 

unfermentiert 

Ethanol / Wasser (80 % : 20 %) 

Mangiferin 

Isomangiferin 

Hesperidin 

1,56 % 

0,49 % 

0,57 % 

 Honigbusch - Extrakt (HO sess(e)) 

unfermentiert, entfärbt 

Ethanol / Wasser (80 % : 20 %) 

Mangiferin 

Isomangiferin 

Hesperidin 

3,28 % 

1,01 % 

1,08 % 
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1.3.1 Charakterisierung der extrahierten Pflanzen 

Camellia sinensis 

Eine der wichtigsten Quellen für Polyphenole und insbesondere Flavonoide, auch in 

der westlichen Welt, ist Tee. Die in Tee überwiegend vorkommenden Flavonoide sind 

Flavanole (OH an C3 und/oder an C4) und Flavonole (OH an C3 und Oxo an C4). 

Grüner Tee und Schwarzer Tee stellen dabei die am häufigsten konsumierten 

Teesorten dar. Die zugrundeliegende Teepflanze Camellia sinensis wird in der 

südöstlichen Region von China angebaut und verarbeitet. Bei der Produktion des 

Grünen Tees verhindern spezielle Zerkleinerungs- und Trocknungsprozesse die 

enzymatische Oxidation der Polyphenole in den Blättern, die dort eine Konzentration 

bis zu 30 % des Trockengewichtes erreichen (Paquay et al. 2000; Wang et al. 2000). 

Bei der Produktion von schwarzem Tee durchlaufen die Blätter einen, durch 

Polyphenoloxidasen katalysierten, aeroben Oxidationsprozess. Im Gegensatz zum 

Grünen Tee werden zur Herstellung des Weißen Tees ausschließlich die Knospen 

der Pflanze verwendet. Durch die feinen silbrigen Haare bekommt der Tee in 

getrockneter Form ein weißgraues Aussehen. Der Weiße Tee wird nicht 

vorgetrocknet. Damit bleiben seine Polyphenol- und auch Koffeingehalte im 

Vergleich zu Grünem Tee höher (Santana-Rios et al. 2001). Den Hauptanteil der 

Polyphenole des Grünen Tees machen die Catechine (Flavanole) aus, wobei als 

wichtigste Epicatechin (EC), Epigallocatechin (EGC), Epicatechingallat (ECG) und 

Epigallocatechingallat (ECGC) zu nennen sind. Catechine gehören zu den am 

besten untersuchten Flavonoiden, wobei ihnen ein sehr hohes antioxidatives 

Potenzial gegenüber ROS und RNS zugeschrieben wird (Prior und Cao 1999; Ueda 

et al. 1996; Guo et al. 1999). Zudem wird die antikarzinogene, antivirale, 

antibakterielle und antiallergene Wirkung von Produkten aus Camellia sinensis auf 

die hohen Catechingehalte zurückgeführt (Bushman 1998; Dufresne und Farnworth 

2001). In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Extrakte aus Camellia sinensis 

untersucht. Der Anteil an Catechinen lag beim Grüntee - Extrakt (GT) bei 38,09 % 

und beim Weißtee - Extrakt (WT) bei 95 %. 

 

Rosmarinus officinalis 

Rosmarinus officinalis ist eine mediterrane, krautige Gewürzpflanze. Die industrielle 

Nutzung von Rosmarin beschränkte sich bis vor kurzem noch auf die Destillation 

flüchtiger Öle aus dieser Pflanze, bis seine konservierenden Eigenschaften für die 
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Nahrungsmittelindustrie entdeckt wurden. Seither werden Extrakte aus Rosmarin im 

Lebensmittelbereich vielfach verwendet (Aruoma et al. 1996; Pearson et al. 1997). 

Rosmarin und seine Extrakte schützen Fette und fetthaltige Nahrungsmittel vor 

oxidativen Veränderungen (Schwarz und Ternes 1992). Die guten antioxidativen 

Eigenschaften von Rosmarinus officinalis beruhen dabei auf phenolischen 

Diterpenen, wie Carnosolsäure, Carnosol, Rosmanol und anderen phenolischen 

Säuren, wie zum Beispiel Rosmarinsäure. Untersucht wurden ein Rosmarin - Extrakt 

(RM), dessen Carnosolsäuregehalt bei 60 % lag und ein carnosolsäurefreier Extrakt 

(Rosmarinsäure - Extrakt, RS) mit einem Rosmarinsäuregehalt von 4,5 %. 

 

Aspalathus linearis 

Aspalathus linearis (Rotbusch oder Rooibos) ist eine in Südafrika im Cedarberg - 

Gebiet endemisch wachsende Fabaceae, der gesundheitsfördernde Eigenschaften 

z.B. bei Allergien, Schlaflosigkeit und photosensitiver Dermatitis zugeschrieben 

werden (Snyckers und Salemi 1974; Morton 1983; Ferreira et al. 1998 (2); Schulz et 

al. 2000). Aber auch antimutagene, antikanzerogene und antiinflammatorische 

Eigenschaften werden für den Rotbusch beschrieben (Joubert 1994; Joubert und 

Ferreira, 1996). Aspalathus linearis enthält als Hauptkomponente Aspalathin. Dabei 

handelt es sich um ein Dihydrochalkon (Koeppen und Roux 1966) mit einer 

kovalenten Bindung zu Glucose. Chalkone sind keine Flavanderivate sondern deren 

Vorläufer. Ihnen fehlt der charakteristische mittlere Heterozyklus. Sie gehen aber 

spontan, besonders in leicht sauerem Medium, in echte Flavanderivate, die 

Flavanone über. Zur Gewinnung des süßlichen, fermentierten Tees werden die 

geernteten Triebe, Blätter und Blüten, analog der Prozessierung des schwarzen 

Tees, einem Fermentationsprozess unterzogen. Das Aspalathin wird dabei zu seinen 

korrespondierenden Flavonen, Orientin und Isoorientin, oxidiert (Joubert 1994). Aber 

nicht nur das Aspalathin wird durch die Fermentation verändert. Der 

Gesamtpolyphenolgehalt ist in unfermentiertem Material insgesamt höher als in 

fermentiertem (Marnewick und Snijman 1999). Insgesamt wurden drei Extrakte aus 

Aspalathus linearis untersucht. Zwei davon wurden aus unfermentiertem Material 

hergestellt: der ethanolische Extrakt (RO) mit einem Aspalathingehalt von 19,2 % 

und der, zusätzlich entfärbte, Ethanol / Wasser - Mischextrakt (RO(e) mit einem 

Aspalathingehalt von 16,6 %. Der ethanolische Extrakt aus fermentiertem Material 

(RO(f)) hatte einen Aspalathinanteil von 2,15 %. 
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Cyclopia spec. 

Cyclopia spec. (Honigbusch) wächst endemisch, mit vielen verschiedenen Arten, 

ebenfalls in Südafrika am Kap der guten Hoffnung (Ferreira et al. 1998 (1)). Wie auch 

Aspalathus linearis werden dem koffeinlosen, tanninfreien Tee verschiedenste 

gesundheitsfördernde Effekte zugeschrieben (Kamara et al. 2003). Besondere 

Inhaltsstoffe und daher Leitsubstanzen dieser Pflanze sind die C-glycosidischen 

Xanthone Mangiferin und Isomangiferin und das Flavanon Hesperidin, ein O-

Rutinosyl. Für Hesperitin (Aglycon zu Hesperidin) ermittelten van Acker et al. (1996 

(1)) eine inhibierende Wirkung auf die Lipidperoxidation. Für Mangiferin sind 

radikalfangende Eigenschaften bei Sato et al. (1992) beschrieben. 

Untersuchungsgegenstand waren zwei Extrakte der Spezies Cyclopia genistoides 

und zum Vergleich zwei Extrakte der Spezies Cyclopia sessiliflora. Durch die 

Verwendung unterschiedlicher Extraktionsmittel unterschieden sich die beiden 

Extrakte aus Cyclopia genistoides (Ethanol: HO gen1; Ethanol / Wasser: HO gen2) 

nur in ihren Leitsubstanzgehalten (23,3 % und 16,55 %). Die beiden Auszüge aus 

Cyclopia sessiliflora wurden mittels Ethanol / Wasser - Mischextraktion hergestellt. 

Sie unterschieden sich durch Entfärbung (HO sess(e)) und veränderte 

Leitsubstanzgehalte (HO sess: 2,62 %; HO sess (e): 5,37 %). 

 

1.3.2 Pflanzenextrakte in biochemischen Testsystemen 

Um die verschiedenen Wirkmöglichkeiten antioxidativer Substanzen ausreichend 

darstellen zu können, müssen verschiedene biochemische in vitro Testsysteme 

herangezogen werden. In diesen Modellsystemen, die im Folgenden einzeln 

vorgestellt werden, werden pathophysiologische Situationen sowie oxidative 

Prozesse in Lebensmitteln und Kosmetika simuliert. Dabei hat das Milieu, in dem die 

Reaktionen stattfinden, einen entscheidenden Einfluss auf die Wirkung antioxidativer 

Substanzen. Die Aktivität von Antioxidanzien kann, abhängig vom umgebenden 

Medium und den verwendeten Emulgatoren, stark variieren (Ruben und Larson 

1985, Frankel et al. 1994; Frankel et al. 1996, Roginsky 1990). Dem Einsatz von 

Emulgatoren muss demnach bei der Betrachtung antioxidativer Eigenschaften von 

pflanzlichen Extrakten eine besondere Rolle zukommen. Die teilweise schlechte 

Wasserlöslichkeit der untersuchten Extrakte und ihrer Inhaltsstoffe erforderte den 

Einsatz von Lösungsvermittlern. Inhalt der Untersuchungen war unter anderem der 

Vergleich zweier Lösungsvermittler und ihre Auswirkungen auf das antioxidative 
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Verhalten von Pflanzenextrakten. Dabei handelte es sich einmal um den 

herkömmlichen, synthetischen Lösungsvermittler Tween80 und zum anderen um den 

Lecithinemulgator Sternyolk. 

 

Die biochemischen in vitro Testsysteme (Schempp et al. 2000) 

1. Im ABTS - System wird der initiale Schritt der Lipidperoxidation, die Wasser-

stoffabstraktion, nachempfunden. Durch die Reaktion von Myoglobin und 

Wasserstoffperoxid werden Ferrylradikalkationen generiert. Durch Wasser-

stoffabstraktion oxidieren ABTS - Moleküle zu ABTS - Kationradikalen. 

2. Einer der wichtigsten Mechanismen zur Generierung von Hydroxylradikalen in 

vivo ist die reduktive Spaltung von Wasserstoffperoxid in Anwesenheit von 

Eisen(II) - Salzen: H2O2 + Fe2+  →→  OH•• + OH- + Fe3+.  Im hydrophilen Fenton 

- System wird diese Reaktion in vitro nachvollzogen. 

3. Das hydrophile Xanthin / Xanthinoxidase - System ist ein Modell für die 

destruktiven Vorgänge in Geweben während ischämischer Vorgänge. 

Während der Ischämie wird das Enzym Xanthindehydrogenase (XDH) in 

Xanthinoxidase (XOD) umgewandelt. Die Xanthindehydrogenase katalysiert in 

der oxygenierten Zelle die Oxidation von Hypoxanthin über Xanthin zur 

Harnsäure unter gleichzeitiger Reduktion von NAD+ zu NADH. Die 

Xanthinoxidase jedoch reduziert Sauerstoff auf Kosten von Xanthin zum 

Superoxidradikalanion (20 %) und zu Wasserstoffperoxid (80 %). Im 

Modellsystem wird diese Reaktion in vitro nachempfunden: Xanthin + O2 + 

H2O  XOD>>  Harnsäure + O2
••- + H2O2. Durch Fe2+, das in Spuren im 

verwendeten Puffer bzw. der Enzympräparation vorliegt, wird H2O2 zum OH - 

Radikal reduziert: H2O2 + Fe2+  →→  OH•• + OH- + Fe3+. Fe2+ selbst geht dabei 

in Fe3+ über, welches durch Superoxid wiederum zu Fe2+ regeneriert wird:

 Fe3+ + O2
••-  →→  O2 + Fe2+. 

4. Peroxynitrit ist ein hochdestruktives nichtradikalisches Oxidans, das in vivo 

und in vitro durch die extrem schnelle Reaktion von Stickstoffmonoxid (NO) 

und dem Superoxidradikalanion (O2
•-) gebildet wird. Peroxynitrit entsteht in 

vivo hauptsächlich unter pathophysiologischen Bedingungen, und zwar, wenn 

zur gleichen Zeit eine hohe Superoxidkonzentration (über die X / XOD - 

Reaktion bzw. über aktivierte Leukozyten) und in größeren Mengen NO 

(Leukozyten, Gefäßendothelzellen) erzeugt wird. Dies ist z.B. bei 
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Artherosklerose, Schocksituationen, Herzinfarkt und Raucherkrankheiten der 

Fall. Im Modell wird mit synthetisch hergestelltem Peroxynitrit der Angriff auf 

organische Moleküle nachempfunden. 

5. Die Lipidperoxidation ist eine der häufigsten und eine der ersten Reaktionen, 

die unter pathophysiologischen Bedingungen beobachtet wird. Sie ist auch die 

Reaktion, die zur Ranzigkeit fetthaltiger Nahrungsmittel und Kosmetika führt. 

Dabei handelt es sich um einen Radikalkettenprozess, bei dem im ersten 

Schritt der Reaktion Fettsäurehydroperoxide unter Sauerstoffverbrauch 

gebildet werden. Formal liegt eine Substitutionsreaktion vor, die in zwei Stufen 

abläuft, d.h. auf eine Wasserstoffabstraktion folgt eine Sauerstoffaddition. Die 

Wasserstoffabstraktion ist der initiale Schritt und wird durch reaktive 

Sauerstoffspezies ausgelöst. Dadurch kommt es zu einer Verschiebung der 

Doppelbindung im Fettsäuremolekül, der sogenannten Dienkonjugation, um 

die radikalische Stelle zu stabilisieren. An diese lagert sich dann Sauerstoff 

unter Bildung eines Fettsäurehydroperoxylradikals (ROO•) an, das seinerseits 

durch erneute Wasserstoffabstraktion zum Fettsäureperoxid (ROOH) 

abreagiert (Kettenreaktion). Im Rose - Bengal - System bildet der über die 

photodynamisch aktive Substanz Rose - Bengal generierte Singulettsauerstoff 

(1O2) direkt das Peroxid der verwendeten α - Linolensäure. Fettsäureperoxide 

zerfallen zu instabilen Alkoxyl - Radikalen (RO•), die ihrerseits zu Ethan oder 

Penthan (je nach Fettsäure) und aldehydischen Abbauprodukten (z.B. 

Malondialdehyd) fragmentieren. Während dieses Prozesses entsteht auch das 

Hydroxylradikal (OH•). Eine Abwandlung des Modellsystems ist durch den 

Zusatz von Kupferionen möglich. Cu2+ oxidiert das Ethylradikal zu Ethen, 

wobei es selbst reduziert wird. Durch die entstehenden Cu+ - Ionen wird der 

Fettsäureperoxid - Zerfall beschleunigt, wobei Cu+ zu Cu2+ regeneriert wird 

(Abbildung 2). 
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Abbildung 2: Schema der Lipidperoxidation 

 

6. Als Schlüsselreaktion für die Entstehung von Artherosklerose gilt die Oxidation 

von LDL (Low - Density - Lipoprotein), einem Lipoproteinpartikel im Blutserum, 

das unter anderem die Aufgabe hat, Cholesterin zur Leber zu transportieren, 

wo es dann abgebaut wird. Der LDL - Partikel besitzt an der Oberfläche eine 

Schicht aus Phospholipiden und unverestertem Cholesterin. In diese Hülle ist 

das Apolipoprotein B - 100 eingebettet. Der stark hydrophobe Kern enthält 

Cholesterinester (häufig mit Linolsäure). Zusätzlich sind im LDL endogene 

Antioxidanzien enthalten, die sich je nach ihrer Polarität im Inneren des LDL - 

Partikels (z.B. Carotinoide) oder weiter an der Außenseite (z.B. α - 

Tocopherol) befinden. Den Weg zur Leber legt LDL gebunden an 

Blutmakrophagen zurück. Unter oxidativem Stress und bei einem erhöhtem 

LDL - Gehalt im Plasma wandern Monozyten und Lipoproteine in die Arterien-

wände ein, wo es zur LDL - Oxidation kommen kann. Oxidiertes LDL kann von 

den Blutmakrophagen nicht mehr über den LDL - Rezeptor erkannt werden. 

Über einen anderen, den Scavenger - Rezeptor, wird das modifizierte LDL 

unkontrolliert aufgenommen, was die sogenannte Schaumzellenbildung zur 

Folge hat. Die aus den Makrophagen entstandenen Schaumzellen können 
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sich als Fettstreifen an den Arterienwänden anlagern. Aus diesen Fettstreifen 

können sich im weiteren Verlauf der Artherogenese durch Nekrosen, 

Thrombosen und Einlagerung von Kalzium komplexe Plaques entwickeln, die 

dann letztendlich zum Verschluss von Blutgefäßen und zu Infarkten führen 

können. Die Hypothese, dass Cu2+ bei der Oxidation eine entscheidende Rolle 

spielt, wird dadurch unterstützt, dass das Apolipoprotein B - 100 definierte 

Kupferbindungsstellen besitzt. Die kupferinduzierte LDL - Oxidation wird 

weltweit als „ex vivo“ - Modellreaktion herangezogen, um den Einfluss von 

Antioxidanzien auf die Oxidation des LDL unter kontrollierten Bedingungen in 

vitro zu untersuchen. 

 

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in drei Abschnitte (Projektphasen). Die erste 

Projektphase (PHASE I) diente vor allem der Sondierung von Material. Dafür wurden 

fünf Extrakte aus vier verschiedenen Pflanzen in mehreren biochemischen in vitro 

Testsystemen untersucht. Zusätzlich wurden zwei Emulgatoren miteinander 

verglichen. Aufbauend auf den Ergebnissen aus PHASE I war das Ziel der zweiten 

Projektphase (PHASE II), die ausgewählten Extrakte zu optimieren, indem 

verschiedene Extraktvarianten einer Pflanze in ausgewählten biochemischen 

Testsystemen untersucht wurden. Anhand der PHASE II konnte ein Extrakt etabliert 

werden, der in einer Interventionsstudie zur Bioverfügbarkeit eingesetzt wurde 

(PHASE III). Der Ergebnisteil ist chronologisch zu den durchgeführten 

Untersuchungsphasen aufgebaut und gliedert sich in drei Kapitel. Im Anschluss an 

die Ergebnisse von PHASE I und PHASE II erfolgt jeweils eine Bewertung der 

Ergebnisse, die bereits einen Teil der Diskussion darstellt. Anschließend werden die 

möglichen Strukur - Aktivitäts - Beziehungen der Extraktinhaltsstoffe kapitelüber-

greifend diskutiert. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Pflanzenextrakte und Trolox 

Die Pflanzenextrakte (siehe Tabelle 1) und Emulgatoren (Tween80 und Sternyolk) 

wurden vom Adalbert - Raps - Zentrum für Arznei- und Gewürzpflanzenforschung; 

Am Forum 2; 85350 Freising - Weihenstephan zur Verfügung gestellt. Das wasser-

lösOLFKH�.�- Tocopherolanalogon Trolox wurde von Sigma (T-4389) bezogen. 

 

2.1.2 Chemikalien 

Tabelle 2: Liste der verwendeten Chemikalien 

Name Formel / 

Abkürzung 

M [g / mol] Hersteller Bestell- 

nummer 

2,2` - Azino - bis (3-Ethyl) 

benzthiazolin - 6 - 

sulfonsäure 

ABTS 548,7 Sigma A-1888 

Borsäure H3BO4 61,83 Merck 165 

Eisen(II)sulfat - Heptahydrat FeSO4 *7H2O 278 Sigma F-7002 

Ethan - Prüfgas   Messer - Griesheim  

Ethen - Prüfgas   Messer - Griesheim  

Ethylendinitrotetraessigsäure 

- Dinatriumsalz - Dihydrat 

C10H14N2Na2O8*

H2O (EDTA) 

372,24 Merck 8418 

Folin - Ciocalteu’s Phenol 

Reagent 

 2 Normal Sigma F 9252 

Kaliumbromid KBr 119 Merck 1.04905.

0500 

α-Keto-γ-methiolbuttersäure KMB 170.2 Sigma K-6000 

Kupfer(II)Sulfat - Pentahydrat CuSO4*5H2O 249,68 Merck 2790 

α - Linolensäure C18H30O2 278,4 Sigma L-2376 

Myoglobin  18800 Sigma M-1882 

Natriumcarbonat Na2CO3 105,99 Merck 6398 

Natriumchlorid NaCl 58,44 Merck 6404 

Natrium – dihydrogenphos-

phat - Monohydrat 

NaH2PO4
*H2O 137,99 Merck 1.06346 
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Name Formel M [g/mol] Hersteller Bestelln

ummer 

Di - Natriumhydrogenphos-

phat - Dihydrat 

Na2HPO4
*2H2O 177,9 Merck 1.06580 

Natriumhydroxid NaOH 40,00 Merck 6498 

Natriumhypochlorid NaOCl 74,4 Merck 1.05614 

Natriumnitrit NaNO2    

Natriumtetraborat Na2B4O7 201,22 Merck 6310 

Proteinassay - 

Farbstoffkonzentrat 

  BioRad 500-

0006 

Rinderserumalbumin (BSA)   Sigma A-2153 

Rose - Bengal C20H2O5Cl4I4Na2 1017,6 Sigma R-3877 

Salzsäure HCl 36,46 Merck 1.00319 

Schwefelsäure H2SO4 98,08 Merck 731 

Stickstoff Typ 5.0 N2  Messer - Griesheim  

Synthetische Luft   Messer - Griesheim  

Trichloressigsäure C2HCl3O2 163,4 Sigma T-4885 

Tween20   Merck 822184 

Wasserstoff Typ 5.0 H2  Messer-Griesheim  

Wasserstoffperoxid H2O2 34,01 Merck 1.08597 

Xanthin C5H4N4O2 152,1 Sigma X-4002 

Xanthinoxidase XOD 20 U / 

13,5 mg 

Protein 

Sigma X-4875 

 

2.1.3 Puffer und Lösungen 

Phosphatpuffer 0,2 M pH 7,4 und pH 9 

Lösung A: 0,2 M Na2HPO4*2 H2O (35,6 g / l) 

Lösung B: 0,2 M NaH2PO4*H2O (27,6 g / l) 

Einstellen des pH - Wertes mit Lösung B 

 

PBS - Puffer pH 7,4 

9,0 g NaCl in 100 ml Phosphatpuffer (0,2 M, pH 7,4) lösen und mit Aqua bidest auf 

ein Volumen von 1 l auffüllen 
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Boratpuffer 0,2 M pH 9 

Lösung A: 0,2 M H3BO4 (12,4 g / l) 

Lösung B: 0,2 M Na2B4O7 (10,061 g / l) 

Einstellen des PH - Wertes mit Lösung A 

 

Peroxynitrit - Lösung 

0,7 M H2O2 durch Verdünnung mit 0,6 M HCl herstellen (auf Eis) 

0,6 M NaNO2 - Lösung mit Aqua bidest herstellen (auf Eis) 

Die H2O2 -  und NaNO2 - Lösung zu gleichen Teilen (jeweils 5 ml) zusammengeben 

und sofort dieselbe Menge NaOH (1,2 M) zugeben und über Nacht bei -20°C 

einfrieren. Vor dem Einsatz in den Versuchen wird die durch das Zusammengeben 

der beiden Lösungen entstandene gelbe Schicht abgenommen und 1:100 mit NaOH 

(10 mM) verdünnt. Über A302 = ý� � F� � G� �4XDU]N�YHWWH�� ý�  � ����� 0-1cm-1) wird 

anschließend die Peroxynitritkonzentration berechnet und mit NaOH (10 mM) auf 200 

µM eingestellt (= Stammlösung). 

 

αα - Linolensäure - Lösung, 71 mM 

0,5 ml Tween20 werden in 10 ml Boratpuffer (0,2 M, pH 9,0) gelöst. Tropfenweise 

ZHUGHQ� ���� PO� .� - Linolensäure unter leichtem Rühren emulgiert. Anschließend 

werden tropfenweise 1,3 ml 1N NaOH zugegeben und so lange gerührt, bis eine 

klare Lösung entsteht. Mit Boratpuffer wird die so verseifte Fettsäure auf ein 

Endvolumen von 25 ml aufgefüllt. 

 

Dichtelösungen 

Lösung A (1,08 g / ml): 40,0 g KBr und 0,5 g EDTA ad 0,5 l Aqua bidest lösen 

Lösung B (1,05 g / ml): 25,0 g KBr und 0,5 g EDTA ad 0,5 l Aqua bidest lösen 

Lösung C: 0,5 g EDTA ad 0,5 l Aqua bidest lösen 
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2.1.4 Geräte und Laborartikel 

Gaschromatograph: 

Varian Star 3300 CX mit Shimadzu Integrator C-R6A Chromatopac 

Detektor: Flammenionisationsdetektor (FID) 

Säulen: 1/8 Zoll x 80 cm Aluminiumoxid, 1/8 Zoll x 100 cm Aluminiumoxid 

Säulentemperatur: 80°C 

Injektortemperatur: 80°C 

Detektortemperatur: 225°C 

Trägergas: Stickstoff (25 ml / min) 

Brenngase: Wasserstoff (25 ml / min), synthetische Luft (250 ml / min) 

Prüfgase: Ethan (236,45 pmol / ml), Ethen (259,3 pmol / ml) 

 

Photometer 

Spektralphotometer: Uvicon Modell 930, Modell 922 und Pharmacia LKB 

Ultrospec III 

 

Thermostat 

2209 Multitemp, Pharmacia LKB Bromma und Julabo F 18 

 

pH - Meter 

Orion Research 701 A, Bachhofer 

 

Zentrifugen 

Ultrazentrifuge Optima LE-70, Beckman mit Swinging Bucket Rotor SW 40 Ti 

Biofuge A, Heraeus Sepatech 

Minifuge BF, Heraeus 

Centrifuge 5810 R, Eppendorf 

 

Waagen 

MC1 Analytic AC 210 S 

Feinwaage Modell 2474, Sartorius 

 

Whirly Mix 

Vortex - Genie 2, Scientific industries 
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Wasserschüttelbad 

Köttermann Labortechnik 

 

Wasserbad belichtet 

Eigenbau, Mitarbeiter des Lehrstuhls für Phytopathologie 

 

Inkubationsrad 

Eigenbau, Mitarbeiter des Lehrstuhls für Phytopathologie 

 

Gelfiltrationssäule 

EconoPac DG - 10, BioRad 

 

Bidest-Anlage 

Seralpur PRO 90 CN, Seral 

 

Sonstiges Material 

Insulinspritzen: Mikrofine III, Fa. Plastipac 

Filter: Nalgene 0,2 µm, Katalog - Nr. 1912020 

 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Aufbereitung des Probenmaterials 

Bei den eingesetzten Emulgatoren handelte es sich um Tween80, einen 

herkömmlichen, synthetischen Lösungsvermittler und um Sternyolk, einen 

Lecithinemulgator. Für die Untersuchungen wurde das Probenmaterial in einer 0,2 

%igen wässrigen Lösung des jeweiligen Emulgators suspendiert und für 5 Minuten 

im Ultraschallbad bei 30°C homogenisiert. Voruntersuchungen (Daten nicht gezeigt) 

ergaben für die Emulgatoren eine maximal verwendbare Konzentration von 0,01 % in 

den Testsystemen. Bei höheren Emulgatorkonzentrationen stieg zwar die Löslichkeit 

der Extrakte, jedoch war in einigen der Testsysteme die antioxidative bzw. 

prooxidative Eigenkapazität der Emulgatorlösungen zu hoch. Mit der Ausgangs-

konzentration von 0,2 % (= 0,01 % im Versuchsansatz), wurde eine 15 %ige 

Inhibierung bzw. Aktivierung der Reaktionen nicht überschritten. 
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Die Suspensionen aus den Pflanzenextrakten und den Emulgatorlösungen wurden 

täglich frisch hergestellt und in Form von Konzentrationsreihen in den Versuchen 

eingesetzt. 

 

2.2.2 Gehalt an löslichen Polyphenolen 

Der Polyphenolgehalt der Extrakte (Stammlösung 200 µg / ml) wurde mit dem Folin - 

Ciocalteau - Assay bestimmt. Er wird in Catechinäquivalenten, über eine Kalibra-

tionsgerade von 10 bis 200 µM angegeben (Geradengleichung für die 

Referenzsubstanz Catechin: A720 = 0,0873 AU + 0,00327 AU / µM * c; c = 

Konzentration µM, r = 0,9887). Der Assay setzt sich wie folgt zusammen:               

0,2 ml Probe werden mit 1 ml einer 10 %igen Lösung des Folin - Ciocalteau - 

Reagenz (2 N) vermischt. Nach zwei Minuten werden 1 ml einer Na2CO3 - Lösung (7 

%) hinzugefügt. Nach gründlicher Durchmischung und einer Inkubationszeit von 60 

min erfolgt die photometrische Messung bei λ = 720 nm. 

 

2.2.3 Chemische und photodynamische Systeme 

2.2.3.1 Gaschromatographische Bestimmung von Ethen und Ethan 

Die meisten der nachfolgend beschriebenen Modellsysteme beruhen auf der 

gaschromatographischen Bestimmung von Ethen und Ethan. Ethen entsteht zum 

Beispiel nach einem Angriff verschiedener reaktiver Sauerstoffspezies auf ein 

Indikatormolekül wie die α - Keto - γ - methiolbuttersäure (KMB). Ethen und Ethan 

entstehen beim oxidativHQ�$QJULII�DXI�.�- Linolensäure in Anwesenheit von Cu2+. Da 

die Reaktionen in volumengeeichten, gasdicht verschlossenen Gefäßen durchgeführt 

wurden, konnte 1 ml des entstandenen Gases nach Beendigung der Inkubationszeit 

mittels Insulinspritzen aus dem Kopfraum (Headspace) abgezogen und 

gaschromatographisch analysiert werden. Die Menge an Ethen bzw. Ethan pro ml 

Gasvolumen errechnet sich über: 

 

Area x Gesamtvolumen [ml] - Probenvolumen [ml] 

Eichfaktor [ml / pmol] 
= Ethen oder Ethan [pmol] 
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Die Kalibrierung erfolgt über jeweils 1 ml Prüfgas, das in den Gaschromatographen 

injiziert wird. Der „Eichfaktor“ errechnet sich durch Division der errechneten Areas 

durch 236,45 (Ethan) bzw. 259,3 (Ethen). 

 

2.2.3.2 Das Fenton - System 

Im Fenton - System werden reaktive Sauerstoffspezies durch die Reaktion von H2O2 

mit Fe(II) erzeugt. Dabei entstehen Hydroxylradikale, die KMB unter Freisetzung von 

Ethen spalten. Die Reaktionsansätze (Tabelle 3) wurden in volumengeeichten, 

gasdicht verschlossenen Reaktionsgefäßen 30 Minuten bei 37°C inkubiert. An-

schließend erfolgte mittels Headspace - Technik die gaschromatographische Quanti-

fizierung des während der Reaktion freigesetzten Ethens. Die Extrakte und die 

Bidestkontrolle wurden in den Reaktionsansätzen in vier Parallelen getestet. 

Tabelle 3: Versuchsansatz im Fenton - System 

Reagenzien Konzentration im Ansatz Volumen 

Phosphatpuffer pH 7,4 0,1 M 1000 µl 

Extrakt Konzentrationsreihe 100 µl 

KMB 1 mM 100 µl 

H2O2 25 µM 100 µl 

Fe2+ (aus FeSO4) 10 µM 100 µl 

H2Obidest ad 2 ml  600 µl 

 

2.2.3.3 Das Peroxynitrit - System 

Im Peroxynitrit - System wird KMB unter Freisetzung von gaschromatographisch 

quantifizierbarem Ethen gespalten (Hippeli et al. 1997; Hippeli und Elstner 1997). 

Eine im Vergleich zur Kontrollreaktion verringerte Ethenbildungsrate in Anwesenheit 

pflanzlicher Extrakte dient als Maß für deren antioxidatives Potenzial. 

In der Untersuchung wurden jeweils vier Parallelen der Reaktionsansätze (Tabelle 4) 

in volumengeeichten, gasdicht verschlossenen Reaktionsgefäßen 30 Minuten bei 

37°C inkubiert. Die Headspace - Technik erlaubte wiederum die Quantifizierung der 

während der Reaktion freigesetzten Ethenmenge. 
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Tabelle 4: Versuchsansatz im Peroxynitrit - System 

Reagenzien Konzentration im Ansatz Volumen 

Phosphatpuffer pH 9 0,1 M 1000 µl 

Extrakt Konzentrationsreihe 100 µl 

KMB 1 mM 100 µl 

ONOOH 10 µM 100 µl 

H2Obidest ad 2 ml  700 µl 

 

2.2.3.4 Das Xanthin / Xanthinoxidase (X / XOD) - System 

Im X / XOD - System reduziert das Enzym Xanthinoxidase (XOD) molekularen 

Sauerstoff auf Kosten von Xanthin (X) zum Superoxidradikalanion und zu 

Wasserstoffperoxid. Durch Fe2+, das in Spuren im verwendeten Puffer bzw. in der 

Enzympräparation vorliegt, wird H2O2 zum OH - Radikal reduziert. Fe2+ selbst geht 

dabei in Fe3+ über, welches durch Superoxid wiederum zu Fe2+ regeneriert wird. 

Sowohl O2
•- als auch OH• sind in der Lage, KMB anzugreifen und dieses oxidativ zu 

spalten, wobei Ethen freigesetzt wird. 

In der Untersuchung wurden die Reaktionsansätze (Tabelle 5) in volumengeeichten, 

gasdicht verschlossenen Reaktionsgefäßen 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die 

gaschromatographische Quantifizierung der freigesetzten Ethenmengen erfolgte 

mittels Headspace - Technik. Es wurden vier Parallelen der jeweiligen Reaktions-

ansätze getestet. 

Tabelle 5: Versuchsansatz im Xanthin / Xanthinoxidase - System 

Reagenzien Konzentrationen im Ansatz Volumen 

Phosphatpuffer pH 7,4 0,1 M 1000 µl 

Extrakte Konzentrationsreihe 100 µl 

KMB 1 mM 100 µl 

Xanthin 0,5 mM 100 µl 

XOD 0,016 U 100 µl 

H2Obidest ad 2 ml  600 µl 
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Xanthin wurde in 0,1 N NaOH (15 % des Lösungsmittelvolumens) gelöst und 

anschließend mit Aqua bidest auf das entsprechende Endvolumen aufgefüllt. 

 

2.2.3.5 Das ABTS - System 

Im ABTS - System (ABTS = 2,2` - Azino - bis (3-Ethyl) benzthiazolin - 6 - sulfon-

säure) werden durch die Reaktion von Myoglobin und Wasserstoffperoxid 

Ferrylradikalkationen generiert. Durch Wasserstoffabstraktion oxidieren ABTS - 

Moleküle (hellgrün) zu ABTS - Kationradikalen (dunkelgrün). Diese Reaktion kann 

spektralphotometrisch bei 734 nm verfolgt werden. Eine im Vergleich zur 

Kontrollreaktion verminderte Anzahl an ABTS+ - Radikalen in Anwesenheit 

pflanzlicher Extrakte ist ein Maß für deren antioxidatives Potenzial. 

Der Versuchsansatz (Tabelle 6) wurde direkt in Einmalküvetten pipettiert. 

Anschließend wurde die Reaktion im Photometer mit Wasserstoffperoxid gestartet. 

Es wurden vier Parallelen pro Versuchsansatz alle 60 sec über einen Zeitraum von 

insgesamt 15 min gemessen. Die Konzentration der ABTS - Radikale nach 15 min 

diente als Vergleichspunkt. 

Tabelle 6: Versuchsansatz im ABTS - System 

Reagenzien Konzentration im Ansatz Volumen 

Phosphatpuffer pH 7,4 0,1 M 1000 µl 

Extrakte  Konzentrationsreihe 100 µl 

ABTS 150 µM 100 µl 

Myoglobin  2,5 µM 100 µl 

H2O2 100 µM 100 µl 

H2Obidest ad 2 ml 600 µl 

 

2.2.3.6 Das Rose - Bengal - System 

Im Rose - Bengal - System erfolgt die Peroxidation der α - Linolensäure photodyna-

misch. Singulettsauerstoff wird durch den Photoaktivator Rose - Bengal relativ 

spezifisch aus molekularem Sauerstoff erzeugt (Elstner 1990) und reagiert mit der 

eingesetzten α - Linolensäure, wodurch es zu einem Radikalkettenprozess kommt, in 

dem durch Peroxidzerfall letztendlich Ethan entsteht. 
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Eine Variation des Rose - Bengal - Systems erhält man durch den Zusatz von Cu2+ , 

wodurch das Ethylradikal zu Ethen oxidiert wird. Durch die dabei entstehenden Cu+ - 

Ionen wird wiederum der Fettsäureperoxidzerfall beschleunigt, wobei Cu+ zu Cu2+ 

regeneriert wird. Dabei ist die eingesetzte Kupfermenge in diesem System so 

gewählt, dass zu gleichen Teilen Ethan und Ethen entstehen (Heiser et al. 1998). In 

der Untersuchung wurden die Reaktionsansätze (Tabelle 7) in volumengeeichten 

und gasdicht verschlossenen Reaktionsgefäßen 30 Minuten bei 37°C unter 

Belichtung (Lichtbad: Nitrophotlampen 4 x 500 Watt, 30000 Lux) inkubiert. Die 

freigesetzten Ethan- und Ethenmengen wurden mittels Headspace - Technik gas-

chromatographisch quantifiziert. 

Tabelle 7: Versuchsansatz im Rose - Bengal - System 

Reagenzien Konzentrationen im Ansatz Volumen 

Phosphatpuffer pH 7,4 0,1 M 1000 µl 

Extrakte Konzentrationsreihe 100 µl 

.-Linolensäure 3,55 mM 100 µl 

Rose-Bengal 20µM 100 µl 

[CuSO4] [5 µM] [100 µl] 

H2Obidest ad 2 ml  600µl [700 µl] 

 

 

2.2.4 Humanes Blutplasma als biochemisches Testsystem 

Gewinnung von humanem Blutplasma 

Das mit EDTA (Endkonzentration 1 mg / ml) stabilisierte Vollblut wurde in der 

Schwenkkopfzentrifuge in Aliquoten zu jeweils 20 ml in Spitzbodenreagenzgläsern 

mit 3000 U und 10°C über eine Dauer von 20 min zentrifugiert. Anschließend wurde 

das Plasma (Überstand) abgezogen und auf Eis gestellt. Pro 100 ml Plasma wurden 

1 ml einer 60 %igen Saccharoselösung zur Konservierung zugegeben. Das Plasma 

wurde anschließend in Kryoröhrchen überführt und mit Stickstoff überschichtet. Das 

so vor Oxidation geschützte Probenmaterial konnte bei –70°C über einen längeren 

Zeitraum aufbewahrt werden. 

 

Proteinquantifizierung 

Proteingehalte lassen sich mittels eines Standard - Schnellverfahrens der Firma Bio - 

Rad bestimmen. Dabei handelt es sich um eine Absorptionsverschiebung von        
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465 nm nach 595 nm einer sauren Comassie Brilliant Blue G - 250 - Lösung durch 

Komplexbildung mit Proteinen. Zunächst wurde das Plasma 1:100 mit einer iso-

tonischen Kochsalzlösung (0,9 %) verdünnt. Nach Zugabe des Bio - Rad - Reagenz 

und zehnminütiger Inkubation wurde der Proteingehalt bei 595 nm gemessen 

(Reaktionsansatz siehe Tabelle 8). 

Tabelle 8: Pipettierschema zur Bestimmung des Proteingehaltes in Blutplasma 

Reagenzien Volumen 

H2Obidest 790 µl 

Bio - Rad - Reagenz 200 µl 

Probe 10 µl 

 

Die Bestimmung der Proteinmenge pro ml Probe erfolgte mittels einer 

Kalibrationsgeraden (Abbildung 3). Als Proteinstandard diente Rinderserumalbumin 

(BSA). 
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Abbildung 3: Kalibrationsgerade mit BSA (Rinderserumalbumin) zur Bestimmung von 
Proteinkonzentrationen. 
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Anreicherung von Extraktinhaltsstoffen im LDL (Low Density Lipoprotein) 

Zur Überprüfung der LDL - Gängigkeit der Extraktinhaltsstoffe wurde das Plasma mit 

den Extrakten vorinkubiert. Der Schutz des LDL nach der Isolierung aus dem Plasma 

in der anschließenden Oxidationsreaktion geht so nur von Substanzen aus, die auch 

wirklich fähig sind, in den LDL - Partikel einzudringen. Dazu wurden die Extrakte in 

verschiedenen Konzentrationen in Sternyolk emulgiert. 500 µl der so vorbereiteten 

Probe wurde mit 2,5 ml des Plasmas (Verhältnis 1 : 6) in verschraubbaren 

Kryoröhrchen im Inkubationsrad bei 37° C konstant leicht durchmischt. Nach einer 

Inkubatioszeit von 90 min wurde das LDL aus dem Plasma isoliert. 

 

Isolierung, Reinigung und Quantifizierung von LDL 

Die LDL - Isolierung aus Humanplasma erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifuga-

tion. Das Plasma (3 ml) wurde mit Kaliumbromid (KBr, 1,23 g) auf eine Dichte von 

1,41 g / ml eingestellt und in einem Beckmann - Zentrifugen - Röhrchen mit jeweils 

2,5 ml Dichtelösung A und Dichtelösung B überschichtet. Der Rest des Röhrchens 

wurde mit Dichtelösung C aufgefüllt und für 22 h bei 285000*g (40000 U / min) 

zentrifugiert. Die im aufgebauten Dichtegradienten erkennbaren Banden waren die 

HDL - Bande (High Density Lipoprotein) am Boden des Röhrchens, die gelbliche LDL 

- Bande (Low Density Lipoprotein) etwa in der Röhrchen - Mitte und darüber die 

Bande des VDLs (Very Low Density Lipoprotein) und der Chylomikronen. Die LDL - 

Bande wurde mit einer gebogenen Kanüle abgezogen und filtriert (Nalge Nunc Filter, 

Porengröße 0,2 µm). Das isolierte LDL wurde maximal 7 Tage im Kühlschrank 

aufbewahrt. Das zur Stabilisierung des Vollblutes zugesetzte EDTA wurde vor dem 

Einsatz des LDLs in den Versuchen mit einer EconoPac DG - 10 Gelfiltrationssäule 

(Bio - Rad) unter Verwendung eines PBS - Puffers entsalzt. Anschließend wurde die 

LDL - Konzentration der Probe über ihren Proteingehalt mit dem Bio - Rad - Assay 

bestimmt. 

 

2.2.4.1 Kupferinduzierte LDL - Oxidation (Dienkonjugation) 

Die Oxidationsreaktion beginnt vermutlich im Proteinteil des LDL - Partikels. Durch 

Tryptophanperoxylradikale wird im folgenden eine Radikalkettenreaktion im 

Lipidanteil des LDL - Partikels ausgelöst, die zur Peroxidation von ungesättigten 

Fettsäuren führt. In Folge der Fettsäureperoxidation kommt es zur sogenannten 

Dienkonjugation, also zu einer Verschiebung von Doppelbindungen, die 
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photometrisch bei 234 nm verfolgt werden kann (Esterbauer et al. 1989). Die zeitliche 

Verzögerung der Dienbildung und die damit verbundene Extinktionszunahme im 

Vergleich zur Kontrollreaktion zeigt den Schutz des mit Antioxidanzien 

angereicherten LDL`s vor Oxidation. 

Der typische Verlauf einer kupferinduzierten LDL - Oxidation (Abbildung 4) beginnt 

mit der Lagphase, in der endogene Antioxidanzien im LDL - Partikel verbraucht 

werden. Die Dauer der Lagphase, die Lagzeit, dient als Maß für den Schutz des 

LDLs durch Antioxidanzien. Sie ist der Schnittpunkt der Tangenten an den ersten 

beiden Schenkeln der Kurve und wird graphisch ermittelt. Auf die Lagphase folgt die 

Propagationsphase, in der durch Lipidperoxidation die maximale Dienbildungsrate 

erreicht wird. Anschließend findet ein Zerfall der oxidierten Produkte in der 

Dekompositionsphase statt. Die Verlängerung der Lagphase und die dadurch 

entstehende größere Lagzeit (min) im Vergleich zur Kontrollreaktion (mit Aqua 

bidest) ist ein Maß für die antioxidative Kapazität der zu testenden Substanz. Der 

Versuchsansatz erfolgte nach Tabelle 9. Die Dienkonjugation wurde bei 234 nm und 

37° C mit Messabständen von 10 min über Nacht (1000 min) verfolgt. 
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Cu2+ - induzierten LDL - Oxidation 
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Tabelle 9: Pipettierschema zur Dienkonjugation 

Reagenzien Menge 

PBS - Puffer ad 1 ml 

Isoliertes LDL  25 µg, quantifiziert über Proteingehalt 

Cu2+ (als CuSO4, 33,4 µM) 1,67 µM i.A. (50 µl der Stammlösung) 

 

 

2.2.5 Bestimmung von IC - Konzentrationen 

Um die antioxidativen Eigenschaften der untersuchten Extrakte besser untereinander 

vergleichen zu können, wurden sogenannte IC - Konzentrationen ermittelt. Diese 

Inhibition Concentrations dienen als Maß für die antioxidative Kapazität einer 

Substanz. Für den Literaturvergleich besonders wichtig ist die IC50 - Konzentration, 

also die Konzentration einer Substanz in mmol oder µg / ml, die für die 50 %ige 

Hemmung der Grundreaktion des jeweiligen Testsystems erforderlich ist. Für eine 

deutlichere Charakterisierung von Extrakten, wie sie in PHASE I vorgenommen wurde, 

sind die IC25 -  und die IC75 - Konzentrationen ebenfalls von Interesse. So kann der 

Vergleich von Extrakten auch in den hochkonzentrierten und niedrigkonzentrierten 

Bereichen stattfinden. Die IC - Werte der untersuchten Substanzen wurden anhand 

einer Ausgleichskurve durch die Messpunkte mit der Software MicrocalTMOriginTM, 

Version 6.1 bestimmt. 

 

2.3 Studie zur Bioverfügbarkeit 

Die Pilotstudie war ein Selbstversuch mit 20 Probanden, die sich in zwei Gruppen 

aus 10 Rauchern (5 Männer, 5 Frauen) und 10 Nichtrauchern (4 Männer, 6 Frauen) 

gliederten. Nach einer Woche antioxidantienarmer „Diät“ wurde mit der 

Supplementierung begonnen. Zusätzlich zur Bestimmung verschiedener 

Blutparameter des Vollblutes (großes Blutbild, Harnsäurespiegel, Blutfettwerte) 

wurde das Plasma isoliert (Kapitel 2.2.4, Plasmagewinnung) und im ABTS - System 

auf radikalfangende Eigenschaften untersucht. Weiter wurde, aus dem Plasma 

isoliertes LDL einer kontrollierten, kupferinduzierten LDL - Oxidation unterzogen, um 

eine eventuelle Anreicherung von Antioxidanzien aus dem Rotbusch - Extrakt im LDL 

- Partikel nachzuvollziehen. Im Xanthin / Xanthinoxidase - System wurde das 

Probandenplasma auf komplexere antioxidative Wirkungsweisen hin untersucht. 
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Zusätzlich wurden die „Verunreinigung durch Hämoglobin“ und der Proteingehalt in 

den Plasmaproben bestimmt. 

 

2.3.1 Ermittlung der Hämoglobingehalte im Plasma 

Zur Bestimmung der Hämoglobinkonzentration wurden 300 µl Plasma in einem 

Gesamtvolumen von 2 ml Puffer gegen Phosphatpuffer bei 403 nm gemessen. Über 

den Extinktionskoeffizienten von Hämoglobin (ý� Häm = 100000 1/M cm (x 4), da 4 

Hämgruppen pro Hämoglobin) ließ sich die Hämoglobinkonzentration über die 

Extinktion (E = ý� [� c x d) berechnen (Schichtdicke d = 1 cm; A = Meßwert; c = 

Hämoglobinkonzentration (M)). 

 

2.3.2 Biochemische Systeme 

Das Plasma wurde im ABTS - System, im Xanthin / Xanthinoxidase - System und in 

der kupferinduzierten LDL - Oxidation auf seine antioxidativen Eigenschaften vor und 

nach der Rotbusch - Einnahme untersucht. Aufgrund der sowieso hohen antioxi-

dativen Kapazität von Plasma wurden die Testsysteme nach Janisch (2003) 

angepasst. Im ABTS - System wurden statt der Pflanzenextrakte 10 µl der 1 : 10 

verdünnten Plasmaproben eingesetzt. Im Xanthin / Xanthinoxidase - System konnten 

300 µl des Probandenplasmas eingesetzt werden, wobei sich die zugesetzte Menge 

an Aqua bidest dementsprechend um 300 µl verringerte. Die kupferinduzierte LDL - 

Oxidation bedurfte keiner Anpassung an das Plasma der Interventionsstudie. Das 

LDL wurde, wie in Kapitel 2.2.4 beschrieben, isoliert und mittels Dienkonjugation auf 

mögliche Anreicherungen von Antioxidanzien untersucht. 
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3 Ergebnisse (PHASE I) 

3.1 Ziel und Vorgehensweise 

Ziel der ersten Projektphase war die Sondierung von neuartigen Pflanzenextrakten, 

die für die Nahrungsmittel- und Kosmetikindustrie als Antioxidanzien von Interesse 

sein könnten. Dafür wurden mehrere ethanolische Extrakte (100 %) in insgesamt 

sechs verschiedenen biochemischen Testsystemen untersucht. Im einzelnen 

handelte es sich um das hydrophile Fenton -, Peroxynitrit -, Xanthin / Xanthinoxidase 

- und ABTS - System, um das lipophile Rose - Bengal - System und um das Modell 

der kupferinduzierten LDL - Oxidation. Von Interesse war zusätzlich die Auswirkung 

der Emulgatoren Tween80 (TW) und Sternyolk (SY) auf die antioxidativen 

Eigenschaften der Pflanzenextrakte in diesen Testsystemen. Bei den miteinander zu 

vergleichenden Extrakten handelte es sich im Einzelnen um die ethanolischen 

Extrakte aus unfermentiertem Aspalathus linearis (Rotbusch - Extrakt (RO)), 

unfermentiertem Cyclopia genistoides (Honigbusch - Extrakt, (HO gen1)), 

Rosmarinus officinalis (Rosmarin - Extrakt (RM) und Rosmarinsäure - Extrakt, (RS)) 

und unfermentierter Camellia sinensis (Grüntee - Extrakt (GT)). Bei Rosmarinus 

officinalis und Camellia sinensis handelt es sich um gut untersuchte und vielfach 

verwendete Tee- und Gewürzpflanzen, während über Aspalathus linearis und 

Cyclopia genistoides verhältnismäßig wenig bekannt und beschrieben ist. Als 

Vergleichssubstanz mit bekannt gutem antioxidativen Potenzial wurde Trolox 

(hydrophiles .�- Tocopherolanalogon) eingesetzt. 
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3.2 Ergebnisse im Fenton - System 

Im Fenton - System werden eisenkatalysiert Hydroxylradikale aus Wasserstoff-

peroxid generiert, die durch KMB - Spaltung gaschromatographisch nachweisbares 

Ethen bilden. Eine gegenüber der Kontrollreaktion (Aqua bidest = 100 %) vermin-

derte Ethenbildung dient als Maß für die antioxidative Wirksamkeit der eingesetzten 

Substanzen. 

 

Dosis - Wirkungsdiagramme im Fenton - System 

Mit Ausnahme des Rosmarin - Extraktes hemmten alle untersuchten Extrakte und 

Trolox die Ethenfreisetzung konzentrationsabhängig (Abbildung 5). Der Verlauf des 

Graphen von Cyclopia genistoides (HO gen1) war nahezu linear, während alle 

anderen Graphen, außer der des Rosmarin - Extraktes, Sättigungskurven darstellten. 

Der Extrakt aus Aspalathus linearis (RO) hatte, ebenso wie der Extrakt aus Camellia 

sinensis (GT), eine höhere antioxidative Leistung in Verbindung mit dem 

Lecithinemulgator Sternyolk (SY). Dagegen war das antioxidative Verhalten des 

Honigbusch - Extraktes und des Rosmarinsäure - Extraktes (RS) unabhängig vom 

verwendeten Emulgator. Trolox hatte in Verbindung mit Tween80 (TW) die besseren 

antioxidativen Eigenschaften. Auffallend war die Dosis - Wirkungskurve des Ros-

marin - Extraktes (RM). In Verbindung mit TW hemmte er zunächst die Ethenbildung. 

Bei höheren Extraktkonzentrationen (> 5 µg / ml) erfolgte eine Stimulation der Reak-

tion bis zum Wiedererreichen der Kontrollreaktion (Ethenbildungsrate: 100 %). In 

Verbindung mit SY trat dieses Phänomen verzögert auf: Das System konnte mit      

25 µg / ml eingesetztem Extrakt noch gehemmt werden, bevor es bei höheren Kon-

zentrationen zu einer Aufhebung und Umkehrung der Hemmwirkung kam.  
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Abbildung 5: Einfluss der Pflanzenextrakte und Trolox auf das Fenton - System; 

� Emulgator Sternyolk; � Emulgator Tween80 
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Abbildung 6: IC - Konzentrationen im Fenton - System; GT = Grüntee - Extrakt, RM = 
Rosmarin - Extrakt, RS = Rosmarinsäure - Extrakt; RO = Rotbusch - Extrakt, HO = 
Honigbusch - Extrakt; n.e. = nicht erreicht 
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IC - Konzentrationen im Fenton - System 

Die in Abbildung 6 dargestellten IC25 -, IC50 - und IC75 - Konzentrationen erlaubten 

den detaillierten Vergleich der antioxidativen Kapazität der verschiedenen Extrakte. 

Der Grüntee - Extrakt (GT) hatte mit IC25 - Konzentrationen von 11 µg / ml (TW) bzw. 

4 µg / ml (SY), mit IC50 - Konzentrationen von 36 µg / ml (TW) bzw. 21 µg / ml (SY) 

und mit IC75 - Konzentrationen von 216 µg / ml (TW) bzw. 80 µg / ml (SY) ähnliche 

bzw. bessere antioxidative Eigenschaften als Trolox (IC25 = 6,5 µg / ml (TW) bzw. 8 

µg / ml (SY); IC50 = 28 µg / ml (TW) bzw. 48 µg / ml (SY); IC75 = 227 µg / ml (TW) 

bzw. 236 µg / ml (SY)). Der Emulgator Sternyolk bewirkte eine zusätzliche 

Steigerung der antioxidativen Kapazität des Extraktes aus Camellia sinensis 

(Erniedrigung aller IC - Konzentrationen). 

Mit Sternyolk als Emulgator war die Hemmung durch den Rotbusch - Extrakt (RO) im 

IC25 - Konzentrationsbereich (5 µg / ml (SY)) besser als die von Trolox (8 µg / ml 

(SY)). Der Emulgator Tween80 setzte die antioxidative Leistung von RO herab (IC25 

= 38 µg / ml). Die IC50 - Konzentrationen (112 µg / ml (TW) bzw. 69 µg / ml (SY)) 

zeigten den Rotbusch - Extrakt im Fenton - System mit noch guter antioxidativen 

Kapazität, im Bereich der IC75 - Konzentrationen dagegen hemmte RO, vor allem in 

Verbindung mit Tween80, das System vergleichsweise schlecht (IC75 = 431 µg / ml 

(TW) bzw. 273 µg / ml (SY)). 

Die antioxidative Kapazität des Rosmarinsäure - Extraktes (RS) war nur im Niedrig-

konzentrationsbereich und mit Tween80 (IC25 = 18 µg / ml) vergleichbar mit der des 

Grüntee - Extraktes. In Verbindung mit Sternyolk hatte RS einen ähnlichen IC25 - 

Wert (34 µg / ml) wie RO in Verbindung mit Tween80 (38 µg / ml). Auch im 

Hochdosisbereich hatte der Emulgator Tween80 einen unterstützenden Effekt auf RS 

(IC75 = 384µg / ml (TW) und 500 µg / ml (SY)). Die Konzentrationen für die 

halbmaximale Hemmleistung (IC50 - Wert) waren mit jeweils 119 µg / ml (TW und SY) 

sehr hoch. Damit war die antioxidative Kapazität des Rosmarinsäure - Extraktes in 

diesem Bereich, verglichen mit den anderen Extrakten und Trolox, gering. 

Der Honigbusch - Extrakt (HO gen1) hatte im niedrigen und mittleren Konzentrations-

bereich eine vergleichsweise geringe hemmende Wirkung auf das Fenton - System 

(IC25 = 30 µg / ml (TW) bzw. 64 µg / ml (SY); IC50 = 115 µg / ml (TW und SY). Die 

IC75 - Konzentrationen waren mit 267 µg / ml (TW) und 282 µg / ml (SY) ähnlich 

niedrig wie die von Trolox (227 µg / ml (TW) und 236 µg / ml (SY)). Der Extrakt aus 
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Cyclopia genistoides war damit, verglichen mit RO und RS, das bessere Antioxidans 

in diesem Konzentrationsbereich. 

Für den Rosmarin - Extrakt (RM) konnte aufgrund seiner indifferenten Dosis - 

Wirkungskurve (Abbildung 5) nur der IC25 - Wert ermittelt werden. Sowohl in 

Verbindung mit Tween80 als auch mit Sternyolk war die IC25 - Konzentration des 

Rosmarin - Extraktes mit 2 µg / ml extrem niedrig, das heißt, seine antioxidative 

Kapazität war bei Verwendung einer geringen Dosis wesentlich höher als die der 

Vergleichssubstanz Trolox (6,5 µg / ml (TW) und 8 µg / ml (SY)) und des Grüntee - 

Extraktes (11 µg / ml (TW) und 4 µg / ml (SY)). 

 

Fazit: 

Der Grüntee - Extrakt hatte die besten antioxidativen Eigenschaften im Fenton - 

System. Die Extrakte aus Rotbusch, Honigbusch und Rosmarinsäure hatten 

ebenfalls gute Eigenschaften in allen Konzentrationsbereichen. Der Emulgator 

Sternyolk wirkte positiv auf die Extrakte aus Camellia sinensis und Aspalathus 

linearis in allen Konzentrationsbereichen. Alle anderen Extrakte hatten in Verbindung 

mit Tween80 bessere bzw. gleiche antioxidative Eigenschaften verglichen mit 

Sternyolk als Emulgator. Der Rosmarin - Extrakt hemmte das Fenton - System bei 

niedrigen Konzentrationen sehr effektiv. Bei höheren Konzentrationen allerdings kam 

es zu einer Aufhebung der Hemmwirkung bzw. zur Stimulation des Systems. 
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3.3 Ergebnisse im Peroxynitrit - System 

Die KMB - Spaltung erfolgt durch das nichtradikalische Oxidans Peroxynitrit, wobei 

wiederum gaschromatographisch detektierbares Ethen entsteht. Auch hier deutet 

eine Abnahme der Ethenbildung gegenüber der Kontrollreaktion auf die antioxidative 

Wirksamkeit der eingesetzten Substanzen hin. 

 

Dosis - Wirkungsdiagramme im Peroxynitrit - System 

Im Gegensatz zum Fenton - System hemmten alle untersuchten Pflanzenextrakte 

ohne Ausnahme die Reaktion konzentrationsabhängig (Abbildung 7). Trolox hatte 

einen enormen Einfluss auf die Freisetzung von Ethen aus KMB. Trolox hemmte die 

Reaktion „sehr schnell“ zu über 90 %. Die Graphen der Extrakte aus Aspalathus 

linearis und Camellia sinensis zeigten ebenfalls die hohe Empfindlichkeit des 

Systems gegenüber diesen Extrakten, während die Graphen der anderen 

untersuchten Pflanzenextrakte vergleichsweise flach verliefen. Die Emulgatoren 

zeigten nur geringen Einfluss auf die antioxidative Wirksamkeit der Extrakte in 

diesem System. Eindeutige Unterschiede gab es lediglich bei Trolox und Cyclopia 

genistoides, wobei Sternyolk auf beide einen leichten aktivitätssteigernden Effekt 

hatte. 
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Abbildung 7: Einfluss der Pflanzenextrakte und Trolox auf das Peroxynitrit - System; 
  � Emulgator Sternyolk; � Emulgator Tween80 
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IC - Konzentrationen im Peroxynitrit - System 

Die IC25 -, IC50 - und IC75 - Konzentrationen der untersuchten Extrakte und der 

Vergleichssubstanz Trolox sind in Abbildung 8 dargestellt. Trolox hatte in allen drei 

Konzentrationsbereichen außerordentlich gute antioxidative Eigenschaften (IC25 = 

2,4 µg / ml (TW) bzw. 0,5 µg / ml (SY); IC50 = 8,4 µg / ml (TW) bzw. 2 µg / ml (SY); 

IC75 = 24 µg / ml (TW) bzw. 4,4 µg / ml (SY)). Trolox hatte in Verbindung mit 

Sternyolk vier- bis fünffach erniedrigte IC25 - Konzentrationen gegenüber Tween80 

als Emulgator. Der Rotbusch - Extrakt hatte etwas niedrigere IC25 - Werte verglichen 

mit Trolox (IC25 = 2 µg / ml (TW) und 0,13 µg / ml (SY)). Damit war die antioxidative 

Kapazität von RO im Niedrigdosisbereich besser als die der Vergleichssubstanz. Im 

mittleren Bereich hatte der Rotbusch - Extrakt ähnlich niedrige IC50 - Werte wie 

Trolox (11 µg / ml (TW) bzw. 5,8 µg / ml (SY). Hochdosiert im System eingesetzt 

hatte der Rotbusch - Extrakt eine immer noch ausgezeichnete, aber deutlich gerin-

gere Wirksamkeit als Trolox (IC75 = 46 µg / ml (TW) bzw. 40 µg / ml (SY). Der 

Rosmarinsäure - Extrakt (RS) hatte mit IC25 - Werten von jeweils 1,8 µg / ml (TW und 

SY) eine ähnliche antioxidative Kapazität wie RO und Trolox im Niedrigdosisbereich. 

Im mittleren Konzentrationsbereich hatte RS mit 32 µg / ml (TW) bzw. 36 µg / ml (SY) 

bereits deutlich höhere IC50 - Werte. Eine IC75 - Konzentration wurde schließlich 

weder mit TW noch mit SY erreicht. Für den Rosmarin - Extrakt konnten, aufgrund 

seiner geringen antioxidativen Kapazität in diesem System, weder die IC50 - , noch 

die IC75 - Konzentrationen bestimmt werden. Dementsprechend waren auch die IC25 

- Konzentrationen dieses Extraktes mit 54 µg / ml (TW) und 66 µg / ml (SY) sehr 

hoch. Der Grüntee - Extrakt hatte, sowohl mit Tween80 (IC25 = 6,6 µg / ml; IC50 = 29 

µg / ml; IC75 = 85 µg / ml) als auch mit Sternyolk (IC25 = 5,5 µg / ml; IC50 = 28 µg / ml; 

IC75 = 77 µg / ml) deutlich bessere antioxidative Eigenschaften als der Rosmarin - 

Extrakt. Das antioxidative Potenzial von GT war jedoch, verglichen mit Trolox und 

dem Rotbusch - Extrakt, gering. Die IC50 - Konzentrationen des Honigbusch - 

Extraktes lagen, ähnlich wie die des Grüntee - Extraktes, bei ± 30 µg / ml (Tween80 

und Sternyolk). Sowohl die IC25 - Konzentrationen (12 µg / ml (TW) bzw. 2 µg / ml 

(SY)) als auch die IC75 - Konzentrationen (204 µg / ml (TW) bzw. 171 µg / ml (SY)) 

waren verhältnismäßig hoch. Damit war die antioxidative Wirksamkeit des 

Honigbusch - Extraktes im Peroxynitrit - System vergleichsweise gering. 



Ergebnisse (PHASE I)   41 

 

IC25

0

10

20

30

40

50

60

70

80

E
xt

ra
kt

ko
nz

en
tr

at
io

n 
[µ

g/
m

l]

Tween80 2,4 6,6 54 1,8 2 12

Sternyolk 0,5 5,5 66 1,8 0,13 2

Trolox GT RM RS RO HO

 

IC50

0

20

40

60

80

100

120

140

E
xt

ra
kt

ko
nz

en
tr

at
io

n 
[µ

g/
m

l]

Tween80 8,4 29 32 11 38

Sternyolk 2 28 36 5,8 29

Trolox GT RM RS RO HO

n.e.

n.e.

 

IC75

0

100

200

300

400

500

E
xt

ra
kt

ko
nz

en
tr

at
io

n 
[µ

g/
m

l]

Tween80 24 85 46 204

Sternyolk 4,4 77 40 171

Trolox GT RM RS RO HO

n.e.n.e.

n.e.n.e.

 

Abbildung 8: IC - Konzentrationen im Peroxynitrit - System; GT = Grüntee - Extrakt, 
RM = Rosmarin - Extrakt, RS = Rosmarinsäure - Extrakt; RO = Rotbusch - Extrakt, 
HO = Honigbusch - Extrakt 
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Fazit: 

Die Vergleichssubstanz Trolox besitzt ausgezeichnete antioxidativen Eigenschaften 

im Peroxynitrit - System. Der aus Aspalathus linearis gewonnene Extrakt hatte im 

niedrigen und im mittleren Konzentrationsbereich ähnliche IC - Konzentrationen wie 

Trolox und war damit der beste Pflanzenextrakt in diesem System. Tween80 und 

Sternyolk hatten keinen Einfluss auf die antioxidativen Eigenschaften der Extrakte. 

Bei Trolox hingegen förderte Sternyolk die hemmenden Eigenschaften. 

 

3.4 Ergebnisse im ABTS - System 

Im ABTS - System kann die Bildung von ABTS - Radikalen spektralphotometrisch 

verfolgt werden. Die Menge an ABTS - Radikalen nach einer Inkubationszeit von 15 

min dient als Maß für die antioxidativen Eigenschaften der pflanzlichen Extrakte und 

Trolox. 

 

Dosis - Wirkungsdiagramme im ABTS - System 

Alle untersuchten Extrakte und Trolox hemmten das ABTS – System 

konzentrationsabhängig (Abbildung 9). Der Lösungsvermittler Sternyolk hatte, mit 

Ausnahme des Rosmarin - Extraktes, bei allen Extrakten und Trolox eine Steigerung 

der antioxidativen Kapazität zur Folge. Mit sehr geringen Konzentrationen (5 µg) und 

in Verbindung mit Sternyolk hemmten der Grüntee -  und der Rotbusch - Extrakt das 

ABTS - System zu 100 %. Im Gegensatz zu den bisher dargestellten Ergebnissen in 

den anderen Systemen fiel die komplette Systemhemmung, die früher oder später 

durch jeden der Extrakte erreicht wurde, auf. 
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Abbildung 9: Einfluss der Pflanzenextrakte und Trolox auf das ABTS - System; 

� Emulgator Sternyolk; � Emulgator Tween80 
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IC - Konzentrationen im ABTS - System 

Die Extrakte aus Aspalathus linearis (RO) und Camellia sinensis (GT) hatten die 

besten antioxidativen Eigenschaften im ABTS - System (Abbildung 10). Der Grüntee 

- Extrakt (GT) hatte mit IC25 - Konzentrationen von 0,8 µg / ml (TW) bzw. 0,6 µg / ml 

(SY), IC50 - Konzentrationen von 2,3 µg / ml (TW und SY) und IC75 - Konzentrationen 

von 5 µg / ml (TW) bzw. 3,8 µg / ml (SY) eine deutlich bessere antioxidative 

Kapazität im ABTS - System als Trolox (IC25 = 6,4 µg / ml (TW) bzw. 1,3 µg / ml (SY); 

IC50 = 11,7 µg / ml (TW) bzw. 4,7 µg / ml (SY) und IC75 = 18,3 µg / ml (TW) bzw. 8,8 

µg / ml (SY)). Gleiches galt auch für den Rotbusch - Extrakt. Seine antioxidative 

Kapazität glich vor allem in Verbindung mit Sternyolk (IC25 = 0,4 µg / ml; IC50 = 2 µg / 

ml; IC75 = 3,7 µg / ml), der des Grüntee - Extraktes. Die IC - Werte des Rotbusch - 

Extraktes waren mit Tween80 zwar um das Doppelte erhöht (IC25 = 2,2 µg / ml; IC50 

= 4,6 µg / ml; IC75 = 14 µg / ml) aber immer noch niedriger als die von Trolox. Die 

antioxidativen Eigenschaften des Honigbusch - Extraktes waren in diesem Testsys-

tem ebenfalls sehr gut. Seine IC50 -  und IC75 - Werte waren vor allem in Verbindung 

mit Sternyolk nur geringfügig höher (IC50 = 6,8 µg / ml (TW) bzw. 4,3 µg / ml (SY), 

IC75 = 15 µg / ml (TW) bzw. 12 µg / ml (SY)) als die IC - Werte von GT und RO. Die 

antioxidative Kapazität des Extraktes aus Cyclopia genistoides (HO) war somit 

besser im ABTS - System als die der Vergleichssubstanz Trolox. Der Rosmarinsäure 

- Extrakt (RS) dagegen hatte, suspendiert in Tween80, eine ähnliche Wirkung auf 

das ABTS - System (IC25 = 4,8 µg / ml; IC50 = 10 µg / ml, IC75 = 17 µg / ml) wie 

Trolox. Lediglich im Niedrigdosisbereich gab es Unterschiede zwischen den 

Emulgatoren IC25 = 2,2 µg / ml (TW) bzw. 0,4 µg / ml (SY). Die antioxidativen 

Eigenschaften von RS waren im mittleren und im höheren Konzentrationsbereich 

unabhängig vom eingesetzten Emulgator. Tween80 wirkte nur auf den Rosmarin - 

Extrakt positiv, dessen antioxidative Eigenschaften aber im ABTS - System sowohl in 

Verbindung mit Tween80 (IC25 = 8,1 µg / ml; IC50 = 17 µg / ml; IC75 = 29 µg / ml) als 

auch in Verbindung mit Sternyolk (IC25 = 14 µg / ml; IC50 = 39 µg / ml; IC75 = 48 µg / 

ml) vergleichsweise gering waren. 
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Abbildung 10: IC - Konzentrationen im ABTS - System; GT = Grüntee - Extrakt, RM = 
Rosmarin - Extrakt, RS = Rosmarinsäure - Extrakt; RO = Rotbusch - Extrakt, HO = 
Honigbusch – Extrakt 
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Fazit: 

Die besten antioxidativen Eigenschaften im ABTS - System hatten die Extrakte aus 

Camellia sinensis und Aspalathus linearis. Auffallend war jedoch, dass alle Extrakte 

das ABTS - System mit verhältnismäßig geringen Konzentrationen zu 100 % 

hemmen konnten. Mit Ausnahme vom Rosmarin - Extrakt, auf den Tween80 fördern-

de Eigenschaften hatte, unterstützte der Emulgator Sternyolk das antioxidative 

Verhalten der untersuchten Pflanzenextrakte und Trolox im ABTS - System. 

 

3.5 Ergebnisse im Xanthin / Xanthinoxidase (X / XOD) - System 

In der zugrundeliegenden Reaktion werden enzymkatalysiert O2
•- und H2O2 generiert. 

Zusätzlich reagiert H2O2 eisenkatalysiert zum aggressiven OH•. Die entstandenen 

reaktiven Sauerstoffspezies bilden durch KMB - Spaltung gaschromatographisch 

detektierbares Ethen. 

 

Dosis - Wirkungsdiagramme im Xanthin / Xanthinoxidase - System 

Abbildung 11 zeigt die konzentrationsabhängige Hemmung des Testsystems durch 

alle untersuchten Pflanzenextrakte. Auffällig war die schnelle 100 %ige Hemmung 

des Systems durch den Grüntee - Extrakt. Der Rosmarinsäure - Extrakt und der Rot-

busch - Extrakt hatten ebenfalls einen deutlich stärkeren Einfluss auf das Xanthin / 

Xanthinoxidase - System als Trolox. Der Emulgator Sternyolk förderte die anti-

oxidativen Eigenschaften von Trolox, Rosmarin -  und Rotbusch - Extrakt deutlich 

und die der anderen Extrakte leicht.  
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Abbildung 11: Einfluss der Pflanzenextrakte und Trolox auf das Xanthin / Xanthinoxidase - 
System; � Emulgator Sternyolk, � Emulgator Tween80 
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IC - Konzentrationen im Xanthin / Xanthinoxidase - System 

Trolox und der Rosmarin - Extrakt (RM) waren in allen Konzentrationsbereichen die 

schlechteren Antioxidanzien. Die Sternyolksuspension des Rosmarin - Extraktes 

hatte dennoch die besseren antioxidativen Eigenschaften im niedrigen und mittleren 

Konzentrationsbereich (IC25 = 3 µg / ml und IC50 = 20 µg / ml) verglichen mit Trolox 

(IC25 = 8,7 µg / ml und IC50 = 28 µg / ml). Tween80 hatte eine deutliche Erhöhung der 

IC - Konzentrationen von RM (IC25 = 18 µg / ml und IC50 = 107 µg / ml) und damit 

eine Verschlechterung seiner antioxidativen Leistung zur Folge. Eine 75 %ige 

Hemmung konnte durch RM nicht erreicht werden. Der Extrakt aus Camellia sinensis 

(GT) war mit vergleichsweise niedrigen IC - Konzentrationen herausragend, wobei 

der Emulgator Sternyolk die antioxidative Kapazität von GT noch heraufsetzte (IC25 = 

0,5 µg / ml (TW) bzw. 0,01 µg / ml (SY); IC50 = 1,8 µg / ml (TW) bzw. 0,35 µg / ml 

(SY) und IC75 = 3,7 µg / ml (TW) bzw. 1,4 µg / ml (SY)). Einen weitaus größeren 

Effekt hatte Sternyolk auf den Rotbusch - Extrakt. Im Vergleich zu den IC - Werten 

mit Tween80 (IC25 = 2,1 µg / ml, IC50 = 11,2 µg / ml und IC75 = 50 µg / ml) waren die 

IC - Werte in Verbindung mit Sternyolk um das Sechsfache kleiner (IC25 = 1 µg / ml; 

IC50 = 2,4 µg / ml und IC75 = 8,6 µg / ml). Dagegen hatten die Emulgatoren nur einen 

kleinen Effekt auf die antioxidative Wirksamkeit des Rosmarinsäure - Extraktes. Zum 

Erreichen des IC25 - Wertes waren nur 2,8 µg / ml (TW) bzw. 0,5 µg / ml (SY) und für 

die IC50 - Konzentration waren nur 9,8 µg / ml (TW) bzw. 4,8 µg / ml (SY) nötig. Die 

IC75 - Werte lagen bei 21 µg / ml (TW) bzw. 18 µg / ml (SY). Auch beim Honigbusch - 

Extrakt (HO gen1) gab es kaum Unterschiede zwischen den Emulgatoren (IC25 = 3,7 

µg / ml (TW) und 6,3 µg / ml (SY); IC50 = 26 µg / ml (TW) und 21 µg / ml (SY); IC75 = 

82 µg / ml (TW); 50 µg / ml (SY)). Die IC - Werte des Honigbusch - Extraktes waren 

insgesamt höher als die des Rotbusch - Extraktes, aber immer noch wesentlich 

kleiner als die IC - Konzentrationen von Trolox (IC25 = 26 µg / ml (TW) bzw. 8,7 µg / 

ml (SY); IC50 = 60 µg / ml (TW) bzw. 28 µg / ml (SY) und IC75 = 125 µg / ml (TW) 

bzw. 94 µg / ml (SY)). 
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Abbildung 12: IC - Konzentrationen im Xanthin / Xanthinoxidase - System; GT = Grüntee - 
Extrakt, RM = Rosmarin - Extrakt, RS = Rosmarinsäure - Extrakt; RO = Rotbusch - Extrakt, 
HO = Honigbusch - Extrakt 
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Fazit: 

Im Gegensatz zum Fenton -  und Peroxynitrit - System hatte Trolox im Xanthin / 

Xanthinoxidase - System nur geringe antioxidative Eigenschaften. Der Grüntee - 

Extrakt bewirkte eine schnelle 100 %ige Hemmung des Systems und auch der Rot-

busch -  und der Rosmarinsäure - Extrakt hemmten die Ethenfreisetzung in diesem 

System überdurchschnittlich gut. Die antioxidative Kapazität aller Extrakte erhöhte 

sich unter dem Einfluss von Sternyolk als Lösungsvermittler. Besonders ausgeprägt 

war dieser Effekt bei den Extrakten aus Rosmarinus officinalis (RM) und Aspalathus 

linearis (RO) und bei der Vergleichssubstanz Trolox. 

 

3.6 Ergebnisse im Rose - Bengal (Cu2+) - System 

In Anwesenheit des Farbstoffes Rose - Bengal entsteht lichtaktiviert Singulett-

sauerstoff, welcher die Peroxidation von α - Linolensäure initiiert und dadurch einen 

Radikalkettenmechanismus auslöst. Dabei wird unter anderem gaschromato-

graphisch quantifizierbares Ethan gebildet. Durch den Zusatz von Kupfer zum Rose - 

Bengal - System wird zum einen die photochemisch ausgelöste Lipidperoxidation 

beschleunigt, zum anderen entsteht neben Ethan auch Ethen. Eine verminderte 

Ethan / Ethen - Bildung dient als Maß für die antioxidativen Eigenschaften der 

eingesetzten Extrakte. Keiner der Extrakte bewirkte eine Verschiebung von Ethen zu 

Ethan, so dass die Komplexierung von Cu2+ durch die Extrakte in den untersuchten 

Konzentrationsbereichen ausgeschlossen werden konnte. 

 

Dosis - Wirkungsdiagramme im Rose - Bengal (Cu2+) - System 

Für alle Extrakte und Trolox war eine Korrelation zwischen steigender Extraktmenge 

und steigender Hemmung gegeben (Abbildung 13). Auffällig war die schnelle         

100 %ige Hemmung des Systems durch den Rosmarin - Extrakt, während sich die 

Graphen der anderen Pflanzenextrakte und Trolox asymptotisch an eine maximale 

Hemmung annäherten. Der Emulgator Tween80 förderte die antioxidativen 

Eigenschaften der Extrakte aus Rosmarinsäure, Rotbusch und Honigbusch deutlich. 

Die Dosis - Wirkungsdiagramme der anderen Pflanzenextrakte und Trolox waren mit 

beiden Emulgatoren als Lösungsvermittler ähnlich. 
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Abbildung 13: Einfluss der Pflanzenextrakte und Trolox auf das Rose - Bengal (Cu2+) - 
System, � Emulgator Sternyolk, � Emulgator Tween80 
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Abbildung 14: IC - Konzentrationen im Rose  - Bengal (Cu2+) - System; GT = Grüntee 
- Extrakt, RM = Rosmarin - Extrakt, RS = Rosmarinsäure - Extrakt; RO = Rotbusch – 
Extrakt, HO = Honigbusch – Extrakt 
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IC - Konzentrationen im Rose - Bengal (Cu2+) - System 

Sowohl Trolox als auch beide Extrakte aus Rosmarinus officinalis (RM und RS) und 

der Rotbusch - Extrakt (RO) hatten IC25 - Werte zwischen 13 µg / ml (RS) und 16 µg / 

ml (RO) mit Tween80 als Lösungsvermittler. Mit Sternyolk als Lösungsvermittler 

lagen die IC25 - Werte oben genannter Extrakte zwischen 21 µg / ml (RO) und 23 µg / 

ml (RS). Im Gegensatz dazu hatte Sternyolk einen positiven Effekt auf die 

Vergleichssubstanz, die einen IC25 - Wert von 12 µg / ml erreichte. Einen niedrigeren 

IC25 - Wert als Trolox in Sternyolk hatte nur der Grüntee - Extrakt mit 8 µg / ml. Der 

Honigbusch - Extrakt hatte mit IC25 - Konzentrationen von 36 µg / ml (TW) bzw. 43 µg 

/ ml (SY), mit IC50 - Konzentrationen von 83 µg / ml (TW) bzw. 129 µg / ml (SY) und 

mit IC75 - Konzentrationen von 354 µg / ml bzw. 375 µg / ml eine vergleichsweise 

geringe antioxidative Kapazität im Rose - Bengal (Cu2+) - System. Die anderen 

Pflanzenextrakte und Trolox hatten mit IC50 - Werten zwischen 34 µg / ml (RO, TW) 

und 81 µg / ml (RS, SY) ähnliche antioxidative Eigenschaften im mittleren 

Konzentrationsbereich, während sich der Rosmarin - Extrakt im höheren 

Konzentrationsbereich mit IC75 - Konzentrationen von 70 µg / ml (TW) bzw. 71 µg / 

ml (SY) deutlich von den anderen Pflanzenextrakten und Trolox unterschied: 

Ausgenommen von GT (TW) mit 116 µg / ml waren die IC75 - Konzentrationen von 

Trolox (161 µg / ml (TW) bzw. 147 µg / ml (SY)), Rosmarinsäure - Extrakt (168 µg / 

ml (TW) bzw. 212 µg / ml (SY)), Rotbusch - Extrakt (155 µg / ml (TW) bzw. 220 µg / 

ml (SY)) und Grüntee - Extrakt (SY, 159 µg / ml) doppelt bis dreimal so hoch wie die 

des Rosmarin - Extraktes. Tween80 hatte bis auf wenige Ausnahmen (Trolox und GT 

(IC25)) eine Steigerung der antioxidativen Kapazität im Rose - Bengal (Cu2+) - System 

zur Folge. 

 

Fazit: 

Im untersuchten Konzentrationsbereich fand keine Kupferkomplexierung statt. Der 

Einsatz von Rosmarin - Extrakt führte zu einer schnellen 100 %igen Hemmung des 

Systems. Unterschiede zwischen dem Rosmarin - Extrakt und den übrigen unter-

suchten Extrakten bzw. Trolox machten sich dennoch erst bei den IC75 - Konzen-

trationen bemerkbar. Der Honigbusch - Extrakt hatte vergleichsweise geringe anti-

oxidative Eigenschaften. Tween80 förderte bis auf GT und Trolox die antioxidative 

Kapazität der untersuchten Extrakte. 
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Ergebnisse in der kupferinduzierten LDL - Oxidation 

Die kupferinduzierte Oxidationsreaktion des LDLs erfolgte nach der Vorinkubation 

des Humanplasmas mit den im Emulgator angelösten Extrakten. Das LDL lässt sich 

durch die Ultrazentrifugation sehr genau vom restlichen Plasma trennen, so dass nur 

die tatsächlich in den LDL - Partikel eingewanderten Extraktbestandteile einen 

zusätzlichen Schutz vor Oxidation darstellen. Die Vorinkubation des gesamten 

Plasmas mit den Extrakten machte das Testsystem aber nicht nur zu einem 

„physiologienahen“ System, sondern auch zu einem System, in dem mit größeren 

Schwankungen gerechnet werden musste. Da mit dem Lecithinemulgator Sternyolk 

feinere Suspensionen aus den Pflanzenextrakten hergestellt werden konnten und die 

Oberflächenaktivität von Extraktkomponenten in diesem System nicht abgefragt 

werden, wurde ausschließlich mit Sternyolk gearbeitet. Maß für die antioxidative 

Kapazität eines Extraktes war die Lagphasenverschiebung gegenüber der 

Kontrollreaktion (Abbildung 15). Der Rosmarin - Extrakt schützte das LDL während 

der Oxidationsreaktion deutlich besser als alle anderen Extrakte und Trolox. Schon 

eine Vorinkubation mit nur 0,5 mg des Extraktes hatte eine Verschiebung der 

Lagphase über 100 min zur Folge. Bei dieser Konzentration konnten die anderen 

Extrakte und Trolox nur eine geringfügige Verzögerung der Lagzeit bewirken. Erst die 

Inkubation des Plasmas mit größeren Extraktmengen zeigte die LDL - Gängigkeit 

und Konzentrationsabhängigkeit der Extrakte aus Aspalathus linearis (RO) und 

Camellia sinensis (GT). Bei der Vorinkubation mit 1,25 mg war der Rotbusch - 

Extrakt mit einer Lagphasenverschiebung von mehr als 80 min wirksamer als der 

Grüntee - Extrakt mit einer Lagphasenverschiebung von 50 min. Der Rosmarin - 

Extrakt bewirkte hier bereits eine Verschiebung der Lagphase von über 200 min, 

während die Extrakte aus Rosmarinsäure und Honigbusch sowie Trolox keine 

Schutzfunktion auf das LDL hatten. Durch die Vorinkubation mit der doppelten 

Menge an Rosmarin - Extrakt (2,5 mg / ml) dauerte der Oxidationsschutz des LDLs 

mehr als 400 min. Der Schutz des LDLs durch den Grüntee - Extrakt verdoppelte 

sich ebenfalls (Lag > 80 min). Damit war die Verschiebung der Lagphase durch den 

Extrakt aus Camellia sinensis (GT) allerdings gerade mal so groß wie die von 

Aspalathus linearis (RO) bei halber eingesetzter Extraktmenge. Bei der Vorinkubation 

mit 2,5 mg Rotbusch - Extrakt kam es bei der anschließenden Ultrazentrifugation zur 

Denaturierung von Plasmaproteinen, womit eine LDL - Isolierung nicht mehr möglich 

war. 
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Abbildung 15: Kupferinduzierte LDL - Oxidation mit Vorinkubation. Lagphasenverschiebung 
der Pflanzenextrakte und Trolox. GT = Grüntee - Extrakt, RM = Rosmarin - Extrakt, RS = 
Rosmarinsäure - Extrakt; RO = Rotbusch - Extrakt; HO = Honigbusch - Extrakt. 

 

Fazit: 

Die Extrakte aus Rosmarin, Rotbusch und Grünem Tee hatten im System messbare 

Schutzfunktion auf den LDL - Partikel. Eine Konzentrationsabhängigkeit zeigten ein-

mal der Grüntee - Extrakt und zum anderen der Rosmarin - Extrakt, der zusätzlich 

eine enorme zeitliche Verschiebung der Dienkonjugation bewirkte. Bei der 

Vorinkubation mit 1,25 mg war die Schutzfunktion des Rotbusch - Extraktes auf das 

LDL wesentlich größer als die des Grüntee - Extraktes. Trolox und der Rosmarin-

säure - Extrakt waren ohne nennenswerte Wirkung, was auf ihre Hydrophilie hin-

weist. 
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3.7 3.8 Bewertung der Ergebnisse aus PHASE I 

PHASE I der Untersuchungen diente der Sondierung und Bewertung von 

Pflanzenextrakten, die für einen Einsatz in der Nahrungsmittel- bzw. der 

Kosmetikindustrie interessant sein könnten. Das Kriterium war die antioxidative 

Kapazität der untersuchten Extrakte innerhalb verschiedener biochemischer 

Testsysteme. Diese Testsysteme basieren auf der Bildung von reaktiven Sauerstoff- 

bzw. Stickstoffspezies (ROS und RNS), die beim Verderb von Lebensmitteln und bei 

der Entstehung einiger Krankheiten von Bedeutung sein können. In den hydrophilen 

Systemen „Fenton“, „ABTS“ und „Xanthin / Xanthinoxidase“ ist vor allem die Bildung 

von Hydroxylradikalen (OH•) und Superoxidradikalanionen (O2
•-) von Bedeutung. Das 

ebenfalls hydrophile Peroxynitrit - System basiert auf einem nichtradikalischen 

Oxidans, im Rose - Bengal - System sind der Singulettsauerstoff und lipophile 

Reaktionssequenzen von Bedeutung und die kupferinduzierte LDL - Oxidation testet 

die Pflanzenextrakte bezüglich ihrer Schutzwirkung auf das cholesterin-

transportierende LDL, wobei ebenfalls die Wirkung lipophiler Bestandteile der 

Extrakte im Vordergrund steht. 

In den Untersuchungen wurde das Verhalten der Pflanzenextrakte gegenüber 

reaktiven Verbindungen, der Reaktionsmatrix und verschiedener Lösungsvermittler 

abgefragt. Bei den Extrakten handelte es sich im Einzelnen um die ethanolischen 

Auszüge aus unfermentiertem Grünen Tee (Camellia sinensis), unfermentiertem 

Rotbusch (Aspalathus linearis), Rosmarin (Rosmarinus officinalis, 2 Extrakte) und 

Honigbusch (Cyclopia genistoides). Die zu vergleichenden Lösungsvermittler waren 

Tween80 und Sternyolk. Als Vergleichssubstanz diente das wasserlösliche α - 

Tocopherolanalogon Trolox. 

 

Vergleich der Emulgatoren 

Emulgatoren kommt eine große Bedeutung bei der Suspension von 

Trockenextrakten zu. Im Verlauf der Untersuchungen in PHASE I wurde die 

Auswirkung der beiden Emulgatoren Tween80 (Polyoxyethylensorbitanmonolaurat) 

und Sternyolk (Lecithin) auf die antioxidative Kapazität der Pflanzenextrakte und 

Trolox untersucht. Ob einer der beiden Emulgatoren einen fördernden Effekt auf die 

Pflanzenextrakte hatte oder nicht, hing sehr von den Testsystemen, den 

Pflanzenextrakten selbst und sogar von den untersuchten Konzentrationsbereichen 
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ab. Ein einfaches Punktesystem, in dem es für einen besseren IC - Wert einen Punkt 

gab, führte zu in Abbildung 16 dargestellter Bewertung. 
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Abbildung 16: Vergleich der Emulgatoren in PHASE I mittels eines einfachen Punktesystems 

 

Der Emulgator Sternyolk ist in allen vier abgefragten Bereichen dem Emulgator 

Tween80 überlegen. Ausschlaggebend war hier die Mehrzahl an hydrophilen 

Testsystemen, in denen die Sternyolksuspensionen deutlich bessere antioxidative 

Eigenschaften als die Suspensionen mit Tween80 hatten. Im Rose - Bengal (Cu2+) - 

System waren die Verhältnisse umgekehrt. Die besseren antioxidativen 

Eigenschaften des Lecithinemulgators in den hydrophilen Systemen könnten auf sein 

besseres Lösungsvermögen zurückzuführen sein. Sternyolk könnte im lipophilen 

System aber auch in Konkurrenz mit den lipophilen Reaktionskompartimenten 

(Micellen) treten, wodurch in Tween80, trotz größerer Inhomogenität, die 

antioxidativen Eigenschaften der Extrakte besser sind. 

 

Profile der Pflanzenextrakte 

Tabelle 10 bietet einen Vergleich der in PHASE I untersuchten Extrakte. Die 

Bewertung des antioxidativen Potenzials anhand eines einfachen Punktesystems 

erleichterte die Profilerstellung der einzelnen Extrakte. Für die Bewertung wurden die 

IC50 - Konzentrationen herangezogen. Geringe Aktivität wurde mit einem, gute mit 
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zwei und sehr gute mit drei Punkten bewertet. Schwarze Punkte stehen für Sternyolk, 

graue für Tween80. 

Tabelle 10: Vergleich der antioxidativen Eigenschaften der verschiedenen Extrakte in den 
unterschiedlichen Testsystemen; Hemmung des Systems: --- keine Aktivität; ∗ gering; ∗∗ gut; 
∗∗∗ sehr gut. ∗ Tween80; ∗ Sternyolk 

 Fenton X / XOD Peroxynitrit ABTS Rose –  

Bengal 

(Cu2+) 

LDL -  

Oxidation 

Gesamt 

Trolox ∗∗∗ ∗∗ ∗ ∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗ 26 

Grüner 

Tee 

∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗∗ 28 

Rosmarin --- --- ∗ ∗∗ --- --- ∗∗ ∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ 15 

Rosmarin- 

säure 

∗ ∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗∗∗ ∗∗ ∗ 22 

Rotbusch ∗ ∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗ 29 

Honigbusch ∗ ∗ ∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗∗ ∗ ∗ --- 16 

 

Der Grüntee - Extrakt hatte im Fenton - System, im Xanthin / Xanthinoxidase - 

System und im ABTS - System sehr gute antioxidative Eigenschaften. Seine 

entgiftende Wirkung gegenüber dem nichtradikalischen Peroxynitrit war ver-

gleichsweise schlechter. Seine antioxidative Kapazität im Rose - Bengal - System 

und die Ergebnisse der kupferinduzierten LDL - Oxidation waren vergleichsweise gut. 

Aufgrund der konstant guten antioxidativen Eigenschaften des Extraktes aus 

Camellia sinensis, seiner guten Handhabbarkeit und seiner Funktion als 

„Positivkontrolle“ war diese Pflanze auch in der zweiten Untersuchungsphase weiter 

von Interesse. 

Der Rosmarin - Extrakt war zum einen schwer löslich, zum anderen war sein 

antioxidatives Potenzial auf die lipophilen Systeme beschränkt. Damit wurde auf 

beide Extrakte aus Rosmarinus officinalis bei den nachfolgenden Untersuchungen 

verzichtet. 

Der Rotbusch - Extrakt erzielte in der Bewertung einen Punkt mehr als der Grüntee - 

Extrakt und war damit für weitere Untersuchungen in PHASE II von großem Interesse. 

Um weiterhin einen, dem Rotbusch ähnlichen, Konkurrenten gleicher taxonomischer 

Familie und gleichen Herkunftsortes zu haben, wurde der Honigbusch, der immerhin 

genauso gute antioxidative Eigenschaften entwickelte wie der Rosmarin - Extrakt, in 
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die zweite Untersuchungsphase mit hineingenommen. Es wurde demnach in PHASE II 

mit Extrakten aus Camellia sinensis, Aspalathus linearis und aus Cyclopia spec. 

weitere Untersuchungen durchgeführt. 

 

Auswahl der Testsysteme für PHASE II 

Die erste Untersuchungsphase machte die Notwendigkeit der Anwendung 

verschiedener in vitro Testsysteme deutlich. Die untersuchten Extrakte verhielten 

sich zum Teil sehr unterschiedlich in den einzelnen Systemen. Für die Bewertung 

ihrer antioxidativen Eigenschaften ist der Vergleich mehrerer Testsysteme 

unabdingbar. Ein nicht zu vergessender und sehr wichtiger Punkt ist das 

Reaktionsmilieu, das unbedingt beachtet werden muss. Die Auswahl der 

Testsysteme sollte sich an den zu untersuchende Substanzen und der Fragestellung 

orientieren. Benötigt werden für die Evaluierungsphase Systeme, die sehr sensibel 

gegenüber den Extraktinhaltsstoffen reagieren und die sowohl ein lipophiles als auch 

ein hydrophiles Reaktionsmilieu bieten. 

Aus den drei einfachen hydrophilen Testsystemen Fenton, ABTS und Peroxynitrit 

wurde das ABTS - System für weitere Untersuchungen ausgewählt. Zum einen wird 

hier der Hauptmechanismus (H - Donorfunktion) der antioxidativen Eigenschaften 

von Polyphenolen abgefragt, zum anderen ist die Anwendung des ABTS - Systems 

international weit verbreitet. 

Im Xanthin / Xanthinoxidase - System beruht die Generierung der reaktiven 

Sauerstoffspezies (ROS) auf komplexeren enzymatischen Reaktionen (Schempp et 

al. 2000). Die Xanthinoxidase selbst, das Superoxidradikalanion und die Eisenionen 

bieten zusätzliche Wirkorte für Pflanzeninhaltsstoffe. Dies und die hohe 

Empfindlichkeit des Systems gegenüber den verwendeten Extrakten war der Grund 

für einen Einsatz in der zweiten Untersuchungsphase.  

Im Unterschied zum ABTS - und Peroxynitrit - System handelt es sich beim Rose - 

Bengal - System um ein Testsystem mit lipophilen Reaktionssequenzen und anderen 

antioxidativen Wirkmöglichkeiten, wie die Eliminierung von Singulettsauerstoff, 

Interaktion mit Zwischenprodukten der Lipidperoxidation und Kupferkomplexierung. 

Im Vergleich der lipophilen Systeme war das Rose - Bengal - System aufgrund seiner 

leichten Handhabbarkeit und dem direkten Bezug zum Nahrungsmittelverderb das 

System der Wahl für die zweite Untersuchungsphase. Eine Variation des Systems 

ohne den Zusatz von Kupfer sollte eine detailliertere Diskussion ermöglichen. 
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4  Ergebnisse (PHASE II) 

4.1 Ziel und Vorgehensweise 

In der zweiten Projektphase wurde mit Extrakten aus Camellia sinensis, Aspalathus 

linearis und Cyclopia spec. weitergearbeitet. Ziel war der Vergleich und die 

Bewertung verschiedener Extrakte aus einer Pflanze, um einen Extrakt mit optimalen 

Eigenschaften für den Einsatz in Lebensmitteln und Kosmetika zu erhalten. Die 

neuen Extrakte unterschieden sich durch ihr Extraktionsmedium, weiterhin wurden 

eine neue Spezies des Honigbusches (Cyclopia sessiliflora), ein Weißtee - Extrakt 

(Camellia sinensis, Knospen) und ein Extrakt aus fermentiertem Rotbusch 

(Aspalathus linearis) in die Untersuchungen miteinbezogen. Insgesamt standen neun 

Extrakte zur Verfügung, als Vergleichssubstanz diente weiterhin das wasserlösliche 

α - Tocopherolanalogon Trolox. Der Emulgator Sternyolk wurde, aufgrund der 

Ergebnisse der ersten Untersuchungsphase, als Lösungsvermittler eingesetzt. Die 

Charakterisierung der antioxidativen Eigenschaften der pflanzlichen Extrakte erfolgte, 

wie auch in PHASE I, mit Hilfe von biochemischen in vitro Testsystemen. Gegenüber 

der ersten Untersuchungsphase wurde die Anzahl der verwendeten Systeme auf vier 

reduziert. Es handelte sich dabei um das ABTS - System, das Xanthin / Xanthin-

oxidase - System und das Rose - Bengal - System mit und ohne Zusatz von Kupfer. 

Die Variation der Extrakte durch Verwendung 

• unterschiedlicher Extraktionsmedien (bei Rotbusch und Honigbusch) 

• verschiedener Pflanzenteile (bei Grüntee und Weißtee) 

• anderer Arten (bei Honigbusch) 

• unterschiedlicher Verarbeitungen (bei Rotbusch) 

ergab quantitative Veränderungen bezüglich der Inhaltsstoffe und der Leit-

substanzen. Über die IC50 - Konzentration, also die Konzentration eines Extraktes, 

die das jeweilige Testsystem zu 50 % hemmt, wurde der Unterschied zwischen den 

verschiedenen Extrakten herausgearbeitet. Um eine Diskussionsgrundlage zu 

schaffen, wurden anhand der IC50 - Konzentrationen der Gesamtextrakte (IC50(G)) 

die IC50 - Konzentrationen der Leitsubstanzen (IC50(L)) berechnet und im Hinblick auf 

Struktur - Aktivitäts - Beziehungen miteinander verglichen. Die in PHASE II 

untersuchten Extrakte, ihre Extraktionsmethoden und Inhaltsstoffe sind in Tabelle 11 

zusammengefasst. 
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Tabelle 11: Charakterisierung der verwendeten Extrakte *) neue Extrakte in PHASE II 

Herkunfts- 

pflanze 

Extrakte 

 

Leitsubstanzen 

und weitere Inhaltstoffe 

Anteil am 

Extrakt 

Camellia 

sinensis 

 

• Grüntee - Extrakt (GT)  

   unfermentiert 

   Ethanol (100 %) 

Coffein 

Epicatechin 

Epigallocatechingallat 

Epicatechingallat 

Gesamt 

5,69 % 

2,09 % 

23,28 % 

6,7 % 

38,09 % 

 • Weißtee - Extrakt (WT) * 

   unfermentiert 

   Ethanol (100 %) 

Polyphenole, davon 

Epigallocatechingallat 

Gesamt 

95 % 

50 % 

95 % 

Aspalathus 

linearis 

• Rotbusch - Extrakt (RO) 

   unfermentiert 

   Ethanol (100 %) 

Aspalathin 19,2 % 

 • Rotbusch - Extrakt (RO (f)) * 

   fermentiert 

   Ethanol / Wasser (80 % : 20 %) 

Aspalathin 2,15 % 

 • Rotbusch - Extrakt (RO (e)) * 

   unfermentiert, entfärbt 

   Ethanol / Wasser (80 % : 20 %) 

Aspalathin 16,6 % 

Cyclopia 

genistoides 

• Honigbusch - Extrakt (HO gen1) 

   unfermentiert 

   Ethanol 100 % 

Mangiferin 

Isomangiferin 

Hesperidin 

Gesamt 

14,9 % 

5,4 % 

3,0 % 

23,3 % 

 • Honigbusch - Extrakt (HO gen2) * 

   unfermentiert 

   Ethanol / Wasser (80 % : 20 %) 

Mangiferin 

Isomangiferin 

Hesperidin 

Gesamt 

12,31 % 

4,1 % 

0,14 % 

16,55 % 

*Cyclopia 

sessiliflora 

• Honigbusch - Extrakt (HO sess) * 

   unfermentiert 

   Ethanol / Wasser (80 % : 20 %) 

Mangiferin 

Isomangiferin 

Hesperidin 

Gesamt 

1,56 % 

0,49 % 

0,57 % 

2,62 % 

 • Honigbusch - Extrakt (HO sess(e)) * 

   unfermentiert, entfärbt 

   Ethanol / Wasser (80 % : 20 %) 

Mangiferin 

Isomangiferin 

Hesperidin 

Gesamt 

3,28 % 

1,01 % 

1,08 % 

5,37 % 

 



Ergebnisse (PHASE II)   62 

Aus der Pflanze Camellia sinensis wurde ein Weißtee - Extrakt (aus Knospen) und 

ein Grüntee - Extrakt (aus Blättern) gewonnen. Aus der Pflanze Aspalathus linearis 

wurden 3 Extrakte gewonnen. Zwei davon aus unfermentiertem Material. RO war ein 

reiner Ethanolextrakt und RO(e) ein Mischextrakt aus Ethanol und Wasser, der 

zusätzlich entfärbt wurde. RO(f) wurde mittels Mischextraktion aus fermentiertem 

Rotbuschmaterial gewonnen. Die Extrakte aus Cyclopia genistoides unterschieden 

sich nur in ihrer Extraktionsmethode. HO gen1 war der Ethanolextrakt, HO gen2 war 

der Ethanol / Wasser - Extrakt. Die Extrakte aus Cyclopia sessiliflora hingegen 

unterschieden sich nur hinsichtlich der Entfärbung des Extraktes HO sess(e). Die 

Extraktionsmethode war bei HO sess und HO sess(e) jeweils die Ethanol / Wasser - 

Mischextraktion. 

 

4.2 Ergebnisse im ABTS - System (PHASE II) 

Dosis - Wirkungsdiagramme im ABTS - System 

Die Hemmung des ABTS - Systems durch die Extrakte war stark konzentrations-

abhängig (Abbildung 17). Bereits mit niedrigen Extraktkonzentrationen im Ansatz 

konnte das Testsystem zu 100 % gehemmt werden. Dabei war unter den „neuen“ 

Extrakten nur der Weißtee - Extrakt deutlich wirksamer als sein „alter“ Vergleichs-

extrakt aus Grünem Tee. Mit einer Konzentration von nur 2,5 µg WT pro ml konnte 

das Testsystem zu 100 % gehemmt werden. Dabei waren beide Extrakte aus 

Camellia sinensis deutlich wirksamer als Trolox. Die Graphen der Extrakte aus 

unfermentiertem Aspalathus linearis (RO und RO(e)) lagen, unabhängig von 

Extraktionsmethode und Entfärbung, eng beieinander. Beide Extrakte hemmten 

damit die ABTS - Radikalbildung effizienter als Trolox. Der Kurvenverlauf des Rot-

busch - Extraktes aus fermentiertem Material (RO(f)) hingegen war deutlich flacher. 

Seine Wirksamkeit in diesem Testsystem war demnach geringer als die von RO, 

RO(e) und auch Trolox. Mit Ausnahme des entfärbten Extraktes aus Cyclopia 

sessiliflora hatten die Dosis - Wirkungs - Diagramme der Honigbusch - Extrakte un-

abhängig von Art und Extraktionsmethode einen ähnlichen Verlauf. Trolox war 

gegenüber allen Extrakten aus Cyclopia spec. das bessere Antioxidans im ABTS - 

System. 



Ergebnisse (PHASE II)   63 

 

0 5 10 15 20 25

0

20

40

60

80

100

 

Trolox [µg / ml]

A
B

T
S

 -
 R

a
d

ik
a

le
[%

 v
o

n
 K

o
n

tr
o

lle
]

0 5 10 15 20 25

0

20

40

60

80

100

Extrakt [µg / ml]

 GT
 WT

0 5 10 15 20 25

0

20

40

60

80

100

A
B

T
S

 -
 R

a
d

ik
a

le
[%

 v
o

n
 K

o
n

tr
o

lle
]

Extrakt [µg / ml]

  RO
 RO(e)
 RO(f)

0 5 10 15 20 25

0

20

40

60

80

100

Extrakt [µg / ml]

 Ho gen1
 Ho gen2
 Ho sess
 Ho sess(e)

 

Abbildung 17:  Einfluss der verschiedenen Pflanzenextrakte und Trolox gelöst in Sternyolk 
auf das ABTS - System. Trolox = α - Tocopherolanalogon; GT = Grüner Tee; RO = 
Rotbusch; HO = Honigbusch; WT = Weißer Tee; f = fermentiert; e = entfärbt; gen = 
genistoides; sess = sessiliflora 

 

IC50 - Konzentrationen im ABTS - System 

Die IC50(G) - Konzentrationen der Gesamtextrakte zeigten deutliche Unterschiede 

bezüglich der radikalfangenden Eigenschaften der Extrakte (Abbildung 18). Den 

niedrigsten IC50(G) - Wert und damit die höchste Aktivität hatte der Extrakt aus 

Weißem Tee mit 0,9 µg / ml. Der Extrakt aus Grünem Tee (GT) und beide Extrakte 

aus unfermentiertem Rotbusch (RO und RO(e)) hatten ebenfalls sehr niedrige 

IC50(G) - Werte mit 2,3, 2,1 und 2,7 µg / ml. Alle anderen Extrakte, außer der 

entfärbte Honigbusch (HO sess(e), 10,9 µg / ml), hatten IC50(G) - Konzentrationen 

von ± 5 µg / ml und waren damit genauso gut im ABTS - System wie die 

Vergleichssubstanz Trolox. 
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Abbildung 18: ABTS - System: IC50 - Konzentrationen der verschiedenen Pflanzenextrakte 
und Trolox; GT = Grüner Tee; RO = Rotbusch; HO = Honigbusch; WT = Weißer Tee; f = 
fermentiert; e = entfärbt; gen = genistoides; sess = sessiliflora; IC50(G) = IC50 - Konzentration 
des Gesamtextraktes 

 

Um den Vergleich verschiedener Extrakte gleicher pflanzlicher Herkunft zu 

ermöglichen, wurden die IC50 - Konzentrationen der Gesamtextrakte (IC50(G)) und 

die errechneten IC50 - Konzentrationen der Leitsubstanzen (IC50(L)) miteinander ver-

glichen (Abbildung 19 bis Abbildung 21). 

Die Extrakte der Pflanze Camellia sinensis, WT und GT, zeigten einen direkt 

proportionalen Zusammenhang zwischen ihrer Aktivität im ABTS - System und ihrem 

Anteil an Leitsubstanzen im Extrakt (Abbildung 19). Die antioxidative Wirkung des 

Gesamtextraktes von Weißem Tee (WT) war 2,5 mal höher (0,9 µg / ml) als die des 

Gesamtextraktes von Grünem Tee (GT) (2,3 µg / ml). Die Leitsubstanzen der beiden 

Extrakte standen in exakt demselben Verhältnis zueinander (95% in WT; 38,09 % in 

GT). Der errechnete Anteil, der die Wirksamkeit der Leitsubstanzen im ABTS - 

System ausmacht (IC50(L)) ergab daraus folgend für beide Extrakte denselben 

IC50(L) - Wert von 0,85 µg / ml. 
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Abbildung 19: ABTS - System: IC50(G) - Konzentrationen der Gesamtextrakte und der pro-
zentuale Anteil an Leitsubstanzen (IC50(L) - Konzentrationen); Vergleich der Extrakte aus 
Camellia sinensis 

 

Im Gegensatz zu den Extrakten aus Camellia sinensis waren die Extrakte aus 

Aspalathus linearis unterschiedlich vorbehandelt. Die beiden unfermentierten 

Extrakte RO und RO(e) unterschieden sich zum einen durch das Extraktionsmittel 

und zum anderen durch die anschließende Entfärbung des durch Mischextraktion 

gewonnenen Extraktes (RO(e)). Wie bei den Extrakten aus Camellia sinensis gab es 

auch bei den Extrakten aus unfermentiertem Aspalathus linearis einen proportionalen 

Zusammenhang zwischen der Aktivität im ABTS - System und dem Anteil an der 

Leitsubstanz Aspalathin im Gesamtextrakt (RO: 19,2 % Aspalathin, IC50(G) = 2,1 µg / 

ml, IC50(L) = 0,4 µg / ml; RO(e): 16,6 % Aspalathin, IC50(G) = 2,7 µg / ml, IC50(L) = 

0,45 µg / ml; Abbildung 19). Die Extrakte aus unfermentiertem Material (RO und 

RO(e)) waren damit wesentlich effektiver verglichen mit RO(f) (IC50 = 6,7 µg / ml). 

Der Anteil an der Leitsubstanz Aspalathin in RO und RO(e) war jedoch um ein Viel-

faches höher als der Anteil von Aspalathin im Extrakt aus fermentiertem Rotbusch 

(nur 2,15 %). Das Verhältnis zwischen Aktivität und Leitsubstanzanteil war in diesem 

Fall nicht proportional, wodurch die IC50(L) - Konzentrationen von RO und RO(e) 

dreimal so hoch waren wie die IC50(L) - Konzentration von RO(f) mit 0,15 µg / ml. 
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Abbildung 20: ABTS - System: IC50(G) - Konzentrationen der Gesamtextrakte und der pro-
zentuale Anteil an Leitsubstanzen (IC50(L) - Konzentrationen); Vergleich der Extrakte aus 
Aspalathus linearis (Rotbusch) 

 

Die Extrakte der Pflanze Cyclopia genistoides, HO gen1 und HO gen2, zeigten 

ebenfalls einen proportionalen Zusammenhang zwischen Aktivität und Anteil an 

Leitsubstanzen im Extrakt (Abbildung 21). Die antioxidative Wirkung des „alten“ 

Gesamtextraktes HO gen1 war 20% höher als die des „neuen“ Gesamtextraktes HO 

gen2. Der Anteil an Leitsubstanz war in HO gen1 um 30 % höher als der Anteil an 

Leitsubstanz in HO gen2 (Tabelle 11). Der errechnete Anteil, der die Wirksamkeit der 

Leitsubstanzen im ABTS - System ausmacht (IC50(L)), ergab für die Extrakte 

ähnliche IC50(L) - Werte von 1 µg / ml (HO gen1) bzw. 0,9 µg / ml (HO gen2), also 

einen Unterschied von lediglich 10 %. Die unterschiedliche Aktivität der 

Gesamtextrakte HO gen1 und HO gen2 beruht demnach auf den unterschiedlichen 

Gehalten an Leitsubstanzen. Die Entfärbung des Extraktes aus Cyclopia sessiliflora 

hatte eine deutliche Aktivitätsminderung in diesem Testsystem zur Folge. Trotz eines 

höheren Leitsubstanzanteils von HO sess(e) (5,37 %) war dessen antioxidative 

Kapazität mit einer IC50 - Konzentration von 10,9 µg / ml geringer als die des 

gefärbten Extraktes (Leitsubstanzanteil: 2,62 %, IC50 = 6,2 %). Gemessen an ihren 

geringen Anteilen an Leitsubstanzen hatten dennoch beide Extrakte dieser 

Honigbuschspezies ein hohes antioxidatives Potenzial im ABTS - System. 
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Abbildung 21: ABTS - System: IC50(G) - Konzentration der Gesamtextrakte und der prozen-
tuale Anteil an Leitsubstanzen IC50(L) - Konzentration; Vergleich der Extrakte aus Cyclopia 
spec. (Honigbusch) 

 

Fazit: 

Die antioxidative Kapazität der Extrakte aus Camellia sinensis, unfermentiertem 

Aspalathus linearis und Cyclopia genistoides korrelierte mit deren Anteilen an 

Inhaltstoffen. 

Die ethanolischen Extrakte von Aspalathus linearis und Cyclpoia genistoides hatten 

höhere Leitsubstanzkonzentrationen und damit bessere antioxidative Eigenschaften 

im ABTS - Testsystem als die Ethanol / Wasser - Extrakte. Es gab keine 

Korrelationen zwischen den IC50(G) - Konzentrationen und den quantifizierten 

Inhaltstoffen der Extrakte aus fermentiertem Aspalathus linearis und Cyclopia 

sessiliflora. Trotz der geringen Leitsubstanzkonzentrationen hatten diese Extrakte 

jedoch ein verhältnismäßig gutes antioxidatives Potenzial im ABTS - System. Die 

Entfärbung von HO sess(e) hatte eine Aktivitätsminderung zur Folge. 

 

4.3 Ergebnisse im Xanthin / Xanthinoxidase - System (X / XOD) 

Dosis - Wirkungs - Diagramme im Xanthin / Xanthinoxidase - System 

Die untersuchten Extrakte erwiesen sich im Xanthin / Xanthinoxidase - System als 

ausgezeichnete Antioxidanzien (Abbildung 22). Eine noch schnellere Hemmung des 

Systems als durch den Grüntee - Extrakt erfolgte durch den Weißtee - Extrakt. Wie 
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auch im ABTS - System lagen die Graphen der beiden Extrakte aus unfermentiertem 

Aspalathus linearis (RO und RO(e)) unabhängig von Extraktionsmethode und 

Färbung, sehr eng zusammen. Die Fermentation des Pflanzenmaterials hatte auch in 

diesem Testsystem eine Aktivitätsminderung zur Folge. Im Gegensatz zum 

vorhergegangenen ABTS - System hatte Trolox einen deutlich geringeren antioxi-

dativen Effekt als alle Rotbusch - Extrakte. Einen ähnlich flachen Kurvenverlauf wie 

Trolox hatte nur der ethanolische Extrakt aus Cyclopia genistoides (HO gen1). Der in 

Mischextraktion gewonnenen Extrakte aus Cyclopia genistoides (HO gen2) war 

deutlich wirksamer als sein ethanolischer Auszug HO gen1. Die Entfärbung des 

Extraktes aus Cyclopia sessiliflora (HO sess(e)) führte zu einer Aktivitätssteigerung. 

 

Abbildung 22: Einfluss der verschiedenen Pflanzenextrakte und Trolox gelöst in Sternyolk 
auf das Xanthin / Xanthinoxidase - System. GT = Grüner Tee; RO = Rotbusch; HO = 
Honigbusch; WT = Weißer Tee; f = fermentiert; e = entfärbt; gen = genistoides; sess = 
sessiliflora 
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IC50 - Konzentrationen im Xanthin / Xanthinoxidase - System 

Die ermittelten IC50(G) - Konzentrationen bestätigten, dass alle untersuchten 

Pflanzenextrakte im Xanthin / Xanthinoxidase (X / XOD) - System eine bessere 

antioxidative Wirkung hatten als die Reinsubstanz Trolox (IC50 = 28 µg / ml, 

Abbildung 23). Die Extrakte der Pflanze Camellia sinensis (GT und WT), waren mit 

IC50(G) - Konzentrationen kleiner 0,5 µg / ml die wirksamsten Extrakte in diesem 

Testsystem. Die Extrakte aus unfermentiertem Aspalathus linearis (RO und RO(e)) 

hatten mit IC50(G) - Konzentrationen unter 3 µg / ml ebenfalls ausgezeichnete 

antioxidative Eigenschaften. RO(f)), HO gen2 und beide Extrakte aus Cyclopia 

sessiliflora (Ho sess und HO sess (e)) hemmten mit IC50(G) - Konzentrationen unter 

7,5 µg / ml das X / XOD - System um ein Vielfaches besser als Trolox. Auch der 

ethanolische Extrakt aus Cyclopia genistoides (HO gen1) hatte mit einer IC50(G) - 

Konzentrationen von 21 µg / ml immer noch bessere antioxidative Eigenschaften als 

die Vergleichssubstanz. 
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Abbildung 23: Xanthin / Xanthinoxidase - System: IC50(G) - Konzentrationen der verschied-
enen Pflanzenextrakte und Trolox. GT: Grüner Tee; RO: Rotbusch; HO: Honigbusch; WT: 
Weißer Tee; f = fermentiert; e = entfärbt; gen = genistoides; sess = sessiliflora 



Ergebnisse (PHASE II)   70 

Im Gegensatz zum ABTS - System zeigten die Extrakte aus der Pflanze Camellia 

sinensis keinen proportionalen Zusammenhang zwischen Aktivität und 

Leitsubstanzgehalt im Xanthin / Xanthinoxidase - System (Abbildung 24). Die IC50 - 

Konzentrationen beider Extrakte lagen bei 0,35 µg / ml. Durch seinen 

vergleichsweise geringeren Catechingehalt war die errechnete IC50(L) - Konzen-

tration des Grüntee - Extraktes um das Dreifache kleiner (0,13 µg / ml) als die IC50(L) 

- Konzentration des Weißtee -Extraktes (0,33 µg / ml). 
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Abbildung 24:  Xanthin / Xanthinoxidase - System: IC50(G) - Konzentrationen der Gesamt-
extrakte und der prozentuale Anteil an Leitsubstanzen (IC50(L) - Konzentrationen); Vergleich 
der Extrakte von Camellia sinensis 

 

Die in Mischextraktion hergestellten Extrakte aus Aspalathus linearis RO(f) und 

RO(e) hatten, trotz sehr verschiedener IC50(G) - Konzentrationen (1,25 µg / ml bzw. 

7,5 µg / ml), ähnliche IC50(L) - Konzentrationen (0,15 bzw. 0,2 µg / ml) und zeigten 

damit eine Proportionalität zwischen Leitsubstanzanteil und Aktivität im Xanthin / 

Xanthinoxidase - System (Abbildung 25). Obwohl der Anteil an Leitsubstanz im 

Ethanol / Wasser - Extrakt geringer war (RO(e); 16,6 %) als im ethanolischen Extrakt 

(RO; 19,2 %), war die antioxidative Kapazität von RO(e) (IC50 = 1,25 µg / ml) deutlich 

höher als die von RO (IC50 = 2,5 µg / ml). Hier gab es demnach keinen Zusammen-

hang zwischen Leitsubstanzanteilen und antioxidativen Eigenschaften. 
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Abbildung 25: Xanthin / Xanthinoxidase - System: IC50(G) - Konzentrationen der Gesamt-
extrakte und der prozentuale Anteil an Leitsubstanzen (IC50(L) - Konzentrationen); Vergleich 
der Extrakte von Aspalathus linearis 

 

Die Extrakte der Pflanze Cyclopia genistoides (HO gen1 und HO gen2) und Cyclopia 

sessiliflora (HO sess und HO sess(e)) ließen im Xanthin / Xanthinoxidase - System 

keine Zusammenhänge zwischen Aktivität und Anteil an Leitsubstanzen erkennen 

(Abbildung 26). Der Ethanol / Wasser - Extrakt aus Cyclopia genistoides (HO gen2) 

hatte einen geringeren Anteil an Leitsubstanzen (16,55 %) als HO gen1 (23,3 %). HO 

gen2 hatte aber dennoch eine um ein Vielfaches höhere Aktivität (IC50 = 7,2 µg / ml 

im Xanthin / Xanthinoxidase - System als der ethanolische Extrakt (IC50 = 21 mg / 

ml). Ähnlich verhielt es sich auch bei Cyclopia sessiliflora. Trotz des vergleichsweise 

sehr geringen Anteils an Leitsubstanzen (2,62 %) hatte HO sess die beste 

antioxidative Kapazität (IC50 = 5 µg / ml) verglichen mit allen anderen Honigbusch - 

Extrakten. Die Entfärbung des Materials (HO sess(e)) hatte eine Aktivitätsminderung 

zur Folge (IC50 = 6,5 µg / ml). 
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Abbildung 26: Xanthin / Xanthinoxidase - System: IC50(G) - Konzentrationen der Gesamt-
extrakte und der prozentuale Anteil an Leitsubstanzen (IC50(L) - Konzentrationen); Vergleich 
der Extrakte von Cyclopia spec. 

 

Fazit: 

Die beiden Extrakte aus Camellia sinensis hatten mit Abstand die besten 

antioxidativen Eigenschaften im Xanthin / Xanthinoxidase - System. Ein Zusammen-

hang zwischen Leitsubstanzanteilen und Aktivität im Testsystem ergab sich 

ausschließlich für die Ethanol / Wasser - Extrakte aus Aspalathus linearis, RO(e) und 

RO(f). Im Vergleich der Extraktionsmittel scheint die Mischextraktion die 

antioxidativen Eigenschaften der Extrakte zu verstärken. So haben die Extrakte HO 

gen2 und RO(e) trotz geringeren Leitsubstanzanteilen niedrigere IC50 - 

Konzentrationen und damit eine höhere Aktivität verglichen mit den ethanolischen 

Extrakten gleicher pflanzlicher Herkunft. 

 

4.4 Ergebnisse im Rose - Bengal - System 

Durch Variation des Rose - Bengal - Systems sind genauere Interpretationen der 

Testergebnisse möglich. Die Untersuchungen in PHASE II wurden daher im Rose - 

Bengal - System einmal mit dem Zusatz von Kupfer und einmal ohne den Zusatz von 

Kupfer durchgeführt. Im System ohne Kupfer stellt der Fettsäureperoxidzerfall den 
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limitierenden Schritt dar. Durch den Zusatz von Kupfer wird zum einen der 

Fettsäureperoxidzerfall beschleunigt, zum anderen lassen sich Aussagen über eine 

eventuelle Kupferkomplexierung durch die Extrakte machen. 

 

Dosis - Wirkungsdiagramme im Rose - Bengal - System 

Die eingesetzten Pflanzenextrakte bewirkten mit zunehmenden Konzentrationen eine 

stetige Abnahme der aus α - Linolensäure freigesetzten Menge an Ethan (Abbildung 

27). Die Vergleichssubstanz Trolox war in jedem Konzentrationsbereich das beste 

Antioxidans. Der Extrakt aus Weißem Tee hatte nur im mittleren 

Konzentrationsbereich bessere antioxidative Eigenschaften als der Grüntee - Extrakt. 

Die Graphen der Extrakte aus Aspalathus linearis waren einander sehr ähnlich und 

auch die Extrakte aus Cyclopia spec. zeigten nur tendenzielle Unterschiede. 
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Abbildung 27: Einfluss der verschiedenen Pflanzenextrakte und Trolox gelöst in Sternyolk 
auf das Rose - Bengal - System; GT = Grüner Tee; RO = Rotbusch; HO = Honigbusch; WT = 
Weißer Tee; f = fermentiert; e = entfärbt; gen = genistoides; sess = sessiliflora 
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IC50 - Konzentrationen im Rose - Bengal - System 

Der Extrakt aus Weißem Tee hatte exakt dasselbe hohe antioxidative Potenzial wie 

die Reinsubstanz Trolox (IC50 = 27,5 µg/ml) und damit die niedrigste IC50 - Konzen-

tration verglichen mit den anderen Extrakten (Abbildung 28). Die Ethanol / Wasser - 

Extrakte aus Cyclopia sessiliflora (HO sess und HO sess(e)), aus Cyclopia 

genistoides (HO gen2) und aus Aspalathus linearis (RO(e)) hatten mit IC50(G) - 

Konzentrationen ± 50 µg / ml ausgezeichnete antioxidative Eigenschaften in diesem 

lipophilen System. Der ebenfalls durch Ethanol / Wasser - Extraktion hergestellte 

fermentierte Rotbusch - Extrakt (RO(f)) hatte mit einer IC50(G) - Konzentration von  

80 µg / ml eine ähnliche Wirksamkeit wie der Grüntee - Extrakt (IC50(G) = 75 µg / ml). 

Die ethanolischen Extrakte aus Aspalathus linearis und Cyclopia genistoides (RO 

und HO gen1) waren mit IC50(G) - Konzentrationen über 100 µg / ml die schlechteren 

Antioxidanzien in diesem Testsystem. 
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Abbildung 28: Rose - Bengal - System (ohne Kupfer): IC50(G) - Konzentrationen der ver-
schiedenen Pflanzenextrakte und Trolox; GT = Grüner Tee; RO = Rotbusch; HO = 
Honigbusch; WT = Weißer Tee; f = fermentiert; e = entfärbt; gen = genistoides; sess = 
sessiliflora. 
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Für die Extrakte der Pflanze Camellia sinensis war im Rose - Bengal - System der 

proportionale Zusammenhang zwischen Aktivität und Leitsubstanzgehalt gegeben 

(Abbildung 29). Die IC50(G) - Konzentration des Weißtee - Extraktes war um den 

Faktor 2,5 kleiner (27,5 µg / ml) als die des Grüntee - Extraktes (IC50(G) =               

75 µg / ml). Die Leitsubstanzen der beiden Extrakte standen in gleichem Verhältnis 

zueinander, so dass die Extrakte annähernd gleiche IC50(L) - Konzentrationen auf-

wiesen. 
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Abbildung 29: Rose - Bengal - System: IC50(G) - Konzentrationen der Gesamtextrakte und 
der prozentuale Anteil an Leitsubstanzen (IC50(L) - Konzentrationen); Vergleich der Extrakte 
aus Camellia sinensis (Grüner Tee). 

 

Der Ethanol / Wasser - Extrakt RO(e) war mit einer IC50(G) - Konzentration von       

61 µg / ml der beste Extrakt aus Aspalathus linearis im Rose - Bengal - System. Bei 

keinem der Rotbusch - Extrakte war eine Korrelation zwischen Wirksamkeit und Leit-

substanzanteil gegeben. Innerhalb der durchgeführten Untersuchungen war das 

Rose - Bengal - System das einzige, in dem der „alte“ ethanolische Rotbusch - 

Extrakt (RO) eindeutig ein schlechteres antioxidatives Potenzial hatte als der fer-

mentierte Rotbusch - Extrakt RO(f). Seine IC50(G) - Konzentration war mit 109 µg / ml 

im Vergleich zum fermentierten Rotbusch - Extrakt (80 µg / ml) verhältnismäßig hoch. 

Auch die IC50(L) - Konzentration von RO war um mehr als das 10fache größer als die 

IC50(L) - Konzentration von RO(f), der mit Abstand den niedrigsten Leit-substanz-

anteil unter den Rotbusch - Extrakten aufwies (Abbildung 30). 



Ergebnisse (PHASE II)   76 

 

0

20

40

60

80

100

120

IC
50

-K
on

ze
nt

ra
tio

n 
[µ

g 
/ m

l]

IC50(G)  [µg / ml] 109 61 80

IC50(L)  [µg / ml] 21 10 1,7

RO RO(e) RO (f)

 

Abbildung 30: Rose - Bengal - System: IC50(G) - Konzentrationen der Gesamtextrakte und 
der prozentuale Anteil an Leitsubstanzen (IC50(L) - Konzentrationen); Vergleich der Extrakte 
aus Aspalathus linearis (Rotbusch). 

 

Die Extrakte der Pflanze Cyclopia genistoides (HO gen1 und HO gen2) zeigten 

keinen Zusammenhang zwischen Aktivität und Anteil an Leitsubstanzen (Abbildung 

31). Obwohl HO gen1, verglichen mit HO gen2, einen verhältnismäßig höheren 

Prozentsatz an Leitsubstanzen aufwies (HO gen1: 23,3 %; HO gen2: 16,55 %), war 

HO gen1 das schlechtere Antioxidans (IC50(G) = 141 µg / ml). Damit war auch hier, 

wie bei den Rotbusch - Extrakten, der Ethanol / Wasser - Extrakt dem rein ethan-

olischen Extrakt deutlich überlegen (IC50(G) von HO gen2 = 50 µg / ml). 

Die Extrakte aus Cyclopia sessiliflora hatten mit IC50(G) - Konzentrationen von        

56 µg / ml bzw. 44 µg / ml eine sehr hohe antioxidative Kapazität gemessen an ihren 

niedrigen Leitsubstanzanteilen (2,72 % bzw. 5,37 %). Die Entfärbung des Extraktes 

bewirkte eine Aktivitätssteigerung, die aber nicht proportional zum Leitsubstanzgehalt 

verlief. 
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Abbildung 31: Rose - Bengal - System: IC50(G) - Konzentrationen der Gesamtextrakte und 
der prozentuale Anteil an Leitsubstanzen (IC50(L) - Konzentrationen); Vergleich der Extrakte 
von Cyclopia spec. (Honigbusch) 

 

Fazit: 

Ein proportionaler Zusammenhang zwischen Leitsubstanzanteil und Aktivität im Rose 

- Bengal - System bestand lediglich bei den Extrakte aus Camellia sinensis. Die 

wasserlöslichen Komponenten der Extrakte schienen eine große Rollen zu spielen, 

denn alle Mischextrakte hatten bessere IC50(G) - Konzentrationen als die etha-

nolischen Extrakte derselben Pflanze. Dadurch war RO(e) unter den Rotbusch - 

Extrakten der Favorit. Noch besser wirksam als die Rotbusch - Extrakte waren die 

durch Mischextraktion hergestellten Honigbusch - Extrakte. Der entfärbte Extrakt aus 

Cyclopia sessiliflora hatte die höchste Aktivität und folgte in der Gesamtbewertung 

direkt auf den Weißtee - Extrakt. 
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4.5 Ergebnisse im Rose - Bengal (Cu2+) - System 

Dosis - Wirkungsdiagramme im Rose - Bengal (Cu2+) - System 

Abbildung 32 zeigt die Summen der aus α - Linolensäure freigesetzten Mengen an 

Ethen und Ethan. Auffällig war die, im Gegensatz zum Grünen Tee, zunächst schnell 

abfallende Kurve des Extraktes aus Weißem Tee (WT), die aber dann bei einer 

Konzentration von 50 µg / ml in einer Sättigungskurve endete. Diese Art von 

Sättigungskurve ließ auf eine Limitierung des Systems schließen (s.u.). Unterschiede 

gab es auch bei den Rotbusch - Extrakten: Der Ethanol / Wasser - Extrakt, RO(e), 

hemmte die Freisetzung von Ethen und Ethan am stärksten. Die Graphen der 

Honigbusch - Extrakte ließen, wie schon im System ohne Kupfer, keine deutlichen 

Unterschiede erkennen. 
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Abbildung 32: Einfluss der verschiedenen Pflanzenextrakte gelöst in Sternyolk auf das Rose 
- Bengal(Cu2+) - System. GT = Grüner Tee; RO = Rotbusch; HO = Honigbusch; WT = Weißer 
Tee; f = fermentiert; e = entfärbt; gen = genistoides; sess = sessiliflora 



Ergebnisse (PHASE II)   79 

 

0 100 200 300 400 500

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100
110
120

 Ethan
 Ethen

E
th

a
n

 b
zw

. 
E

th
e

n
 [

%
 v

o
n

 K
o

n
tr

o
lle

]

Weißtee - Extrakt [µg / ml]

 

Abbildung 33: Weißtee - Extrakt im Rose - Bengal(Cu2+) - System: Getrennte Darstellung von 
Ethan und Ethen. 

 

Die aufgrund der Sättigungskurve des Weißtee - Extraktes vermutete Kupfer-

komplexierung konnte durch die getrennte Darstellung von Ethan und Ethen bestätigt 

werden. Abbildung 33 zeigt, das die Freisetzung von Ethen bei einer Menge von 100 

µg / ml eingesetzten Weißtee - Extraktes fast Null beträgt, während die Ethan-

freisetzung bei 40 % liegt. Durch die Eliminierung von Kupfer findet ab einer 

bestimmten Menge des Weißtee - Extraktes im Ansatz nur noch die Grundreaktion 

ohne Kupfer statt, deren geschwindigkeitslimitierender Faktor der Lipidperoxidzerfall 

ist. 

 

IC50 - Konzentrationen im Rose - Bengal (Cu2+) - System 

Der Extrakt aus Weißem Tee (WT) hatte mit 15,5 µg / ml die niedrigste IC50(G) - Kon-

zentration im Rose - Bengal(Cu2+) - System (Abbildung 34). Die beiden entfärbten 

Extrakte RO(e) und HO sess(e) waren mit IC50(G) - Konzentrationen von 33 µg / ml 

und 46,5 µg / ml ähnlich wirkungsvoll wie Trolox (IC50 = 41,5 µg / ml) und deutlich 

effektiver als der „alte“ Rotbusch -  (IC50 = 50 µg / ml) und der Grüntee - Extrakt (IC50 

= 58 µg / ml). Die Extrakte aus Cyclopia genistoides (HO gen1 und HO gen2), 

Cyclopia sessiliflora (HO sess) und fermentiertem Rotbusch zeigten sich mit     
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IC50(G) - Konzentrationen um 100 µg / ml als mäßige Antioxidanzien im Rose - 

Bengal - System mit Kupfer. 
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Abbildung 34: Rose - Bengal(Cu2+) - Testsystem: IC50(G) - Konzentrationen der verschie-
denen Pflanzenextrakte und Trolox; GT = Grüner Tee; RO = Rotbusch; HO = Honigbusch; 
WT = Weißer Tee; f = fermentiert; e = entfärbt; gen = genistoides; sess = sessiliflora. 

 

Die Extrakte der Pflanze Camellia sinensis zeigten, im Gegensatz zum System ohne 

Kupfer, nur einen tendenziellen Zusammenhang zwischen Aktivität und 

Leitsubstanzgehalt (Abbildung 35). Die Wirksamkeit des Gesamtextraktes von 

Weißem Tee war um den Faktor 3,5 höher (IC50(G) = 15,5 µg / ml) als die des 

Gesamtextraktes aus Grünem Tee (IC50(G) = 58 µg / ml), wobei der Weißtee - 

Extrakt nur einen 2,5fach höheren Leitsubstanzanteil (95 %) als der Grüntee-Extrakt 

(38,09 %) hatte. Aufgrund dieser unterschiedlichen Leitsubstanzanteile im Extrakt 

unterschieden sich die errechneten IC50(L) - Konzentrationen um 7 µg / ml.  
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Abbildung 35: Rose - Bengal(Cu2+) - Testsystem: IC50(G) - Konzentrationen der Gesamt-
extrakte und der prozentuale Anteil an Leitsubstanzen (IC50(L) - Konzentrationen); Vergleich 
der Extrakte aus Camellia sinensis 

 

Die IC50(G) - und IC50(L) - Konzentrationen der Extrakte aus der Pflanze Aspalathus 

linearis zeigten keine Korrelationen mit den Aspalathingehalten. RO, RO(e) und 

RO(f) hatten damit ein ähnliches Verhältnis zueinander wie im Xanthin / 

Xanthinoxidase - System (Abbildung 36). Der entfärbte Ethanol / Wasser - Extrakt 

(RO(e)) hatte mit einer IC50(G) - Konzentration von 33 µg / ml die beste antioxidative 

Kapazität der Rotbusch - Extrakte im Rose - Bengal(Cu2+) - System. Der ethanol-

ische Extrakt RO war mit einem IC50(G) - Wert von 50 µg / ml immer noch doppelt so 

effektiv wie der Extrakt aus fermentiertem Material (IC50(G) = 102 µg / ml). 

Gemessen an seinem niedrigen Leitsubstanzgehalt (2,15 %) hatte RO(f) dennoch 

sehr gute antioxidative Eigenschaften. 
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Abbildung 36: Rose - Bengal(Cu2+) - Testsystem: IC50(G) - Konzentrationen der Gesamt-
extrakte und der prozentuale Anteil an Leitsubstanzen (IC50(L) - Konzentrationen); Vergleich 
der Extrakte aus Aspalathus linearis 

 

Die Extrakte der Pflanze Cyclopia genistoides (HO gen1 und HO gen2) zeigten 

keinen Zusammenhang zwischen Aktivität und Anteil an Leitsubstanzen im Rose - 

Bengal - System mit Kupfer (Abbildung 37). Obwohl HO gen1 verhältnismäßig mehr 

Leitsubstanzen besaß (23,3 %), hatte er eine geringere antioxidative Aktivität 

(IC50(G) = 131 µg / ml) als der Gesamtextrakt von HO gen2 mit nur 16,55 % 

Leitsubstanzanteil (IC50(G) = 93 µg / ml). Also hatte auch hier die Mischextraktion 

eine Steigerung der antioxidativen Kapazität zur Folge. Die errechnete IC50(L) - 

Konzentration von HO gen2 lag deutlich niedriger (15,3 µg / ml) als die von HO gen1 

(30,5 µg / ml). 

Im Vergleich von HO sess und HO sess(e) war ein Zusammenhang zwischen 

Leitsubstanzanteil und Aktivität erkennbar. Trotz ihrer viel geringeren 

Leitsubstanzanteile (2,16 % und 5,37 %) waren die Extrakte aus Cyclopia sessiliflora 

effektiver als die Extrakte aus Cyclopia genistoides.  
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Abbildung 37: Rose - Bengal(Cu2+) - Testsystem: IC50(G) - Konzentrationen der Gesamt-
extrakte und der prozentuale Anteil an Leitsubstanzen (IC50(L) - Konzentrationen); Vergleich 
der Extrakte von Cyclopia spec. 

 

Fazit: 

Bester Extrakt im Rose - Bengal(Cu2+) - System war der Weißtee - Extrakt, für den 

auch eine Kupferkomplexierung festgestellt wurde. Wie auch im System ohne Kupfer 

hatten die Wasser / Ethanol - Extrakte bessere antioxidative Eigenschaften als die 

ethanolischen Auszüge derselben Pflanze. Die entfärbten Extrakte aus 

unfermentiertem Aspalathus linearis und Cyclopia sessiliflora hatten ausgezeichnete 

antioxidative Eigenschaften in ihrer Gruppe und im Vergleich aller Extrakte. Eine 

Korrelation zwischen Leitsubstanzgehalt und Hemmung des Systems zeigten nur die 

Extrakte aus Cyclopia sessiliflora. 

 

4.6 Gehalt an löslichen Polyphenolen 

Die Ergebnisse der biochemischen Testsysteme zeigen, dass die 

Leitsubstanzgehalte nicht automatisch mit der Aktivität der Extrakte in den Systemen 

korreliert werden können. Sind die Leistsubstanzen der Extrakte aber die einzigen 

analytisch nachgewiesenen Substanzen, so wie es bei den vorliegenden Extrakten 

der Fall ist, macht es Sinn, einen relativ unspezifischen Polyphenolnachweis wie den 

Folin - Cioceault - Test hinzuzuziehen, um eine bessere Einschätzung der 

Ergebnisse hinsichtlich der wirksamen Substanzen zu ermöglichen. Mit dem Folin - 



Ergebnisse (PHASE II)   84 

Cioceault - Test lassen sich allerdings nicht die prozentualen Polyphenolanteile im 

Extrakt bestimmen. Im Prinzip werden nur reaktive bzw. reduzierende Gruppen in 

Äquivalenten (Abbildung 38) dargestellt. Mit nahezu 600 µM Catechinäquivalenten 

(CE) hatte der Weißtee - Extrakt (WT) den höchsten Anteil an reduzierenden 

Gruppen. Der Grüntee - Extrakt (GT) hatte einen nur noch halb so großen Anteil an 

Catechinäquivalenten (264,1 µM). Die beiden Rotbusch - Extrakte zeigten ähnliche 

(RO(e) = 259,1 µM) bis höhere (RO = 311,7 µM) Aktivität verglichen mit dem Grüntee 

- Extrakt. Die Catechinäquivalente der Extrakte aus fermentiertem Rotbusch (RO(f)) 

und der verschiedenen Honigbuscharten lagen im Bereich zwischen 120 µM und 190 

µM. 
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Abbildung 38: Catechinäquivalente (CE) der Pflanzenextrakte mit Sternyolk als Emulgator: 
Eingesetzte Extraktmenge aus einer Stammlösung von 200 µg / ml; GT = Grüner Tee; RO = 
Rotbusch; HO = Honigbusch; WT = Weißer Tee; f = fermentiert; e = entfärbt; gen = 
genistoides; sess = sessiliflora 
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4.7 Bewertung der Ergebnisse aus PHASE II 

In Phase II wurde die Evaluierung bzw. Optimierung der in Phase I sondierten 

Extrakte vorgenommen. Das heißt, es wurden mehrere Extrakte aus den Pflanzen 

hergestellt, deren Ergebnisse in Phase I interessant waren. Verschiedene 

Pflanzenextrakte wurden zum einen durch die Variation der Extraktionsmethode 

(statt 100 % Ethanol jetzt Ethanol / Wasser - Extraktion 80 % : 20 %) und zum 

anderen durch die Verwendung verschiedener Arten oder Teile einer Pflanze 

gewonnen. Dadurch ergaben sich Extrakte gleicher pflanzlicher Herkunft mit 

unterschiedlichen Inhaltsstoffmengen und unterschiedlichem Lösungsverhalten. Als 

Lösungsvermittler für die Trockenextrakte diente der in PHASE I etablierte 

Lecithinemulgator Sternyolk. Wieder stellten die antioxidativen Eigenschaften der 

Extrakte in ausgewählten biochemischen Testsystemen die Basis für den wertenden 

Vergleich. Das α - Tocopherolanalogon Trolox diente dabei als Vergleichssubstanz. 

Bei den Testsystemen handelte es sich um das hydrophile ABTS -  und X / XOD - 

System und um das lipophile Rose - Bengal - System und seine Variante mit 

Kupferzusatz. 

 

Vergleich der Extraktionsmittel 

Ein Extraktionsmittelvergleich ist anhand der Extraktes von Cyclopia genistoides und, 

aufgrund der Entfärbung unter Vorbehalt, anhand der Extrakte aus unfermentiertem 

Aspalathus linearis möglich. Wichtig für den Vergleich ist zunächst die Betrachtung 

der Leitsubstanzgehalte, die durch die Ethanol / Wasser - Extraktion leicht erniedrigt 

waren. Auch der Gehalt an löslichen Polyphenolen war bei den Ethanol / Wasser - 

Extrakten geringer. Im ABTS - System unterschieden sich die Extrakte nur gering-

fügig zugunsten der Ethanolextrakte. Für dieses System scheint die Polarität des 

Extraktionsmittels nur eine untergeordnete Rolle zu spielen, denn die Unterschiede 

im antioxidativen Verhalten korrelierten mit den Unterschieden in den 

Leitsubstanzgehalten. Andere Verhältnisse bot das Xanthin / Xanthinoxidase - 

System. Trotz niedrigerer Leitsubstanzgehalte waren die Mischextrakte doppelt bis 

dreimal so gut verglichen mit den reinen Ethanolextrakten. Auch im lipophilen Rose - 

Bengal - System ohne und mit Zusatz von Kupfer waren die Mischextrakte deutlich 

wirkungsvoller. Im Falle der vorliegenden Extrakte ist also eine Mischextraktion aus 

Ethanol und Wasser sinnvoll. Es werden zwar weder die Anteile an Leitsubstanzen 
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noch die Catechinäquivalente erhöht, dennoch ergibt sich eine deutliche 

Verbesserung der antioxidativen Kapazität. Anzunehmen ist, dass durch die 

Mischung von Ethanol (80 %) und Wasser (20 %) wirksame Substanzen mitextrahiert 

werden, die bei den ethanolischen Auszügen nicht zu finden sind. 

 

Der Einfluss der Entfärbung auf die Extrakte 

Sinn der Entfärbung war, die Extrakte vor allem für die Kosmetikindustrie zu 

konditionieren, da die grünliche Eigenfarbe eines Pflanzenextraktes für Produkte wie 

Hautcremes ungünstig ist. Die Auswirkungen der Entfärbung auf die antioxidativen 

Eigenschaften kann in vorliegender Untersuchung anhand der Extrakte aus 

unfermentiertem Rotbuschmaterial und anhand des Materials aus Cyclopia 

sessiliflora betrachtet werden. Zwischen den gefärbten und den entfärbten Extrakten 

gab es in den hydrophilen Systemen keine Unterschiede bezüglich ihrer 

antioxidativen Leistung. Im Gegensatz dazu bewirkte ein Entfärben der Extrakte in 

den lipophilen Systemen eine Aktivitätssteigerung. 

 

Vergleich der Polyphenolgehalte mit den Leitsubstanzkonzentrationen 

Auch wenn der Folin - Ciocalteau - Test keine zuverlässliche Bestimmung eines 

Gesamtpolyphenolgehaltes darstellt, sondern vielmehr die Menge an reduzierenden 

Substraten bestimmt, so gibt er doch Aufschluss über zusätzlich vorhandene 

antioxidative Komponenten (Vernon et al. 1998). Da die Kalibrierung (Daten nicht 

gezeigt) mit Catechin erfolgte, konnte der Weißtee - Extrakt mit einem Gehalt von 95 

% Catechinen bzw. Catechinderivaten, als Berechnungsgrundlage verwendet 

werden. Die mittels des Folin - Ciocalteu - Reagenz bestimmten Catechinäquivalente 

(CE) des Weißtee - Extraktes (581,6 µM) wurden gleich 95 % gesetzt. Die darüber 

für die anderen Extrakte berechneten prozentualen Anteile an Catechinäquivalenten 

konnten dann mit den prozentualen Anteilen an Leitsubstanzen graphisch verglichen 

werden (Abbildung 39). 
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Abbildung 39: Vergleich der Leitsubstanzegehalte (LS) mit den Polyphenolgehalten 
dargestellt in Catechinäquivalenten (CE) aus dem Folin - Ciocalteau - Test. 
Berechnungsgrundlage war der Leitsubstanzgehalt des Weißtee - Extraktes (WT). GT = 
Grüner Tee; RO = Rotbusch; HO = Honigbusch; WT = Weißer Tee; f = fermentiert; e = 
entfärbt; gen = genistoides; sess = sessiliflora 

 

Das Verhältnis der Polyphenol- und der Leitsubstanzgehalte (Abbildung 39) stimmte 

in soweit mit den in den Testsystemen erzielten Ergebnissen überein, dass die 

Extrakte mit den hohen Catechinäquivalentanteilen, also der Weißtee - Extrakt, der 

Grüntee - Extrakt und die Extrakte aus unfermentiertem Rotbusch auch die besten 

Ergebnisse in den Testsystemen erzielten. Die Catechinäquivalente (%) der Extrakte 

aus Camellia sinensis und Cyclopia genistoides stimmen in etwa mit den 

angegebenen Leitsubstanzanteilen (%) überein. Anders verhält es sich bei den 

Extrakten aus Aspalathus linearis und Cyclopia sessiliflora, deren Anteile an 

Catechinäquivalenten erheblich von den Leitsubstanzangaben abweichen. Wie 

bereits vermutet, lassen sich die guten antioxidativen Eigenschaften der Rotbusch - 

Extrakte und auch der Extrakte aus Cyclopia sessiliflora nicht allein auf deren 

Gehalten an Leitsubstanzen zurückführen. Der Grüntee - Extrakt und die Extrakte 

aus Cyclopia genistoides scheinen dagegen keine weiteren aktiven Inhaltsstoffe 

außer der angegebenen Leitsubstanzen, zu enthalten. 
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Profile der Pflanzenextrakte 

Tabelle 12 zeigt eine Übersicht und den Vergleich der in PHASE II untersuchten 

Extrakte anhand der verwendeten Testsysteme. Wie schon in PHASE I erleichtert ein 

einfaches, mit Hilfe der IC50 - Konzentrationen gefertigtes Punktesystem die Profil-

erstellung der einzelnen Extrakte. Wie in PHASE I wurde geringe Aktivität mit einem, 

gute mit zwei und sehr gute mit drei Punkten bewertet. Zusätzlich und im Gegensatz 

zu PHASE I gab es die Bewertung „ausgezeichnet“ mit vier Punkten.  

Tabelle 12: Vergleich der antioxidativen Eigenschaften der verschiedenen Extrakte in den 
unterschiedlichen Testsystemen; Schutz vor Oxidation: --- keine Aktivität; ∗ gering; ∗∗ gut; 
∗∗∗ sehr gut; ∗∗∗∗ ausgezeichnet 

 

ABTS Xanthin / 

XOD 

Rose - 

Bengal 

Rose - 

Bengal 

(+Cu2+) 

Gesamt 

Trolox ∗∗ ∗ ∗∗∗∗ ∗∗∗ 10 

Weißer Tee (WT) ∗∗∗∗ ∗∗∗∗ ∗∗∗∗ ∗∗∗∗ 16 

Grüntee (GT) ∗∗∗ ∗∗∗∗ ∗∗ ∗∗∗ 12 

Rotbusch unfermentiert (RO)  ∗∗∗ ∗∗∗ ∗ ∗∗∗ 10 

Rotbusch unfermentiert, entfärbt (RO(e)) ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗∗ 13 

Rotbusch fermentiert (RO(f)) ∗ ∗∗ ∗∗ ∗∗ 7 

Honigbusch ( HO gen1) ∗∗ ∗ ∗ ∗ 5 

Honigbusch (HO gen2) ∗ ∗∗ ∗∗∗ ∗∗ 8 

Honigbusch (HO sess) ∗ ∗∗ ∗∗∗ ∗∗ 8 

Honigbusch entfärbt (HO sess(e)) ∗ ∗∗ ∗∗∗ ∗∗∗ 9 

 

Als Kontrollsubtanz erreichte das wasserlösliche α - Tocopherolanalogon Trolox eine 

Bewertung von insgesamt zehn Punkten. 

Weit höhere Punktzahlen konnten durch die Extrakte aus Camellia sinensis (Weißtee 

- Extrakt = 16 Punkte; Grüntee - Extrakt = 12 Punkte) erzielt werden. Egal, ob in 

hydrophiler oder in lipophiler Matrix, der Weißtee - Extrakt war in allen Testsystemen 

der überragende Extrakt in den Untersuchungen. Dieser Extrakt könnte aufgrund 

seines extrem hohen Polyphenolgehaltes als weitere Vergleichssubstanz betrachtet 

werden. Der Grüntee - Extrakt hatte vor allem in den hydrophilen Testsystemen 

wesentlich bessere antioxidative Eigenschaften als Trolox. In den lipophilen 

Systemen war dagegen Trolox etwas besser.  
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Vergleichbar mit dem Grüntee - Extrakt und im Gegensatz zu Trolox lagen die 

Stärken der unfermentierten Rotbusch - Extrakte vor allem in den hydrophilen 

Testsystemen. Im besonderen der entfärbte Extrakt RO(e) (13 Punkte), aber auch 

der ethanolische Extrakt (RO, 10 Punkte) waren im Rose - Bengal - System mit 

Kupfer deutlich wirkungsvoller verglichen mit der kupferlosen Variante. Der 

fermentierte Rotbusch - Extrakt (RO(f), 7 Punkte) hatte ein deutlich vermindertes 

antioxidatives Potenzial gegenüber den unfermentierten Extrakten und Trolox. 

Die Honigbusch - Extrakte hatten in lipophiler Matrix deutlich größere Einflüsse auf 

die generierten reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) als in hydrophiler Matrix. Ihr 

Verhalten ähnelte damit am ehesten dem von Trolox. Die Extrakte aus Cyclopia 

sessiliflora (8 und 9 Punkte) hatten, trotz wesentlich geringeren Anteilen an 

Leitsubstanzen, ähnliche bis bessere antioxidative Eigenschaften verglichen mit den 

Extrakten aus Cyclopia genistoides (5 und 8 Punkte). 

 

Im Gesamtbild ist der unfermentierte, entfärbte Extrakt aus Aspalathus linearis 

(RO(e)) nach dem Weißtee - Extrakt aus Camellia sinensis der antioxidativ wirk-

samste, innovativste und aufgrund seines wenig bekannten Wirkstoffes Aspalathin 

auch der interessanteste der untersuchten Pflanzenextrakte. Dies führte zu der 

Entscheidung, ihn für die Pilotstudie zur Bioverfügbarkeit einzusetzen. 
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5 Ergebnisse (Phase III) 

5.1 Ziel und Vorgehensweise 

Eine gesunde, abwechslungsreiche Ernährung vermindert das Risiko, an 

sogenannten Volkskrankheiten wie Herzinfarkt, Krebs, Arteriosklerose und Arthritis 

zu erkranken. Diese allgemein bekannte Tatsache sucht ihre wissenschaftliche 

Bestätigung in mehreren Tier- und Humanstudien (Anderson et al. 1997; van den 

Berg et al. 2001; Samman et al. 2003). Vor allem Pflanzeninhaltsstoffe aus der 

Gruppe der Flavonoide werden für den Schutz vor oben genannten Krankheiten 

verantwortlich gemacht. Dabei ist über ihren Metabolismus verhältnismäßig wenig 

bekannt. Um die Bioverfügbarkeit von bestimmten Substanzen nachweisen zu 

können, ist aber die Kenntnis von Ort, Zeit und Art der eventuell entstandenen 

Metaboliten nötig. Für wenig erforschte Substanzen, wie z.B. das Aspalathin 

(Leitsubstanz des Rotbusch - Extraktes) würde solch ein analytischer Nachweis der 

Metaboliten einen enormen Zeit- und Kostenaufwand bedeuten.  

Die in PHASE II gezeigte sehr gute antioxidative Kapazität des unfermentierten, 

entfärbten Rotbusch - Extraktes (RO(e)) führte zu großem Interesse an der 

Bioverfügbarkeit dieses Pflanzenextraktes. Die Idee war, mit Hilfe der bereits 

etablierten und in PHASE I und PHASE II verwendeten biochemischen Testsysteme, 

den Weg des analytischen Nachweises zu umgehen und die Bioverfügbarkeit indirekt 

über die Auswirkung der Einnahme von Rotbusch - Extrakt auf die antioxidativen 

Eigenschaften von Blutplasma zu untersuchen. 

Die Studie zur Bioverfügbarkeit von Rotbusch - Extrakt wurde als Pilotstudie 

konzipiert. Die freiwilligen Teilnehmer wurden ausführlich über den Ablauf der Studie 

aufgeklärt und hatten jederzeit die Möglichkeit, die verantwortlichen Wissenschaftler 

zu kontaktieren und die Studie selbstbestimmt abzubrechen. Bei den Probanden 

handelte es sich um gesunde Personen im Alter zwischen 20 und 40 Jahren. Sie 

unterteilten sich in zwei Gruppen, eine Rauchergruppe und eine Nichtrauchergruppe, 

die jeweils zur Hälfte aus Männern und Frauen bestanden. Durch den Vergleich von 

Rauchern und Nichtrauchern sollte ein möglicher Effekt der Rotbuscheinnahme 

verdeutlicht werden, da man nach Hippeli et al. 2003 davon ausgehen muss, dass 

der antioxidative Status von Raucherplasma im allgemeinen niedriger ist als der von 

Nichtraucherplasma. Der BMI (Body Mass Index = m2 / kg) der Probanden lag 

zwischen 18 und 30. Die während der Laufzeit angefertigten Ernährungsprotokolle 
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dienten vor allem dazu, eventuell auftretende Besonderheiten erklären zu können. 

Zur leichteren Einnahme wurde der unfermentierte, entfärbte Rotbusch - Extrakt 

(RO(e)) in Tablettenform gepresst. Der Pressling enthielt 250 mg des Extraktes mit 

einem Aspalathingehalt von 15 %. Um die Aufnahme von Aspalathin im Dünndarm 

zu gewährleisten, war der Pressling mit einer magensaftresistenten Schicht 

umgeben. Die Studie war über einen Zeitraum von insgesamt drei Wochen angelegt. 

Die erste Woche diente der „Einstellung“ und „Reinigung“ des Plasmas der 

Probanden. In dieser „Vorlaufzeit“ wurde von den Teilnehmern der Studie ein 

individueller „Diätplan“ erstellt, der während der Supplementierungsphase 

eingehalten wurde, um so einen annähernd gleichbleibenden Anteil an 

Antioxidanzien in der Nahrung für die Dauer der Studie zu gewährleisten. Generell 

stand nicht übermäßig viel rotes bzw. buntes Obst und Gemüse auf dem Speiseplan. 

Auf die Einnahme von Vitaminpräparaten, auf Rotbuschtee und Grünen Tee sowie 

auf Rotwein wurde vollständig verzichtet. Ein Schema des Studiendesigns zeigt 

Abbildung 40. 

 

 

Flavonoidarme 
Ernährung

Vorlaufzeit

Tag 1 bis Tag 7

Extrakteinnahme
250 mg

Blutabnahme
„Vorher“

Blutabnahme
„Nachher“

Tag 8 bis Tag 21

Tag 8
nüchtern

Tag 22
nüchtern

Führen eines Ernährungsprotokolls

Flavonoidarme 
Ernährung

Extrakteinnahme
250 mg

morgens

abends

Flavonoidarme 
Ernährung

Vorlaufzeit

Tag 1 bis Tag 7

Extrakteinnahme
250 mg

Blutabnahme
„Vorher“

Blutabnahme
„Nachher“

Tag 8 bis Tag 21

Tag 8
nüchtern

Tag 22
nüchtern

Führen eines Ernährungsprotokolls

Flavonoidarme 
Ernährung

Extrakteinnahme
250 mg

morgens

abends

 

Abbildung 40: Konzeption der Pilotstudie zur Bioverfügbarkeit von Rotbusch - Extrakt 

 

Im Anschluss an die einwöchige „Vorlaufzeit“ erfolgte die erste Blutabnahme 

(nüchtern an Tag 8 = „Vorher“). Für die Plasmagewinnung wurden 60 ml Vollblut von 

jedem Probanden benötigt. Zusätzlich wurden über ein externes Labor verschiedene 
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Blutparameter wie großes Blutbild, Harnsäurespiegel und die Blutfettwerte bestimmt. 

Im Anschluss an die Blutabnahme („Vorher“) wurde mit der zweiwöchigen 

Supplementierung begonnen. Die Presslinge (250 mg RO(e)) wurden zweimal täglich 

eingenommen. Die zweite Blutabnahme (nüchtern an Tag 22 = „Nachher“) erfolgte 

am Tag nach der Einnahme des letzten Presslings. Für die Plasmagewinnung 

wurden diesmal 80 ml Vollblut abgenommen, um zusätzlich eine Analytik des 

Plasmas zu ermöglichen. Wieder wurden durch ein externes Labor verschiedene 

Blutparameter (großen Blutbild, Blutfettwerte und Harnsäuregehalte) bestimmt. 

5.2 Blutparameter aus Vollblut 

Als Beispiel für die durch ein medizinisches Labor gemessenen Blutwerte werden in 

der nachfolgenden Tabelle 13 die Messwerte eines Probanden vor und nach 

14tägiger Einnahme von Rotbusch - Extrakt gezeigt (Tabelle 13). 

Tabelle 13: Blutwerte eines Probanden innerhalb der Pilotstudie zur Bioverfügbarkeit von 
Rotbusch - Extrakt 

 Blutparameter Einheit Normalwert Vorher Nacher 

Blutbild  Erythrozyten / pl 4,1 - 5,9 4,17 4,24 

(groß) Hämoglobin g / dl 14 - 18 13,2 13,4 

 HABE (MHC)  pg 27 - 32 31,7 31,6 

 MCV  fl 82 - 101 95,9 94,6 

 Hämatokrit % 36 - 52 40 40,1 

 MCHC  g / dl 32 - 36 33 33,4 

 Thrombozyten Tsnd / µl 140 - 400 277 264 

 Leukozyten 

• Segmentkernige 

• Lymphozyten 

• Monozyten 

• Basophile 

• Eosinophile 

/nl 
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 Blutparameter Einheit Normalwert Vorher Nacher 

Harnsäurespiegel Harnsäure mg / dl 3,5 - 7,0 4,22 4,19 

Blutfettwerte Cholesterin mg / dl 120 - 200 203 213 

 Triglyceride mg / dl 74 - 172 90 95 

 HDL - Cholesterin mg / dl > 55 58 63 

 LDL  - Cholesterin g / dl < 135 118 112 

 LDL / HDL  < 3,5 2 1,8 

 

Eine signifikante Beeinflussung der Parameter des großes Blutbildes war bei keinem 

der Probanden gegeben (Daten nicht gezeigt). 

 

Die Harnsäure gilt als potentes endogenes Antioxidans. Daher war für die 

Fragestellung, ob sich das antioxidative Potenzial des Probandenplasmas nach 

Rotbusch - Einnahme ändert, die genauere Betrachtung der Harnsäuregehalte wich-

tig (Abbildung 41 und Abbildung 42). 
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Abbildung 41: Harnsäuregehalte der Nichtraucher vor und nach 14tägiger Einnahme von 
Rotbusch - Extrakt 
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Abbildung 42: Harnsäuregehalte der Raucher vor und nach 14tägiger Einnahme von 
Rotbusch - Extrakt 

 

Der Gehalt an Harnsäure im Vollblut war, unabhängig vom Geschlecht, bei allen 

Probanden der Nichtrauchergruppe und sieben Probanden der Rauchergruppe nach 

Supplementierung mit Rotbusch - Extrakt deutlich niedriger als „vorher“. 

 

Der Einsatz des Probandenplasmas in der kupferinduzierten LDL - Oxidation machte 

auch die detaillierte Darstellung der Blutfettwerte sinnvoll. Tabelle 14 und Tabelle 15 

zeigen den LDL / HDL - Quotienten mit gegenläufigen Effekten bei Nichtrauchern 

und Rauchern. Bei sieben Probanden der Nichtrauchergruppe war der Quotient nach 

Beendigung der Studie erniedrigt, zweimal blieb er gleich und einmal erhöhte er sich 

leicht. Innerhalb der nichtrauchenden Frauen gingen die HDL - Werte hoch, was die 

Erniedrigung des LDL / HDL - Quotienten verursachte. Innerhalb der nicht-

rauchenden Männer folgten die Unterschiede die zur Erniedrigung des Quotienten 

führten keiner Regelmäßigkeit. Bei der Gruppe der Raucher war der Quotient 

dagegen nachher siebenmal größer und zweimal kleiner und einmal blieb er gleich. 

Dabei blieb der HDL - Wert konstant, während sich der LDL - Wert erhöhte. 
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Tabelle 14: LDL und HDL Gehalte der Nichtraucher vor und nach 14tägiger Einnahme von 
Rotbusch - Extrakt 

Proband vorher   nachher   

Nichtraucher LDL 

[mg / dl] 

HDL 

[mg / dl] 

LDL / HDL LDL 

[mg / dl] 

HDL 

[mg / dl] 

LDL / HDL 

K 107 57 1,9 101 56 1,8 

L 119 59 2 104 55 1,9 

M 137 70 2 142 82 1,7 

N 97 57 1,7 106 64 1,7 

O 124 66 1,9 100 65 1,5 

P 87 61 1,4 106 69 1,5 

Q 118 68 1,7 112 77 1,5 

R 106 71 1,5 123 85 1,4 

S 103 61 1,7 95 60 1,6 

T 70 107 0,7 87 124 0,7 

 

Tabelle 15: LDL und HDL Gehalte der Raucher vor und nach 14tägiger Einnahme von 
Rotbusch - Extrakt 

Raucher LDL 

[mg / dl] 

HDL 

[mg / dl] 

LDL / HDL LDL 

[mg / dl] 

HDL 

[mg / dl] 

LDL / HDL 

A 98 65 1,5 137 74 1,9 

B 161 67 2,4 116 49 2,4 

C 78 78 1 92 77 1,2 

D 81 55 1,5 84 54 1,6 

E 131 43 3 139 43 3,2 

F 137 52 2,6 159 56 2,8 

G 68 86 0,8 80 91 0,9 

H 123 46 2,7 111 57 1,9 

I 111 72 1,5 130 75 1,7 

J 118 58 2 112 63 1,8 
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5.3 Kupferinduzierte LDL - Oxidation 

In diesem Testsystem konnte kein signifikanter LDL - Oxidationsschutz nach 

14tägiger Supplementierung mit Rotbusch - Extrakt festgestellt werden. Abbildung 43 

zeigt beispielhaft den Verlauf der kupferinduzierten LDL - Oxidation mit aus Pro-

bandenplasma isoliertem LDL ohne nennenswerte Verschiebung der Lagphase. 

Aufgrund der großen Schwankungen in dieser in vivo - Untersuchung, kann von einer 

Verschiebung der Lagzeiten erst ab einer Differenz von 30 min ausgegangen 

werden. Im Gegensatz zu den guten Ergebnissen, die der Rotbusch - Extrakt im in 

vitro System in PHASE I erzielte, konnte nach der Supplementierung von Probanden 

mit diesem Extrakt kein zusätzlicher Oxidationsschutz gemessen werden. 
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Abbildung 43: Bioverfügbarkeitsstudie; Cu - induzierte LDL - Oxidation: Lagphasenver-
schiebung durch Probandenplasma (exemplarisch) vor und nach Einnahme von Rotbusch - 
Extrakt RO(e) 
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5.4 Plasma im ABTS - System 

Im ABTS - System sinkt die ABTS - Radikalkonzentration mit steigender antioxidati-

ven Kapazität der untersuchten Substanz. Der Einsatz von Humanplasma im ABTS - 

System erforderte eine Verdünnung des Plasmas (1 : 10) mit Phosphatpuffer pH 7,4. 

Von dieser verdünnten Probe wurden 10 µl eingesetzt. Anhand der in Abbildung 44 

und Abbildung 45 dargestellten Ergebnisse ist die generelle antioxidative Kapazität 

von Blutplasma deutlich zu erkennen („Vorher“ - Werte). Bereits geringste Plasma-

mengen, wie sie hier eingesetzt wurden, hemmten die ABTS - Bildungsrate bereits 

zu über 50 %. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Individuen waren sehr 

gering. Signifinkante Unterschiede im antioxidativen Status des Plasmas vor und 

nach der Einnahme von Rotbusch - Extrakt konnten im ABTS - System weder bei 

Nichtrauchern noch bei Rauchern festgestellt werden (Abbildung 44 und Abbildung 

45). 
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Abbildung 44: Bioverfügbarkeitsstudie; ABTS - System: Antioxidativer Status des Pro-
bandenplasmas (Nichtraucher) vor und nach Einnahme von Rotbusch - Extrakt (500 mg / d; 
14 Tage lang) 
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Abbildung 45: Bioverfügbarkeitsstudie; ABTS - System: Antioxidativer Status des Pro-
bandenplasmas (Raucher) vor und nach Einnahme von Rotbusch - Extrakt (500 mg / d;      
14 Tage lang) 

 

5.5 Plasma im Xanthin / Xanthinoxidase - System 

Im Xanthin / Xanthinoxidase - System korreliert die Freisetzung von Ethen mit der 

Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Die maximale ROS - Bildung wurde 

in der Kontrollreaktion ohne den Zusatz von Plasma bestimmt und entspricht 100 %. 

Den Ansätzen wurden jeweils 300 µl des jeweiligen Probandenplasmas zugesetzt. 

Die antioxidative Kapazität des Probandenplasmas wurde in Form der gemessenen 

Ethenmengen bestimmt, wobei eine Erniedrigung der aus KMB freigesetzten Menge 

an Ethen eine Erhöhung der antioxidativen Kapazität des Plasmas bedeutete 

(Abbildung 46 und Abbildung 47). Im Gegensatz zum ABTS - System wurden im 

Xanthin / Xanthinoxidase - System erhebliche Unterschiede zwischen den einzelnen 

Individuen deutlich. Das „vorher“ - Plasma einiger Probanden hemmte das System 

bereits zu 70 % (Proband P, D, E), während das ebenfalls „vorher“ - Plasma anderer 

Probanden die Ethenfreisetzung lediglich um 40 % (Proband K, N, F, I) reduzierte. 

Dabei waren keine Regelmäßigkeiten innerhalb der Gruppen (Raucher, Nichtraucher, 

Männer, Frauen) vorhanden. Deutliche Unterschiede gab es aber zwischen den 

„vorher“ -  und den „nachher“ - Proben. Sowohl bei den Rauchern, als auch bei den 

Nichtrauchern war die antioxidative Kapazität des „nachher“ - Plasmas, bis auf zwei 
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Ausnahmen (Probanden N und B), signifikant (p < 0,05) geringer als die des „vor   

her“ - Plasmas. Dabei variierten die Differenzen von einer Senkung der antioxidativen 

Kapazität um weniger als 10 % (Probanden L, D, E, H, J), wobei es sich hier, mit 

Ausnahme von Proband L, um Nichtraucher handelte, bis zu einer völligen 

Aufhebung der Systemhemmung (Proband Q und G) und damit zu einer Steigerung 

der Ethenproduktion um 60 %. 
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Abbildung 46: Bioverfügbarkeitsstudie; Xanthin / Xanthinoxidase - System: Antioxidativer 
Status des Probandenplasmas (Nichtraucher) vor und nach Einnahme von Rotbusch - 
Extrakt (500 mg / d; 14 Tage lang) 

 



Ergebnisse (PHASE III)   100 

0

20

40

60

80

100

120
Raucher

au
s 

K
M

B
 fr

ei
ge

se
tz

te
 

M
en

ge
 a

n 
E

th
en

 [%
]

[%] Vorher 47,4 49,7 47,0 31,6 33,7 52,7 42,9 39,9 54,7 36,2

[%] Nachher 83,1 38,8 80,3 39,4 37,9 60,2 101,2 45,2 59,2 44,5

A B C D E F G H I J

*

*

*

*

*

*
*

*

*
*

* = signifikant, p > 0,05

Männer Frauen

 

Abbildung 47: Bioverfügbarkeitsstudie; Xanthin / Xanthinoxidase - System: Antioxidativer 
Status des Probandenplasmas (Raucher) vor und nach Einnahme von Rotbusch - Extrakt 
(500 mg / d; 14 Tage lang) 

 

5.6 Hämoglobin - und Proteingehalte im Blutplasma 

Durch die Zerstörung von Erythrozyten während der Blutabnahme wird Hämoglobin 

freigesetzt, das zum einen in der Lage ist, das Xanthin / Xanthinoxidase - System 

durch Bildung sogenannter Pseudo - Peroxidasen zu hemmen, zum anderen besteht 

die Gefahr, das Eisenionen das empfindliche X / XOD - System stören. Die Hämo-

globingehalte der „vorher“ - Proben unterschieden sich zum Teil deutlich von den 

Hämoglobingehalten der „nachher“ - Proben (Abbildung 50 und Abbildung 51). Dabei 

war die Hämoglobinkonzentration der „nachher“ - Plasmaproben bei 14 Probanden 

niedriger als die der „vorher“ - Plasmaproben. Aufschluss über einen Zusammenhang 

mit den Ergebnissen des Xanthin / Xanthinoxidase - Systems gaben aber die 

Probanden mit den gegenläufigen Effekten (Proband P, A, D, E, und J), bei denen 

trotz Erniedrigung des Hämoglobingehaltes, zum Teil erhebliche prooxidative Effekte 

im X / XOD - System vorlagen. Eine Ausnahme bildete Proband N, der sowohl eine 

höhere Hämoglobinkonzentrationen als auch eine bessere, aber nicht signifikante, 

antioxidative Kapazität im X / XOD - System hatte. Zusätzlich konnten die minimalen 

Unterschiede in den Hämoglobingehalten der Plasmaproben unmöglich die zum Teil 

sehr großen Effekte im X / XOD - System hervorrufen. 
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Abbildung 48: Nichtraucher, Hämoglobinkonzentration im Probandenplasma vor und nach 
Einnahme von Rotbusch – Extrakt 
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Abbildung 49: Raucher, Hämoglobinkonzentration im Probandenplasma vor und nach 
Einnahme von Rotbusch - Extrakt 
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Bekanntermaßen tragen auch Proteine, wie z.B. das Serumalbumin, zum antioxi-

dativen Potenzial des Plasmas bei. Um mögliche Effekte bezüglich der antioxidativen 

Kapazität auf veränderte Proteingehalte ausschließen zu können, wurde mit Hilfe des 

Bradford - Assays die Proteinkonzentration in den einzelnen Plasmaproben bestimmt 

(Abbildung 50 und Abbildung 51). Eine höhere Proteinkonzentration „nachher“, wie 

sie bei den Probanden L, M, N, R, T, E, G, H und J bestimmt wurde, müsste 

demnach mit einer Aktivitätssteigerung desselben Plasmas im X / XOD - System 

einhergehen. Dies ist aber nur bei Proband N (nicht signifikant) der Fall. Dies und die 

Tatsache, das große Effekte im X / XOD - System, wie z.B. bei den Probanden P, Q 

und G, nicht mit extremen Erniedrigungen der Proteingehalte einhergehen, sprechen 

gegen einen Einfluss von Veränderungen der Plasmaproteingehalte auf das 

Ergebnis im Xanthin / Xanthinoxidase - System. 
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Abbildung 50: Nichtraucher, Proteinkonzentration im Probandenplasma vor und nach 
Einnahme von Rotbusch - Extrakt 
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Abbildung 51: Raucher, Proteinkonzentration im Probandenplasma vor und nach Einnahme 
von Rotbusch - Extrakt 

 

Fazit: 

In der Pilotstuidie zur Bioverfügbarkeit von Rotbusch - Extrakt ergaben sich keine 

signifikanten Veränderungen innerhalb der Parameter des Großen Blutbildes und der 

Blutfettwerte. Der Harnsäurespiegel war bei allen Probanden nach der Einnahme von 

Rotbusch - Extrakt leicht erniedrigt. Die antioxidative Kapazität des Probandenplas-

mas blieb im ABTS - System und in der kupferinduzierten LDL - Oxidation unverän-

dert, dafür war sie im Xanthin / Xanthinoxidase - System nach der Supplementierung 

deutlich geringer, was weder durch den erniedrigten Harnsäurespiegel noch durch 

veränderte Hämoglobin- bzw. Proteingehalte im Plasma erklärt werden konnte. 
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6 Diskussion 

Die antioxidativen Eigenschaften verschiedener Substanzen hängen von den 

gegebenen Strukturmerkmalen, Konzentrationen, der Löslichkeit und der Verfüg-

barkeit von aktiven Gruppen für das Oxidans und der Stabilität der entstehenden 

Reaktionsprodukte ab (Salah et al. 1995; Guo et al. 1999). Antioxidanzien können 

reaktive Verbindungen direkt eliminieren oder aber auf Umwegen wirken, indem sie 

ein anderes reduzierendes Agens wie zum Beispiel das α - Tocopherol regenierieren 

(Patel et al. 2001), oder synergistische Effekte sind für die antioxidative Kapazität 

mitverantwortlich (Fuhrmann et al. 2000; Milde et al. 2004). Tabelle 16 bietet eine 

Übersicht der verwendeten biochemischen Testsysteme, den darin generierten 

reaktiven Verbindungen und den möglichen Wirkungsweisen eingesetzter Antioxi-

danzien. 

Tabelle 16: Übersicht über die biochemischen in vitro Testsysteme; generierte Oxidanzien 
und möglich Wirkungsweisen von Antioxidanzien 

Testsystem Matrix Oxidanzien Wirkung Antioxidanzien 

Fenton hydrophil Hydroxylradikal OH• 

Wasserstoffperoxid H2O2 

Eisenionen Fe2+ 

ROS - abfangend 

 

Fe2+ - komplexierend 

Peroxynitrit hydrophil Peroxynitrit ONOO- RNS - Scavenger 

ABTS hydrophil Ferrylradikalkation 

ABTS - Radikal (ABTS•) 

Radikal - löschend 

Xanthin / 

Xanthinoxidase (X / 

XOD) 

hydrophil Hydroxylradikal OH• 

Superoxidradikalanion O2
•- 

Wasserstoffperoxid H2O2 

Eisenionen Fe2+ 

ROS - abfangend 

XOD - hemmend 

Fe2+ - komplexierend 

Rose - Bengal (LPO) lipophil Singulettsauerstoff 1O2 

Radikale der LPO (ROO•, 

RO•, OH•) 

1O2 - quenchend 

Licht - absorbierend 

ROS - Scavenger 

Rose - Bengal (Cu2+) 

(LPO) 

lipophil Singulettsauerstoff 1O2 

Radikale der LPO (ROO•, 

RO•, OH•) 

Cu2+ - Ionen 

1O2 - Quenchend 

Licht - absorbierend 

ROS - abfangend 

Cu2+ - komplexierend 

Cu2+ - induzierte LDL - 

Oxidation 

lipophil ROS 

Lipidradikale, OH•,Cu2+ 

ROS - abfangend 

Cu2+ - komplexierend 
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Auffallend ist die Wirkmöglichkeit von Antioxidanzien als Scavenger (= Fänger) von 

ROS und RNS in allen Systemen. Tatsächlich spielen „Scavenger“ - Eigenschaften 

für Antioxidanzien eine übergeordnete Rolle. Substanzen, die aufgrund ihrer 

chemischen Struktur die Möglichkeit haben, ROS und RNS zu reduzieren, werden im 

allgemeinen als gute Antioxidanzien angesehen. In allen Testsystemen, mit Aus-

nahme des Peroxynitrit - Systems, spielen Radikale eine wichtige Rolle. Aufgrund der 

Gemeinsamkeit der generierten Radikale und ihrer Eliminierung über „Radikalfänger“ 

befasst sich die Diskussion zunächst mit den möglichen radikalfangenden Eigen-

schaften der Leitsubstanzen, bevor dann die Pflanzenextrakte in den biochemischen 

in vitro Systemen separat behandelt werden. Dabei werden die hydrophilen 

Testsysteme, die ausschließlich in PHASE I behandelt wurden (Fenton -  und Peroxy-

nitrit - System), zuerst diskutiert. Anschließend folgt die Diskussion aller Systeme, die 

Bestandteil der ersten und zweiten Untersuchungsphase waren (ABTS - , X / XOD - 

und Rose - Bengal - System). Auf Unterschiede zwischen den verschiedenen Emul-

gatoren wird dabei nicht weiter eingegangen, da diese in der Bewertung der ersten 

Untersuchungsphase ausführlich behandelt wurden. Alle Angaben beziehen sich auf 

die IC50 - Konzentrationen und den Emulgator Sternyolk. Die, nur in PHASE I behan-

delte, kupferinduzierte LDL - Oxidation dient als Überleitung und wird der anschlie-

ßend diskutierten Pilotstudie zur Bioverfügbarkeit von Rotbusch - Extrakt (PHASE III) 

vorangestellt. 

6.1 Strukur - Aktivitäts - Beziehungen 

6.1.1 Radikalfangende Eigenschaften der Extraktinhaltsstoffe 

Um die Zusammenhänge zwischen antioxidativer Kapazität und der gegebenen 

Strukturmerkmale zu erleichtern, zeigt Abbildung 52 nochmals die Flavonoid - Grund-

struktur, da ein Großteil der Extraktinhaltsstoffe Flavonoide sind. Zum Teil lassen 

sich aber auch die für Flavonoide gültigen Strukur - Aktivitäts - Beziehungen auf 

andere phenolische Verbindungen übertragen. 
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Abbildung 52: Flavanskelett 
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Benachbarte OH - Gruppen an C3’ und C4’ (ortho - Dihydroxystruktur) und idealer-

weise auch an C5’ (ortho - Trihydroxystruktur) an Ring B sind die wichtigsten 

radikalfangenden Strukturen bei Flavonoiden (Cao et al. 1997; Cotelle et al. 1996). 

Noch bessere radikalfangende Eigenschaften haben Flavonoide mit einer zusätz-

lichen Doppelbindung zwischen C2 und C3, verbunden mit einer Oxogruppe an C4 

(van Acker et al. 1996 (1)). Mit einer OH - Gruppe an C3 (van Acker et al. 1996 (2)), 

erhält man über Wasserstoffbrückenbindungen das ideale Flavonoid, ein planares 

Molekül mit optimalen Bindungslängen für ein konjugiertes System. Substanzen, die 

keine benachbarten OH - Gruppen an Ring B tragen, dafür aber an Ring A mit OH - 

Gruppen substituiert sind (C5 und C7), haben auch radikalfangende Eigenschaften. 

Dies führt zu der Regel, dass mit sinkender Anzahl der OH - Gruppen an Ring B die 

Anzahl der OH - Gruppen an Ring A an Bedeutung gewinnen. Der Mechanismus, mit 

dem Flavonoide als Scavenger wirken, beruht auf Wasserstoffatomdonation (Rice - 

Evans et al. 1996). Die Abgabe von H - Atomen ist vor allem deshalb möglich, weil 

die aromatischen Ringe der Flavonoide die Stabilisierung der entstehenden 

radikalischen Stellen durch ihr konjugiertes π - Elektronensystem ermöglichen. Die 

vereinfachte Darstellung der Reaktion: HO• + Flavonoid - OH → H2O + Flavonoid - 

O•  zeigt die Wichtigkeit der Hydroxylgruppen für die antioxidative Wirksamkeit 

von Flavonoiden gegenüber Radikalen, wobei stellvertretend das aggressive OH - 

Radikal in der Reaktionsformel dargestellt ist (Arora et al. 1998). 

 

Die astringierenden, farblosen und wasserlöslichen Catechine, wie sie in Camellia 

sinensis überwiegend zu finden sind, gehören zur Stoffgruppe der Flavonoide. Sie 

zeichnen sich durch ortho - Dihydroxystrukturen (Epicatechin, EC) und ortho - Trihy-

droxystrukturen (Epigallocatechin, EGC) an Ring B aus (Abbildung 53). Sie haben 

keine Doppelbindung zwischen C2 und C3, womit ihnen ein wichtiger Stabilitätsfaktor 

fehlt, denn durch diese Bindung mit einer zusätzlichen Oxogruppe an C4 ergäbe sich 

das schon erwähnte planare Molekül mit idealen Vorraussetzungen für die 

Eliminierung von Radikalen. 
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Abbildung 53: Catechin - Grundgerüst     Gallatrest 

Epicatechin: R1=R2=H; 

Epicatechingallat: R1=H; R2=Gallatrest; 

Epigallocatechingallat: R1=OH; R2=Gallatrest 

 

 

Wenn auch nicht ganz planar, sind die Catechine doch als überragend gute 

Radikalscavenger bekannt (Ueda et al. 1996; Plumb et al. 1998). Die Besonderheit 

dieser Pflanzeninhaltsstoffe ist ihre Kondensation mit Gallussäure und die daraus 

entstehenden Epicatechingallate (ECG) und Epigallocatechingallate (EGCG). 

Zusätzlich ist eine Kondensierung der Catechine untereinander möglich. Nach Salah 

et al. (1995) und Guo et al. (1999) hängen die Scavengereigenschaften der 

verschiedenen Catechinmoleküle von der Anzahl an ortho - Dihydroxy - und ortho - 

Hydroxyketogruppen, vom Vorhandensein der C2 - C3 - Doppelbindung, ihrer Kon-

zentration im Ansatz, ihrer Löslichkeit, der Verfügbarkeit von aktiven Gruppen für das 

Oxidans und der Stabilität des Reaktionsproduktes ab. Die dominierende Substanz in 

den beiden Extrakten aus Camellia sinensis ist das Epigallocatechingallat, das im 

Grüntee - Extrakt (GT) zu 23,3 % und im Weißtee - Extrakt (WT) zu 45 % zu finden 

ist. Bors und Michel (1999) führen die auffallend guten antioxidativen Eigenschaften 

der Gallatcatechine auf die zusätzlichen ortho - Di -  bzw. - Trihydroxystrukturen am 

Gallatrest des Epicatechingallats (ECG) und des Epigallocatechingallats (EGCG) 

zurück. Dabei hatten Mischungen der verschiedenen Catechinderivate eine höhere 

antioxidative Kapazität als die Einzelsubstanzen (Bors et al. 2001). 

 

Dihydrochalkone, wie das Pentahydroxydihydrochalkon Aspalathin aus Aspalathus 

linearis, sind Flavonoidvorläufer. Ihnen fehlt der Ringschluss zum heterozyklischen 

Ring C, der aber sehr leicht schon bei einer Änderung des pH - Wertes, erfolgen 
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kann. Das Aspalathin (Abbildung 54) zeigt einige Strukturmerkmale, welche die sehr 

guten antioxidativen Eigenschaften des Rotbusch - Extraktes durch Scavenger - 

Aktivität erklären könnten. Diese Merkmale sind ortho - Dihydroxystrukturen am „Ring 

B“, drei weitere OH - Gruppen am „Ring A“ und eine Ketogruppe am offenen „Ring C“ 

an C4. 

 

OH

OH O

OH
OH

Glc OH

 

Abbildung 54: Aspalathin (Glc = Glucose) 

 

Beim Vorhandensein freier OH - Gruppen und einer Verbindung der Ringe A und B 

untereinander ist ein geschlossener Ring C nicht unbedingt für die Aktivität 

ausschlaggebend, denn Chalkone sind als gute Antioxidanzien bekannt (Mathiesen 

et al. 1997). An C6 (Ring A) befindet sich eine kovalent gebundene Glucose. Im 

Gegensatz zu den Catechinen des Grünen Tees handelt es sich beim Aspalathin um 

eine monomer vorliegende Substanz (Joubert 1994), für die bisher keine Struktur - 

Aktivitäts - Beziehungen beschrieben sind. Die Fermentationsprodukte des 

Aspalathins sind Orientin und Isoorientin. Es handelt sich dabei um die 

korrespondierenden Flavone zu Aspalathin, die sich durch benachbarte OH - 

Gruppen am Ring B, zwei OH - Gruppen an Ring A und einer Doppelbindung 

zwischen Position 2 und 3 auszeichnen (Ferreira 1998 (2)) und damit gute 

radikalfangende Eigenschaften bzw. H - Donorfunktion vermuten lassen. Nach 

Dziedizic et al. (1985) und von Gadow et al. (1997 (1)) sind Flavone weniger aktiv als 

ihre korrespondierenden Chalkone und diese sind wiederum weniger aktiv als ihre 

korrespondierenden Dihydrochalkone. Standley et al. (2001) beschreiben ein 

höheres antioxidatives Potenzial für unfermentierten Rotbusch. Für Aspalathin 

konnten bereits bessere radikalfangende Eigenschaften verglichen mit α - 

Tocopherol und dem synthetischen Antioxidans BHT gezeigt werden (von Gadow et 

al. 1997 (2)). 

Das Hesperidin aus Cyclopia spec. ist ein Flavonoid, bei dem im Gegensatz zum 

Aspalathin an Ring B die Position 4’ mit einer Methoxygruppe substituiert ist. Dies 

bedingt einen schwächenden Effekt auf die Scavengereigenschaften durch H - 
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Donation (Arora et al. 1998; Cao et al. 1997). Weiterhin ist das Hesperidin mit einer 

Ketogruppe an C4 und einer Hydroxylgruppe an C2’, C5’ und C5 substituiert. Die O - 

Rutinose (Glucose - Rhamnose) befindet sich an C7. In Untersuchungen von van 

Acker et al. (1996 (1)) waren die radikalfangenden Eigenschaften von Hesperidin 

aber immer noch besser als die von Naringin und Naringenin, denen die 

Methoxygruppe fehlt und die sich nur durch eine einzelne OH - Gruppe an C4’ 

auszeichnen. Die weiterhin quantifizierten Inhaltsstoffe des Honigbusches, 

Mangiferin bzw. Isomangiferin, gehören nicht zu der Gruppe der Flavonoide, sondern 

zu den Xanthonen. Strukturell handelt es sich dabei ebenfalls um Verbindungen aus 

drei Ringen, von denen zwei aromatisch sind (analog Ring A und Ring B der 

Flavonoide). Die aromatischen Ringe A und B stehen über einen heterozyklischen 

Ring miteinander in Verbindung und haben jeweils zwei OH - Substituenten. Die OH - 

Gruppen an Ring A stehen in ortho - Stellung und bieten damit die ideale Struktur 

eines polyphenolischen Antioxidans (Sato et al. 1992). 
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Abbildung 55: Mangiferin     Hesperidin  

(Glc = Glucose)    (Ru = Rutinose; Me = CH3) 

 

 

Für Rosmarin - Extrakte im Allgemeinen sind sehr gute antioxidative Eigenschaften 

beschrieben (del Bano et al. 2003). Die vorliegende Untersuchung beschäftigte sich 

mit zwei Extrakten, einem Rosmarin (Carnosolsäure) - Extrakt und einem carno-

solsäurefreien Rosmarinsäure - Extrakt. Die antioxidative Kapazität des carnosol-

säurehaltigen, Rosmarin - Extraktes hängt mit seinen phenolischen Komponenten 

zusammen. Die Carnosolsäure ist ein tricyclisches Diterpendiphenol. Eine 

entgiftende Wirkung von Radikalen kann aufgrund der leichten Oxidierbarkeit zweier 

Hydroxylgruppen in Orthostellung angenommen werden (Schwarz et al. 1992; 

Masuda et al. 2001). Die Rosmarinsäure, ein Kaffeoylderivat, hat eine ortho – 

Dihydroxygruppe an jedem aromatischen Ring, die vor allem auf radikalfangende 
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Eigenschaften durch H - Donation hindeuten. Unterstützt wird diese Scavenger - 

Aktivität wahrscheinlich zusätzlich durch die konjugierten Doppelbindungen in der 

Carbonkette (Nakamura et al. 1998). Unter allen Rosmarininhaltsstoffen hat die 

Rosmarinsäure die besten antioxidativen Eigenschaften in wässriger Umgebung 

(Frankel et al. 1996). 
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Abbildung 56: Carnosolsäure     Rosmarinsäure 

 

Tocopherole sind Derivate des 2 - Methyl - 6 - Chromanol mit einer Phytyl - Seiten-

kette an C2. Das α - Tocopherol kommt in vivo am häufigsten vor und gilt auch als 

das biologisch aktivste (Lit. in Janisch et al. 2004). Es ist leicht oxidierbar, wobei ein 

Chinon (Tocochinon) entsteht. Die Hydroxylgruppe am aromatischen Ring ermöglicht 

die Abgabe eines H - Atoms an radikalische Verbindungen und die konjugierten 

Doppelbindungen erleichtern die Stabilisierung des entstehenden Tocopheryl-

radikals. Für den lipophilen Charakter ist die Seitenkette verantwortlich, da diese eine 

Einlagerung in Lipiddoppelschichten (Zellmembranen, LDL - Partikel) erlaubt. Trolox, 

das wasserlösliche Analogon von α - Tocopherol, unterscheidet sich von diesem 

durch eine Alkylgruppe an Stelle der Phytyl - Seitenkette. 

 

O

OH

 

Abbildung 57: α - Tocopherol 
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6.1.2 Fenton - System; Strukturen und Aktivität 

In der Fentonreaktion werden eisenkatalysiert Hydroxylradikale (OH•) über die 

Reduktion von H2O2 generiert. Diese können durch pflanzliche Inhaltsstoffe wie 

phenolische Säuren, Flavonoide und Tocopherole in unterschiedlichem Ausmaß 

abgefangen werden (Kono et al. 1997; Hippeli et al. 1998; Pietta et al. 2000). Die 

Hemmung des Testsystems ist einmal durch die Entgiftung von OH - Radikalen und 

zum anderen durch die Chelatierung von Eisenionen möglich (Tabelle 16). Die 

Effektivität der untersuchten Extrakte und Trolox in PHASE I war: GT > Trolox > RO > 

HO > RS > RM. Flavonoide sind nicht nur als gute Scavenger von Radikalen 

bekannt, strukturell haben einige von ihnen auch die Vorraussetzungen für die 

Bildung inaktiver Komplexe mit Übergangsmetallen: Bei Vorhandensein einer 

Ketogruppe an C4 und Hydroxylgruppen an C3, C5, C3’ und C4’ gibt es drei 

Möglichkeiten der Metallkomplexierung: zwischen 3 - OH und 4 - Oxo, zwischen 5 - 

OH und 4 - Oxo und zwischen den ortho - Hydroxylgruppen im B - Ring (Fernandez 

et al. 2002). 

Für die Catechine aus Camellia sinensis ergibt sich somit zusätzllich zu den guten 

Scavengereigenschaften, die Möglichkeit der Fe2+ - Komplexierung durch die OH - 

Gruppen in Ring B (Moran et al. 1997; Kashima 1999). Miller et al. (1996) zeigten, 

dass die Eisenchelatierung durch Gallatreste verstärkt wird. Dies ist physiologisch 

besonders bei der Nahrungsaufnahme wichtig, da die gastrointestinale 

Eisenaufnahme durch Catechine gestört werden kann (Hurrel et al. 1999; Wang et al. 

2000; Samman et al. 2001). Nach Morel et al. (1994) spielt die Übergangsmetall-

komplexierung für die antioxidative Kapazität von Flavonoiden nur eine 

untergeordnete Rolle. Auch Van Acker et al. (1996 (1)) gehen davon aus, das eine 

Eisenkomplexierung für Flavonoide vor allem dann wichtig wird, wenn die 

radikalfangenden Eigenschaften eher gering sind. 

Yoshikawa et al. (1990) beschreibt für Aspalathin aus Aspalathus linearis sehr gute 

OH• - entgiftende Eigenschaften. Vergleicht man die IC50 - Konzentration des 

Rotbusch - Extraktes (69 µg / ml) mit der des Grüntee - Extraktes (21 µg / ml), zeigt 

sich jedoch für den Rotbusch - Extrakt eine dreifach geringere Aktivität, und das, 

obwohl das Aspalathin eine Catecholstruktur an Ring B und weitere phenolische 

Gruppen an Ring A trägt. Der Leitsubstanzanteil im unfermentierten Rotbusch - 

Extrakt (19,2 %) macht etwa die Hälfte des Leitsubstanzanteils des Grüntee - 

Extraktes (38,09 %) aus. Dass die verhältnismäßig viel niedrigere IC50 - 
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Konzentration mit den Strukturen der Catechine am heterocyclischen Ring C 

zusammenhängt ist eher unwahrscheinlich. Sicher ist aber, dass Aspalathin 

Eisenionen nicht in unlösliche Chelatkomplexe bindet (Hesseling et al. 1979; Morton 

et al. 1983), so dass die mehr als dreimal so gute antioxidative Kapazität des 

Grüntee - Extraktes durchaus auch auf der Fähigkeit, Fe2+ zu komplexieren, beruhen 

kann. Damit müssten den chelatierenden Eigenschaften auch bei starken 

Scavengern mehr Bedeutung zugeschrieben werden als dies bisher der Fall war. 

Dem Hesperidin von Cyclopia spec. fehlen die für die effektive Eliminierung von OH• 

geforderten Strukturmerkmale, insbesondere die ortho - Dihydroxystruktur. Dafür ist 

eine von Fernandez et al. (2002) beschriebene übergangsmetallkomplexierende 

Struktur, die Oxogruppe an C4 und die Hydroxylgruppe an C5, vorhanden. Allerdings 

ist Hesperidin nur zu sehr geringen Teilen in den Extrakten enthalten. Einen weit 

größeren Anteil machen die Xanthone Mangiferin bzw. Isomangiferin aus, die eine 

benachbarte phenolische Gruppen, wie sie für die Entgiftung von OH• von Vorteil ist, 

besitzen. Ihr Gesamtanteil im Extrakt ist mit 20,3 % ähnlich wie der Anteil an 

Aspalathin im Rotbusch - Extrakt. Die IC50 - Konzentration war mit 115 µg / ml aber 

fast doppelt so hoch. Grund dafür könnte die Überlegenheit der Flavonoidstruktur 

bzw. der weitaus höhere Anteil an Catechinäquivalenten des Rotbusch - Extraktes 

sein. 

Die Optimumskurve bei Zugabe des carnosolsäurehaltigen Rosmarin - Extrakts zur 

Fenton - Reaktion beruht wahrscheinlich auf den von Smith et al. (1992) be-

schriebenen prooxidativen Eigenschaften der Carnosolsäure in Gegenwart von 

Eisen. So könnte zwar in niedrigen Konzentrationsbereichen die antioxidative 

Kapazität überwiegen, da Carnosolsäure diffusionskontrolliert mit wenig Eisen 

interagieren kann. In höheren Konzentrationen gewinnt aber die Reduktion von Fe3+ 

und damit die Regenerierung von Fe2+ durch die Carnosolsäure die Oberhand und es 

kommt zu einer konkurrierenden Situation zwischen antioxidativen und prooxidativen 

Reaktionen. 

Die Rosmarinsäure hat im Unterschied zur Carnosolsäure zwei phenolische Ringe 

mit Hydroxylgruppen in ortho - Stellung. Für Radikale wie das OH• ergeben sich 

dadurch im Vergleich zur Carnosolsäure mehr Angriffpunkte. Auch eine Fe2+ - 

Komplexierung wäre denkbar. Allerdings hat der Rosmarinsäure - Extrakt vergleichs-

weise geringe Inhaltsstoffkonzentrationen, was die Unterlegenheit gegenüber den 

Extrakten aus Grünem Tee, Rotbusch und Honigbusch erklärt. 
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6.1.3 Peroxynitrit - System; Strukturen und Aktivität 

Die Reihenfolge der Extrakte im Peroxynitrit - System, in Phase I, sortiert nach 

sinkender antioxidativer Kapazität (Trolox > RO > GT > HO > RS > RM), unterschied 

sich maßgeblich von der Reihenfolge im Fenton - System. Das höchste Potenzial, 

Peroxynitrit zu entgiften, hatte Trolox. Für α - Tocopherol wiesen Hogg et al. (1994) 

nach, dass es in Anwesenheit von Peroxynitrit zu einer 2 e- - Oxidation kommt, wobei 

das α - Tocopherylchinon entsteht. Dieser Mechanismus ist auch für Trolox 

anzunehmen, da sich Trolox und α - Tocopherol nur in einer, für diese Reaktion 

unwichtigen, Alkylgruppe unterscheiden. Für die Entgiftung von ONOO- sind bei 

Flavonoiden nach Haenen et al. 1997 die ortho - Dihydroxygruppe an Ring B und die 

3 - OH - Gruppe an Ring C von allergrößter Wichtigkeit, wobei die Fähigkeit der 

Flavonoide, Peroxynitrit zu entgiften, allgemein mit der Anzahl an OH - Gruppen 

korreliert. Ein zweifacher Elektronenübergang (2 e- - Oxidation) führt dabei zur 

Bildung der korrespondierenden Quinone (Pannala et al. 1998; Kerry et al. 1998). 

Catechine, Epicatechine und deren Gallate (Inhaltsstoffe des Grüntee - Extraktes) 

gelten als potente Peroxynitrit - Scavenger (Paquay et al. 2000), wobei das 

Epigallocatechingallat (im Grüntee - Extrakt zu 23,3 % enthalten) innerhalb der 

Catechine als aktivste Substanz gilt (Pannala et al. 1997; Haenen et al. 1997). 

Entgegen aller Vermutungen war der Rotbusch - Extrakt in den Untersuchungen zur 

Entgiftung von Peroxynitrit um ein Vielfaches wirksamer (IC50 = 5,8 µg / ml) als der 

Grüntee - Extrakt (IC50 = 28 µg / ml). Leider sind bisher keine Peroxynitrit - entgiften-

den Eigenschaften von Dihydrochalkonen beschrieben. Die Leitsubstanz des 

Rotbusch - Extraktes, Aspalathin, besitzt, wie schon erwähnt, neben der Catechol-

gruppe an Ring B noch drei weitere phenolische OH - Gruppen an Ring A mit 

möglichen entgiftenden Eigenschaften. Wie schon im Fenton - System sprechen 

auch die Ergebnisse im Peroxynitrit - System, zusammen mit den ermittelten 

Catechinäquivalenten, für zusätzliche polyphenolische Substanzen im Rotbusch - 

Extrakt. 

Inwieweit die mit dem Grüntee - Extrakt vergleichbare Aktivität des Rosmarinsäure - 

Extraktes und des Honigbusch - Extraktes auf Oxidations- und Nitrierungsreaktionen 

beruht, ist unklar. Allerdings sollten die benachbarten Hydroxylgruppen der 

Rosmarinsäure, der Carnosolsäure und des Mangiferins eine entscheidende Rolle für 

die antioxidative Kapazität dieser Substanzen gegenüber Peroxynitrit spielen. 
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6.1.4 ABTS - System; Strukturen und Aktivität 

Die eingesetzten Proben können einmal als H - Donatoren zur Entgiftung der Radi-

kale auftreten, weiterhin können sie mit dem zugegebenen H2O2 reagieren und so 

die Radikalproduktion in ihrer Entstehung verhindern. Aufgrund der hohen 

Bindungsaffinität von Myoglobin zu Eisen ist eine antioxidative Wirkung der Extrakte 

durch Bildung eines inaktiven Eisenkomplexes unmöglich. 

 

Schon die Sondierung in PHASE I zeigte einen deutlichen Unterschied innerhalb der 

Reihung der Extrakte verglichen mit den vorhergegangenen Systemen. Der Extrakt 

aus Aspalathus linearis hatte mit einer IC50 - Konzentration von 2 µg / ml die beste 

antioxidative Kapazität im ABTS - System, dicht gefolgt vom Extrakt aus Camellia 

sinensis (IC50 = 2,3 µg /ml). Auf den Grüntee - Extrakt (GT) folgten nach sinkender 

antioxidativer Leistung HO > Trolox > RS > RM. Der wichtigste Unterschied zwischen 

dem Fenton -  und dem ABTS - System ist die Art, in der Eisenionen (Fe2+) vorliegen, 

um die Reduktion von Wasserstoffperoxid zu katalysieren. Anhand der Ergebnisse im 

ABTS - System, können die Theorien zur Komplexierung von Eisenionen, die bei der 

Besprechung des Fenton - Systems aufgestellt wurden, bestätigt oder verworfen 

werden. Durch die relativ schlechte Hemmung des Grüntee - Extraktes im ABTS - 

System im Vergleich zum Fenton - System lässt sich die vermutete Komplexierung 

von Fe2+durch die Catechine des Grüntee - Extraktes bestätigen. Umgekehrt gilt, 

dass eine Eisenkomplexierung durch die Inhaltsstoffe des Rotbusch - Extraktes 

ausgeschlossen werden kann. Die für das Hesperidin des Honigbusch - Extraktes 

vermutete Fähigkeit zur Eisenkomplexierung konnte durch das ABTS - System nicht 

bestärkt werden. Die verglichen mit dem Fenton - System bessere Position des 

Honigbusch - Extraktes in der Reihung der Extrakte im ABTS - System spricht für die 

überwiegende Wirksamkeit dieses Extraktes durch die Eliminierung von ROS. Der 

Rosmarin - Extrakt reagiert im Gegensatz zum Fenton - System im ABTS - System 

nicht in Form einer ansteigenden Optimumkurve. Durch die Bindung des Eisens an 

Myoglobin wird wahrscheinlich der prooxidative Effekt der Carnosolsäure in diesem 

System unterbunden. Der Rosmarinsäure - Extrakt besitzt mit seinen Inhaltsstoffen 

Rosmarinsäure, Äpfelsäure und Zitronensäure mehrere gute Angriffspunkte für das 

ABTS - Radikal, vor allem durch die phenolische Rosmarinsäure mit insgesamt zwei 

ortho - Dihydroxygruppen. Dies macht sich in den, mit Trolox vergleichbaren, 

niedrigen IC - Konzentrationen bemerkbar. 
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Die Verhältnisse der antioxidativen Kapazität verschiedener Extrakte gleicher 

pflanzlicher Herkunft im ABTS - System waren stark von den bekannten Leit-

substanzen abhängig (PHASE II). Dies galt im Besonderen für die beiden Extrakte aus 

Camellia sinensis. Dies unterstützt die Vermutung, dass keine weiteren 

antioxidativen Mechanismen außer der H - Donation, durch die phenolischen 

Gruppen der Catechine für die Systemhemmung verantwortlich sind. 

Die antioxidative Aktivität der unfermentierten Rotbusch - Extrakte korrelierte eben-

falls mit den Leitsubstanzgehalten. Also ist auch für die beiden unfermentierten 

Rotbusch - Extrakte die Hemmung des Systems über nur einen Mechanismus sehr 

wahrscheinlich. Anzunehmen ist auch hier vor allem die H - Donation durch die 

Catecholstruktur von Ring B und die drei zusätzlichen OH - Gruppen an Ring A. 

Verglichen mit dem Grüntee - Extrakt hatten die unfermentierten Rotbusch - Extrakte 

einen ähnlichen bzw. höheren Gehalt an Catechinäquivalenten, also muss davon 

ausgegangen werden, dass noch weitere antioxidativ wirksame Inhaltsstoffe in den 

unfermentierten Rotbusch - Extrakten zu finden sind. Für fermentiertes Rotbusch-

material sind ebenfalls gute radikalfangende bzw. antioxidative Eigenschaften 

beschrieben (Yoshikawa et al. 1990; Ferreira et al. 1998 (2)). Der Unterschied der 

antioxidativen Wirkung der unfermentierten Rotbusch - Extrakte (RO und RO(e)) im 

Vergleich mit dem fermentierten Rotbusch - Extrakt (RO(f)) liegt sicherlich zum 

Großteil an dem ca. zehnmal geringeren Aspalathingehalt von RO(f). Allerdings war 

die Aktivität der unfermentierten Extrakte im ABTS - System nur etwa dreimal höher 

(IC50 = 2,1 und 2,7 µg / ml) als die des fermentierten Rotbusch - Extraktes (IC50 = 6,7 

µg / ml). Die Fermentationsprodukte des Aspalathins, Orientin und Isoorientin, 

zeichnen sich ebenfalls durch radikalfangende Strukturen aus. Unklar ist jedoch, in 

wieweit die Flavonoide im Zuge des Fermentationsprozesses weiter oxidiert werden: 

Obwohl die Struktur von Orientin bzw. Isoorientin kaum eine Aktivitätsminderung 

gegenüber Radikalen vermuten lässt, hatte der fermentierte Rotbusch - Extrakt doch 

eine wesentlich geringere Aktivität. Als weiteres Indiz für fortschreitende 

Oxidationsprozesse ist der Gehalt an Catechinäquivalenten, der nach der 

Fermentation deutlich geringer ist (unfermentiert: 311,7 µM, fermentiert: 186,3 µM), 

zu sehen. Die Ergebnisse für unfermentierte und fermentierte Rotbusch - Extrakte 

stimmen mit den Untersuchungen von Bramati et al. (2003) überein, der im ABTS - 

System für einen unfermentierten Rotbusch - Extrakt eine zweimal höhere antioxi-

dative Leistung erhielt als für einen fermentierten. 
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Drei der vier Honigbusch - Extrakte zeigten sinkende Aktivitäten mit sinkenden Leit-

substanzanteilen. Die Entfärbung des Extraktes aus Cyclopia sessiliflora hatte eine 

Aktivitätsminderung im ABTS - System zur Folge, obwohl der Gehalt an Leit-

substanzen höher war als beim gefärbten Extrakt. Dies, und die Tatsache, dass 

beide Extrakte aus Cyclopia sessiliflora eine im Verhältnis zum Leitsubstanzanteil 

sehr hohe Aktivität aufwiesen, lässt weitere aktive Substanzen mit antioxidativen 

Eigenschaften in diesen Extrakten vermuten. Durch die Entfärbung scheinen einige 

dieser, für das ABTS - System relevanten, zusätzlichen Komponenten verloren zu 

gehen. Diese Vermutungen decken sich mit den Gehalten an Catechinäquivalenten. 

Zum einen waren diese bei den Extrakten aus Cyclopia sessiliflora (169,9 und 124,7 

µM) ähnlich wie bei den Extrakten aus Cyclopia genistoides (161,4 und 144,8 µM), 

zum anderen war der Gehalt an Catechinäquivalenten beim entfärbten Extrakt, 

korrelierend mit dem Leitsubstanzgehalt, niedriger. 

Myoglobin bildet eine Pseudoperoxidase mit Wasserstoffperoxid (in Janisch et al. 

2002). Bei der Reaktivität der untersuchten Substanzen kann zusätzlich von einer 

Hemmung dieses Komplexes ausgegangen werden. Über mögliche Struktur - Aktivi-

täts - Beziehungen von Polyphenolen ist bisher nichts bekannt. Aus diesem Grund 

wurde auf Vermutungen bezüglich der Extraktinhaltsstoffe verzichtet. 

 

6.1.5 Xanthin / Xanthinoxidase - System; Strukturen und Aktivität 

Im Xanthin / Xanthinoxidase - System werden enzymatisch Superoxidradikalanionen 

(O2
•-) und Wasserstoffperoxid (H2O2) und, in Anwesenheit von Eisenionen, 

Hydroxylradikale (OH•) gebildet. Wie auch das OH - Radikal kann O2
•- durch 

sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe abgefangen werden (Pincemail et al. 1990; Kono et 

al. 1997). Eisenionen und das Enzym Xanthinoxidase bieten einen zusätzlichen 

Wirkort für sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe in diesem Testsystem. Nach van Acker et 

al. (1996 (1)) und Cos et al. (1998) sind für das Abfangen von O2
•- Hydroxylgruppen 

an C3’ (Ring B), an C3 (Ring C) und an C5 (Ring A) und eine Oxogruppe an C4 

(Ring C) von Bedeutung. Für die Koordination von Eisen gelten wie schon für das 

Fenton - System gezeigt, ortho - Dihydroxy - Strukturen an Ring B, eine OH - Gruppe 

an C5 zusammen mit einer Ketogruppe an C4, als mögliche Interaktionsstellen (van 

Acker et al. 1996 (1)). Die Struktur - Aktivitäts - Beziehungen für die Hemmung der 

Xanthinoxidase sind andere als die für das Abfangen von Superoxid. Eine 

Hydroxylgruppe an C5 und C7 (Ring A) scheint das katalysierende Enzym 
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Xanthinoxidase, durch Bindung an dessen aktives Zentrum, kompetetiv hemmen zu 

können (Hille and Sprecher 1987; Cos et al. 1998). Eine Doppelbindung zwischen C2 

und C3 hat auch auf die Enzymhemmung einen fördernden Effekt (Cos et al. 1998). 

Für die Hemmung der Xanthinoxidase scheint also auch die schon erwähnte, planare 

Struktur des Flavonoids wichtig zu sein. 

 

Die Reihung der Extrakte in PHASE I (GT > RO > RS > RM > HO > Trolox) zeigte, im 

Gegensatz zum Fenton -  und Peroxynitrit - System, die Vergleichssubstanz Trolox 

mit schlechter antioxidativer Aktivität. Auffallend ist die überragende antioxidative 

Leistung des Grüntee - Extraktes, der immer dann maximale Wirksamkeit zu erzielen 

scheint, wenn mehrere Faktoren für die Hemmung des Systems relevant sein 

können. Im Xanthin / Xanthinoxidase - System bietet sich vor allem, wie auch im 

Fenton - System, die Möglichkeit für Catechine, Eisen zu komplexieren. Für 

Aspalathus linearis wie auch für die Rosmarinsäure sind Scavengeraktivitäten für 

Superoxid bekannt (Yoshikawa et al. 1990; Nakamura et al. 1998), die durch die 

guten Ergebnisse beider Extrakte in vorliegender Untersuchung bestätigt werden. Für 

das Mangiferin (Honigbusch - Extrakt) sind bei Leiro et al. 2003 Superoxidradikalfan-

gende Eigenschaften beschrieben, im Testsystem hatte der Extrakt dann auch 

bessere antioxidative Eigenschaften als Trolox. Für die Carnosolsäure werden 

ebenfalls O2
•- - Scavengereigenschaften beschrieben (Haraguchi et al. 1995). Auffal-

lend ist, dass die IC50 - Konzentrationen aller Extrakte, die nicht überwiegend 

Flavonoide enthalten, wesentlich schlechter waren als die der flavonoidhaltigen 

Extrakte. Dies führt zu der Annahme, dass Flavonoide vor allem für die Entgiftung 

von Superoxidradikalanionen eine übergeordnete Rolle spielen. 

 

Im Vergleich der Extrakte gleicher pflanzlicher Herkunft hatten beide Extrakte der 

Pflanze Camellia sinensis extrem niedrige IC50 - Konzentrationen (0,35 µg / ml) und 

damit die mit Abstand besten antioxidativen Eigenschaften in diesem komplexen 

Testsystem. Auch wenn hier das Abfangen von Radikalen eine nicht unbedeutende 

Rolle spielen mag, kann die hohe antioxidative Kapazität beider Extrakte nicht allein 

darauf beruhen. Catechine (Grüntee - Extrakt: 38,09; Weißtee - Extrakt: 95 %) haben 

bekanntermaßen sowohl Superoxid - entgiftende Eigenschaften (Wang et al. 2000; 

Dufresne et al. 2001) als auch die Fähigkeit zur Eisenkomplexierung. Beide 

Eigenschaften sind aufgrund der Gallatreste besonders ausgeprägt (Rice - Evans et 
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al. 1996; Miller et al. 1996) und kompensieren die Unfähigkeit der Catechine, die 

Xanthinoxidase kompetetiv zu hemmen (Cos et al. 1998). Allerdings ist auch eine 

nichtkompetetive Hemmung der Xanthinoxidase denkbar. Wesentlich wahr-

scheinlicher ist jedoch die Komplexierung von Fe2+. Als Indiz dafür kann die, trotz der 

sehr unterschiedlichen Inhaltsstoffkonzentrationen gleiche und extrem schnelle 

Hemmung des Systems gewertet werden. 

Die IC50 - Konzentrationen der Extrakte aus Aspalathus linearis waren zwar höher als 

die der Extrakte aus Camellia sinensis, aber mit 2,5 µg / ml (RO); 1,25 µg / ml 

(RO(e)) und 7,5 µg / ml (RO(f)) immer noch extrem niedrig. Das Aspalathin des 

Rotbusch - Extraktes hat einige Strukturmerkmale, welche die sehr guten anti-

oxidativen Eigenschaften dieses Extraktes erklären können. Aufgrund seiner ortho - 

Dihydroxystrukur am Ring B, seiner Hyroxylgruppe an C5 und der Oxo - Gruppe an 

C4 lassen sich vor allem entgiftende Eigenschaften gegenüber O2
•- und OH• 

vermuten. Insbesondere für fermentiertes Rotbuschmaterial sind diese auch 

beschrieben (Yoshikawa et al. 1990; Ferreira et al. 1998 (2)). Rotbusch ist, wie schon 

erwähnt, bekannt dafür, dass er keine inaktiven Chelatkomplexe mit Eisen bildet 

(Hesseling et al. 1979; Morton 1983). Orientin, das korrespondierende Flavonoid des 

Aspalathins, hat an C5 und C7 (Ring A) eine OH - Gruppe und zusätzlich noch die 

Doppelbindung zwischen C2 und C3. Damit ist Orientin höchstwahrscheinlich in der 

Lage, die Xanthinoxidase zu hemmen. Folglich kann auch für das Aspalathin eine 

kompetetive Hemmung der XOD nicht ausgeschlossen werden. Nicht zu vergessen 

ist auch der mit dem Grüntee - Extrakt zu vergleichende Anteil an Catechin-

äquivalenten, also die hohe Wahrscheinlichkeit, dass die Rotbusch - Extrakte 

zusätzlich zum Aspalathin eine beträchtliche Menge weiterer Polyphenole enthalten. 

Die Komplexizität dieses Testsystems mit seinen vielen Eingriffsmöglichkeiten lässt 

die Schwierigkeit der Diskussion erahnen. Aspalathin könnte theoretisch an allen 

Angriffsmöglichkeiten im Xanthin / Xanthinoxidase - Systems hemmend wirken. Die 

Ergebnisse der unfermentierten Extrakte im Vergleich mit dem fermentierten 

Rotbusch - Extrakt zeigen auch hier wieder, das die Oxidationsprodukte des 

Aspalathins, Orientin und Isoorientin, ebenfalls aktive Substanzen im Xanthin / 

Xanthinoxidase - System darstellen. Die geringen Anteile an Catechinäquivalenten 

und die wesentlich schlechtere Aktivität des fermentierten Rotbusch - Extraktes im   

X / XOD - System bestätigen die Vermutung einer fortschreitenden Oxidations-

reaktion während des Fermentationsprozesses. 



Diskussion   119 

Die IC50 - Konzentrationen der vier Honigbusch - Extrakte waren gegenüber den 

Extrakten aus Grünem Tee und unfermentiertem Rotbusch deutlich erhöht. Für 

Hesperidin sind zwar radikalfangende Eigenschaften beschrieben (Sato et al. 1992; 

van Acker et al. 1996 (1)), aber die für die kompetetive Hemmung der 

Xanthinoxidase notwendige OH - Gruppe an Position 7 ist beim Hesperidin durch 

Rutinose blockiert. Hesperidin dürfte, nicht zuletzt wegen seiner geringen 

Konzentration im Extrakt eine eher untergeordnete Rolle im Xanthin / Xanthinoxidase 

- System spielen. Über die Wirkungsweise von Xanthonen (Mangiferin und 

Isomangiferin) auf die Xanthin / Xanthinoxidase - Reaktion ist nichts bekannt. 

Mangiferin und Isomangiferin lassen aufgrund ihrer ortho - Dihydroxygruppe und 

benachbarten OH - und Keto - Gruppen auf O2
•- -  und OH• - entgiftende Eigen-

schaften und die Fähigkeit zur Eisenkomplexierung schließen. Dies konnte im X / 

XOD - System allerdings nicht bestätigt werden, da es innerhalb der Arten keine 

korrelierenden Zusammenhänge zwischen den Leitsubstanzen und den Aktivitäten 

gab. Die Extrakte aus Cyclopia sessiliflora waren im Xanthin / Xanthinoxidase - 

System sowohl im Gesamtextrakt, als auch bezüglich der Leitsubstanz um ein 

Vielfaches wirksamer als die Extrakte aus Cyclopia genistoides. Dies wird als 

Hinweis darauf gewertet, dass Mangiferin / Isomangiferin und Hesperidin nicht die 

hauptsächlichen Verursacher der antioxidativen Eigenschaften dieser Extrakte im 

Xanthin / Xanthinoxidase - System sein können. Die Polyphenolgehalte der 

Honigbusch - Extrakte, gemessen in Catechinäquivalenten, zeigen, das die Leit-

substanzgehalte der Extrakte aus Cyclopia genistoides in etwa mit den 

Polyphenolgehalten übereinstimmt (gemessen an Weissem Tee = 95 %). Die 

Polyphenolgehalte der Extrakte aus Cyclopia sessiliflora bewegen sich ebenfalls in 

dieser Region (± 150 µM), obwohl die Leitsubstanzanteile um den Faktor 10 niedriger 

angegeben sind. Die Theorie über zusätzliche antioxidative Substanzen wird dadurch 

nur für die Extrakte aus Cyclopia sessiliflora unterstützt. 



Diskussion   120 

6.1.6 Hemmung der Lipidperoxidation im Rose - Bengal - System 

Die Hemmung der Lipidperoxidation ist zum einen für den Schutz von Membranen, 

zum anderen für den Schutz von fetthaltigen Nahrungsmitteln und Kosmetika von 

übergeordneter Bedeutung. Die Lipidperoxidation wird im lipophilen Rose - Bengal - 

System durch Singulettsauerstoff (1O2) ausgelöst. Die entstehenden 

Fettsäureperoxide reagieren weiter zu Alkoxylradikalen, die im Verlauf weiter 

zerfallen und kupferkatalysiert Ethan und Ethen freisetzen. Die antioxidative 

Kapazität einer Testsubstanz kann auf Abfangen von Singulettsauerstoff (1O2), 

Komplexierung von Kupferionen und der Unterbindung des Radikalkettenprozesses 

der Lipidperoxidation beruhen. Eine weitere Möglichkeit pflanzlicher Inhaltsstoffe, auf 

das Rose - Bengal - System Einfluss zu nehmen, ist die direkte Lichtabsorption. 

Dabei entsteht weniger Singulettsauerstoff und damit weniger Ethan. Für die 

Eliminierung von 1O2 sind vor allem durchkonjugierte Strukturen von Bedeutung 

(Edge et al. 1997; Bohm et al. 2001). Die Eliminierung von Fettsäureradikalen 

(ROO•) und Hydroxylradikalen (OH•) durch Flavonoide setzt die schon erwähnten 

Strukturmerkmale (benachbarte Hydroxylgruppen an Ring B, C2 - C3 - Doppel-

bindung und OH - Gruppe an C3 in Ring C, weitere Hydroxylgruppen an Ring A) 

voraus. Für die Kupferkomplexierung durch Flavonoide sind die übergangsmetall-

komplexierenden Strukturen (OH an C3’ und C4’ (Ring B) und / oder eine 

Ketogruppe an C4 verbunden mit einer OH - Gruppe an C3 oder C5) wichtig (van 

Acker et al. 1996 (1)). 

Die Reihung im Rose - Bengal - System (Trolox > RM > RO > GT > RS > HO) zeigt 

die Abhängigkeit der antioxidativen Leistung vom umgebenden Reaktionsmedium. 

Trolox und der Rosmarin - Extrakt waren in den hydrophilen Testsystemen nur 

mäßige Antioxidanzien im Vergleich zu den anderen untersuchten Extrakten, die 

Fettsäureperoxidation hemmten sie dagegen erheblich. Die Carnosolsäure und 

Vitamin E bevorzugen bekanntermaßen lipophile Medien (Hopia et al. 1996) und sind 

zudem für die Entgiftung von 1O2 bekannt (Haraguchi et al. 1995; Aruoma et al. 

1996). Vitamin E (Diplock et al. 1998), Rotbuschtee (von Gadow et al.1997 (2)) bzw. 

Flavonoiden im allgemeinen wird eine inhibierende Wirkung auf den Radikal-

kettenprozess zugeschrieben, weshalb die beiden hydrophileren Extrakte aus 

Aspalathus linearis und Camellia sinensis einen deutlich stärkeren Schutz auf die 

Fettsäuren hatten als der Rosmarinsäure - Extrakt und der Honigbusch - Extrakt. 
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Im Vergleich verschiedener Extrakte derselben pflanzlichen Herkunft (PHASE II) 

korrelierten die Leitsubstanzgehalte mit der antioxidativen Aktivität der beiden 

Extrakte aus Camellia sinensis im System ohne Kupfer, während im 

kupfergetriggerten System der Weißtee - Extrakt eine unverhältnismäßig höhere 

Aktivität als der Grüntee - Extrakt hatte. Das Epigallocatechingallat, das einen Groß-

teil der Leitsubstanzen beider Extrakte ausmacht, ist einmal bekannt für seine 

entgiftenden Eigenschaften gegenüber Radikalen (Rice-Evans et al. 1996; Arora et 

al. 1998) und gegenüber 1O2 (Guo et al. 1999). Weiterhin sind auch 

kupferkomplexierende Eigenschaften beschrieben (Dufresne et al. 2000; Record et 

al. 2001). Daher rühren wahrscheinlich die „nur guten“ antioxidativen Eigenschaften 

des Grüntee - Extraktes im System ohne Kupfer, während im System mit Kupfer die 

Verhältnisse zwischen dem Grüntee - Extrakt und Trolox zu Gunsten des Grüntee - 

Extraktes verschoben waren. Deutlich zu sehen war die Kupferkomplexierung beim 

Weißtee - Extrakt. Daraus folgt, dass die Komplexierung von Kupfer durch die 

Inhaltsstoffe der Pflanze Camellia sinensis vor allem eine Frage der 

Konzentrationsverhältnisse ist. 

In keiner der beiden Variationen des Rose - Bengal - Systems gab es eine 

Korrelation zwischen den Leitsubstanzen der Rotbusch - Extrakte und deren antioxi-

dativen Eigenschaften. Der unfermentierte, entfärbte Extrakt war der beste der 

Rotbusch - Extrakte. Im System ohne Kupfer war sogar der fermentierte Extrakt 

(RO(f)) besser als der unfermentierte, ethanolische Extrakt RO. 

Aspalathin ist kein durchkonjugiertes Molekül, daher ist eine Funktion als 

Singulettquencher nicht von vornherein anzunehmen. Aufgrund der vielen OH - 

Substituenten an Ring A und B ist ein Eingriff im Radikalkettenprozess 

wahrscheinlicher und durch von Gadow et al. (1997 (2)) bestätigt. Für Orientin und 

Isoorientin wurde eine Interaktion mit Kupfer gezeigt (Miura et al. 2002). Der 

fermentierte Extrakt hatte aber im System ohne Kupfer bessere antioxidative 

Eigenschaften als der unfermentierte Extrakt. Aufgrund der ähnlichen 

Strukturmerkmale des korrespondierenden Aspalathins kann von der Bildung aktiver 

Kupferkomplexe ausgegangen werden, inaktive Kupferkomplexe hätten eine 

Verschiebung des Ethan / Ethen - Verhältnisses zur Folge, was in vorliegender 

Untersuchung nicht gezeigt werden konnte. Ein weiterer Erklärungsansatz für die 

sehr hohe Effektivität der Rotbusch - Extrakte ist eventuell die Photoaktivität der 
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Leitsubstanzen und weiterer Inhaltsstoffe. Ein Indiz dafür war die ungewöhnliche 

Rotfärbung der Versuchsansätze nach der Belichtung. 

Zwischen den Honigbusch - Extrakten gab es im System ohne Kupfer keine 

Korrelationen zu den Leitsubstanzkonzentrationen. Im System mit Kupfer korrelierten 

die Aktivitäten der Extrakte aus Cyclopia sessiliflora mit den Leitsubstanzen. 

Hesperidin und Mangiferin bzw. Isomangiferin haben Strukturmerkmale, die 

hauptsächlich H - Donor - Funktionen vermuten lassen. Für das Hesperitin, das 

Aglycon zu Hesperidin, konnte Ubeda et al. (1993) LPO - inhibierende Eigenschaften 

nachweisen, Hesperidin erwies sich dagegen als unwirksam. Eine Funktion als 

Singulettquencher könnte möglicherweise das Mangiferin mit seiner nahezu 

durchkonjugierten Struktur haben. Die Bildung von unlöslichen Chelatkomplexen mit 

Kupfer kann ausgeschlossen werden. Insbesondere für die Extrakte aus Cyclopia 

sessiliflora mit extrem niedrigen Leitsubstanzanteilen sind, wie bereits erwähnt, 

weitere aktive Substanzen zu vermuten. Auch hier bietet die Möglichkeit der 

Photoaktivität bzw. Pigmentkooxidation einen weiteren Erklärungsansatz für die 

vergleichsweise außerordentliche antioxidative Kapazität, die vor allem die 

Mischextrakte hatten. Das antioxidative Potenzial verschiedener polyphenolischer 

Substanzen, unter anderem auch von Hesperidin, unterscheidet sich je nach 

Extraktionsmittel (Finotti et al. 2003). Die Überlegenheit der Wasser / Ethanol - 

Extrakte war sowohl im System ohne Kupfer als auch im System mit Kupfer auffällig. 

Demnach spielt das Lösungsmittel für das Redoxverhalten aller Extrakte und ihrer 

Inhaltsstoffe eine fundamentale Rolle.  

 

6.1.7 Hemmung der Lipidperoxidation in der kupferinduzierten LDL - 

Oxidation 

Eine weitere Methode, um die Inhibierung der Lipidperoxidation zu testen, war die 

kupferinduzierte LDL - Oxidation. Die Besonderheit diese Systems war die Vorinku-

bation des humanen Plasmas mit den Extrakten. Das anschließend isolierte LDL 

wurde einer kontrollierten Oxidationsreaktion unterzogen. Eine Anreicherung von 

antioxidativ wirksamen Substanzen im LDL zeigte sich durch eine zeitlich verzögerte 

Oxidationsreaktion (verlängerte Lagphase). 

Die hohe antioxidative Kapazität des Rosmarin - Extraktes beruht sicherlich auf dem 

Hauptinhaltsstoff, der Carnosolsäure. Diese kann sich, wahrscheinlich aufgrund ihrer 

hohen Lipophilie, im LDL - Partikel anreichern und ihn so vor Oxidation schützen. 
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Dabei fängt die Carnosolsäure entweder selbst reaktive Verbindungen ab oder sie 

regeneriert endogen vorhandenes α - Tocopherol durch die Reduktion des α - 

Tocopherylradikals. Die vorliegenden Ergebnisse bestätigen Untersuchungen von 

Pearson et al. (1997), die ebenfalls die antioxidative Wirksamkeit von Carnosolsäure, 

allerdings innerhalb einer zellinduzierten LDL - Oxidation, nachweisen konnten. 

Im Vergleich mit dem Grüntee - Extrakt schneidet der Rotbusch - Extrakt über-

raschend gut ab. Der Gesamtpolyphenolgehalt des Rotbusch - Extraktes zeigt, dass 

neben dem angegebenen Aspalathin noch andere aktive Komponenten vorhanden 

sind, die zum guten Ergebnis des Rotbusch - Extraktes beitragen könnten. So ist 

zum Beispiel eine hemmende Wirkung auf die LDL - Oxidation für Quercetin, das 

ebenfalls in Aspalathus linearis vorkommt, bekannt (Belinky et al. 1998). Die 

Quantität, in der Aspalathin im Extrakt vorkommt, spricht aber dafür, das die 

Leitsubstanz maßgeblich an der schützenden Funktion auf den LDL - Partikel 

beteiligt ist. 

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten nachweisen, dass die schützende Wirkung 

von Grünem Tee auf LDL auf seinen Hauptinhaltsstoffen, den Catechinen beruht 

(Vinson et al. 1995, Craig 1999). Zhu et al. 1999 fanden für die Polyphenole aus 

Grünem Tee regenerierende Aktivität bezüglich des endogenen α - Tocopherols. 

Problematisch bei dem Vergleich mit der vorliegenden Untersuchungen ist, dass nur 

die wenigsten Arbeitsgruppen mit der oben erwähnten Vorinkubation arbeiten. Üblich 

ist die direkte Zugabe einer Substanz zum bereits isolierten LDL. Diese Methode 

zeigt zwar das Potenzial der Substanz, die Lipidperoxidation zu inhibieren, es 

können deshalb aber noch lange keine Aussagen über die LDL - Gängigkeit ge-

troffen werden. Das der hohe Catechinanteil im Grüntee - Extrakt nicht ausreichte, 

um dieselbe Schutzfunktion auf das LDL zu bewirken, wie sie durch den Rotbusch - 

Extrakt vorlag, könnte an den höher kondensierten Strukturen der Catechine liegen. 

Diese Catechinpolymere sind wahrscheinlich aufgrund ihrer Größe nicht in der Lage, 

in die Lipidmatrix des LDL - Partikels einzudringen. Sie können dann auch nicht mit 

ihm zusammen isoliert werden, um ihn in der anschließenden Oxidationsreaktion zu 

schützen. 
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6.2 Bioverfügbarkeit von Rotbusch - Extrakt 

Um die Biodynamik von Pflanzeninhaltsstoffen nach oraler Einnahme zu verstehen, 

ist die Kenntnis der existierenden Struktur - Aktivitäts - Beziehungen von fundamen-

taler Bedeutung. Zusätzlich zu den strukturellen und chemischen Eigenschaften der 

untersuchten Komponenten sind Absorption, Struktur und die relative Aktivität der 

Metaboliten determinierende Faktoren für biologische Effekte in Organismen. 

Untersuchungen in vitro stellen die antioxidative Kapazität vieler Pflanzeninhaltsstoffe 

unter verschiedenen Bedingungen effektiv und nachvollziehbar dar. Bis heute ist die 

Absorption und der Metabolismus im Menschen nur für wenige Pflanzeninhaltsstoffe 

gut untersucht. Für erst seit kurzem im Lebensmittelbereich verwendete Pflanzen, 

wie Aspalathus linearis, existieren weder ausreichende in vitro -  noch in vivo – 

Untersuchungen. 

Die durchgeführte Studie war nicht darauf ausgerichtet, Inhaltsstoffe aus dem 

Rotbusch - Extrakt im Probandenplasma zu identifizieren, sondern es stand primär 

die Erhöhung der antioxidativen Kapazität des Plasmas als gesundheitsfördernder 

Faktor im Vordergrund. Aufgrund der in vitro - Ergebnisse wurde versucht, durch 

Anreicherung der antioxidativ wirksamen Inhaltsstoffe des Rotbusch - Extraktes 

einen Effekt in vivo zu bewirken. Dafür nahmen 20 Probanden insgesamt zwei 

Wochen eine orale Dosis von täglich 500 mg Rotbusch - Extrakt ein. Zu Beginn und 

nach Beendigung der Rotbusch - Einnahme wurden Blutproben entnommen. Daraus 

wurden die Parameter des großen Blutbildes mit Leukozytendifferenzierung, der 

Harnsäuregehalt und die Blutfettwerte bestimmt. In Hinblick auf den Schutz vor Herz 

- Kreislauferkrankungen wurde eine ex vivo kupferinduzierte LDL - Oxidation mit dem 

aus Blutplasma isolierten LDL durchgeführt. Um den antioxidativen Status des 

Blutplasmas vor und nach der Rotbusch - Einnahme zu bestimmen, wurden das 

ABTS - und das Xanthin / Xanthinoxidase - System angewandt. 

 

6.2.1 Blutparameter 

Die Parameter des Großen Blutbildes mit Leukozytendifferenzierung sollten vor allem 

Aufschluss über mögliche Immunreaktionen bzw. Stimulationen durch die Einnahme 

des Rotbusch - Extraktes geben. Auf keinen der Parameter des Großen Blutbildes 

hatte die Einnahme von Rotbusch - Extrakt einen Einfluss. 
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Deutliche Veränderungen nach der Rotbusch - Einnahme gab es bei dem 

Harnsäuregehalt, der bei allen Probanden nach der Rotbusch - Einnahme niedriger 

war als vorher. 

Der Harnsäuregehalt im Vollblut spielt bei der Ermittlung der antioxidativen Kapazität 

von Blutplasma eine bedeutende Rolle, da Harnsäure ein effektives Antioxidans ist 

(Elstner 1990). Natella et al. (2002) zeigen in einer vergleichenden Studie, dass vor 

allem der Harnsäuregehalt für einen erhöhten antioxidativen Status des Plasmas 

verantwortlich gemacht werden kann. Ein konstant erhöhter Harnsäurespiegel 

bedingt andererseits auch eine negative Erscheinung, er wird als Ursache für Gicht 

bzw. Gelenkserkrankungen angesehen (Voet 2002). Der Grund für den leicht 

erniedrigten Harnsäurespiegel nach der Rotbusch - Einnahme ist ungeklärt. Ein 

interessanter Versuchsansatz wäre, die Auswirkung des Extraktes auf Probanden mit 

chronisch hohem Harnsäurespiegel zu untersuchen. 

Innerhalb der gemessenen Blutfettwerte waren zwar Veränderungen feststellbar, 

diese waren jedoch ohne einheitliche Richtung und sind damit schlecht zu diskutie-

ren. 

 

6.2.2 LDL - Oxidation 

Die Verzögerung der Dienkonjugation in der kupferinduzierten LDL - Oxidation durch 

die schützende Wirkung von Rotbusch - Extrakt in vitro führte zu der Frage, ob sich 

dieses Ergebnis auch durch die orale Einnahme des Extraktes erzielen lässt. Mit dem 

aus Probandenplasma isolierten LDL war jedoch auch nach zweiwöchiger Einnahme 

von Rotbusch - Extrakt kein zusätzlicher Schutz messbar. Durch die in vitro - 

Untersuchung, in der die Isolierung des LDLs nach einer Inkubation des Extraktes mit 

dem Gesamtplasma stattfand, konnte die LDL - Gängigkeit der Extraktinhaltsstoffe 

bewiesen werden. Von einer Bioverfügbarkeit (Resorption) ausgehend, ist zu 

vermuten, dass die Inhaltsstoffe des Rotbusch - Extraktes zu gering konzentriert 

sind, um in vivo in den LDL - Partikel einzuwandern. Ein Oxidationsschutz des LDLs 

könnte auch in der näheren Umgebung des Partikels stattfinden. Um dies erfassen 

zu können, müsste eine Möglichkeit gefunden werden, die Dienkonjugation im 

Plasma zu messen. 
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6.2.3 Antioxidative Kapazität des Plasmas 

Die antioxidative Kapazität des Plasmas war nach der Supplementierung mit 

Rotbusch - Extrakt im ABTS - System unverändert und im Xanthin / Xanthinoxidase - 

System erniedrigt. Auffallend im ABTS - System war, das es kaum individuelle 

Unterschiede zwischen den einzelnen Probanden gab. Diese immer gleichbleibende 

antioxidative Kapazität lässt vermuten, dass sich das ABTS - System für Unter-

suchungen mit Humanplasma nicht eignet. Möglicherweise ist die maximal 

einsetzbare Plasmamenge nicht ausreichend, um Unterschiede im antioxidativen 

Status von Humanplasma im ABTS - System darzustellen. 

Im Gegensatz dazu waren im Xanthin / Xanthinoxidase - System die individuellen 

Unterschiede zwischen den einzelnen Probanden deutlich zu sehen. Dies ist ein 

Hinweis darauf, dass sich dieses Testsystem für die Untersuchung von 

Humanplasma grundsätzlich eignet. Die geringere antioxidative Kapazität des 

Plasmas nach Supplementierung mit Rotbusch - Extrakt ist nicht durch eine Ver-

änderung des Hämoglobingehaltes oder des Proteingehaltes im Plasma (Kapitel 5.6) 

zu erklären. Auch ein Harnsäureeffekt kann ausgeschlossen werden, da die 

Abnahme der Harnsäurekonzentration im Vollblut unmöglich in diesem Maße 

(teilweise 100 %) Auswirkungen auf die antioxidative Kapazität des Plasmas haben 

kann. Nach den guten Ergebnissen des Rotbusch - Extraktes in allen in vitro - 

Untersuchungen bleibt das Ergebnis der in vivo - Untersuchung ungeklärt. 

Kern (2003) konnte im gleichen Testsystem denselben Effekt nach 

Supplementierung mit einem mit Polyphenolen angereicherten Bier messen. Auch 

hier fand in den in vitro - Untersuchungen eine Hemmung des Systems statt, 

während das Plasma der Probanden nach Trinken des angereicherten Bieres eine 

Stimulation des X / XOD - Systems bewirkte. 

Möglicherweise handelt es sich bei dem beobachteten Effekt nur um eine scheinbare 

Verschlechterung der antioxidativen Kapazität und die Ergebnisse zeigen eine 

Interaktion zwischen dem Xanthin / Xanthinoxidase - System und Serumalbumin, 

welches für seine antioxidative Wirksamkeit bekannt ist. Bekannt ist außerdem, dass 

Polyphenole assoziativ an HSA (Human Serum Albumine) gebunden werden können 

(Dangles et al. 2001). Wenn sich dies auf die Polyphenole des Rotbusch - Extraktes 

übertragen ließe, kann folgende Hypothese formuliert werden: Offenbar wird durch 

die Beladung von Serumalbuminen mit Inhaltsstoffen des Rotbusch - Extraktes deren 

eigene antioxidative Kapazität maskiert. Dadurch ergibt sich eine scheinbare 
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Verschlechterung der antioxidativen Kapazität des Blutplasmas nach der 

Supplementierung mit Rotbusch - Extrakt im Vergleich zu vorher. 

Eine weitere Hypothese beruht auf Erkenntnissen von Princen et al. (1998) und 

Kimura et al. (2002), die für Polyphenole aus Camellia sinensis ebenfalls eine 

Erniedrigung des antioxidativen Status in Humanplasma fanden, wobei die Gehalte 

an α - Tocopherol sanken (Princen et al. 1998). 

Möglicherweise werden durch die Einnahme großer Mengen an Rotbusch - Extrakt 

die endogenen Antioxidanzien im Plasma erniedrigt. Dies erklärt aber nicht den 

geringeren Gehalt an Antioxidantien im Plasma, da die Inhaltsstoffe des Rotbusch - 

Extraktes die entstandene Lücke auffüllen müssten. Diese Hypothese ist nur tragbar, 

wenn man davon ausgeht, das die Halbwertszeiten der Inhaltsstoffe des Rotbusch - 

Extraktes so gering sind, dass diese nach zwölf Stunden bereits verstoffwechselt 

sind, denn die zweite Blutabnahme erfolgte erst am Morgen nach der letzten Extrakt - 

Einnahme. 

Beide Hypothesen zeigen den Aufklärungsbedarf des Effektes im Xanthin / 

Xanthinoxidase - System, denn seine Erklärung könnte bedeuten, dass dieses Test-

system ein Werkzeug darstellt, mit dem sehr sensibel die Bioverfügbarkeit von 

Polyphenolen nachgewiesen werden kann. 
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7 Zusammenfassung 

Ziel des Projektes war die Bestimmung der antioxidativen Eigenschaften 

verschiedener pflanzlicher Extrakte, die das Adalbert - Raps - Zentrum für Arznei- 

und Gewürzpflanzenforschung zur Verfügung stellte. Um die verschiedenen 

Wirkmöglichkeiten antioxidativer Substanzen ausreichend darstellen zu können, 

wurden unterschiedliche biochemische in vitro Testsysteme herangezogen. Diese 

simulieren relevante Schlüsselreaktionen pathophysiologischer Situationen, aber 

auch oxidative Prozesse in Lebensmitteln und Kosmetika.  

Die erste Projektphase diente vor allem der Sondierung. Es wurden sechs 

verschiedene Extrakte in mehreren biochemischen in vitro - Testsystemen unter-

sucht. Weiterhin wurden zwei Emulgatoren (Lösungsvermittlern) miteinander 

verglichen. Der Rotbusch - Extrakt hatte im Vergleich zu den anderen Pflanzen-

extrakten eine unerwartet hohe Aktivität, die mit dem bekannt guten antioxidativen 

Potenzial des Grünen Tees vergleichbar war. Der Rosmarinsäure -  und der 

Honigbusch - Extrakt hatten, verglichen mit dem Grüntee - und dem Rotbusch - 

Extrakt, zwar geringere, aber im Vergleich zu Trolox immer noch beachtliche 

antioxidative Eigenschaften. Der hauptsächlich Carnosolsäure enthaltende Rosmarin 

- Extrakt zeigte im hydrophilen Milieu nur ein geringes antioxidatives Potenzial. Im 

lipophilen Reaktionsmilieu dagegen besaß er, verglichen mit den anderen 

Pflanzenextrakten, das höchste Potenzial, reaktive Verbindungen abzufangen. Der 

Emulgator Sternyolk förderte, im Vergleich zu Tween80, bis auf wenige Ausnahmen, 

die antioxidativen Eigenschaften der Extrakte. Aus diesem Grund wurde im weiteren 

Verlauf des Projektes mit Sternyolk gearbeitet. Die interessanten Ergebnisse des 

Rotbusch - Extraktes und des Honigbusch - Extraktes im Vergleich mit dem Grüntee 

- Extrakt und Trolox in fast allen Testsystemen führten zur zweiten Projektphase. Ziel 

war, die Extraktionsmethode zu optimieren, wodurch eine Vielzahl von 

Extraktvarianten aus Aspalathus linearis, Cyclopia spec. und Camellia sinensis 

untersucht wurden, die sich in erster Linie in ihren Leitsubstanzgehalten 

unterschieden. Diese unterschiedlichen Gehalte an Substanzen und die Wirkung der 

Extrakte in den biochemischen Testsystemen bildeten die Basis für eine 

wissenschaftliche Diskussion über Strukur - Aktivitäts - Beziehungen. Aus der 

Pflanze Camellia sinensis wurde ein Weißtee - Extrakt und ein Grüntee - Extrakt 

gewonnen. Beide Extrakte zeigten sehr gute antioxidative Eigenschaften in allen 
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ausgesuchten biochemischen in vitro - Testsystemen. Hervorzuheben sind aber die 

ausgezeichneten Eigenschaften des Extraktes aus Weißem Tee, die in engem 

Zusammenhang mit seinem hohen Catechingehalt stehen. Der Extrakt aus 

fermentiertem Rotbuschmaterial ließ eine deutliche Aktivitätsminderung gegenüber 

den Extrakten aus unfermentiertem Rotbuschmaterial erkennen, welche als 

ausgezeichnete Allrounder bezüglich ihrer antioxidativen Kapazität bezeichnet 

werden können. Dies deutet darauf hin, dass die antioxidative Kapazität der 

Rotbusch - Extrakte von ihrer Leitsubstanz, dem Aspalathin, abhängt. Die Ergebnisse 

zeigen aber auch, dass die Fermentationsprodukte des Aspalathins ebenfalls 

antioxidative Kapazität besitzen müssen. Die Extrakte aus Cyclopia genistoides 

erlaubten einen direkten Vergleich der Extraktionsmethoden. Teilweise war eine 

Korrelation zwischen Aktivität und lösungsmittelabhängigen Inhaltsstoffanteilen zu 

verzeichnen. Die Extrakte aus Cyclopia sessiliflora hatten, trotz wesentlich 

geringeren Inhaltsstoffkonzentrationen, ähnliche bis bessere antioxidative Eigen-

schaften verglichen mit den Extrakten aus Cyclopia genistoides. Dies deutet auf 

zusätzliche antioxidativ wirksame, aber noch unbekannte Substanzen in diesen 

Extrakten hin. 

Aus den Untersuchungen der zweiten Phase wurde ein Extrakt aus Aspalathus 

linearis etabliert, der aus kommerziellem und wissenschaftlichem Interesse heraus in 

einer Interventionsstudie zur Bioverfügbarkeit eingesetzt wurde. Dabei handelte es 

sich um einen Selbstversuch mit 20 Probanden, die sich in zwei Gruppen aus je zehn 

Rauchern (fünf Männer, fünf Frauen) und zehn Nichtraucher (vier Männer, sechs 

Frauen) gliederten. Nach einer Woche antioxidanzienarmer „Diät“ wurde, verbunden 

mit einer ersten Blutabnahme, die 14 - tägige Supplementierung mit 2 x 250 mg / Tag 

unfermentiertem Rotbusch - Extrakt begonnen. Zusätzlich zur Bestimmung der ver-

schiedenen Blutparameter vor und nach Einnahme von Rotbusch - Extrakt wurde 

Probandenplasma aufbereitet und in drei ausgewählten biochemischen in vitro – 

Testsystemen eingesetzt. Die bisher erhaltenen Ergebnisse bringen weitere 

interessante Fragestellungen mit sich: im antioxidativen Status des 

Probandenplasmas waren bei einem der drei ausgewählten biochemischen 

Testsysteme (Xanthin / Xanthinoxidase) hochsignifikante Unterschiede vor und nach 

Einnahme von Rotbusch - Extrakt vorhanden. Unklar ist zu diesem Zeitpunkt jedoch 

die Ursache und damit die Bedeutung dieses Befundes. 
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