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Abstract

The shrubs or small trees of the common Europeder elre rampant all over Europe,
especially in ruderal areas. In naturopathy, prajpans of Elder are effectively used for
treatment of flu, cough, sneeze, laryngitis, neéphdiseases or cystitis without referring
all effects to special constituents of the plant.

As elderberry juice is rich in antioxidant compoanthe aim of this work was to identify
and quantify some of these secondary plant compoumite berry juice with main focus
on phenolic acids and flavonoids. The given task waaccomplish the analysis using
HPLC coupled with the Coulometric Electrode Arragtéction system (CEAD).

Levels of protocatechuic acid, chlorogenic acidintuand avicularin had been earlier
determined by Nagl et al. (2002) using SPE for danppeparation and HPLC-UV.
These sample preparation and analytical methods ingsroved and modified to meet
the premises of RP-HPLC coupled with CEAD for quadive and quantitative analysis.
Two isocratic methods were developed to separagm@ic acids (mobile phase 2%
methanol, 98% 20 mM sodium acetate buffer adjusigqzH 2.90 with acetic acid (v/v),
flow 0.8 ml/min) and flavonoid glycosides and aglge (mobile phase 50% methanol,
50% 20 mM potassium dihydrogenphosphate buffersaefuto pH 3.50 with phospho-
ric acid (v/v), flow 1.2 ml/min) on a M&N EC 150 4.6 mm Nucleodur Sphinx co-
lumn. Sample work-up for determination of phenalads included SPE. For analysis
of flavonoids simple dilution and centrifugatioregs were sufficient. CEAD (potentials
+50 to +820 mV) allowed selective detection of dz@dble constituents and isocratic
elution kept running times short and preventednigiin aglycon peaks. Protocatechuic
acid, chlorogenic acid, rutin, nicotiflorin and goetin could be identified by compari-
son of retention times and current voltage curt€sESI/MS was used as additional
identification tool. Quantification was carried day standard addition method based on
HPLC-CEAD data.



Zusammenfassung

Der schwarze Holunder ist in Europa weit verbreiketder Naturheilkunde und Phar-
makognosie werden seit langem Praparationen dasndets bei Erkaltungs- und uro-
logischen Erkrankungen erfolgreich eingesetzt oltass die Wirkmechanismen im
Detail geklart sind.

Bekannt ist, dass Holundersaft aus den Beeren egicdntioxidativ wirksamen Verbin-
dungen ist. Das Ziel der vorliegenden Arbeit warige dieser sekundaren Pflanzenin-
haltsstoffe zu identifizieren und zu quantifizier&obei Phenolsduren und Flavonoide
im Mittelpunkt des Interesses standen. Die Analyseliten dabei mit einer HPLC-
Apparatur durchgefiihrt werden, die mit einem Cowdtiiachen Elektroden-Array De-
tektor gekoppelt wurde.

Im Jahr 2002 konnten Nagl et. al die Verbindungestdeatechusaure, Chlorogenséaure,
Rutin und Avicularin im Holundersaft nach Reinigusugf SPE-Kartuschen (solid phase
extraction) mittels HPLC und Dioden-Array Detekti(iDAD) nachweisen und quanti-
fizieren.

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die von Nagl &tentwickelten Aufarbeitungsmetho-
de zu verbessern und daran anschlie3end, die &abstanittels HPLC zu trennen und
mit der selektiven coulometrischen Elektroden-Artstektion (CEAD) zu bestimmen.
Zwei isokratische Methoden wurden entwickelt, umemdisduren (mobile Phase 2%
Methanol, 98% 20 mM Natriumacetat-Puffer, eingdisalf pH 2.90 mit Essigsaure
(v/v), Flussrate 0.8 ml/min) und Flavonoidglykosued Aglykone (mobile Phase 50%
Methanol, 50% 20 mM Kaliumdihydrogenphosphat-Puf@ngestellt auf pH 3.50 mit
Phosphorsaure (v/v), Flussrate 1.2 ml/min) aufreM&N EC 150x4.6 mm Nucleodur
Sphinx Saule zu trennen.

Der Vorteil des CEAD (Potentiale von +50 mV bis 82V) ist die selektive Erfas-
sung der oxidierbaren Inhaltsstoffe, isokratischei@n sorgte fir kurze Laufzeiten und
verbesserte das Peaktailing bei Aglykon-Peaks.oPateéchusdure, Chlorogensaure,
Rutin, Nicotiflorin und Quercetin konnten durch gkzich der Retentionszeiten und der

Strom-Spannungskurven identifiziert werden.



Um die Ergebnisse der qualitativen CEAD Analysenuntermauern, wurden diese
durch Messungen mit LC-ESI/MS uberpruft und ergéanzt



1 Einleitung

Der auf nahrstoffreichen Boden als Strauch odeBalsm wachsende schwarze Holun-
der, ist in Europa als Heckenpflanze, an Waldramded auf Schutt oder Ruderalplat-
zen weit verbreitet (Taufel et al., 2005). Nebemdshwarzen Holunder (Sambucus
nigra) sind in Mitteleuropa auch der krautige Attibzw. Zwergholunder (Sambucus
ebulus) und der rote Holunder (Sambucus racemesaiisth. Die beiden Letztgenann-
ten spielen in der menschlichen Ernahrung und ailehutzpflanze kaum eine bedeu-
tende Rolle.

Der schwarze Holunder gewinnt gegenwartig wirtsttichf an Bedeutung nachdem

dieser als Nutzpflanze in den vergangenen Jahreehnitmer mehr zu verschwinden
drohte. In Osterreich wurden 2006 auf eine Flaahe 963 ha ca. 7400 t Holunderbee-
ren geerntet. Verwendung finden nicht nur die Beesendern auch die Bliten, obwonhl
die Blutenerzeugung wegen der Konkurrenz aus desugpéaischen Landern unrenta-
bel geworden ist (BMLFUW, 2007).

Die Pharmazie und Naturheilkunde nutzt nahezu s&mtiTeile der Pflanze (Rinde,

Wurzeln, Blatter, Bliten und Beeren) zu phytothetdagchen Zwecken.

In der Lebensmitteltechnologie bedient man sich Eadbstoffes der Beeren und die
Nahrungsmittelindustrie spezialisiert sich auf Higrstellung von Sirupen, Fruchtsaften
und Schorlen, sowohl aus den Beeren (Sambuci Buetie auch aus den Bliten (Sam-
buci flos).

Zu den wichtigen Inhaltsstoffen des Holunders zélle sekundaren Pflanzeninhalts-
stoffe. Sie unterscheiden sich von den primarean2énstoffen (Protein, Fett und Koh-
lenhydrate) dadurch, dass ihr Hauptzweck nichtEtesrgiespeicherung bzw. der Ver-
sorgung dient, sondern sie erfillen in der Pflamze antinutritive Aufgaben wie Farb-

gebung, Schutz gegen UV-Strahlung, desweitern exgisre als Abwehrstoffe gegen
Schadlinge und Krankheiten. Chemisch und struktbeglachtet handelt es sich jeden-
falls um eine sehr heterogene Gruppe von VerbingunDie wichtigsten Vertreter sind

Phytosterine, Saponine, Glucosinolate, Phenolsailamonoide, Protease-Inhibitoren,
Monoterpene, Phytodstrogene, Sulfide und Phytires@itimadfa et al., 1998)



Die oftmals noch nicht stichfest bewiesenen Geseitslhirkungen der sekundaren
Pflanzeninhaltsstoffe erscheinen genauso manrigyfaie deren chemische Beschaf-

fenheit:

. immunmodulatorisch,

. antioxidativ,

. antikanzerogen,

. antimikrobiell, antiviral,

. antithrombotisch,

. antiinflammatorisch,

. blutdruckregulierend,

. Senkung des Cholesterins,
. Beeinflussung des Blutzuckers,
. verdauungsférdernd

Tabelle 1: Wirkung der sekundéaren Pflanzenstoffe nach (W&ttal., 2005)

Anfang der 80er Jahre des vorigen Jahrhundertsnbeg@h die Ernahrungswissen-
schaft intensiver mit den bioaktiven Sekundarmdiedyoder Pflanzen auseinanderzu-
setzen, da man zunehmend die antioxidative Kapazgéer phenolischer Verbindun-

gen erkannt hatte.

Die Bedeutung zur Prophylaxe im Bereich Herz-Keaigérkrankungen, Krebs, chro-
nisch entzindlichen Erkrankungen ufatarakt wurde vielfach diskutiert.

Biogene phenolische Verbindungen verringern moghaleise die Schadigung von
Zellkernen und Zellmembranen durch reaktive Saatsgtezies (ROS), andere freie
Radikale und oxidierende Stoffe. Letztendlich istc nicht ausreichend geklart, in
welchem Ausmal} diese alimentaren, nicht enzymatisétntioxidantien eine Rolle im

menschlichen Organismus bei der Abwehr von oxydatibtress spielen.

Die vermehrte Verwendung der Beeren des Holundeder menschlichen Erndahrung
konnte aus volks- und praventivmedizinischer Sahtwertvoller Beitrag fur die Ver-

sorgung der Bevolkerung mit Antioxidantien sein.



2 Allgemeine Grundlagen

2.1 Zur systematischen Botanik des schwarzen Holunders

In frliheren Zeiten wurde der Strauch althochdeugstdluntar” genannt, dessen Be-

deutung als ,Baum der hohlen Zweige interpretientde. Der Holunder galt schon in

der Antike als universelles Naturheilmittel (Buhgjr2004). Im deutschen Sprachraum
wird die Pflanze auch synonym als Alhorn, Elhorayidcher Flieder, Eiderbaum, Flie-
derbeere, Hitschel, Holder, Holler, Hulertrauberelkeénbusch, Elder, Pisseke oder
Schwarzholder bezeichnet. Die genaue Herkunft dasu@gsnamens ,Sambucus® ist
etymologisch nicht geklart, wahrend das ,nigra“ Bazug auf die Farbe der Friichte
dem lateinischen Wort fiir ,schwarz” entspricht (Bder, 2006).

Systematisch z&hlt der Holunder zur Familie derf38Bkaittgewachse (Caprifoliaceae),
die zur Ordnung der Dipsacales (kardenartige) geh(Baltisberger, 2002).

Die Gattung ,Sambucus” wird kontrovers auch in glienotypische Familie der Sam-

bucaceae oder in die Familie der Adoxaceae mitkheerfamilie Adoxoidea eingeord-

net.

Die Caprifoliaceae haben einen 3-5 blattrigen Riunbten. Die Blatter sind unpaarig

gefiedert und die stark duftenden wei3en Blitenhsan als Schirmrispen oder Trug-
dolden. Die purpurnen bis violetten kugeligen Stéichte enthalten 3-6 Steine. Der
Strauch oder Baum des Sambucus nigra ist ein Flaatey mit einer Hohe von bis zu

7 Metern (Hager et al., 1994).



2.2 Die Inhaltsstoffe der Holunderbeeren

Die schwarzen Frichte, die aufgrund der cyanogébkgkoside Sambunigrin (siehe
Abbildung 1), Prunasin, Zierin und Holocalin nicht ohne Voraetllung zum Verzehr
geeignet sind, enthalten u.a. neben derAloschnitt 3 erwéhnten Flavonoid- und
Anthocyanglykosiden auch Zucker, organische Saggmonen-, Ascorbin-, Wein-
stein- und Valeriansaure), Bitterstoffe und Vitami#\,B;,B,,C). Der Anteil an atheri-
schen Olen betragt 0.01% (Baumler, 2006, Schw&0®7, Hager et al., 1994).

Bestandteile Bestandteile
Feuchtigkeit 80 g | Vitamin B, 0,06 mg
Protein 0,7 g | Vitamin B, 0,08 mg
Fett 0,5 g | Niacin 15 mg
Kohlenhydrate 9,1 g | Carotin 0,3 mg
Glucose 29 g |VitaminC 16 mg
Fructose 2,8 g | Zitronensaure 1,2
Saccharose 0,2 g| Apfelsaure 0,3

Sorbit 1-7  mg| Isozitronensaure 16 mg
Faserstoffe 6,6 g | Chinaséaure 40 mg
Mineralstoffe 0,8 g | Shikimisaure 6 mg
Kalium 305 mg| Gerbstoffe 3 g
Magnesium 24 mg Quercetin 17 mg
Calcium 35  mg| Atherisches Ol 0,01 ¢
Phosphor 57 mg

Eisen 16 mg

Energiewert 200 kJ

Tabelle 2: Zusammensetzung und Energiewert des schwarzemétais, durchschnitt-
licher Gehalt je 100 g essbaren Anteils nach (Tiaatfal., 2005)
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Abbildung 1: Strukturformel des cyanogenen GlykosSambunigril

Fur die sensorchen Eigenschaften des Holurbeerensfies sind ieben den Zuckern
und Sauren auch flichtige Aroméestimmend. Kaack et al2(0~) isolierten mittels
Headspacéd-echnik die flichtigen Komponenten aus dem Saft idedtifizierten mt-
tels GC-FID und GEMS 59 verschiedene Stoffe. Dieeidten von ihnewaren Abbau-
produkte von Fettsduren wie Alkohole, Ester, AldidKetone und Furar

Bei den ,character impact compdds®, die fur die olfaktorisch¢ Eigenschaften des
Saftes verantwortlich zeichn, handelte es sich vor alleom p-Damascenone, Nonal

und Dihydroedulan.

2.3 Phendische Verbindungen in Pflanzel

Phenolische Stoffe inflanzen umfassen im weitesten Sinne alle aroméen und he-
terozyklischen Hydroxverbindungen, insbesondere diavonoide un Phenolséuren.
Siegehoren allgemein zu der grof3en Gru dersekundaren Pflanzeninhaltsstt.
Flavonoide und Phenolséuren sin vielen Obstarte ein Beitrag zur Farbgebu und
zum GeschmacKhre sonstigenAufgaben im pflanzlichen Organismus sind vielfal
Sie sind an Wachstur- und Differenzierungsvorgaeg beteiligt,wirken antioxidativ,
antifungal,allelopathisc und bakterizid. AldPhytoalexine helfen sie den Pflanzn-

fektionen durch Bakterien und Pilze zu hemmen wrém Ausbreitung zu begrenz
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2.3.1 Flavonoide

Die Flavonoidekommer in allen héheren Pflanzen vor, sie sitid in der Nahrung ai
haufigstenauffindbarerPolyphenole. Ihr Grundkoérper ist das?Benylchroma. Dieses
besteht aus 3 Kohlenstoffringen mit 2 aromatischaed einem (-heterozyklischen
Ring.

Abbildung 2: DasGrundgerist der Fvonoide, das 2henylchroma

Durch Modifizierungen am Grundgerist ergibt sicheegro3e strukturelle Vielfi. Je
nach Oxidatioran den Kohlenstoffatomen-2, -3 und -4kénnen die einzelnen Flo-
noidtypen unterschieden werc:

Flavonole Flavone

12
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Abbildung 3: Die Verbindungsklassen der Flavonc

Die meisten Fvonoide kommen in der Natur einen Zuckeeil, an das sogenannte
Glykon gebunden vr, wie beispielhaft am Quercitrin iAbbildung 4 dargestellt. Der
Nicht-Zuckerteil des Quercitrins ist das Quercetin, deckérteil die Rhamno.

In der freien FormauchAglykon genannt, findet maim der Natu lediglich die Flava-
nole. Die Flavona unc Flavone treten im Gemise meist alsG@kosidedes Querce-
tins oder deKampferolsauf. Sie sind weniger haufigufzufindenals das Luteolin-

oder Apigeningykosid.
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Frichte enthalten fast ausschliel3lich Quercetirk@ie wéahrend Kampferol- und
Myricetin-Glycoside nur in geringen Mengen zu findsind. (HERMANN, 1976),
(HERMANN, 1988).

Abbildung 4: Strukturformel des Quercitrins, das 3-O-alphaathasid des Quercetins

23.1.1 Proanthocyanidine und Anthocyanidine

In pflanzlichen Lebensmitteln findet sich ebenfalle polymere Gruppe der Proantho-
cyanidine (OPC). Diese bestehen im Allgemeinen poigmerisierten Flavan-3-ole
Einheiten mit einer Molmasse von bis zu 7000. Mareichnet sie auch als kondensier-
te Tannine, ihr Geschmack ist bitter und sie wirkdstringierend (B6hm, 2000).
Bestehen die Flavaneinheiten nur aus Catechin ymcatechin, so spricht man von
Procyanidinen. Einfache Dimere sind die aus Catebliw. Epicatechin aufgebauten
Procyanidine B-1 bis B-4 (Habermehl et al., 20@2g Procyanidine sind die in der
Natur am weitest verbreitete Gruppe der Proanthudyz und sie finden sich in
Friichten wie Bananen, Datteln, Pflaumen, Apfelmn@n, Pfirsichen und Trauben
(Kaul, 1996).

Die Zweite der beiden Hauptklassen der Gerbstag#een den oben erwéhnten konden-
sierten Tanninen, bilden die hydrolysierbaren TaenDiese sind Ester der Gallussaure
und der Hexahydroxydiphensaure mit Monosaccharidéofig Glucose (Belitz et al.,
2007).

Als Anthocyanidine werden die Aglykone der Anthoggabezeichnet. Als Zuckerrest
dienen Monosaccharide wie Arabinose, Glucose, Gadak Rhamnose oder Disaccha-

ride wie Rutinose und Sambubiose.
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Die wasserloslichen Anthocyane sind fiur Blau- uratif&bungen in den Bliten und
Frachten verantwortlich. Eine Charakteristik derti#otyane ist, dass ihre Farbe vom

pH-Wert abhéngig ist.

2.3.2 Phenolsauren

Unter dem Begriff Phenolsduren (Phenolcarbonsdwenjlen die Hydroxybenzoesau-
ren und Hydroxyzimtsauren zusammengefasst. Sieisiméhezu allen Pflanzenteilen
vorhanden, die Hydroxyzimtsduren kénnen mit orgdrméa Sauren oder Zuckern ve-
restert sein.

Die Derivate der Hydroxybenzoesauren besitzen ei@gf; Grundkdrper, die der

Hydroxyzimtsauren einengdCz; Grundkorper:

Hydroxyzimtséauren Hydroxybenzoesauren
R1 R1
COOH
OH 7 OH COOH
R2 R2
p-Cumarséaure RH, R=H Gallussaure ROH, R=0OH
Ferulasaure: RH, R.=0OCH; Protocatechusaure ;ROH, R=H
Sinapinsaure RR,= OCH; Syringasaure R R=0CH;
Kaffeesdure R=H, R,=0OH Vanilinséaure R= OCH;, R;=H

Abbildung 5: Die Strukturen der Phenolsauren

Hydroxybenzoesauren kommen allgemein in geringek@mzentrationen vor als
Hydroxyzimtsauren (Hermann, 1992).

Bei den Hydroxyzimtséuren findet man haufig Ester affee-, Cumar- und Ferula-
saure mit D-Chinasaure und D-Glucose. Allen votehtsdie Chlorogenséure, der Ester

der Kaffee- und der Chinaséaure.
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Abbildung 6: Strukturformel der Chlorogensa
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2.3.3 Synthese polyphenoler Verbindungen in pflanzliche®rganis-
men

Dem tierischen Organismus ging im Laufe der Evolutlie wichtige Fahigkeit aroma-
tische Strukturen aufzubauen verloren. Es fehltEiasym, das die Bildung der Shiki-
misdure aus Zwischenprodukten der Glykolyse undR#agosephosphatweges kataly-
siert. Damit wird auch die Bildung der Aminosaufrmenylalanin und Tryptophan un-

maoglich gemacht (Loffler et al., 1998).

20,PO_ _COO
\H/ O~__COO
CH, Y HO COO
+ H,O  po,*> CH; g
O~__H HO——H
7
H——OH
H——OH H——OH
H——OH CH,OPO,>
CH,OPO5*
lele) ele)
H,O f NADPH NADP’ i
07 > YoH HOY ™~ “OH
OH OH

Abbildung 7: Biosynthese der Shikimisaure vereinfacht nachdterlet al., 2005

Aus Phosphoenolpyruvat der Glykolyse und Erythibgdrosphat, einem Zwischen-
produkt des Pentosephosphat-Zyklus, entsteht digetbindung 2-Keto-3-desoxy-D-
arabinoheptulosonat-7-phosphat. Nd&fiminierung des Phosphats wird diese zu De-
hydrochinat cyclisiert. Wasser wird abgespaltet dadch Reduktion der Oxo-Gruppe
entsteht Shikimat.

Aus der Shikimisaure leiten sich zahlreiche in RiEn vorkommende Aromaten wie
die Phenolsauren und auch die aromatischen Amines&b. Das aus ihr entstehende
Phenylalanin wird fur die weiteren Syntheseschiigéé Bildung der Flavonoide beno-

tigt.
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Protein-Synthese

b

COOH DL-Dopé
opamin
HoN Noradrenalin
Phenylalanin Adrenalin

J Phenylalanin-Ammoniak-Lyase

y

COOH
trans-Zimtsaure

J Zimtséure-4-Hydroxylase

OH

Y

COOH

4-Hydroxy-Zimtsaure

Acetyl C)oA ——>»
Zimtsaure-CoA-Ligase

OH

y

~S-CoA i
p-Cumaryl-CoA

3 Malonyl COoA —— >

OH
Isomerase QN 0 ‘
o4 O OH O

Chalkon Flavanon

Abbildung 8: Der Phenylpropan-Stoffwechsel der Pflanzen

Uber den Zimtsaureweg wird das Phenylalanin vonRiemylalanin-Ammoniak-Lyase
nicht-oxydativ. desaminiert. Aus der erhaltenen dr@mtsaure wird die

4-Hydroxyzimtsaure gebildet und in einem weitereshrit p-Cumaryl-CoA. Dieses
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kondensiert mit Malonyl-CoA zu dem Flavanon Grumidigeé aus dem dann durch wei-
tere Reaktionsschritte die Flavonoide und Stilbda@ntstehen. Die aus den Zwischen-
schritten stammenden Hydroxyzimtsaure-Derivate siiedBasis fur die Synthese von
Hydroxybenzoesaure-Derivaten. Aus p-Cumarsaurdedritdurch weitere Hydroxylie-

rungs- und Methylierungsschritte die Ferula- undféeséaure (Karlson et al., 2005).

2.3.4 Metabolismus der Flavonoide und Phenolséuren

Die Aglykone der Flavonoide werden im Dinndarm duypassive Diffusion resorbiert
und in der Leber sulfatiert, methyliert oder glukoiert und mit dem Gallensaft wieder
ausgeschieden. Mdglich sind auch der mikrobiell®aAbder Glykoside im Kolon und
eine nachfolgende Aufnahme der Aglykone. Diskutward ebenfalls die Mdglichkeit
einer aktiven Aufnahme bestimmter Flavonolglukosiae Dinndarm (Watzl et al.,
2001).

Freie Phenolsauren werden im Dunndarm aufgenomigdroxyzimtsduren werden
sowohl im Dinndarm sowie im Dickdarm resorbierte [Bister allerdings mussen erst
durch Enzyme der Dickdarmflora gespalten werden, dort absorbiert zu werden
(Watzl et al., 2001).
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3 Bisheriger Stand der Analytik und Zielsetzung

Brgnnum-Hansen et al. (1983) berichten nach ihrBh@tAnalysen Uber die Struktu-
ren von vier qualitativ und quantitativ erfasstenti#ocyanen im schwarzen Holunder:
Cyanidin-3-glucosid (~66%), Cyanidin-3-sambubiast82%),
Cyanidin-3-sambubiosid-5-glucosid (~1%) und Cyanigl5-diglucosid (<1%).

In der Studie von Watanabe et al., (1998) erfoldji2 Analyse der vier bekannten
Anthocyane in handelstiblichen Konfitiren, Geleédigkeiten und Séaften, die bei der
Herstellung mit Holunderextrakt eingefarbt wurdBie Holunderpigmente wurden aus
den Proben mit Hilfe der Festphasenextraktion gigraund nach micellarer elektroki-

netischer Chromatographie gekoppelt mit einem U%-Dletektions-System bestimmit.

Nagl et al. (2002) entwickelten eine HPLC-Methode WV-Detektion, um phenolische
Verbindungen in Press-Saften des schwarzen Holsrmeanalysieren. Die Safte wur-
den mittels Solid Phase Extraction (SPE) gereiridig. dadurch erhaltenen methanoli-
schen Extrakte wurden danach mit Gradienteneluatidreiner Reversed Phasg Gau-

le aufgetrennt und bei 260, 280, 320 und 350 nraktiett. Durch Vergleich, der mit-
tels Dioden Array Detektors aufgenommenen UV-S@ek{20-450 nm) und der rela-
tiven Retentionszeiten von Standardlésungen, konaie farblosen Polyphenole Proto-
catechusaurep-D-1-O-Caffeoylglucose, Kaffeesaure, Chlorogensausequercitrin,
Rutin, Avicularin, Quercetin und Kampferol in humtdélolundersaftkonzentraten aus
drei europaischen Landern (Danemark, OsterreiclyjaBd) identifiziert werden. Ge-
halte der Protocatechusaure, Chlorogensaure, vdim Rad Avicularin wurden bei
260 nm quantifiziert.

Eine Beschreibung der farblosen Polyphenole edotijirch Hillebrand (2004). Die
Isolierung der Copigmente in dieser Arbeit erfoldtech das Herstellen eines Ethylace-
tat-Extraktes aus einem handelsiblichen HolunderBaéser Extrakt wurde anschlie-
Rend mit High-Speed-Counter-Current-Chromatograpt§)CCC) fraktioniert und die
erhaltenen Fraktionen mittels HPLC/DAD/ESI-MS(n)duKkernspinresonanzspektros-
kopie (NMR-Spektroskopie) untersucht. Durch dieddadler NMR-Spektroskopie wur-
den Chlorogensaure, Rutin, Quercetin-3-Glucosid Brnatocatechuséure identifiziert.
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Die Strukturzuordnung des Nicotiflorins (Kampferdinosid) erfolgte Aufgrund des
Fragmentierungsmusters aus den HPLC-ESI/MS(n) Daten

Wu et al. (2004) charakterisierten insgesamt 7cheeslen Anthocyane im Sambucus
nigra: Cyanidin-3-sambubiosid-5-glucosid, Cyani8ib-diglucosid, Cyanidin-3-
sambubiosid und Cyanidin-3-glucosid. Zum ersten ktainten auch die Verbindungen
Cyanidin-3-rutinosid, Pelargonidin-3-glucosid uneéld&gonidin-3-sambubiosid nach-
gewiesen werden. Die Extraktion der getrockneteer&e erfolgte in dieser Studie mit
.accelerated solvent extraction” (ASE), die Analysger Extrakte durch HPLC-ESI-
MS/MS gekoppelt mit DAD und/oder Fluoreszenzdetakti

Lee et al. (2007) identifizierten und quantifizeartim europaischen Holunder mittels
HPLC/DAD/ESI-MS/MS die bekannten Anthocyane Cyami@isambubioside-5-
glucosid, Cyanidin-3,5-diglucosid, Cyanidin-3-sarbimsid und Cyanidin-3-glucosid.
Im Spurenbereich fanden sich des Weiteren Cyarddiatinosid, Pelargonidin-3-
glucosid und Delphinidin-3-rutinosid. Cyanidin-34gbsid und Cyanidin-3-
sambubiosid konnten als mengenmal3ig dominierencktesisiert werden.

Die in der Arbeit von Lee nachgewiesenen farblopatyphenolen Verbindungen um-
fassten Rutin, Kampferolrutinosid (Nicotiflorin),sdquercitrin, Neochlorogenséaure,
Chlorogensaure, Cryptochlorogensaure, Isorham@etutionosid und Isorhamnetin 3-
glucosid, die jeweils qualitativ nachgewiesen undrgitativ bestimmt wurden.

Rieger et al. ( 2008) setzen die Technik der ASPmbenaufarbeitung ein und identi-
fizierten bzw. quantifizierten Anthocyane, Flavogigkoside und Hydroxyzimtséuren
in den Beeren und Bliten von Calluna vulgaris, Saeub nigra und Vaccinium myrtil-
lus mittels RP/HPLC/PDA und/ oder LC/PDA-MS.

In der Literatur findet sich, im Vergleich zu demtAocyanen, wenig Information tber
die farblosen Polyphenole. Diese auch als Copigenkeeteichneten Stoffe haben selbst
keine eigene Farbe, wirken aber auf die FarbwirkdegAnthocyane ein (Asen et al.,
1972).

Die vorliegende Arbeit konzentriert sich vor allemuf die Gruppe der Copigmente. Da-
bei basiert die Methodenentwicklung auf der appaatKopplung der Hochdruckflis-
sigkeitschromatografie mit der coulometrischen Etsden Array Detektion (CEAD).
Die coulometrische Detektion bietet den Vorteil dktrochemischen Selektivitat. Es

werden organische Verbindungen umgesetzt, die ¢ Mdahl der Potentiale in den

21



Detektorzellen reduzier- oder oxidierbar sind. DA&Chromatogramm hingegen lasst
samtliche Verbindungen erkennbar werden, derentiiumédle Gruppen bzw. konjugier-
te Doppelbindungen im Bereich der gewahlten Wedlegé absorbieren. Die Selektivi-
tat des UV-Detektors unterscheidet sich damit gsétmlich von der des CEAD.

Um die Ergebnisse der qualitativen Analyse mittéfd C-CEAD zu untermauern, soll-
ten zuséatzlich Chromatogramme und MS(1)-Spektrettelsi LC/UV-ESI/MS aufge-
nommen werden.

Die Quantifizierung sollte ausschlieRlich mit derachempfindlichen elektrochemi-

schen Detektor durchgefiihrt werden.
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4 Theoretische Grundlagen der angewandten Analytik

4.1 Die chromatographische Trennung

Bei der Chromatographie wird ein Stoffgemisch duvgrteilungsvorgdnge zwischen
zwei Phasen aufgetrennt. In der mobilen Phasedgagf oder flissig) wird die Probe
Uber die stationare Phase (fest oder fllssig) p@miert. Aufgrund von Wechselwir-
kungen zwischen dem Probengemisch, der stationérehder mobilen Phase werden
die einzelnen Komponenten unterschiedlich star&rdetrt und dadurch voneinander
getrennt. Ist die mobile Phase flissig spricht mam flissigkeitschromatographischen
Trennverfahren. In der Hochleistungs-Flissigkeitsethatographie flie3t die mobile
Phase uber eine feste stationare Phase, die smhan Saule befindet. Die Geschwin-
digkeit mit der die einzelnen Substanzen der Pbbeséaule durchwandern, ist abhan-
gig von den Wechselwirkungen zwischen den beidess@&i Diese beruhen auf den
Vorgangen Adsorption, Verteilung, lonenaustausalgskhluss oder Affinitat.

Bei der Reversed-Phase oder Umkehrphasen-Chromaptugrist die stationdre Phase
apolar und die mobile Phase relativ polar, es wem®golare Stoffe spater eluiert als
polare. Als Tragermaterial der stationaren Phasetdift Silicagel an dem Alkylchlorsi-
lane (Gs, Cs, Cs) zu Siloxanen reagieren. Mit zunehmender Ketteggawerden die
Phasen unpolarer. Aus sterischen Griinden konnénh alie Silanolgruppen des Kiesel-
gels umgesetzt werden. Eine Nachbehandlung mit éfhiyhchlorsilan (end-capping)
verringert die Anzahl der freien —OH Gruppen (Mgg£04).
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4.1.1 Wichtige Kenngrdl3en der Chromatographie

Der VerteilungskoeffizienK ist ein Malf3 fur die Tendenz eines Stoffes siekidvzugt

in der mobilen bzw. in der stationdren Phase auwiteth, konstante Volumina der Pha-
sen vorausgesetzt. Diese Konstante beschreibtNeEunstschem Verteilungsgesetz, den
theoretischen Gleichgewichtszustand der Konzeotrati des Analyten in den zwel

miteinander nicht mischbaren Phasen:

K= Cstat
Cmob

csmtKOnzentration des Analyten in der stationdren Phasé.™]

cmobKoNzentration des Analyten in der mobilen Phasdl[ip

Das Phasenverhaltn{$ beschreibt das konstante Volumenverhdltnis deséthaEs

dient der Korrektur des Verteilungskoeffizienterdies ist grof3, wenn die Saule relativ
durchgangig ist und damit ein grof3es Volumen anil@oBhase vorliegt:
—Vmob
Vstat
Vmob Volumen der mobilen Phase

Vat VOlumen der stationaren Phase

Zusammenfassend ergibt sich die entscheidende K&Regles Kapazitatsfaktdcs

- _ Cstat'Vstat __ 5 __ Ngtat __ Mstat

CmobVmob B Nmob Mmob

Nstat NmobMoOIzahl des Analyten in der stationéren bzw. mabRhase

Mstat Mmob Masse des Analyten in der stationaren bzw. molfilease [gL]

Der Kapazitatsfaktor lasst sich auch experimebiedichreiben:
Die Bruttoretentionszeiz ist jene Zeit, die vom Einspritzen des Stoffs zusn Errei-

chen seines Peakmaximums verstreicht (shdbig@ldung 9) und kann zur qualitativen
Charakterisierung einer Substanz herangezogen weSie ist bei gleichen Bedingun-
gen immer gleich grof3. Die Totzaitdes HPLC-Systems ist jene Zeit, die die mobile
Phase benotigt, um vom Injektor, Uber das gesahmter@atographische System bis zum

Detektor zu wandern. Da beide Faktoren von der édley Trennsdule und der Flie3ge-
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schwindigkeit der mobilen Phase abh&ngig sindnasti man den gunstigeren Kapazi-
tats- oder_Retentionsfaktd¢. Dieser ist von der Saulenlange und der FlisBgwin-

digkeit der mobilen Phase unabhangig.

Signalintensitat
Peakflache A

tr [

Peakhohe h

|
I
hip

d‘ = e
Zeit t
W

W1/2

Abbildung 9: Schema eines theoretischen Chromatogramms

V4 t _t
k:R 0
to

Die Nettoretentionszeitr ergibt sich also aus der Bruttoretentionszeit gheli der

Totzeit. Dividiert man durch den Wert der Totzeib, ist der sich daraus resultierende
Kapazitatsfaktor ein Mal fur die Starke der Wechisklng einer bestimmten Substanz

mit einem chromatographischen System.

25



Zwei Komponenten einer Mischung werden dann getremenn sich ihre Kapazitéats-
faktoren ki und k> voneinander unterscheiden.
Malfd dafur ist der Selektivitatsfaktaer

Die Trennung erfolgt umso einfacher, je gro3erRifterenz zwischen den Kapazitéats-
faktoren von Substanz 1 und Substanz 2 ist. Dexk8eitatsfaktor ist stets grof3er als
eins, da die spater eluierte Substanz immer ded@&md im Quotient ist.

Um zwei Substanzen quantifizieren zu kdnnen, midssse mit gentgend grolRer Auf-

l6sung (R 1,5) voneinander getrennt sein. Die Auflésihgst wie folgt definiert:

tr, —t tr, —t
R — 2 R2 R1 — 1,18 R2 R1
wi + w, w1 +wi

71 72

Eine weitere Gleichung definiert die Auflosung Gbek” und die Zahl der theoreti-

schen Trennstufen N einer Saule:

4

VN

1
R, = —(a—1
2= p@-Dm

4.1.2 Trennleistung eines chromatographischen Systems

Die Charakterisierung einer Saule erfolgt durchedetheoretische Zerlegung in Ab-
schnitte, den sogenannten Trennstufen. Die Trefemstoder Bodenhdhe ist jene Dis-
tanz in der Saule innerhalb der sich ein Verteitghgichgewicht einmal eingestellt hat.
Die Trennstufenoder Bodenzah\ der Saule lasst sich wie folgt berechnen:

2

2
N=16 (%R) oder N=5.54 vtTRl
2

Eine Erh6hung der Bodenzahl erreicht man durciWhél einer langeren Saule.
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Viele Boden in einer Saule bewirken eine besserffdung aber auch eine grél3ere

Bandenverbreiterung je langer die zurlickgelegtec®e und die Verweilzeit in der

Saule sind.
Ist die Lange der Saule L bekannt lasst sich aiefnnstufenhéhkl berechnen:
L
H==
N

Je Kkleiner H desto mehr Béden befinden sich inreg#ile gleicher Lange und daraus
resultiert eine bessere Auflésung. Kleinere Teiflchm Fullmaterial ergeben eine Ver-
kleinerung der Bodenhohe.

Neben den bereits genannten Faktoren gibt es aagdhandere Prozesse, die die Peak-

form und die Trennung beeinflussen. Die van Deelkteve beschreibt diese:

Van Deemter-Kurve

HTPE [mm]

H (Bodenhshe)

C

_—

A

=4

o

uoptimal  Mittlere Stromungsgeschwindigkeit der mobilen Phase [ems™]

Das_Ho6henaquivalergines theoretischen Bodens (engl. height equivatea theoreti-

cal plate) wird durch folgende Formel dargestellt:
B
HTPE=A +-+C - u

A Eddy Diffusion, Streu- Wirbeldiffusion, unabhaggion der FlieRgeschwindigkeit
B Longitudinal-Diffusion
C Stoffaustauschph&dnomene zwischen stationaremabier Phase

u FlieRgeschwindigkeit der mobilen Phase
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Somit existiert eine optimale Flie3geschwindigKeiima) bei der die Bodenhéhe am
kleinsten ist. Bei diesem Minimum hat die Saulesikffizienteste Trennstarke bei op-

timaler Peakbreite.

4.1.3 Verfahrensweisen der Quantifizierung

Zur quantitativen Analyse eignen sich sowohl Pehlkhid wie auch die Peakflache A,
Der Peak entspricht im Idealfall einer Gaul3"schétk&nkurve (siehédbbildung 9).
Sowohl Flache als auch H6he sind der injizierteoff@ienge proportional. Die eigentli-
che Quantifizierung wird durch die Bestimmung deéihein bzw. Flachen verschiede-
ner, aber bekannter Konzentrationen von Standardgiisn und einer daraus resultie-
renden externen Kalibrierfunktion erreicht. Diessk zusatzlich auch einen internen
Standard enthalten.

Peakiberlappung ist eine Fehlerquelle bei der tateg. Die Bestimmung der Peak-
hohen anstatt der Peakflachen ist bei ungenigefaéisung oft weniger falsch. An-
dererseits liefert die Auswertung der Peakflacheinunsymmetrischen Peaks genauere
Ergebnisse.

Eine weitere Methode ist die Standardaddition ¢shschnitt 6.6.1).
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4.2 Methoden der Elektroanalytik

Fur die Elektrochemie sind Redoxvorgange an Eleleincentscheidend. In der Poten-
tiometrienutzt die analytische Chemie die Konzentrationdaligkeit des elektroche-
mischen Potentials einer Elektrode. Die Bestimmumigrschiedlicher Konzentrationen
ergibt sich praktisch durch die stromlose alsaugigslose Messung der Potentialdiffe-
renz zwischen einer Indikator- und einer Referezktebde.

In der Voltammetrigaus Volt- und Amperometrie) und Polarographied die chemi-
sche Zusammensetzung von Stoffgemischen anhardedsung des Stromes gegen-
Uber einer zeitlich ver&dnderten Spannung bestirAmbund Menge von Depolarisatoren
werden aus dem Verlauf von Strom-Spannungskurvertteit.

Wird der Strom bei einer konstanten Spannung gesnesgricht man von Ampero-
metrie, Messungen des Potentials bei konstanteomStennt man Voltametrie.

Erfolgt der elektrochemische Umsatz des Analyteangjtativ spricht man von Coulo-

metrie

Eine weitere Moglichkeit der elektrochemischen Qifiarerung bietet die Messung der
Leitfahigkeit einer Fluissigkeit (Konduktometrie)eiBlieser Methode wird der Kehr-
wert des Ohmschen Widerstandes einer Analysenldsestimmt (in Siemens $x').

Leitfahigkeitsdetektoren werden unter anderem ml@l@genchromatographie eingesetzt.
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4.2.1 Der Aufbau einer coulometrischen Detektorzelle

In jeder Zelle befindet sich eine aus porésem Kudtleff bestehende Arbeitselektrode
(AE) und je zwei Palladium-Referenz- und zwei Plagiiegenelektroden. Da die Ar-
beitselektrode eine im Vergleich zu Referenz- urdj&helektrode sehr grol3e Oberfla-
che besitzt, bendtigt man die Letzteren in zweiadkusfihrung, um ein eventuell auf-

tretendes Potentialgefélle zu verhindern.

Referenzelektroden

\ Arbeitselektrode

L
O
L2

Mobile Phase

Mobile Phase

Gegenelektroden

Abbildung 15: Schematischer Querschnitt durch eine couloméeifetektorzelle

Zwischen Arbeits- und Referenzelektroden wird ewndtantes Potential angelegt.
Fliel3t eine elektrochemisch aktive Substanz durelpdrose Kohlenstoffelektrode und
wird oxidiert oder reduziert, so wird simultan detromfluss zwischen Arbeits- und

Gegenelektrode registriert und ergibt ein Detekdos.
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4.2.2 Grundlagen der coulometrischen Detektion

Detektoren am Ende einer HPLC-Apparatur wandelnatialytische Information der
chromatographischen Trennung in elektrische Signaie Bei der elektrochemischen
Detektion wird ein Faradayscher Strom gemessenheieginer Redoxreaktion an einer
Arbeitselektrode entsteht. Um eine Stoffmenge msirwertigen lons vollstandig ab-

zuscheiden, braucht es die Ladung Q:
Q=n-z-F

F Faraday Konstante (96 485,309 Ciol

n Stoffmenge [Mol]

Q Ladungsmenge [C]

z Ladungszahl

Nach den Faradayschen Gesetzen besteht eine diegertionalitat zwischen dem

Umsatz des zu analysierenden Stoffes und der wesibien Menge an Elektrizitat.
M-Q
z-F

m Masse der elektroaktiven Substanz [g]

m =

M molare Masse [gmd]
Q Ladungsmenge [C]

} Strom [+pA]

Grenzstrom |, —— ——

Diffussionsgrenzstrom

\ Potential [mV]

Halbstufenpotential E1»

v Strom [-pA]

Abbildung 9: Schematische Strom-Spannungskurve einer revemditde oxreaktion
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Mit steigendem Potential der Arbeitselektrode ningi@it Faradaysche Strom zu, bis der
Grenzstrombereich i erreicht ist. Der Grenzstrom ist dann der Konzgmn des
elektrochemisch aktiven Analyten proportional. Bagential, bei dem die Halfte des

Diffusionsgrenzstromes erreicht wird, wird als Hallfenpotential (gz)bezeichnet.

Die Messung erfolgt zum Zeitpunkt t im Grenzstrongligh des Analyten:

Qc = Liim - t

lim Grenzstrom gA]
t Zeit [s]

Wenn also:

m/M=cy -V
und
v=V/t
So gilt:

Ilimzz-F-co-vf
co Konzentration des Analyten [mofi,

vi Volumengeschwindigkeit [mImif

V Volumen [ml]

Damit ist der Zusammenhang der erhaltenen Pealkdnidhdem Detektorsignal, und
der Konzentration des Analyten gegeben. Aufgrundldésache, dass kein vollstandi-

ger Umsatz des Analyten erfolgt, muss der sogepafomversationsfaktdR:qn, be-

ricksichtigt werden:
Ilim
Reony -z F - vy

C0:
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Erfolgt die Auswertung der Chromatogramme nichtritche Peakh6hen sondern Uber
die Peakflachen, so gilt:

Signalintensitat

th to Zeit
Abbildung 10: Messung der Peakflache

Bei der Auswertung der Chromatogramme Uber die fReden, ist die Peakflache un-

abhangig von der FlieRgeschwindigkeit der mobilbade.
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4.2.3 HPLC gekoppelt mit dem coulometrischen Elektroden Aray
Detektor

Im CEAD arbeiten bis zu 16 voneinander unabhangmgometrische Zellen (Kanéle)

in Serie. Das Potential jedes einzelnen Kanals lspazifisch eingestellt werden. Die
Unterscheidung von Substanzen gelingt damit nicintdurch die chromatographische
Trennung, sondern auch durch deren elektrochemiSaenschaften. Das heil3t, Sub-
stanzen die beispielsweise zeitgleich eluierennie@m bei ausreichend unterschiedli-
chem Halbstufenpotential selektiv detektiert werdeazu muss das Potential der Ar-
beitselektrode im Grenzstrombereich des gewahltealy®en liegen. Nur dann wird

beim elektrochemischen Umsatz dieser Substanz @esmale Signal (im Chroma-

togramm als Peakhdhe oder Peakflache erkennbarpekektors erreicht. Das Signal
dieses sogenannten ,optimalen Kanals“ wird im Riededuch zur Quantifizierung des
Analyts herangezogen.

Im Fall der in Serie geschalteten coulometrischemcbBflusszelle erhalt man jedoch
keine stufenférmigen, sondern peakformige StromaSpagskurven. Der Strom im

Peakmaximum tritt bei einem Potential auf, das dtatbstufenpotential einer Strom-

Spannungskurve, die an einer einzelnen Zelle anfgemen wurde, entspricht.

Stron

E.p Spannun

Abbildung 11: Stufenférmige bzw. peakférmige Strom-Spannungskurv
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Abbildung 12: Elektroden Array Chromatogramme des Quercitrins,

1 Kanal: +50 mV 2 Kanal: +120 mV 3 Kanal: +190 mV Kdnal: +260 mV

5 Kanal: +330 mV 5 Kanal: +400 mV 7 Kanal: +470 mV8 Kanal: +540 mV

9 Kanal: +610 mV 10 Kanal: +680 mV 11 Kanal: +750 m12 Kanal: +820 mV
Quercitrin zeigt ein Maximum im Kanal 4 bei einemté&htial von (+260 mV), auffallig
ist die Peakverbreiterung bzw. das Tailing in daridnen Kanalen bei steigendem Po-

tential
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Abbildung 13: Chromatogramme des Kampferolrutinosids (Nicotifipr
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Beim Vergleich vonAbbildung 12 und 13 ergeben sich furdide Substanzen gleic!
Retentionszed#n. Sicunterscheiden sich aber hinsichtlich ihres elekieogischen Vr-
haltens.Es wére also theoretisch mdglich beim VorliegerdéeSubstanzen in del-
ben Prolkenlosung das Quercitrin im Kanal 4 zu quantifiazierBei den gewahlten Ein-
stellungender Potentiale des Detektckdnnte mardas Kampfercutinosid nicht erfas-
sen, da durcldie Anwesenheit des Quercitrins die Kanale in deses Kampferuti-

nosid Signaleufweis verfalscht werden wirden.

Tragt man, wie inAbbildung 14 dargestelltdie Detektorsignale gegen die gewéah!
Zellpotentiale auf,so erhadlt man eine Stror8pannungskurve odeein Voltam-
mogramm. DieséydrodynamischelKurven sind fur die jeweilie Substanz charakte-

ristisch und trageneben deRetentionszeit zur Identifikation be

Voltammogramm Kampferolrutinosid

30
25

20

B [AA

10

Peakhdhe [uA]

5 200 400 500 800 1000

Potential [mV]

Abbildung 14: Voltammogramm des Kampferutinosids

Die Lage eine®otentials im Peakmaximt ist nicht nur vom Analyte, sondern auch
von der Zusammensetzung deobilen Phase (z.B.: pM¢ert, Art und Konzentratio
der verwendeten Pufferlosung) abhar Bei jeglicher Veranderung der mobilen Ph
in ihrer Zusammensetzurmissen daher die Stro8pannungskurven neu erstelltr-
den.

Dies gilt ebenfalldeim Austausch eines der Detektellblocks gegen eineanderen.

Der Grund dafliist, das sich die Oberflachen der Elektrodenden Zellel im Laufe
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der Zeit verandern und damit auch die Intensitéenbetreffenden Signale von Zelle

zu Zelle verschieden sein konnen.
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4.3 HPLC gekoppelt mit Massenspektrometrie

Nach Auftrennung der Losung eines Stoffgemischex @n HPLC-System, kénnen
einzelne Substanzen in einem Massenspektrometektiet werden. Zwischen dem
Massenspektrometer und dem HPLC-System ist im Nidathain weiteres Detektions-
system (UV oder DAD usw.) zwischengeschaltet.

Das Interface zwischen der HPLC und dem Massenspe&ter bildet die lonenquelle.
Hier haben sich aktuell zwei Systeme durchgesdietElektrospray-lonization- (ESI)
sieheAbbildung 16 und die Atmospheric Pressure Chemical lonizatAl) Quelle.

lon Source
HPLC Inlet
| lon Trap
Nebulizer Gas Inlet - Skimmer - Lenses
A 3 |
Nebulizer Needle ' Capillary
‘ Octopoles Octopoles .
— _I [ |_ NA E3_ Conversion Dynode
D oo . e— __k B >
— e I U {3 _ Electron Multiplier
| Endcap —
Vacuum Partition ‘
. Ring Electrode
Drying Gas

Abbildung 16: Schema Elektrospray-lonisation und lonenfalle, ifiidrt aus Bruker

Daltonics Brochure Esquire 6000

Beim dem in dieser Arbeit verwendeten Elektrospnand die Losung des Analyten
unter Atmospharendruck an der Spitze einer Kagil{aebulizer needle) durch Anlegen
einer Hochspannung (2-6 kV) vernebelt. Es kommtBildung gasférmiger lonen aus
Mikrotropfen, ein inertes Gas (Stickstoff) dieng dlrocknungsgas.

Je nach Polarisierung der Ladung entstehen eirfasttiv oder negativ geladene Pseu-
domolekiilionen entweder durch ProtonenanlagerungHM oder Protonenabspaltung
[M-H]". Im positiven Modus finden sich haufig Natrium-dukaliumaddukte, im nega-
tiven Modus Chloridaddukte.

Die erzeugten lonen nehmen ihren Weg durch diehdieende Glaskapillare. Trei-
bende Kraft fir den lonentransport ist ein Druckiggat innerhalb des Massenspektro-
meters. ,Skimmer®, ,octopoles” und ,lenses” gehodem Bereich des lonentransports

und der Fokussierung an.
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Die lonenfalle ist ein geschlossenes elektrischesd@upol-Feld und akkumuliert die in
der lonenquelle erzeugten lonen. Diese werden dyseshinderung des quadrupolaren
und dipolaren Felds aus der Falle herausgeschlieuddrim Scan Mode nach steigen-
dem Masse/Ladung Verhéltnis aufgetrennt. Somit kéngrol3e Massenbereiche abge-
tastet werden.

Im MS(n) Mode kbnnen spezifische lonen in der Idaka isoliert werden. Durch Sto-
3e mittels eines inerten Kollisionsgases (Stickstéélium oder Argon) wird Translati-
onsenergie (resonance excitation) auf die zu fragerenden lonen Ubertragen. Die
dadurch ausgeldsten intramolekularen Schwingungsuitreren in strukturspezifischen
Fragmentierungsreaktionen. Aus den entstandenegmiéra-lonen kann ein MS(2)-
Spektrum aufgenommen oder ein weiteres Tochterskrert werden. Dieses kann nun
wieder als Mutter-lon fur einen neuerlichen Fragtieang-Zyklus dienen MS(n).

Theoretisch ist dieser Vorgang bis zu 10 Mal wibd#rar.

4.3.1 Instrumente

HPLC/UV-ESI/MS:

System: Agilent 1100 Series HPLC

Vacuum Degasser: Agilent G1322A

HPLC-Pumpe: Agilent G1312A Binary Pump

Saule: Machery&Nagel EC 150x4.6 mmus Nucleodur
Sphinx colum

Autosmapler: Agilent G1313A

Detektion UV: Agilent G1314A

Detektion MS: High Capacity Trap lonenfalle,

Elektrospray lonenquelle, Bruker Daltonics
Software: Hystar 3.1. und DataAnalysis Version 3.3
Bruker Daltonics
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4.4 Festphasenextraktion, Solid Phase Extraktion (SPE)

Diese Probenvorbereitungsmethode ahnelt der Sdummatographie. Sie dient der
Reinigung einer flissigen Probe, der Anreicherund Aufkonzentrierung von Sub-
stanzen oder Isolation der Analyten aus unterstbiesh Matrices (Fruchtsaft, Blut,
Urin usw.).

Die Auftrennung und Separation erfolgt, wie bei déRLC-Saulen, auf stationéren
Umkehr-, Normal- oder lonentauscher Phasen. Dienkerniell erhaltlichen Kartu-
schen (Cartridges) ahneln Injektionsspritzen umdl,sje nach Kapazitat mit unter-
schiedlichen Mengen an stationdrer Phase erhalillels schmale Ende ist passend fir
eine Vorrichtung zur Durchfihrung der Extraktionafiumwanne). An diese, auch
SPE-Rack genannte Vorrichtung, kann mit Hilfe eiWakuumpumpe ein Unterdruck

angelegt werden, um das Eluieren zu beschleunigen.

Hos O 0

Probe
Konditionieren auftragen Waschen Eluieren

. Analyt

> > > > O Matrix

°
Stationire Phase
0 0
678 8
o O O O

'

Analyse

Abbildung 17: Schema der Festphasenextraktion modifiziert ilideimze, 2001)
Die Durchfihrung der Festphasenextraktion erfaidi Schritten:

1. Wahl der geeigneten stationdren Phasdmangig vom Analyt. Dieser muss am

Sorbent reversibel binden und durch das Eluensewigdlost werden kdnnen.

Die Kapazitat der Saule ist abhéngig von der Memgestationarer Phase. Die
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Masse des Analyten sollte maximal 5% der MassePdekung im S&ulchen
entsprechen.

2. Die Konditionierung der Saulerfolgt durch Reinigung mit einem Losungsmittel

in dem die Analyten gut I6slich sind und anschlrefian Spulen mit einem L6-
sungsmittel, das ein vorzeitiges und ungewollteseetn der Analyten verhin-
dert. Zum Beispiel kann bei Durchfihrung an ein@$&PE mit Methanol ge-
reinigt und anschlie3end mit8 konditioniert werden.

3. Auftrageneines definierten Volumens der Analytenldésung etstiPipette. Bei
der RP-SPE darf der Anteil an organischem Losungsihim der aufgetragenen
L6sung nicht zu hoch, da sonst die Analyten uniadindrt eluieren wirden.

4. Wenn die Analyten an der stationaren Phase rewrgiébunden sind, folgen
ein oder mehrere Waschschrittdlicherweise mit einem oder zwei Saulenvo-
lumina. Das verwendete Losungsmittel darf die Ateadynicht von der Saule 16-
sen, sondern nur stérende bzw. schwach gebundemibéatandteile.

5. Die Packung wird mit einem adaquaten Volumen aruhgsmittel gespult, des-

sen Elutionskraft ausreicht, um die Analyten von lackung zu l6serBei der

Wabhl des Eluens und dessen Starke muss jedochdamabf geachtet werden,
dass maoglichst wenige, nicht gewollte Verunreinigem von der Saule in den
Extrakt tbergehen (Sigma-Aldrich publications, 1998

Der bei der SPE enthaltene Extrakt kann direkt odrh weiterer Verdinnung zur

Analyse in der HPLC verwendet werden.
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5 Material und Methoden

5.1 Verwendete Chemikalien

Chemikalien Abkurzung Hersteller  CAS-Nr. Reinheit
Dimethylsulfoxid DMSO Sigma 67-68-5 >99,9%
Essigsaure C¥COOH Fluka 64-19-7 >99,5%
Kaliumdihydrogenphosphat. KH,PQO, Merck 7778-77-0 p.a.
Methanol MeOH Merck 67-56-1| gradient grade
Natriumacetat-Trihydrat CHOONa| Merck 127-09-3 >99,0%
x 3H,O p.a.
Natronlauge NaOH Merck 1310-73-2
Titrierlésung 1 mol/l
ortho-Phosphorséaure 85% POy Merck 7664-38-2 p.a.

Tabelle 3: Chemikalien

5.2 Standardsubstanzen flr die Analysen

Apigenin
Astragalin
Chlorogensaure
Gallussaure
Gentisinsaure
Hesperitin
Isoquercitrin

Isorhamnetin

Fluka

Rotichrom
Roth
Roth

Indofine Chemical Company

Roth
Rotichrom
Fluka

4-Hydroxyphenylessigsaure Fluka

Kaffeesaure
Kampferol
Luteolin

Myricetin

Rotichrom
Fluka
Sigma
Fluka
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Nicotiflorin Rotichrom

p-Hydroxybenzoeséaure Roth
Protocatechusaure Roth
Quercitrin Rotichrom
Quercetin Fluka
Rutin Fluka
Syringasaure Roth
Salicylsaure Roth
Vanilinsaure Roth

5.2.1 Erstellen der Urstandardldsungen

Die Einzelsubstanz-Stammlésungen wurden in Konagatren von 200 bis 400 mg/I
hergestellt. Dazu wurden auf der Mikrowaage zwiacheind 4 mg eingewogen und in
10 ml Messkolben gel6st. Da die Phenolséduren gyolaren Lésungsmitteln 16slich
sind, wurden die Urstandardiésungen der Phenolséaonie Methanol/Wasser (50:50,
v:v) hergestellt. Die Flavonoid und Flavonoidglyldeswaren nur schwer oder gar nicht
in Methanol I6slich, sie wurden daher in DMSO gel6s

Bei weiteren Verdunnungsschritten wurde mit der meobPhase der entsprechenden
HPLC-Methode verdinnt mit der auch die jeweiliges8ieng des Standards erfolgte.
Die in DMSO gelosten Standards wurden im Dunkeln Reumtemperatur gelagert.
Das Kuhlstellen bei +4°C fihrte zur Kristallisatioes DMSO. Die aus den DMSO-
Lésungen durch Pipettieren hergestellten Verdinenamgit der mobilen Phase wurden
bei -20°C aufbewahrt. Fur die quantitative Analyaeden die Urstandards der Flavo-
noide und Flavonoidglykoside in jener Woche, in dier betreffenden Analysen statt-
fanden erneut hergestellt, um den durch einen aedeh Abbau der Substanzen ent-
standenen Fehler ausschlielRen oder minimieren moekd

Die in Methanol/Wasser (50:50, v:v) gelésten Phsfualeurstandards wurden bei
-20°C aufbewahrt. Die Verdinnungen daraus wurded 12 aufbewahrt, da bei diesen
der Anteil an organischem Loésungsmittel in der rfesbiPhase mit der sie verdunnt

wurden zu gering war, um ein vollstandiges Einéreru verhindern.
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Fur die Lagerung aller Urstandardlésungen wurderme Glasgefal3e zu je 5 ml ver-
wendet und deren Schraubverschlisse nach Verwemdiiftarafilm versiegelt.

Fur die qualitativen Analysen wurden Mischstandards einer Konzentration von 2
ug/ml durch Pipettieren erstellt. ZusammensetzurdgmMischstandards sieA@abel-
len 4,5,8,10

Die Standardlésungen zum ,Spiken“ der SPE-Extrkiatelie Standardaddition wurden
jeweils aus den Urstandards durch Verdinnen mistidiertem Wasser hergestellt,
jene fir das Spiken der Probe zur Bestimmung derdrioide mit MeOH/KHO (80:20,

V.V).

5.3 Verwendete Gerate, allgemeine Laborausristung

Analysenwaage: Mettler AT 400

Mikrowaage: Sartorius Mikro M 3P

pH Meter: Metrohm 691 pH Meter

Ultraschallbad: Bandelin Sonorex RK 103H

Pipetten: Gilson 200-10Q0

Zentrifuge: Hettich Universal

SPE-Rack: 12-Ports Vacuum SPE Manifold, Baker
Titrator: Mettler Toledo DL 53

Density Meter: DMA 4500 Anton Paar

5.3.1 Sonstige Verbrauchsmaterialien

SPE-Kartuschen, Machery Nagel, Chromabong 500 mg
Sterilin Zentrifugenréhrchen PP, 50 ml, 15 ml
Eppendorfgefalle, 2 mi

Membranfilter 0,45:m, Polyamid, Sartorius
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5.4 Qualitative Analyse phenolischer Verbindungen mittés HPLC-
CEAD

5.4.1 Einleitung

Die untersuchten phenolischen Verbindungen unterdeh sich stark in ihrer Polaritét.

Zur Analyse stand eine HPLC Apparatur zur Verflgurg der ausschlieflich isokrati-

sche Elution durchfiihrbar war. Daher wurden zweerschiedliche HPLC- und Pro-

benaufarbeitungsmethoden entwickelt, die es ermulolen Presssaft in eine polare
(Phenolsauren) und eine weniger polare oder apélaidtion (Flavonoidglykoside und

Aglykone) zu zerlegen.

Die Literaturrecherche fuhrte zu einer Reihe vonbifelungen, die sich eventuell in

den Beerensaftproben befinden kénnten. Deshalb emuldischstandardlésungen aus
verfligbaren Reinsubstanzen hergestellt, deren Gliogramme als Referenzen fur die
Identifikation der unbekannten Substanzen in dero@htogrammen der Holundersaft-
proben dienten.

Die qualitative Bestimmung erfolgte Uber den Veigleder Retentionszeiten bzw. der
Kapazitatsfaktoren als auch tber den VergleichStesm/Spannungskurven im FlieR3-

system.

5.4.2 Instrumente

Die Messanordnung ist auf die Bedingungen der &@ahen Elution abgestimmt. Das
Laufmittel wird aus einer Vorratsflasche Uber diwppelkopf-Kolbenpumpe angesaugt
und durch das HPLC-System gepumpt. Die Restputsaley Pumpe wird durch zwei
Pulsationsdampfer auf ein Minimum reduziert. Zweaia@itfilterelemente und eine
Vorsaule sorgen fur Reinheit der mobilen Phase Maxhindern ein Verschmutzen der
Trennsaule und des Detektors. Der Autosampler itsemer 20uL Dosierschleife aus-
gestattet und injiziert die Probe in die mobile $thavelche dann auf der Saule aufge-
trennt wird. Die chromatographische Trennung wurdeeiner Saulentemperatur von
30°C durchgefiuhrt. Die Detektion erfolgte durchesiraus 12 Zellen bestehenden Mul-

tielektroden Detektor.
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Abbildung 18: HPLC mit coulometrischem Elektroden Array Detektor

HPLC CEAD:

HPLC Pumpe: ESA 580 HPLC Pump

Injektor: ESA HPLC Autosampler 465, 20Injektionsschleife

Vorsaule: Gg-Kartusche

Saule: Machery&Nagel EC 150x4.6 mmud Nucleodur
Sphinx column

Detektion: ESA Coulochem Electrode Array System &iZellblo-
cken (12 Zellen)

Software: ESA Coularray fur Windows
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5.4.3 Chromatographische Trennung

5431 Reversed Phase HPLC-Saule

Zur Trennung beider Fraktionen (polar und apolarjde ein bifunktionales Phasensys-
tem verwendet. Dieses bietet ein ausgeglichenel&dltars von Propylphenyl- und:&
Liganden und ist daher pradestiniert fur die Trerguon substituierten Aromaten. Die
Trennmechanismen beruhen nicht nur aufsondern auch auf hydrophoben van der

Waals Wechselwirkungen (Croes et al., 2005).

|
—{)-coon

|

Abbildung 19: Schema des bifunktionalen RP-Phasensystems

Die Verwendung von S&aulen mit unterschiedlichendeimund Durchmessern und rei-
nen Gg-Phasen fuhrte zu Schwierigkeiten bei der Auftreronder Flavonoidfraktion in
Verbindung mit dem CEAD.

Die Peaks der Standardchromatogramme zeigten michterhindernde Tailings bei
niedriger Konzentration an organischem Losungshiittder mobilen Phase. Eventuel-
le Totvolumina innerhalb des LC-Systems wurdenGisnd fur die Bandenverbreite-
rung ausgeschlossen. Eine Erhéhung der Konzentrdée organischen Losungsmittels
verbesserte die Peakform, dies aber auf KosterAd#dsung. Parallele Versuche auf

einem CEAD-System, das die Mdglichkeit der Gradiaptution bot, ergaben keine

a7



adaquate Methode, bei der ein zufriedenstellendgebiiis hinsichtlich Trennung und
Peakform gefunden werden konnte.

Messungen von Verdinnungen der Standardsubstamre® pg/ml auf bis zu 0.002
ug/ml zeigten keine Verbesserung des Problems. lkemzentrationsabhangigkeit vom
Analyten oder die Uberladung der Saule oder deskbats als Grund fiir die schlechten
Peakformen konnte infolgedessen ausgeschlossemrnverd

Die Verwendung unterschiedlicher Losungsmittel (dleydrofuran, Acetonitril, Me-
thanol) und Puffersysteme (Phosphat und Acetat unierschiedlichen pH-Werten)
konnten die Probleme nicht I6sen. Bei Laufen anéei System mit UV-Detektion (260
nm) unter identen Bedingungen (mobile Phase, Ftesswie auf dem CEAD-System,
trat das Phanomen des Peaktailings mit detSaule nicht auf.

Folgedessen war das Phanomen der Peakverbreiteaung Kombination coulometri-
schen Detektion undigSéaulen zu beobachten. Bewiesen wurde dies inlgieM/eise
durch Laufe auf einem HPLC-System, das mit einefaechen coulometrischen Mess-
zelle als Detektor ausgestattet wurde. Dabei zaigte genauso das bekannte Peaktai-
ling.

Ein Erklarungsversuch ware, dass es durch Absorptes hydrophoben Analyts in der
pordsen Arbeitselektrode, bei nicht ausreichendkstdElutionskraft der mobilen Phase,
zu einer Peakverbreiterung kommt.

Offensichtlich war, dass die Peak-Verbreiterung mihehmendem Detektorpotential
zunimmt, was auf eine Oxidation der absorbierterbMelungen schlie3en lasst.

Eine geeignete L6sung des Problems war der AustadescGg-Saule gegen eine Pro-
pylphenyl-Gg-Saule. Diese grol3volumige S&ule erlaubte die Viedweg von mobilen
Phasen mit hohem Anteil an organischem Losungdmitté erzielte gleichzeitig die
bendtigte Auflosung. Mit der so gesteigerten Elkraft konnte erreicht werden, dass
die Absorption der hydrophoben Verbindungen anpadedsen Arbeitselektrode verrin-
gert wurde. Das Problem des Peaktailings wurdet rgéinzlich behoben, konnte auf
diesem Weg aber zumindest so stark verbessert medass bei isokratischer Elution

eine korrekte, reproduzierbare Integration der Baadiglich wurde.
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5.4.3.2Wahl der mobilen Phasen

Zur Auffindung geeigneter mobiler Phasen wurdenreadhe Eluenszusammensetzun-
gen mit unterschiedlichen Anteilen an organischésungsmitteln verwendet und ge-
testet. Methanol erhoht signifikant die Selektivitéi aromatischen Analyten in Kom-
bination mit der stationdren Phenyl-Phase. Acatbhihgegen unterdriickt die Retenti-
on von aromatischen Verbindungen aufgrund von kaiien n-nt Interaktionen zwi-
schen Acetonitril und dem geldsten Stoff in der flewbPhase (Croes et al., 2005, Eu-
erby et al., 2007).

Entscheidend fir die Trennung war die Wahl desdpsystems, um die ionischen bzw.
ionisierbaren Analyten in ein Gleichgewicht der igsdzierten Form zu dréangen. Bei
pH-Werten tber 3.0 verschlechterte sich die Tregrhei den Phenolsauren bzw. Peak-
tailing trat vermehrt auf.

Bei der Trennung der Flavonoide zeigte sich, daspHi-Wert nicht so bedeutsam war
wie bei den leichter dissozierbaren Phenolsaurén.TBennung verschlechterte sich im
basischen Bereich. Bei einem pH-Wert von 3,5 invagwendeten mobilen Phase war
die Trennung der Flavonoid-Fraktion zufriedenstelle

Die mobilen Phasen wurden vor Verwendung im HPLGt&y Uber I6sungsmittelre-
sistente 0.45um Polyamid Membranfilter vakuumfiltriert und 20 Miten im Ultra-
schallbad entgast. Als wassriger Anteil bei samd#icim HPLC-System verwendeten

Losungen diente bidestilliertes Wasser.

5.4.3.2.1Mobile Phase der polaren Fraktion

Es wurde eine Essigsaure/Natriumacetat Stammlosarggstellt, wobei zu 200 mmol
Natriumacetat 25 ml konzentrierte Essigsaure zugesad mit bidestilliertem Wasser
auf 1 Liter aufgefullt wurde. Zu 100 ml dieser Laguwurden in einem 1 Liter Mess-
kolben 50 ml konzentrierter Essigsaure hinzupipattund mit bidestilliertem Wasser
aufgefullt. Mit einem Messzylinder wurde aus 980dw@ser Losung und 20 ml Metha-

nol die mobile Phase hergestellt.
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100 ml Stammldsung
20 ml MeOH+980 ml Puffer

NG |

| | 50 ml Essigsdure, mit bisdestilliertem Wasser auf 1 Liter /_E\

Acetat/Essigsdure Puffer-  Pufferanteil der mobilen Phase Mobile Phase
Stammldsung

Abbildung 20: Schema der Bereitung der mobile Phase, polardiénak

Die letztliche Zusammensetzung der mobilen Phage2aMethanol und 98% Natri-
umacetatpuffer (v:v) bei pH 2.9 (Uberpriifung mitrdpH Meter). Der hohe Anteil an
Essigsaure in der mobilen Phase brachte den pHiWeimen Bereich, in dem die Phe-
nolsauren grof3teils undissoziert vorliegen. Zugdtzlirkte der Anteil an Essigsaure

stark eluierend.

5.4.3.2.2Mobile Phase der apolaren Fraktion

Es wurde eine Phosphorsaure/Kaliumdihydrogenphosfitammldsung hergestellt,

wobei zu 200 mmol Kaliumdihydrogenphosphat 2,5 mbs$phorsaure zugesetzt und
mit bidestilliertem Wasser auf 1 Liter aufgefullumden. Zu 100 ml dieser Losung wur-
den in einem 1 Liter Messkolben 0,5 ml Phosphoeséiunzupipettiert und mit bidestil-

liertem Wasser aufgeflllt. Mit einem Messzylindeurde aus 500 ml dieser Losung
und 500 ml Methanol die mobile Phase hergestellt.
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100 ml Stammldsung
500 ml MeOH+500 ml Puffer

NG |

| | 0,5 ml Phosphorséure, mit bisdestilliertem Wasser auf 1 Liter/_g\

Kaliumphosphat/Phosphorséure  Pufferanteil der mobilen Phase Mobile Phase
Puffer-Stammlosung

Abbildung 21: Schema der Bereitung der mobile Phase, polardiénak

Diese mobile Phase, bestehend aus 50% Methanol 50% Kaliumdihydro-
genphosphatpuffer (v:v) bei pH 3.5 (Uberprifung dein pH Meter), war fir Trennung
der Flavonoide und der Flavonoidglykoside am begesignet.

5.4.4 Die Konfiguration des Multielektroden-Detektors

Auf dem aus zwolf Kanalen bestehenden Detektor emufotentiale zwischen +50 und
+820 mV angelegt, ausgehend vom Wert des ersteal&detrug das Inkrement je-

weils 70 mV.

Die Analyten, die den Detektor passierten, wurdesprechend ihrer Struktur in einem

bestimmten Potentialbereich oxidiert. Bei den Laufét den Standardsubstanzen zeig-
te sich, dass es im gewahlten Potentialbereichiotbglar, alle Substanzen zu detektie-
ren.

51



5.4.5 Herkunft, Vorbereitung und Charakterisierung der Pr oben

Der Holunderpresssaft wurde mit einer haushaltstibh Saftpresse am Tag der Ernte
aus den selbstgesammelten Beeren hergestellt.cDattige Standort der ca. 4 m hohen
strauchartigen Pflanze befindet sich im hauseigé&eten in Niederosterreich, genauer
in Krems-Egelsee. Der Zeitpunkt der Ernte war M8gptember 2007.

Vor dem Pressen wurden séamtliche Grinanteile dgyeRper Hand entfernt und nur die
losen Beeren zur Pressung verwendet. Der hergesgdift wurde in 50 ml Sterilin
Zentrifugenrohrchen aus Polypropylen aufgeteilt @@dmin. bei 5000 rpm zentrifu-
giert, um feste Bestandteile zu entfernen. Der bliad des Saftes wurde anschlieRend
aliquotiert und bei -20°C in 2 ml Eppendorf Reaktigefal3en tiefgefroren. Um den
Holundersaft charakterisieren zu kdnnen, wurddittierbare Gesamtsaure am Titrator
bestimmt und als Zitronensaureéquivalent berecliyietEndpunkttitration erfolgte bis
zu einem pH-Wert von 8.1, der Verbrauch an 1 M Ndfekiug 1.16 ml. Das ergibt ein
Zitronensaureaquivalent von 14.20 mg/g Holundetsaifteinem Anfangs pH-Wert von
3.79.

Als zweites charakterisierendes Merkmal wurde der-8Behalt im Biegeschwinger
bestimmt. Die Dichte des Saftes betrug 1.0506 khds entspricht einem Wert von
13.00° Brix.

5.4.5.1Festphasenextraktion des Holundersaftes

Die Safte enthalten grof3teils niedermolekulare ngoBegleitstoffe in hoher Konzentra-
tion (Zucker, Carbonséauren), die die Trennsauletdeamieren und die Detektion im

coulometrischen Detektor erschweren wirden. DideEming dieser Matrixbestandtei-
le war daher vor den Analysen notwendig. Zugleitinfeh nattrlich die phenolischen

Verbindungen bei der Probenvorbereitung nicht verigehen.

Nagl et al. entwickelten 2002 eine Festphasenetkbrakon Holundersatft, die von mir

so modifiziert wurde, dass sie zur Analyse der molaFraktion des Saftes verwendet

werden konnte.
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5.4.5.1.Herstellen des methanolischen Extraktes

Vor dem Auftragen der Holundersaftprobe wurdenkistphasenrohrchen schrittweise
konditioniert. Dazu wurden die Kartuschen in das Yarfigung stehende SPE-Rack
montiert und anschlieBend mit je 2 S&ulenvolumjeac.5 ml) MeOH (100%), Me-
OH/H,O (50:50, v:v) und kD (bidest.) gespiilt. Danach wurden 1Q0Qles zentrifu-
gierten, aufgetauten Probenaliquots auf digkKartusche aufgebracht und 10 Minuten
auf der Kartusche belassen. Eluiert wurde mit 3/@DH/H,O (80:20, v:v).

Am SPE-Rack wurde wahrend der Elution kein Untezkirangelegt, sondern erst nach
vollstandigem Durchlauf der Elutionslosung. Danaalrden die Kartuschen fur zwei
Minuten trockengesaugt. Die erhaltene Losung wumde0 ml Rollrandglasern aufge-
fangen und anschliel3end quantitativ in einen 5 mkd$kolben tberfihrt und mit der
80%igen Methanol-Losung auf ein Endvolumen von Fatiracht.

Fur die CEAD Analyse wurden dann 10@i0dieses Extraktes mit der mobilen Phase der
HPLC;-Methode (siehébbildung 22) in einem 5 ml Messkolben verdinnt.
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5.4.5.2Probenvorbereitung zur Analyse der apolaren Fraktion

Bei der apolaren Flavonoid-Fraktion wurde versumhit die Festphasenextraktion zu
verzichten, um einen schnelleren und einfachereg ¥Y¥e Probenaufbereitung zu ent-
wickeln. Die hohe Empfindlichkeit des coulometrisniDetektors erlaubt die Verwen-
dung sehr hoher Verdunnungsstufen der AnalysengiisunBei den durchgefiihrten
Verdunnungschritten liegen die stérenden Stoffe Matrix des Saftes nur in relativ
niedrigen Konzentrationen vor. Also kénnen die estdlen Begleitstoffe die Detektion
der im Fokus stehenden Analyten nicht in dem Mafrifleissen wie bei der ,polaren®
Methode. Zusatzlich wurden die Analyte, die niaht Mittelpunkt der Analyse dieser
apolaren Fraktion standen, durch den hohen Anteibrganischem Lésungsmittel zu
Beginn des Chromatogramms eluiert. Beim ersten Merdngschritt der Aufarbei-
tungsmethode konnte die Bildung eines Niedersckldgebachtet werden. Vermutlich
handelte es sich dabei um in der mobilen Phaseduhlosliche Kohlendhydrate und
Schleimstoffe, die bei der anschlieRenden Zentaifiog entfernt wurden.

Die Verluste, die durch die ermittelte Wiederfinduoharakterisiert werden betrugen
beim Rutin zwischen 5-9%, beim Nicotiflorin 38-43%amit waren die Verluste beim
Rutin akzeptabel. Die Verluste beim Nicotifloriedien moglicherweise an einer etwas
schlechteren Loslichkeit des Glykosids in der zerdéinnung verwendeten 80%igen
MeOH/Wasser-Losung (v:v). Eine Erh6hung des orgdmeis Anteils hatte vielleicht
die Ausbeute des Nicotiflorins erhdht. Gegen die&sgument spricht allerdings die
beobachtete Wiederfindung des noch hydrophoberema@tins, die zwischen 96-103%
lag. Die Stérung durch die Verunreinigung des Ratéindards mit Quercetin (sieAbé-
schnitt 6.7.3 kdnnte bei der Quantifizierung des Quercetins Hilite der Standardad-
ditionsmethode ein Grund flr die relativ hohen Aaglen beim Quercetin bedeuten,
auch wenn diese Verunreinigung mit Quercetin inBieechnungen bei der Quantifi-
zierung miteinbezogen wurden. Da es beim Queratyemein Probleme bei der In-
tegration des Detektorsignals gab und die Variagkoeffizienten bei den ermittelten
Konzentrationen stark schwankten, sind die Wieddtngen bzw. auch die ermittelten

Konzentrationen kritisch zu betrachten (siélschnitt 6.7.5).
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5.4.5.2.1Herstellen der Proben der apolaren Fraktion

1000 ul des aufgetauten zentrifugierten Holundersaftesdem mit der mobilen Phase
in einem 10 ml Messkolben verdiinnt. Danach wur@seliLosung fir 20 Minuten im
Ultraschallbad bei Raumtemperatur homogenisiertschhe3end wurde die erhalten
Lésung in 15 ml Kunststoffzentrifugenréhrchen tbiart und fir 20 min bei 5000 rpm
zentrifugiert.

Es waren zwei unterschiedliche Verdinnungsstufaweradig, um bei der quantitati-
ven Bestimmung von Rutin bzw. Nicotiflorin und Qcetin im linearen Bereich der
externen Kalibrierfunktion zu bleiben.

Der Uberstand wurde daher fur die HPLC Analysendaitmobilen Phase der HP4-C
Methode (siehébbildung 23) weiterverdiinnt: 20QI bzw. 1000ul Uberstand auf 5 ml
Gesamtvolumen fur die Rutin bzw. fiir die Nicotiflerund Quercetin Analyse.
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5.5 Analyse der Phenolsauren und der Flavonoide

In Abbildung 22 und23 sind die Analysenschemata der HPLC-Methode dazliest
mit denen die phenolischen Substanzen im Holumtsttifiziert und quantifiziert wur-
den.

1000 pL zentrifugierter
Presssaft

|
Festphasenextraktion auf C-18 Kartusche

Elution mit 3 ml Methanol/H,0
(80:20, v:v), Ubertragung und
Verdiinnung auf das
Endvolumen 5 ml

Verdiinnung von 100 pL
methanolischen Extrakts auf
Sml, mit mobiler Phase

RP-HPLC
CEAD

Abbildung 22: Analysenschema fir die polare Fraktion des Holtsaftes (HPLG)
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1000 pL zentrifugierter

Presssaft

Verdiinnung mit mobiler Phase auf 10 ml

Homogenisieren im
Ultraschallbad

Zentrifugieren

Rutinanalyse

Verdiinnung von 200 pL Uberstand
auf 5 ml mit mobiler Phase fiir

Verdiinnung von 1000 uL Uberstand
auf 5 ml mit mobiler Phase fiir
Nicotiflorin und Quercetinanalyse

RP-HPLC
CEAD

Abbildung 23: Analysenschema flr die apolare Fraktion des Hatsaftes (HPLE)
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6 Ergebnisse und Diskussion

6.1 Durchfiihrung der qualitativen Analyse mittels HPLC-CEAD

Zur ldentifikation der phenolischen Substanzen @iervoltammogramme und Kapazi-
tatsfaktoren, die aus den Standardchromatogrammstelle bzw. berechnet wurden.
Diese wurden jeweils mit den Strom-Spannungskuueh den Kapazitatsfaktoren der
unbekannten Substanzen aus den Chromatogramm&aiti@roben verglichen.

Die Peakhdhen fur die Voltammogramme der Standaeianzen wurden den Chroma-
togrammen fir die externen Kalibrierfunktionen derntitative Analyse entnommen,
wobei jene Konzentrationen ausgewahlt wurden, eliejls der Konzentration der kor-
respondierenden Substanzen in der Holundersaftpbaime deren Verdinnung am
nachsten lagen. Dadurch konnte eine mogliche Unggkait minimiert werden, die
sich bei der Erstellung der Voltammogramme ergdtiemte, wenn die Konzentratio-
nen der Standards zu sehr von den KonzentratioeeWerbindungen die natirlicher-
weise im Saft vorkommen, abweichen.

Das bedeutet, dass auch bei der qualitativen Aegérse Verdinnungsstufen verwen-
det wurden, bei denen nachweislich die Konzentnatioder ermittelten Analyten im
linearen Konzentrationsbereich der externen Kaifuinktionen lagen. Das hat den
Vorteil, dass ein Uberladen des Detektors bei Falsov. zu hoch gewéahiten Konzentra-
tionen verhindert wird und damit die Ahnlichkeitrdeu vergleichenden Voltam-
mogramme maximiert werden kann.

Da der Zustand der Elektrodenoberflache des CEAideven kann, wurden alle Chro-
matogramme am selben Tag unter Verwendung derseltmdnlen Phase aufgenom-
men. InAbbildung 24 und Abbildung 25 sind die Standardchromatogramme und Pro-
benchromatogramme der Phenolsauren zum direktegléfen dargestellt.

Abbildung 26 und 27 sind analog beispielhaft fir die Standardchronmraimgne der
Flavonoide und jene der HolundersaftprobeAbbildung 26 ist besonders gut zu er-
kennen, dass die Peaks der Flavonoidaglykone pdieiseluieren, zum Phanomen des
Tailings neigen. Beim Erh6hen des organischen Antlr mobilen Phase konnte eine
Verbesserung der Peakform erzielt werden, alleedwgre damit die Erfassung der

Glykoside nicht mehr méglich bzw. deren Auflésundereinander zu gering gewesen.
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Der Kompromiss, der gefunden wurde, ermdglichte Tdennung der Glykoside und
der Aglykone bei Inkaufnahme der verschlechterteskform der Aglykone.

5

5.0

»
o

[820 mV]
750 m

680 m
2.0/61[0 m
[540mv1’ |
[azomvy |
[400 mV] |
1.0{[330 m\vil
260 m\{;

190 mV

“ \
120 mwyﬁ \
0.0/[50 m

(yrl) asuodsay

o | 0o I;etention timejiii?mtes) | 20 | 0
Abbildung 24: Elektroden-Array Chromatogramme des Phenolsauréstisedards
1 Kanal: +50 mV 2 Kanal: +120 mV 3 Kanal: +190 mV Kdnal: +260 mV
5 Kanal: +330 mVV 5 Kanal: +400 mV 7 Kanal: +470 mV8 Kanal: +540 mV

9 Kanal: +610 mV 10 Kanal: +680 mV 11 Kanal: +750 m12 Kanal: +820 mV

1 Gallussaure 149-91-7 170.12 2,3

2 Protocatechuséaure 99-50-3 154.12 4,3
3 Gentisinsaure 490-79-9 154.12 5,4

4  p-Hydroxybenzoesaure 99-96-7 138.12 7,4
5 4-Hydroxyphenyl- 156-38-7 152.15 9,7

essigsaure

6 Chlorogensaure 327-97-9 354.31 10,1
7 Kaffeesaure 331-39-5 180.16 12,3

8 Syringasaure 530-57-4 198.17 19,7
9 Salicylsaure 69-72-7 138.12 24,9

Tabelle 4: Zusammensetzung des Mischstandards der polar&tidfra
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Protocatechusaure

300
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Chlorogensaure

(vu) ssuodsay
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Abbildung 25: Zweiter (+120 mV), dritter (+190 mV) und vierterakal (+260 mV)
eines  Elektroden-Array =~ Chromatogramms  eines  metisashen  SPE-

Holunderextraktes, polare Fraktion

11

600+

w
8
o

(wu) asuodsay

Retention time (minutes)

Abbildung 26: Kanal eins bis neun eines Elektroden-Array Chrogramms des Fla-

vonoid-Mischstandards

10 Rutin 153-18-4 610.52 4,6

11 Nicotiflorin 17650-84-9 594.52 6,1
12 Quercetin 117-39-5 302.24 10,4
13 Isorhamnetin 480-19-3 316.26 17,3
14 Kampferol 520-18-3 286.24 19,6
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Tabelle 5: Zusammensetzung des Mischstandards der apolaa&tidfr
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Abbildung 27: Zweiter (+190 mV) und neunter Kanal (+610 mV) @dsktroden- Ar-

ray Chromatogramms einer Holunderprobe, apolarktibra
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6.2 Voltammogramme der Standardsubstanzen im Vergleicimit
korrespondierenden Peaks im Holundersaft

Durch Messung der Peakhdhen der einzelnen Substéezgerschiedenen Elektro-
denpotentialen konnten die Strom/Spannungskurvediefisystem erstellt und vergli-
chen werden (sieh&bbildung 28-32).
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Abbildung 28: Links: Voltammogramm der Protocatechuséure (ogltas Detektorpo-

tential +190 mV), Rechts: Voltammogramm der Protedausaure im Holundersaft
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Abbildung 29: Links: Voltammogramm der Chlorogenséaure (optim&letektorpoten-
tial +120 mV), Rechts: Voltammogramm der Chlorogeme im Holundersatft
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Abbildung 30: Links: Voltammogramm des Rutins (optimales Detgbdtential 260
mV), Rechts: Voltammogramm des Rutins im Holundérsa
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Abbildung 31: Links: Voltammogramm des Kampferolrutinosids (oples Detektor-

potential +610 mV), Rechts: Voltammogramm des Ké&mrgdfutinosids im Holunder-
saft
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Voltammogramm Voltammogramm
Quercetin Quercetin
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Abbildung 32: Links: Voltammogramm des Quercetins (optimalesekitrpotential
+120 mV), Rechts: Voltammogramm des Quercetins otukldersaft

6.3 Kapazitatsfaktoren

Zur Identifikation wurden neben den Strom-Spannkagsen die Kapazitatsfaktoren

berechnet. Ein Vergleich der Werte aus den HoluRieben mit denen der Standard-
substanzen ergab eine exakte Ubereinstimmung (Sathelle 6).

Protocatechusaur 2,4 2,4 polar
Chlorogensaure 7,6 7,6 polar
Rutin 15 1,5 apolar
Nicotiflorin 2,2 2,2 apolar
Quercetin 3,3 3,3 apolar

Tabelle 6: Die Kapazitatsfaktoren der im Holundersaft idenigirten Substanzen und
der Standardsubstanzen
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6.4 Strukturformeln der identifizierten Substanzen

o)
CCoH
HO o =
HC o
OH o

Protocatechusdure Chlorogenséure
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Rl

R
S
~ Q. Me
e S " / ..
R R
B H o ]R/ T
CH

CH

Rutin Nicotiflorin

Quercetin

Abbildung 33: Strukturformeln

6.5 Voltammogramme der Vergleichssubstanzen

In diesem Abschnitt werden die Voltammogramme d@stlichen Standardverbindun-
gen dargestellt, die nicht im Holundersaft gefundemrden. Die Kaffesaure konnte
zwar anhand des Kapazitatsfaktors in inrem doméeraktanal erahnt werden, aber die
Erstellung der Voltammogramme zeigte, dass sieemir unbekannten Substanz zeit-
gleich eluiert. Da nicht ausgeschlossen werden temiass diese coeluierende Substanz
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den Kaffesdurepeak in seinem Maximum beeinflusstdes auf die spatere Quantifizie-

rung verzichtet.
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Abbildung 34: Links: Voltammogramm einer KaffesaurestandardlgsiRechts: Vol-

tammogramm der coeluierenden Substanzen im Holsatier
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Abbildung 35: Voltammogramm einer Gallussaurestandardlésung
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Peakhdhe [nA]
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Abbildung 36: Voltammogramm einer Gentisinsdurestandardldsung
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Abbildung 37: Voltammogramm einer p-Hydroxybenzoesaurestandsudiy
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Abbildung 38: Voltammogramm einer 4-Hydroxyphenylessigsaurestetidsung
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Abbildung 39: Voltammogramm einer Kaffeesaurestandardlésung
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Abbildung 40: Voltammogramm einer Syringasaurestandardlésung
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Abbildung 41: Voltammogramm einer Salicylsaurestandardlésung
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Abbildung 42: Voltammogramm einer Kampferolstandardlésung
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Abbildung 43: Voltammogramm einer Isorhamnetinstandardlésung

6.5.1.1Voltammogramme von Substanzen im Holundersaftextrak

Die chromatographischen Profile des Saftes zeigtea grof3e Anzahl von Verbindun-
gen, die nicht Uber die zur Verfigung stehendergMerhssubstanzen identifizierbar
waren. Naheliegend erschien, dass es sich dabaillean um die oxidierbaren Glykosi-
de einiger phenolischer Verbindungen handeln kgnmie auch um Anthocyane und

deren Glykoside. Neben den cyanogenen Verbindunwgez.B. Sambunigrin enthalten
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die Beeren auch weitere organische Sauren wie Bs®@Eure oder Carotine (siehe
auchTabelle 2, die elektrochemisch aktiv sind (Jensen et &73] Elmadfa et al.,
2003). Das Vorliegen von Lignanen und Lektinenelénfalls wahrscheinlich und in
der Literatur beschrieben.

Von Substanzen, die durch die beiden chromatogsapbh Methoden getrennt werden
konnten, wurden Strom-Spannungskurven erstellt. (Berlappenden Peaks von Ver-
bindungen wurden keine Voltammogramme erstelltsB& erwahnt, da auf Grund des
elektrochemischen Verhaltens zwar bei manchen &ubsh die Trennung in einem
oder in mehreren Kanalen gelungen ist, jedoch &devin den restlichen Kanalen eine
Coelution mit den unmittelbar danach eluierendebsg&nzen erkennbar wurde. Trotz-
dem erhielten diese Peaks in den Kanalen bei degiae Coelution auftrat bei der spé-
teren Durchnummerierung in den Chromatogrammen @igene Nummer. Sie fehlen

aber dann logischerweise bei den erstellten Voltagrammen.
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6.5.1.1.1Chromatogramme und Voltammogramme der polaren

Fraktion

In den folgenden Abbildungen werden nicht die Sigraler 12 Kanale dargestellt, da

die Ubersichtlichkeit dadurch leiden wiirdbbildung 44 zeigt gesondert die Signale

des zweiten (+120 mV) Kanal8pbildung 45 zusatzlich die Signale des achten (+540

mV) und neunten (+610 mV) Kanalkbbildung 46 zeigt sdmtliche Voltammogramme

der Substanzen der polaren Fraktion, die aus denon@tiogrammen erstellt werden

konnten. Verwirrend ist bei fliichtiger Betrachtumg eines Chromatogramms, dass die

Nummerierung der Peaks nicht durchgehend erscl&mist es jedoch, vergleicht man

beide Chromatogramme nebeneinander. Man bederdtd, jade Substanz erzeugt au-

tomatisch in allen Kanélen ein Signal! Ist die Sahg also z.B. im Kanal mit niedri-

gem Potential erkennbar, so kann sie doch im Kiitatlem hdheren Potential unsicht-
bar sein und umgekehrt.
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Abbildung 44: Chromatogramm eines methanolischen Extraktes aofgmen im

zweiten (+120 mV) Kanal
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Abbildung 46: Voltammogramme von Substanzpeaks der polareniérales Holun-

dersaftextraktes

6.5.1.1.2Chromatogramme und Voltammogramme der apolaren
Fraktion

Die Chromatogramme der Flavonoidfraktion musstenGaund der hohen Konzentra-
tionsunterschiede der vorliegenden Substanzen ergchiedenen Empfindlichkeiten
gemessen werden. Es ist auch zu bedenken, daish é=isden folgenden Abbildungen
um unterschiedliche Verdunnungsstufen der aufgéatba Saftprobe handelt. Rutin
verursacht ein relativ hohes Signal, wéahrend Quiereeegen der sehr geringen Kon-
zentration nur bei Messungen bei sehr hoher Emipfmceit sichtbar wird. Wieder ist

es wichtig alle Chromatogramme zu betrachten, wwdilstandige Nummerierung der

Peaks zu erfassen.
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Abbildung 47: Chromatogramm des Holundersaftextraktes, Verdigsstnfe 1:250,
Kanal 2 (+120 mV), Kanal 4 (+260 mV), Kanal 9 (+6h®), Empfindlichkeit: 500 nA
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Abbildung 48: Chromatogramm des Holundersaftextraktes, Verdigsatnfe 1:250,

Kanal 2 (+120 mV), Kanal 3 (+190 mV), Kanal 6 (+400/), Kanal 9 (+610 mV),
Empfindlichkeit: 50 nA
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Peak Nr. 5, t ;=4,98
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Abbildung 50: Voltammogramme von Substanzpeaks der apolarerniémnales Ho-

lundersaftextraktes
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6.6 Qualitative Analyse mittels LC/UV-ESI/MS

6.6.1 Einleitung

Die Ergebnisse der qualitativen Analyse, die mihddektrochemischen Detektor ge-
wonnen wurden, sollten durch die Analysen mittel3WV-ESI/MS bestétigt werden.
Dabei wurden die Inhaltsstoffe der polaren undageraren Fraktion des Holundersaft-
extraktes getrennt untersucht, um konform bei det & CEAD und der HPLC-

ESI/MS vorzugehen. Im Prinzip ware es moglich gemesin gemeinsames Extrakt
des Holundersaftes herzustellen, die Substanzeelsn@radientenelution zu trennen
und dann zu identifizieren.

Zur Erinnerung: das HPLC-CEAD-System gibt zuveilfsssResultate, wenn mit
isokratischer Elution oder mit einem ,flachen” Giextten gearbeitet wird.

Leider stand fur die LC-MS Messungen nur jene arslje Sdule (150x4.6 mm) zur
Verfigung, die auch bei den HPLC-CEAD Messungenveadet wurde. Die Saule ist
zwar fur HPLC-CEAD Messungen bestens geeignet, cjedaicht fir die HPLC-
ESI/MS Messungen, da die Flie3geschwindigkeit ireladch gewahlt werden musste.
Der hohe Anteil an mobiler Phase in der lonenquélhet zu einer zu geringen Desol-
vatation der durch den Spray erzeugten Flussigkapfen. Besonders bei einem gerin-
gen Anteil an organischem LOsungsmittel in der nesbPhase kann dies eine adaquate
Vernebelung der Flussigkeitstropfen verhindern.gékng jedoch durch Testen ver-
schiedener Parameter insbesondere bei der Konfignrdes Nebulizers, die lonisie-
rung zu optimieren. Dennoch ware es von Vorteieaimiglichst dinne Saule zu ver-
wenden, um die Empfindlichkeit des konzentratiohgalgigen Massendetektors zu

steigern.
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6.6.2 Die Phenolsaurefraktion

Da die zu untersuchenden Verbindungen leicht deprmeten und daher vorzugsweise
negativ geladene lonen bilden, wurden die Messumgenegativen Modus durchge-
fuhrt.

tode Tune |Elptimize| k5[N] I Samplelnful I:hn:umatu:ugraml Ealil:urati-:unl
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Skirmrmer A0D W
Capillam = |45I:IEI Yoo Fudh,
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&+ Enpert .
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Abbildung 51: Die wichtigsten Parameter der MS-Methode fur dilage Fraktion

Die mobile Phase der LC-Methode konnte modifizieerden, da ja im Gegensatz zu
den Analysen mit der elektrochemischen Detektioe Gtadientenelution moglich war.
Der Unterschied bestand nicht nur in dieser Tatsasbndern auch darin, dass bei
Verwendung eines Massendetektors die Verwendungmaht flichtigen Pufferantei-
len in der mobilen Phase zu vermeiden ist.

Da die lonisierung in der Quelle besonders einfatBereich des pKs Wertes der Ana-
lyten erfolgt bzw. bei der Entwicklung der mobil®mase fur die elektrochemischen
Analysen die beste Trennung bei einem pH-Wert v@ne2reicht wurde, wurden die
beiden Anteile A und B der mobilen Phase auf digddrWert mit Essigsaure einge-
stellt.

Als Losung A diente eine MeOH/M® (5:95, v:v) Losung, justiert mit GEOOH auf
pH 2,9 und L6ésung B, MeOH, 8 (30:70, v:v), justiert mit CRCOOH auf pH 2,9. Die
Flie3geschwindigkeit betrug 0.8 ml/min. Der fur dieennung der Substanzen geeigne-

te Gradient ist iMabelle 7dargestellt.
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Zeit [min] Wert[%] Wert[%]

0,00 100,0 0,0
30,00 50,0 50,0
50,00 0,0 100,0
65,00 0,0 100,0
66,00 100,0 0,0
78,00 100,0 0,0

Tabelle 7: Gradientenelution fur die Analyse der Phenolséuren
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6.6.2.1Chromatographische Trennung

Abbildung 52 zeigt einen Vergleich des UV-Chromatogramms dan&rdsubstanzen
mit dem UV-Chromatogramm des methanolischen Ex@sakei 260 nm. Eine vollstan-
dige Trennung wurde nicht angestrebt, da der Maetektor die selektive Detektion
der Pseudomolekilionen bei coeluierenden Substaerpedglicht.
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Abbildung 52: UV-Chromatogramme des methanolischen Holundereesggrin) im
Vergleich mit dem Standardchromatogramm (rot) ddysganzen ifabelle 8

1 Gallussaure 149-91-7 170.12 169.1

2 Protocatechusaure 99-50-3 154.12 153.1

3 Gentisinsaure 490-79-9 154.12 153.1

4 p-Hydroxybenzoesaure 99-96-7 138.12 137.1

5 4-Hydroxyphenyl- 156-38-7 152.15 151.1
essigsaure

6 Vanilinsaure 121-34-6 168.15 167.1

7 Chlorogensaure 327-97-9 354.31 353.3

8 Kaffeesaure 331-39-5 180.16 179.1

9 Syringasaure 530-57-4 198.17 197.1

10 p-Cumarsaure 7400-08-0 164.16 163.2

11 Salicylsaure 69-72-7 138.12 137.1

12 Gentisinsduremethylester2150-46-1 168.15 167.1

13 Ferulasaure 1135-24-6 194.18 193.2

Tabelle 8: Standardsubstanzen der polaren Fraktion
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Das UV- Chromatogramm der Standardldsunglabildung 52 zeigt, dass die Verbin-
dungen Kaffeesaure und Chlorogensaure (Peak 7ii8)ezeh eluieren. Bestatigt wird
dies durch das Massenspektrum des betreffenders Pieatem die Massen beider lo-

nen zu finden sind.

Intens S, 33.9:35.9min #(2776-2938)
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Abbildung 53: Pseudomolekilionen im Massenspektrum des UV- Pé&kdes Stan-
dardchromatogramms dabbildung 52, mit den Pseudomolekulionen der Kaffesaure

und der Chlorogenséaure

Im Gegensatz dazu zeigt der zeitgleiche Peak désamaischen Holunderextraktes
vorerst nur den Massenpeak des Pseudomolekuilian€lderogenséaure. Die Betrach-
tung des Massenspektrums bei héherer Empfindlitigiet jedoch den Hinweis, dass
die Kaffesdure ebenfalls vorliegt. Dies wird auchioth die Ergebnisse der qualitativen
Analyse mit dem CEAD-System bestatigt (siéteschnitt 6.5). Ein stichfester Beweis

konnte aber auch mit der gewahlten Methode nicfaigan, da die Chlorogensaure
bekanntlich der Ester aus Kaffeesaure und Chinasayrist das Vorkommen der Kaf-

fesadure hochst wahrscheinlich.
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Abbildung 54: Massenspektrum des Chlorogensaure-Peaks im métdem Holun-
derextrakt mit dem Pseudomolektlion der Chlorogeresa
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Abbildung 55: Empfindlichere Darstellung des Massenspektrumibbildung 54 mit
dem verdéachtigen Peak des Pseudomolekilions dézdeaire
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6.6.2.2Ergebnisse der qualitativen Analyse mittels LC/UV-EI/MS

Die Identifikation erfolgte durch den Vergleich dBetentionszeiten und der MS-
Spektren der Reinsubstanzen mit den SubstanzelRrdbe. Zu diesem Zweck wurden
sogenannte ,Extracted lon Chromatograms” (EIC)edltstdie jeweils nur die Sub-

stanzpeaks ausgewahlter und definierter Massetetlars
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Abbildung 56: EIC Spektren der Protocatechusadre[iM-H]™ 169,1) und der Chloro-
gensaured, [M-H]- 353,3) in Standardldésungen
a,c: EIC Spektren bei den charakteristischen lonenRutocatechusaure und Chloro-

gensaure im Extrakt

In der polaren Fraktion konnten die beiden Verbimgkn Protocatechusaure und Chlo-

rogensaure zweifelsfrei nachgewiesen werden, dadiesenpeaks jeweils zur selben
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Retentionszeit sowohl in der Standardlosung, wigham Holunderextrakt beobachtet
werden konnten.

Eine mogliche Vorgangsweise fur weiterfihrende Asah des Holunderextraktes,
nicht nur fur den Nachweis der Kaffeesédure, waee Idolation der Massen von ver-
dachtigen Pseudomolekilionen in der lonenfalle amé anschlieRende Fragmentie-
rung. Die gebildeten Fragmente waren, im Verglemhden ebenfalls durchzufuhren-
den Fragmentierungen der Substanzen aus einerriiekaBtandardiésung bei identen

Bedingungen, ein weiterer Hinweis auf das Vorkommiieser Verbindungen.
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6.6.3 Die Flavonoidfraktion

Die Vorgangsweise fur die Anpassung und Konvertigrider Analysenparameter
(FlieRgeschwindigkeit, mobile Phase usw.) von detetsuchung der Flavonoidfraktion
am HPLC-System mit dem coulometrischen Detektordag HPLC-System mit dem
Massenspektrometer als Detektor waren ahnlich wiedbn vorangegangenen Analy-
sen der Phenolsauren. Fur die Konfiguration dektilgprays wurden dieselbe Metho-
de und anloge Einstellungen verwendet wie bei detetrduchungen der Phenolséuren
(sieheAbbildung 51).

Bei der Zusammensetzung der mobilen Phasen wurde laar, im Gegensatz zu den
vorangegangenen Untersuchungen mit dem CEAD-Systaflie Verwendung eines
Puffers verzichtet.

Da bei den Flavonoiden der pH-Wert in der mobil&ade auf die chromatographische
Trennung keinen so grof3en Einfluss hatte wie beiRigenolsauren, wurde die Losung
A der Gradienten Methode der Phenolsauren auctiéit C-Methode der Flavonoide
verwendet, als Losung B diente 100% MeOHT&belle 9ist das verwendete Gradien-

tenprogramm angefuhrt.

Zeit [min] Wert [%] Wert [%]
0,00 100,0 0,0
55,00 0,0 100,0
96,00 0,0 100,0
97,00 100,0 0,0
110,00 100,0 0,0

Tabelle 9: Parameter der Gradientenelution, Flavonoide

6.6.3.1Chromatographische Trennung

In Abbildung 57 sieht man das UV-Chromatogramm des aufgearbeitétdumdersaft-
extraktes im Vergleich mit dem UV-Chromatogramm S&ndardmischung der Flavo-
noide. Eine perfekte Trennung wurde auch hier nechticht bzw. angestrebt, da der
Massendetektor in Verbindung mit der Analysensafémdie Moglichkeit bietet, sich
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die Massen ausgewahlter Peaks herauszugreifen amd du Uberprifen, ob die ge-

suchte Substanz im Bereich dieses Peaks vorhastdeddar nicht.
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Abbildung 57: UV-Chromatogramme des aufgearbeiteten Holunderdadtktes (grin)

im Vergleich mit dem Standardchromatogramm (rot)®lgbstanzen ifiabelle 10

1 Rutin 153-18-4 610.52 609,5

2 Isoquercitrin 21637-25-2 464.68 463,7
3 Myricetin 529-44-2 318.24 317,2

4 Nicotiflorin 17650-84-9 594.52 593,5
5 Astragalin 480-10-4 448.38 447.,4

6 Quercitrin 522-12-3 448.38 447.,4
7 Quercetin 117-39-5 302.24 301,2

8 Luteolin 491-70-3 286.24 285,2
9 Hesperitin 520-33-2 302.28 301,3
10 Kampferol 520-18-3 286.24 285,2
11 Apigenin 520-36-5 270.24 269,2
12 Isorhamnetin 480-19-3 316.26 315,3

Tabelle 10: Standardsubstanzen der apolaren Fraktion
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6.6.3.2Ergebnisse der qualitativen Analyse mittels LC/UV-EI/MS

Der Vergleich der Standard EIC bestatigte die Enkeisse aus der qualitativen Analy-
se mit Hilfe des coulometrischen Elektroden Arragtéktors. Das Rutin aus der aufbe-
reiteten Probe des Holundersaftes ergab ein dee#liSignal, das in Ubereinstimmung
mit dem Signal des Standards lag. Das, wie im UVe@latogramm der Standards er-
kennbar, zeitgleich eluierende Isoquercitrin warNrassenspektrum des korrespondie-

renden Peaks im aufgearbeiteten Holundersaft netitweisbar.
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Abbildung 58: Gleichzeitige, tUberlappende Darstellung der EI€k&en der Pseudo-

molekilionen des Rutinstandards (rot) mit dem dasnR aus der Realprobe (blau)

Bei weiteren Untersuchungen konnte durch den Vietglder EIC-Spektren das Nico-
tifforin im Holundersaft nachgewiesen werden. Gieieitig konnte man durch die Er-
gebnisse der Massenspektrometrie das Vorhandetdsemit dem Nicotiflorin coeluie-
renden Substanzen Quercitrin und Astragalin in ldelunderprobe ausschliel3en. In
Abbildung 59 und60 sind jeweils die EIC-Spektren mit den ausgewahiassen der
Pseudomolekilionen dargesteltbbildung 61 zeigt das Massenspekirum des Peaks
des Standardchromatogramms aus den gleichzeiigrehaden Substanzen Nicotiflorin,

Quercitrin und Astragalin.
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Abbildung 59: Oben, das EIC-Spektrum der Standards mit den lolesnAstragalins
und des Quercitrins. Das untere Spektrum des Hehgaftes zeigt keine der beiden

Signale in diesem Bereich.
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Abbildung 60: Paarweiser Vergleich zum Nachweis des Nicotiflarioben das EIC

des Holunders, unten das der Standardlésung
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Abbildung 61: Pseudomolekulionen im Massenspektrum des UV- P&£&k8 des
Standardchromatogramms dsbildung 57, mit den Pseudomolekulionen des Nico-

tiflorins, Quercitrins und Astragalins

Die Konfiguration des LC/MS Systems war fur diedsdung der Flavonoidglykoside
geeignet, die Detektion der Flavonoidaglykone vestoph problematisch. Die Peaks
der EICs zeigten nicht die zu erwartenden schagfdsezten Peakformen. Da das LC-
MS System nur zeitlich begrenzt zur Verfigung st&athnten in dieser Hinsicht keine
weiteren Verbesserungen der Methode durchgefihmrdeme Dennoch zeigten sich im
EIC der Abbildung 62b Hinweise auf das Vorkommen des Quercetins in Foom

erkennbaren Erhebungen der Basislinie.
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Abbildung 62a: UV-Chromatogramm der Standardlésungen @abelle 1Q (siehe
auchAbbildung 57)
d: EIC Spektren bei den charakteristischen lonen@oercetin und Hesperitin
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Peaks von Pseudomolekilionen [M-BD1,3 zeigen sich im Bereich des Rutin- und
Isoquercitrin-Peaks (UV-Chromatogramm Peak Nr. 1E23se entstammen vermutlich
dem Zerfall der beiden Standardsubstanzen in Querced Rutinose (Rutin) bzw.
Glucose (Isoquercitrin) bei der lonisierung im Etekpray. Der Nachweis der Glykone
in den Massenspektren der Peaks konnte nicht evesetlen, da die gewéhlte Methode
fur deren lonisierung vermutlich nicht geeignet war

Das Vorkommen von Pseudomolekilionen [M-B01,3 im Bereich des Peaks des
Quercitrins (Glykosid des Quercetins und der RhaandJV-Chromatogramm Peak
Nr. 6) durfte ebenfalls im kausalen Zusammenhariglem Zerfall des Molekuls in der
lonenquelle stehen.

Das Signal eines Pseudomolekilions [M-BD1,3 im Bereich des Quercetin (UV-
Chromatogramm Peak Nr. 7) ist logisch und auchrerkar sowie jener des Hesperitins
(UV-Chromatogramm Peak Nr. 9), da dieses ja nadezgleiche Masse wie das Quer-
cetin besitzt, sich davon aber durch die nichtieétetentionszeit unterscheiden lasst.
Der Vergleich der EICs des Holunders mit denenSiandardsubstanzen konnte keinen
stichfesten Beweis Uber das Vorliegen des Querciéfern. Die Existenz der Substanz
stltzt sich daher auf den Nachweis des Rutins,heslauch das Vorkommen des Quer-
cetins nahelegt bzw. auf die Ergebnisse der quigbta Analyse mit Hilfe des coulo-
metrischen Elektroden Array Detektors.
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6.7 Quantitative Analyse der Verbindungen im Holunderbeerensaft

6.7.1 Einleitung

Das Detektorsignal des CEAD ist abhangig von denzeatration des Analyts. Die
Bestimmung der Konzentrationen von Protocateches&ihlorogensaure, Rutin, Nico-
tiflorin und Quercetin erfolgte mit der Standardéiddsmethode. Dazu wurde gleichen
Aliquoten der Proben vor der Aufarbeitung zunehneehtbngen an Standardsubstan-
zen zugesetzt (,Spiken der Probe). Durch die Stiagetidition kbnnen Matrixeffekte,
Verluste bei der Probenaufarbeitung bzw. instruelentehler minimiert werden. Die
Durchfihrung setzt jedoch voraus, dass die gemessKpnnzentrationen im linearen
Messbereich der analytischen Methode liegen. Dissgenannte Arbeitsbereich, also
jener Bereich fur den ein linearer Zusammenhangdwan Signal und Konzentration
des Analyten gegeben ist, musste festgelegt wekKtammt es zu einer Uberladung des
Detektors, so flacht die Kalibrierfunktion wie Abbildung 63 bei zu hohen Konzentra-
tionen des Analyts alAbbildung 64 zeigt, dass die Linearitat bei der Kalibrierfuokti
der Protocatechusaure im Konzentrationsbereichbi®0,005ug/ml bis 0,5ug/ml Pro-
tocatechusaure gegeben ist. Als Mal3 fur die Litéadiente der Korrelationskoeffi-
zient neben der visuellen Linearitatsprufung, ben grobe Abweichungen von der Li-
nearitat durch die graphische Darstellung erkarerthen kénnen.

6.7.2 Standardadditionsmethode

Bei der praktischen Durchfihrung der Standardanliiiverden zugesetzte Analytmen-
gen (Abszisse) gegen das gemessene Signal (Ondmétgetragen. Der Nullwert ent-

spricht dem Messwert der ungespikten Probe. Duetté¥igerung der Kalibriergeraden
erhalt man einen Schnittpunkt mit der negativen zAd¢s®, dessen Absolutbetrag der
Ausgangskonzentration des Analyten entspricht.

Um die Menge an Analyten abschatzen zu kénnenpélieder Standardaddition zum
Probenaliquot zugespikt werden sollten, wurden Kmzentration der sogenannten
Nullprobe vorab mit Hilfe der externen Kalibrierktion bestimmt. Die Nullprobe ent-

spricht einer Verdinnungsstufe der Probe, die dealyh in einer Konzentration ent-
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halt, die im Arbeitsbereich der jeweiligen Kalibficmktion der Methode liegt. Sie ist
gleichzeitig jene Konzentration, die bei Erstelludgr Standardadditionsgeraden als
ungespiktes Probenaliquot gilt. Die zugesetzten zZ€atrationen sollten jeweils rund
50, 100 und 150 Prozent der Konzentration des Asatyder Realprobe betragen. In
Tabelle 11sind die Mengen der Analyte dargestellt, die debP vor der Aufarbeitung
zugesetzt wurden. Es wurde darauf geachtet, dass cie erhaltenen Signale bei den

Standardadditionsproben im jeweiligen Linearitatstod der Methode lagen.

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5,00 150,00 232,30 15,00 4,21
8,00 240,00 580,74 30,00 10,54
10,00 300,00 1161,48 60,00 21,07

Tabelle 11: Mengen in Mikrogramm jener phenolischen Verbindumgtie der Probe
pro Milliliter vor der Aufarbeitung zum Erstellered Standardadditionsgeraden zuge-

setzt wurden.

Die Konzentration des Rutins und des Quercetinsstaasrechnerisch korrigiert wer-
den, siehe aucAbschnitt 6.7.3 Die Menge des zugespikten Quercetins war in @a- R
litat hoher als geplant und lag weit Gber den aedim 50, 100 und 150% der Nullpro-
be.

6000

5000

4000

3000

Peakhohe

2000

1000

0 2 4 6 8 10 12

Konzentration [ug/ml]

Abbildung 63: Externe Kalibrierfunktion der Protocatechusausezu 10ug/ml
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Abbildung 64: Externe Kalibrierfunktion der Protocatechusausebug/ml

6.7.3 Reinheit des Rutinstandards

Rutin ist das Glykosid des Quercetins mit Rutindse. geringer Teil des Rutinstan-
dards war bereits zu Quercetin abgebaut wordendiests als Peak im Standardchro-
matogramm sichtbar. Beim Spiken der Probe musdterdder Anteil an Quercetin be-
rucksichtigt werden, der nicht aus dem Holundebstestammen konnte, sondern aus
dem verunreinigten Standard. Aul3erdem musste dieghl@n Rutin um den Betrag
korrigiert werden, der aus dem Abbau des Rutingltiest. Dazu wurde mit Hilfe der
externen Kalibrierfunktion des Quercetins der GehalQuercetin im Rutin Urstandard
bestimmt und der Rutin Gehalt, um den Wert desovenlgegangenen Rutins richtigge-

stellt.

6.7.4 Standardlésungen zum Erstellen der Eichfunktionen

Fur die Erstellung der Eichgeraden wurden Lésungénbekannten Konzentrationen
aus den Urstandards hergestellt. Die Konzentratiales Rutinstandards wurden rech-

nerisch um den Wert des bereits zerfallenen RWkorsigiert. Die Eichgeraden und

96



Korrelationskoeffizienten sind im\bschnitt 6.7.5 mit den Standardadditionsgeraden
dargestellt.

In Tabelle 12finden sich die Konzentrationen der Lésungen demplischen Verbin-
dungen.

ProtocatechusaureChlorogensaure Rutin Nicotiflorin Quercetin

[ug/ml] [ug/ml] [ug/ml] [ug/ml] [ug/ml]
0,5 1,25 9,61 1,5 0,5
0,25 0,5 4.81 0,75 0,3
0,1 0,25 1,92 0,3 0,1
0,05 0,125 0,96 0,15 0,07
0,025 0,05 0,48 0,075 0,04
0,01 0,025 0,19 0,03

0,005 0,10 0,015

Tabelle 12:Konzentrationen der Eichlésungen
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6.7.5 Bestimmung der Wiederfindung

Um die Qualitat des analytischen Messverfahrensdemd’robenaufarbeitungsmethode
zu bestimmen, wurde die Wiederfindung R bestimmesP ergibt sich aus dem Quo-
tienten der Steigungen der Standardadditionsgeradennd der Steigung der externen

Kalibrierfunktion kg in Prozenten:

kadd

R(%) = - 100

kal
Die Abbildungen 65 bis 69 stellen die externen Kalibrierfunktionen und Adufisge-

raden zur Bestimmung der Wiederfindungsraten dar:

Kalibrierfunktion Protocatechusaure

# Standardeichfunktion 70

W Standardadditionsfunktion

R?=0,9996

Peakhdhe

-0,04 -0,02 -10 0 0,02 0,04 0,06

-20
Konzentration [ng/ml]

Abbildung 65: Eichgerade von Protocatechusaure und Standardadigjerade von

Protocatechusaure im Holundersaftextrakt
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Abbildung 66: Eichgerade von Chlorogenséure und Standardadsiifgzade von Chlo-

rogensaure im Holundersaftextrakt

B Standardadditionsfunktion

@ Standardeichfunktion
1700

1500 + R2=0,9999
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Abbildung 67: Eichgerade von Rutin und StandardadditionsgerateRutin im Ho-
lundersaftextrakt
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Abbildung 68: Eichgerade von Nicotiflorin und Standardadditicrsgle von Nico-
tiflorin im Holundersaftextrakt
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Abbildung 69: Eichgerade von Quercetin und Standardadditiondgevan Quercetin
im Holundersaftextrakt

Die Ausfihrung der Standardaddition erfolgte im Pelansatz an zwei nicht aufeinan-

derfolgenden Tagen. Die Einzelproben A und B bzwan@ D bilden dabei jeweils ein

Paar eines Doppelansatzes. Diese Doppelansatzenvpedallel, also zeitgleich aufge-

100



arbeitet und am selben Tag analysiert. Die Detslgoale fir die bekannten Konzent-

rationen der Standardlésungen fur die externenbKalfunktionen wurden stets vor

den Laufen der Standardadditionsproben ermittelt.

A 7%
B 86%
C 88%
D 87%
x 84,5%
Oy 5,1
Var (K) 6,0%

108%
110%
110%
111%
110%
1,3
1,1%

91%
92%
95%
94%
93%
1,8
2,0%

59% 103%
57% 99%
62% 99%
59% 96%
59% 99%
2,1 2,9
3,5% 2,9%

Tabelle 13:Die prozentuelle Wiederfindung, Mittelwert Standardabweichung,

Variationskoeffizient Var (K)

Zur Beurteilung der Prazision der analytischen Md#n sind nicht nur die prozentuelle

Wiederfindung der Analyte von Bedeutung, sonderchaileren Variabilitat. Unabhén-

gig von den beobachteten Wiederfindungen muss desl®findung selbst eine geringe

Variabilitdt aufweisen. Im Fall der hier untersuahtvVerbindungen, lagen die Schwan-

kungen, ausgenommen Protocatechuséure, im Beneiehwier Prozent.

Die Wiederfindung der ersten Messung der Protobatsture konnte sich durch die

offensichtliche Abweichung von den drei anderen téfeals Ausreil3er charakterisieren

lassen. Klammert man diesen Wert aus, wiirde sich/dgationkoeffizient auf 1,1%

andern.
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6.7.6 Ergebnisse der quantitativen Analyse

Die ermittelten Konzentrationen der phenolischetsfanzen in der Probe sind den
folgenden Tabellen aufgelistet:

A 7,9 230,5 766,0 33,9 3,56
B 7,5 223,0 804,6 35,7 3,59
C 6,9 238,3 787,7 37,4 2,02
D 7,8 232,7 782,8 36,2 1,86

Tabelle 14:Die Konzentrationen der durch die Standardadditisethode quantifizier-
ten Substanzen in mg/l Presssaft

Mittels Biegeschwinger wurde die Dichte des Holusdées §=1,0506) ermittelt. Da-

mit ergeben sich die Konzentrationen in mg/kg wigtt

A 7,5 219,4 7291 32,3 3,4
B 7,1 212,2 7658 34,0 3,4
C 6,6 226,8 7498 356 1,9
D 7,4 221,5 7451 34,4 1,8
x 7,2 220,0 7475 341 2,6
Oy 0,3 5,2 13,1 1,2 0,8
Var (K) [%] 4,9 2,4 1,8 3,5 29,7

Tabelle 15:Konzentrationen in mg/kg, Mittelwett Standardabweichung,

Variationskoeffizient Var (K)

NAGL et al. (2006) ermittelten in ihrer Arbeit nitPLC-UV im Durchschnitt Konzent-
rationen von 9,5 mg/kg Protocatechusaure, 292 mghigrogensaure und 777 mg/kg
Rutin in 100 Holundersaftproben. Die Ergebnisselsgden Arbeiten liegen daher gro-
Renordnungsmalig in ahnlichen Bereichen.
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6.7.6.1Statistische Betrachtung der Methoden und Ergebniss

Es macht durchaus Sinn, neben den Variationskaaftien der Wiederfindungen auch
die der ermittelten Konzentrationen zu betrachten.

Der Variationskoeffizient Var (K) stellt die Starrdabweichung als prozentualen An-
teil des Mittelwerts dar. Je geringer die Konzeamtrader Analyten in der Probe war,

desto mehr weicht der MelRwert vom Mittelwert ab.

40 -

Messwert

30 -+

20 -

10 A

I

Variationskoeffizient
o

Protocatechusau

-10 -

Quercetin
Rutin

20 -

Nicotiflorin
Chlorogensaure I]

-30 -

-40 -

Abbildung 70: Variationskoeffizienten der Analyte

Insbesondere das Aglykon Quercetin wies eine vielgdeveise hohe Variabilitat der
ermittelten Konzentrationen bei der Quantifizieraud. Der Grund dafur liegt nicht nur
in der relativ niedrigen Konzentration des Quertein der Probe als vielmehr an der
nicht zufriedenstellenden Peakform in den Chromaimgnen. Durch das Tailing ist die
einheitliche Vorgehensweise bei der manuellen hatttmn der Peaks problematisch.
Die Variabilitdt des Detektorsignals beim Quercetinfte fir die mangelnde Prazision
ausschlaggebend sein auch wenn die Korrelationgkieeten der Kalibrierfunktionen

dies vorerst nicht vermuten liel3en.
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Zur weiteren Uberpriifung der analytischen Methodew. der Messanordnung wurde
die Intra- bzw. die Interday Reproduzierbarkeitgednalyten gepruft. Flr die Intraday
Reproduzierbarkeit wurde die ident aufgearbeiteth® des Holundersaftes jeweils in
funf Serien am selben Tag und fur die Interday-afaifitat an finf aufeinanderfolgen-
den Tagen gemessen und die Peakhdhen bzw. Peakflatdtistisch ausgewertet. Als
Intervall fir die Akzeptanz der statistischen Srtieet der Messmethoden dient der Mit-
telwert + zweifache Standardabweichung. Alle ergltéh Messwerte der Interday bzw.

Intraday Variabilitat lagen in diesem festgelegBameich.

o, 2,7 8,9 0,1 0,7 0,02
Var (K) [%] 4.4 4.6 3,1 4,7 1,3

Tabelle 16:Interday Reproduzierbarkeit, Standardabweichsynyariationskoeffizient
Var (K)

o, 0,8 1,7 0,01 0,1 0,01
Var (K) [%] 2,3 0,9 0,5 0,6 0,6

Tabelle 17:Intraday Reproduzierbarkeit, Standardabweichsnyariationskoeffizient
Var (K)

Die Interday Reproduzierbarkeit liegt bei allen Madungen in einem Bereich unter
5% Prozent. Aufgrund der Hohe der Werte muss ei@éHKerung der Messanordnung

taglich erfolgen, um reproduzierbare Ergebnisserhalten.

6.7.6.2Nachweisgrenzen und Erfassungsgrenzen

Zur Bestimmung der Nachweisgrenzen wurden die Catognamme der Nullprobe des
Holundersaftextraktes herangezogen. Das Rausclserptienalen Kanals jeder Ver-
bindung wurde aus dem Mittelwert von funf Messpenkbestimmt. Die Eichgeraden
wurden aus den Standardlésungen der phenoliscHesteBizen erstellt, sielfd-

schnitt 6.7.4 Dabei wurden die Peakhdhen des optimalen Kanaksngeig Konzentra-

tionen der Losungen aufgetragen.
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Das ,Limit of Detection“ entspricht der kleinstenelige an Analyt die in der Matrix
Holundersaft gerade noch detektierbar, aber nigantifizierbar ist. Die Bestimmung
erfolgte mit einem Signal/Rauschverhéltnis von 3:1.

Das ,Limit of Quantification legt jene Untergrenfest, an der die kleinste Menge des

Analyten gerade noch quantifizierbar ist. Das Sifteuschverhaltnis wurde mit 10:1

festgelegt.
Protocatechusaure 0,04 0,26 0,99997
Chlorogensaure 1,89 3,65 0,99999
Rutin 2,43 3,82 0,99998
Nicotiflorin 1,62 3,59 0,99972
Quercetin 12,09 14,04 0,99571

Tabelle 16.LODs und LOQs der untersuchten Analyten im Holusdftextrakt
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/ Diskussion und Schlussbetrachtung

7.1Einleitung

Die vorliegende Arbeit liefert Informationen tbee dn Holunderbeerensaft enthalte-
nen farblosen Polyphenole. Im Allgemeinen ist inldeeratur Gber diese Gruppe von
Verbindungen, gerade im Bezug auf den schwarzeuartder, nur wenig zu finden.
Bisher gab es keine Arbeit in der die phenoliscBaehstanzen im Holunder mit Hilfe
des coulometrischen Elektroden-Array Detektors nsoieht wurden. Bei den Analysen
konnten die Verbindungen Protocatechusaure, Chémsiure, Rutin, Nicotiflorin und
Quercetin nachgewiesen und quantifiziert werdem Bauptanteil bei diesen Verbin-
dungen bilden Chlorogensaure und Rutin. Es blegga@och neben den identifizierten
Substanzen eine grol3e Anzahl weiterer Minorkomptememie nicht identifiziert wer-
den konnten. In weiterer Folge ist auch nicht bekanie sich die Substanzprofile im
Holundersaft bei langerer Lagerung verandern uridheeMethoden der Entsaftung die
geeignetsten sind, um den ernahrungsphysiologisdhéren bestmoglich zu erhalten
bzw. zu maximieren. Bei der industriellen Verarbeg sind Fruchtsafte durch Pasteuri-
sation oder Konzentrierung haufig einer thermisdBelastung ausgesetzt. Diese ver-
andert wahrscheinlich den Gehalt an phenolischiealtsstoffen. Bei sensorisch fehler-
haften Saften kann eine Schdonung des Saftes mibBieonder Gelatine erfolgen. Diese
Mal3nahmen kénnten ebenfalls Einfluss auf den Pelyplgehalt haben. In diesem Zu-
sammenhang ist auch in Betracht zu ziehen, wied&m der Fruchtsaftherstellung
immer gangiger werdende Enzymierung auf den Gelealantioxidativen Stoffe aus-

wirkt.

7.2 Die analytischen Methoden

Die beiden unterschiedlichen Analysenmethoden beactior- und Nachteile, die in
den folgenden Abschnitten gegentbergestellt wesdéen. Bei der HPLC-CEAD war
durch die apparative Limitierung nur die Entwiclkdueiner Methode mit isokratischer
Elution mdglich. Dies hatte den Vorteil, dass diell€ Laufe relativ kurz gehalten

werden konnten und bei der Analyse der Flavonoaete das Peaktailing auf Grund
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der raschen Elution verbessert werden. Der Naathéeilsokratischen Elution war, dass
keine vollstandigen Saftprofile erstellt werden ktan, da die Laufzeit viel zu viel Zeit
in Anspruch genommen hatte, um stark retardiertsstanzen zu eluieren. Somit sind
nicht alle Verbindungen, die im Holundersaft vorkaen vollstéandig erfasst worden.
Das Finden der geeigneten mobilen Phase war imgetasifwendig. Langwierige

Erprobungen waren nétig, um ein geeignetes Elusigstem zu finden.

Die Gradientenelution bei der LC/MS Methode bot Yenteil, dass die Methodenent-
wicklung des LC-Teils sehr rasch erfolgen konnteeEDptimierung war nicht in dem
Malie dringlich wie bei der isokratischen Elutiom @&AD-Methode, siehe audkb-
schnitt 7.2.2 Die exotherme Mischungsreaktion von Methanol Wasser ist bei der
Verwendung dieser zwei Anteile in der mobilen Phats@roblematisch. Da die Tren-
nung auf dem bifunktionalen Saulensystem aber netthisihol am besten gelungen
ist,5.4.3.1 (sieh@dbschnitt 5.4.3.) musste dies beim Erstellen der Gradienten LC-

Methode beriicksichtigt werden.

7.2.1 Die Vor- und Nachteile der coulometrische Detektion

Der CEAD bietet den Vorteil einer hohen Selektivigei der qualitativen Analyse ge-
lingt es damit verschiedene Verbindungen nachzwemeie sich durch ihre Oxidier-
bzw. Reduzierbarkeit unterscheiden, wenn sie delmmmatographisch voneinander
getrennt wurden. Die Differenzierung bei gleichmegtiuierenden Verbindungen ist zu
einem gewissen Mal3 dann moglich, wenn diese sitirém elektrochemischen Ver-
halten so sehr unterscheiden, dass sie einanéeraalnen Kanélen nicht gegenseitig
storen (VergleictAbschnitt 3.2.2. Bei gleichzeitiger Elution von Verbindungen, die
sehr ahnliches elektrochemisches Verhalten zeigeas kaum mdglich diese Coelution
zu bemerken. Daher ist die Maximierung der Aufl@sbei der Entwicklung einer
HPLC-Methode unbedingte Voraussetzung.

Ein weiterer Vorteil sind die niedrigen Nachweisgzen, die hohe Linearitat und Kor-
relation der Kalibrierfunktionen. Grundsétzlich kadmei Betrachtung der quantitativen

Analysen und der statistischen Auswertung (siibschnitt 6.7) der Schluss gezogen
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werden, dass die verwendeten HPLC-CEAD Methodektexand reproduzierbare Er-
gebnisse bei den Analysen der Phenolsauren unidaeynoidglykoside liefern.

Bei den Nachteilen sind die Schwierigkeiten beiAealyse der Flavonoidaglykone zu
nennen. Das Peaktailing war trotz des Einsatzessottiedlicher Saulen und mobiler
Phasen kaum zu verhindern. Damit wurde die Trenmuschwert und die manuelle
Integration der Peaks war diffiziler zu bewerksgelh. Eine Verbesserung konnte auf
jeden Fall durch den Einsatz der Saule mit demmkifonalen RP-Phasensystems (Ver-
gleich Abschnitt 5.4.3.) erzielt werden, wobei die Trennleistung der S&meas zu
gering war. Eine Erh6éhung der Bodenzahl durch Weddung der Séule hatte vielleicht
nicht nur eine bessere Trennleistung bedeutet soradeh die Moglichkeit geboten,
hohere Anteile an organischem Ldsungsmittel inndebilen Phase zu verwenden. Ein
hoher Anteil an Methanol in der mobilen Phase bastets eine verbesserte Peakform
bei der Elution der Flavonoidaglykone jedoch besehlechterter Trennleistung.

Bei der Verlangerung der Saule kdnnte jedoch dial@destehen, dass die Effekte des
hohen Anteils an organischer Phase in diesem Zusammamg durch erhéhte Eddy-
Diffusionseffekte wieder neutralisiert werden. Da derwendung von Pufferlésungen
bei der coulometrischen Detektion notwendig ist,diemReproduzierbarkeit der Vol-
tammogramme und der Messungen zu gewahrleisten,demorganische Anteil der
mobilen Phase auch nicht beliebig hoch gewahlt ererda die anorganischen Bestand-
teile des Puffers einen gewissen Anteil Wasseemibbilen Phase bendtigen, um
nicht als Niederschlag auszufallen.

Ein Saulendurchmesser, der hohe Flussraten >0mimtulasst, ist ebenfalls ein Krite-
rium fur die Qualitat der Peakform. Zu geringe Bhasen fuhrten vermutlich oftmals zu
einer Verschleppung der Analyten auf der Elektratenfliche des CEAD und daher
zu Peakverbreiterung.

Als Vorteil des CEAD sei auch erwahnt, dass debgeiédnwender Informationen tber
die Struktur von Analyten erhalten wird, die demf@uger oft verborgen bleiben. Die
Interpretation der Voltammogramme bei unbekannteroMdungen gestaltet sich als

aulerst schwierig.
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7.2.2 Der Vorteil der LC/UV-ESI/MS Kopplung

Ein Vorteil des Massenspektrometers als Detektatieshohe Spezifitéat, da die Masse
eines Analyten genau bestimmbar ist. Im GegensatelPLC-CEAD und anderen
Routine HPLC-Anwendungen muss die exakte Konstanddn Retentionszeiten nicht
per se angestrebt werden. Bei Routine HPLC-Anwegersind die konstanten Reten-
tionszeiten fur eine eindeutige Peakzuordnung \&meizung. Bei LC/MS erfolgt die
Zuordnung uber die Massen der lonen der AnalytbeDesst auch die Maximierung der
Auflosung bei der Entwicklung einer LC-Methode riicnbedingt n6tig. Das Erreichen
vollstandiger Trennung ist bei herkdbmmlichen HPL@wendungen oft schwierig und
zeitaufwendig.

Im Gegensatz zur Verwendung einfacherer Detektiozésrt, bei Fragmentierung von
ausgewahlten Massen, das Quadrupol-lonenfalle-Maps&trometer Information zur
Strukturaufklarung bzw. kann der Vergleich der Enagtierungsmuster von Standard-
verbindungen und Substanz in der Probe als zud@zldentifikationshilfe genutzt
werden. Die Erstellung von Datenbanken zum Verpldier Massenspektren ist eine

grof3e Herausforderung fur die Zukunft.

109



Anhang

A: Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:
Abbildung 2:
Abbildung 3:
Abbildung 4:
Abbildung 5:
Abbildung 6:
Abbildung 7:
Abbildung 8:
Abbildung 9:

Abbildung 10:
Abbildung 11:
Abbildung 12:
Abbildung 13:
Abbildung 14:
Abbildung 15:
Abbildung 16:
Abbildung 17:
Abbildung 18:
Abbildung 19:
Abbildung 20:
Abbildung 21:
Abbildung 22:
Abbildung 23:
Abbildung 24:
Abbildung 25:
Abbildung 26:
Abbildung 27:
Abbildung 28:
Abbildung 29:
Abbildung 30:

Sambunigrin

2-Phenylchroman

Verbindungsklassen der Flavonoide
Strukturformel des Quercitrins
Strukturen der Phenolséuren
Strukturformel der Chlorogensaure
Biosynthese der Shikimisaure

Der Phenylpropan-Stoffwechsel der R4kn
Schematische Strom-Spannungskurve
Messung der Peakflache

Peakférmige Strom-Spannungskurve
Chromatogramme des Quercitrins

Die Chromatogramme des Kampferolagids

Voltammogramm des Kampferolrutinosids

Schema Elektrospray-lonisation unaklafalle
Schema der Festphasenextraktion
HPLC-Schema

RP-Phasensystems

Mobile Phase, polar

Mobile Phase, apolar

Schema methanolischer Extrakt

Schema Analysenlésung der apolaraktiem
Chromatogramme Phenolséurestandards
Chromatogramme methanolischer Extrakt
Chromatogramme Flavonoidstandards
Chromatogramme Holundersaft, apofaektion
Voltammogramme Protocatechusdure
Voltammogramme Chlorogenséaure

Voltammogramme Rutin

CX

Schematischer Querschnitt einer cmeliische Detektorzelle



Abbildung 31
Abbildung 32
Abbildung 33
Abbildung 34
Abbildung 35

Abbildung 36:
Abbildung 37:
Abbildung 38:
Abbildung 39:
Abbildung 40:
Abbildung 41:
Abbildung 42:
Abbildung 43:
Abbildung 44:
Abbildung 45:

Abbildung 46:
Abbildung 47:
Abbildung 48:
Abbildung 49:
Abbildung 50:
Abbildung 51:
Abbildung 52:

Abbildung 53
Abbildung 54
Abbildung 55
Abbildung 56
Abbildung 57

Abbildung 58
Abbildung 59

: Voltammogramme Kampferolrutinosid

: Voltammogramme Quercetin

:Strukturformeln der identifizierten Substanzen

. Voltammogramm Kaffeesaure

: Voltammogramm der Gallussaure, Strtfkrmel

Voltammogramm der Gentisinsaure, i8trformel

Voltammogramm der p-Hydroxybenzoesa@trukturformel
Voltammogramm der 4-Hydroxyphenyligsaure, Strukturformel
Voltammogramm der Kaffeesaure, Studkirmel

Voltammogramm der Syringaséaure, Striikrmel

Voltammogramm der Salicylsadure, Stuulormel

Voltammogramm des Kampferols, Strukitmel

Voltammogramm des Isorhamnetins, @tmiormel

Chromatogramm, zweiter Kanals deshameblischen Extraktes
Chromatogramme, zweiter, achter, tewiKanals des methanolischen
Extraktes

Voltammogramme von Substanzpeaksrpdfraktion
Chromatogramm des Holundersaftes K2ndanal 4, Kanal 9
Chromatogramm des Holundersaftes K2nganal 3, Kanal6, Kanal 9
Chromatogramm des Holundersaftesakan

Voltammogramme, apolaren Fraktion

Parameter der MS-Methode, polare tiwak

UV-Chromatogramme, methanolischerufderextrakt, Standardchro-
matogramm

: Massenspektrum, Standardchromatogr#&afiesaure, Chlorogensaure
: Massenspektrum, Chlorogenséurepeakhanolischer Holunderextrakt
: Massenspektrum mit dem Pseudomolekider Kaffesdure

: EIC Spektren, Protocatechuséure umdrGgenséaure

: UV-Chromatogramme, Holundersaft, 8xchromatogramm apolare
Fraktion

: EIC Spektren des Rutins

. EIC Spektren Astragalin, Quercitrin

CXI



Abbildung 60:
Abbildung 61:
Abbildung 62:
Abbildung 63:
Abbildung 64:
Abbildung 65:
Abbildung 66:
Abbildung 67:
Abbildung 68:
Abbildung 69:
Abbildung 70:

EIC Spektrum des Nicotiflorins

Massenspektrum des Nicotiflorins, @itens und Astragalins
EIC-Spektren Quercetin, Hesperitin

Externe Kalibrierfunktion der Protéeehuséure, nicht linear
Externe Kalibrierfunktion der Protéeehusaure, linear
Wiederfindung der Protocatechuséure

Wiederfindung der Chlorogenséaure

Wiederfindung des Rutins

Wiederfindung des Nicaotiflorins

Wiederfindung des Quercetins

Variationskoeffizienten der Analyte

CXill



Anhang B: Abklirzungen

ASE accelerated solvent extraction
bidest. bidestilliert
BMLFUW Bundesministerium fur Land- und Forst-

wirtschaft, Umwelt und Wasserwirtschaft

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CEAD coulometric electrode array detection

DAD Diodenarray-Detektor

EIC extracted ion chromatogram

ESI electrospray ionisation

HPLC high pressure liquid chromatography

HSCCC High-Speed-Counter-Current-
Chromatography

LC liquid chromatography

MS Massenspektroskopie

NMR nuclear magnetic resonance

OPC oligomeric proanthocyanidins

PDA Photodiodenarray-Detektor

RP reversed phase

rpm rounds per minute

SPE solid phase extraction

u.a. unter anderem

USW. und so weiter

uv ultraviolett

z.B. zum Beispiel
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