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METHODS IN

In der vorliegenden Monographie, die
aus dem Framework-V-Projekt ,,POLY-
BIND* der Europdischen Union her-
vorgegangen ist, werden neuere Analy-
semethoden fiir Polyphenole, insbeson-
dere fiir Flavonoide vorgestellt. Poly-
phenole sind weit verbreitet, man findet
sie in Pflanzen und in aus Pflanzen
gewonnenen Nahrungsmitteln und
Getrinken, z.B. in Zwiebeln, Kakao,
Zitrusfriichten, Beeren, Brokkoli, Tee,
Kaffee und Rotwein. In der traditionel-
len asiatischen Volksmedizin spielen sie
eine wichtige Rolle. Mittlerweile hat
man erkannt, dass sie einen positiven
Einfluss auf die Gesundheit haben und
das Risiko chronischer und degenerati-
ver Krankheiten senken. Das ubiquitére
Vorkommen der Polyphenole in der
Nahrung und das grofle Potenzial fiir
die Erhaltung der Gesundbheit fiihrte zu
einer intensiven Erforschung ihrer Bio-
verfiigbarkeit. In diesem Kontext sind
auch die stetigen Fortschritte bei der
Entwicklung leistungsfihiger Nachweis-
methoden fiir diese Naturstoffe mit oft
oligomerer oder polymerer Struktur zu
sehen.

Die 16 Kapitel des Buchs sind von
Experten geschrieben und bieten in
ihrer Gesamtheit einen umfassenden
und praktischen Uberblick iiber die
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aktuellsten Techniken zum Nachweis
von Flavonoiden in pflanzlichen Quel-
len und biologischem Material. Der
erste Beitrag ist eine allgemeine Zusam-
menfassung der Methoden zur Extrak-
tion und Fraktionierung von Anthocya-
nen und Flavan-3-olen (Catechinen und
ihren  Proanthocyanidin-Oligomeren
wie kondensierten Tanninen) aus Nah-
rungsmitteln. Aktuelle Verfahren wie
die Mikrowellen-unterstiitzte Fliissig-
extraktion oder Extraktionen mit tiber-
kritischen Gasen und unter hohem
Druck werden vorgestellt, wobei
Losungsmittel, pH-Wert und Tempera-
turen hinsichtlich einer effizienten und
selektiven Extraktion erdrtert werden.

Day und Morgan berichten in Kapi-
tel2 in Tabellenform iiber Techniken
zur Extraktion von Flavonoiden aus
tierischen Geweben und Fliissigkeiten.
Sie bieten einen eindrucksvollen Ver-
gleich unterschiedlicher Fliissigextrak-
tionen von Quercetin, dem wichtigsten
pflanzlichen Flavonol, und seinem 3-
Glucosid aus markierten Plasmaproben.
Die Autoren weisen auch auf die Not-
wendigkeit der Validierung hin, damit
eine optimale Extraktion von Polyphe-
nolen und ihren Metaboliten (Sulfaten,
Glucuroniden und Methylkonjugaten)
gewdhrleistet ist, bevor endgiiltige
Schliisse iiber ihre Bioverfiigbarkeit
gezogen werden. Dieses Thema wird
an anderer Stelle noch einmal von Arts,
Venema und Hollman aufgegriffen, die
Extraktions-, Chromatographie- und
Nachweismethoden vorstellen, die zur
quantitativen Bestimmung von Fla-
vonolen in pflanzlichen Nahrungsmit-
teln und biologischen Fliissigkeiten opti-
miert wurden.

Es folgen vier Kapitel iiber mit
Fliissigchromatographie (LC) gekop-
pelte Techniken. De Pascual-Teresa
und Rivaas-Gonzalo beschiftigen sich
in Kapitel 3 mit Anwendungen der mit
Massenspektrometrie gekoppelten LC
(LC-MS) zur Identifizierung von Poly-
phenolen. Die Elektrospray-Ionisation
(ESI) wird bei polaren und nichtfliich-
tigen Verbindungen wie Anthocyanen
und kondensierten Tanninen bevorzugt,
wihrend bei weniger polaren und fliich-
tigeren Substanzen wie Quercetin und
seinen Glycokonjugaten die chemische
Ionisation  bei  Atmosphérendruck
(APCI) die besten Analyseresultate lie-
fert. Im folgenden Kapitel berichtet
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Claudine Manach iiber den selten ange-
wendeten coulometrischen Nachweis
(CoulArray) in der HPLC-Analyse von
Flavonoiden. Unterschiede in den Oxi-
dationspotentialen als Funktion der Sét-
tigung und der O-Substitution an den C-
und B-Ringen ermoglichen elektroche-
misch die Unterscheidung von zu der
gleichen Untergruppe gehorenden Fla-
vonoiden. Obwohl der Nachweis mit
UV/Vis-Photodioden (,,photodiode
array detection“, DAD) eine niedrigere
Auflosung ergibt als die ,,CoulArray“-
Technik, ist die HPLC-DAD-Analyse
gegenwirtig die am héufigsten ange-
wendete Methode zur Identifizierung
von Flavonoiden. Dies machen Santos-
Buelga etal. in ihrem Beitrag {iiber
Anthocyane, Flavan-3-ole, Proantho-
cyanidine, Flavone, Flavonole, Flava-
none, Isoflavonoide, Chalcone und
Aurone deutlich. Das folgende Kapitel 6
widmet sich der gekoppelten HPLC-
NMR-Technik. Beschrieben werden die
»On-flow“- und die empfindlichere
»top-flow*“-Technik, mit denen zwei-
dimensionale  Proton-Proton-  und
Proton-Kohlenstoff-Korrelationsdaten
erhalten werden. Die Leistungsfiahigkeit
wird anhand ausgewihlter Beispiele der
Charakterisierung von Flavonoiden aus
Pflanzenextrakten veranschaulicht.

Cren-Olivé und Rolando befassen
sich mit der Bestimmung von grund-
legenden physikochemischen Konstan-
ten von Polyhydroxyflavan-3-olen wie
pK,-Werten und Redoxpotentialen, die
trotz der angenommenen antioxidativen
Eigenschaften der meisten Polyphenole
héufig nicht zweifelfrei ermittelt worden
sind. Die schnelle Cyclovoltammetrie
mit Ultramikroelektroden wird einge-
hend beschrieben. Angewandt auf
selektiv geschiitzte Catechine lassen
sich damit unabhingige Messungen
von Redoxpotentialen einer beliebigen
phenolischen Hydroxygruppe durchfiih-
ren. Die Untersuchungen haben gezeigt,
dass der acidere Ring B am leichtesten
zu oxidieren ist und die O-H-Bindungen
der Hydroxygruppen am Ring B die
niedrigsten Dissoziationsenergien auf-
weisen. Die Autoren schlieBen daraus,
dass die antioxidativen Eigenschaften
der Flavan-3-ole nicht nur — wie all-
gemein angegeben wird — auf einem H-
Transfer, sondern in erster Linie auf
einer Elektroneniibertragung der Phe-
nolat-Form beruhen.
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In den folgenden zwei Kapiteln steht
die Synthese von Flavonoid-Konjugaten
im Mittelpunkt. Plumb et al. berichten
in Kapitel 8 iiber die enzymatische Her-
stellung von Quercetin-Glucosiden,
Quercetin-Glucuroniden und ihren iso-
topenmarkierten Analoga fiir biologi-
sche Untersuchungen. Einen Uberblick
iiber chemische Synthesen von methy-
lierten und sulfatierten Konjugaten
sowie Glucuroniden von Flavanonen
(z.B. Naringenin), Isoflavonen (z.B.
Daidzein und Genistein), Flavonolen
(z.B. Quercetin) und Flavan-3-olen
(z.B. Catechin) bieten Barron, Cren-
Olivé und Needs in Kapitel 9. Dabei
wird besonders auf Schutzgruppenstra-
tegien bei der Synthese spezifischer
Regioisomere néher eingegangen. Der
Zugriff auf derartige Konjugate ist sehr
wichtig, da sie als Metabolite im Orga-
nismus fiir die biologische Aktivitdt
mafgeblich sind. Typische experimen-
telle Verfahren werden ausfiihrlich
beschrieben.

Die letzten sechs Kapitel decken die
Bereiche Identifizierung, Reinigung und
strukturelle  Charakterisierung  von
Polyphenolen ab. Diese Themen
werden zwar schon teilweise in voran-
gehenden Kapiteln angesprochen, aber
jedes dieser sechs Kapitel ist speziell
einer Klasse der Polyphenole gewidmet.
Fiir diejenigen, die sich mit der Chemie
des Tees beschiftigen, ist das Kapitel 11
von Bond et al. besonders interessant
und niitzlich. In diesem Beitrag wird die
Chemie der Tee-Catechine, ihrer Gal-
lussdureester und der Oxidationspro-
dukte des schwarzen Tees wie Theafla-
vine und Thearubigine umfassend abge-
handelt; er enthilt Isolationsprotokolle,

Angaben  wichtiger Stoffquellen,
Beschreibungen chromatographischer
Schliisselschritte und physikalischer
Eigenschaften, dazu  ausfiihrliche

NMR-Daten und nicht zuletzt eine
Unmenge an praktischen Tipps. In den
nichsten beiden Kapiteln beschiftigen
sich Lazarus et al. sowie Cheynier und
Fulcrand mit Proanthocyanidin-Oligo-
meren und -Polymeren. Die Methoden
zur Bestimmung des Polymerisations-
grades durch NMR-Spektroskopie,
Massenspektrometrie, Gelpermeations-
chromatographie oder Sdure-vermittel-
ter Depolymerisationen einschlieBlich
der Kklassischen Bate-Smith-Reaktion,
Thiolyse und Phloroglucinolyse werden
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erldautert und beurteilt. NMR-Spektros-
kopie und Massenspektrometrie werden
eingesetzt, um detaillierte Informatio-
nen iiber die Struktur der Flavan-3-ol-
Einheiten, die Art der intermolekularen
Bindungen und die Zahl der Galloyl-
gruppen zu erhalten. In Kapitel 14
berichtet Clifford iiber Zimtsdureester
— die einzige Klasse nichtflavonoider
Polyphenole, die in diesem Buch
beschrieben wird. Am Beispiel der
Chlorogensduren, die in  grofien
Mengen (bis zu 100 g pro kg) in griinen
Kaffeebohnen gefunden werden, stellt
er analytische Verfahren vor. Thema des
Beitrags von Rivas-Gonzalo ist die
Analyse von Anthocyan-Pigmenten.
Im abschlieBenden Kapitel diskutieren
Tomads-Barberan et al. die Analyse von
Flavanonen wie Hesperidin und Narin-
genin, ihre chemische Umwandlung in
die offene Chalcon-Form und von
Dehydrochalconen, eher unbedeuten-
den Flavanoiden, die in signifikanten
Mengen in Zitrusfriichten, Tomaten und
Apfeln vorkommen.

Diese Monographie ist eine ausge-
zeichnete Ergénzung der Literatur zur
Polyphenol-Chemie. Jedes Kapitel ent-
hilt aktuelle Literaturhinweise, und
anhand des ausfiihrlichen Stichwortver-
zeichnisses lassen sich die Themen leicht
finden. Dass ausschlieBlich Flavonoide
und keine anderen bioaktiven Polyphe-
nole pflanzlicher Herkunft behandelt
werden, konnte angesichts des Buch-
titels zu Kritik Anlass geben, ist aber
wegen der iiberragenden Bedeutung
dieser Klasse von Polyphenolen in den
Erndhrungswissenschaften ~ nachvoll-
ziehbar. Die zahlreichen experimentel-
len Vorschriften und praktischen Hin-
weise machen das Buch zu einer Pflicht-
lektiire fiir Naturstoffchemiker, Lebens-
mittelchemiker und Wissenschaftler der
pharmazeutischen Biologie, die sich fiir
die Chemie der Flavonoide und deren
gesundheitsfordernde Rolle bei der
Erndhrung interessieren.
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Seit fast 50 Jahren legen Arbeitsgruppen
des National Research Councils der
Vereinigten Staaten Bestandsaufnah-
men iiber den Stand der chemischen
Wissenschaften vor: Wo stehen diese
heute? Wie haben sie den gegenwér-
tigen Entwicklungsstand erreicht? In
welche Richtungen werden und sollten
sie sich weiter entwickeln? Diese
Fragen versuchten insbesondere der
Westheimer-Report (,,Chemistry—
Opportunities and Needs*; 1965), der
Pimentel-Report  (,,Opportunities in
Chemistry*; 1985) und der sich auf das
Chemieingenieurwesen konzentrie-
rende Anderson-Report (,,Frontiers in
Chemical Engineering®; 1988) zu beant-
worten.

Der nunmehr unter der Leitung von
Ronald Breslow und Matthew Tirrell
veroffentlichte Anschlussbericht weicht
von seinen Vorgingerbdnden insofern
ab, als er versucht, das gesamte Spek-
trum der chemischen Wissenschaften,
von der grundlagenorientierten For-
schung auf molekularem Niveau bis
zur groBtechnischen Prozesstechnolo-
gie, abzudecken. Dabei wird immer
wieder der interdisziplindre Charakter
der Chemie betont, ob es sich um ihre
Wechselwirkungen mit den anderen
Naturwissenschaften oder mit der Land-
wirtschaft, der Medizin, den Umwelt-
wissenschaften, den Informations- und
vielen anderen Technologien handelt.

Den Kern des neuen Reports bilden
elf Kapitel, die alle nach dem gleichen
Schema gegliedert sind: Jedes Kapitel
wird mit einer Auflistung wichtiger
Herausforderungen fiir die Zukunft
eines bestimmten Gebiets eroffnet. An
diese schlieBt sich eine Vorstellung der
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