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Abstract: Polyphenole sind wirkungsvolle Antioxidantien.
Ihre Reaktivit�t ist bereits intensiv untersucht worden. Die
wesentliche Reaktion ist die Wasserstoff�bertragung vom Po-
lyphenol auf eine hochreaktive Sauerstoffspezies. Bisher wurde
eine klare Charakterisierung derjenigen Spezies, welche direkt
nach einer solchen Reaktion gebildet werden, nicht erreicht.
Hier berichten wir �ber die H-Abstraktion von hochreaktiven
sauerstoffzentrierten Spezies mit Katechin und im gr�nen Tee
vorhandenen Polyphenolen. Mittels zeitauflçsender EPR-
Spektroskopie erh�lt man molekulare Informationen in Echt-
zeit. Indem wir damit oxidativen Stress durch hochreaktive
Sauerstoffspezies nachstellen, zeigen wir, dass alle phenoli-
schen OH-Gruppen im Wesentlichen �ber identische Reakti-
vit�ten verf�gen. Dies weist auf die Bedeutung statistischer
(entropischer) Faktoren f�r antioxidative Vorg�nge hin.

Oxidativer Stress und die Funktion von Antioxidantien sind
Gegenstand aktueller Forschung auf zahlreichen Gebieten,
seien dies molekulare Wissenschaften oder Medizin. Im All-
tagszusammenhang erwies sich Tee als eine gute Quelle von
Antioxidantien.[1] Es gibt viele experimentelle Methoden, um
das Potenzial von Antioxidantien zu quantifizieren. Die we-
sentliche Folgerung solcher Untersuchungen ist, dass die
Aktivit�t der Polyphenole auf einer H-Atom-�bertragung
(HAT) beruht. Die reaktive sauerstoffzentrierte Spezies wird

dadurch eliminiert, und es entsteht ein reaktionstr�ges
Phenoxylradikal.[2, 3]

Drei ausgew�hlte prominent im gr�nen Tee vorhandene
Polyphenole (Katechin (CA), Gallokatechin (GC) und Epi-
gallokatechingallat (EGCG)) sind in Abbildung 1 wiederge-

geben. In den meisten Derivaten befinden sich an Ring A
zwei phenolische OH-Gruppen in einer meta-Anordnung
(Resorcinol). Ring B hat entweder zwei ortho-OH-Gruppen
(Katechol) oder drei benachbarte OH-Substituenten. Ring C
tr�gt eine nichtphenolische OH-Gruppe.

Klassische EPR-Spektroskopie wurde genutzt, um Ein-
blicke in die Wirkungsweise von Antioxidantien auf mole-
kularer Ebene zu erlangen.[4–7] Zudem wurden Metaboliten
identifiziert, die aus Reaktionen zwischen reaktiven Sauer-
stoffspezies (ROS) und Polyphenolen stammen.[8,9] Bezug-
nehmend auf solche Untersuchungen werden die Katechol-
oder Gallatbestandteile als haupts�chliche Tr�ger der anti-
oxidativen Eigenschaften betrachtet, da sie die thermodyna-
misch stabilsten Phenoxylradikale (und Radikalanionen)
bilden.[7,10–13]

Andererseits weisen Untersuchungen mittels Pulsradio-
lyse auf der ns-Zeitskala auf A-Ring-basierte Radikale
hin.[14–16] Diese Ergebnisse beruhen auf UV/Vis-Absorpti-
onsspektren, und daher ist es nicht mçglich, direkt auf eine
bestimmte Molek�lstruktur r�ckzuschließen.[5] Man muss
also auf eine Methode zur�ckgreifen, die eine klare struktu-
relle Zuordnung auf der entsprechenden Zeitskala ermçg-
licht.

Abbildung 1. Ausgew�hlte Polyphenole aus gr�nem Tee.
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Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag (experimentelle
Details, Daten, welche f�r die Simulationen der EPR-Spektren ver-
wendet wurden, eine Liste von Radikalen, die auch mçglicherweise
erzeugt worden sind, TR-EPR-Spektren, die mit AQS als H-
Abstraktor erhalten wurden, cw-EPR-Spektrum, erhalten nach der
Photolyse BP/Katechin, sowie CIDNP-Spektren, die nach Photolyse
von Lçsungen von Katechol und Resorcinol in Gegenwart von BP
erhalten wurden, sind im WWW unter http://dx.doi.org/10.1002/
ange.201407995 zu finden.
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Unsere ersten Ergebnisse erhielten wir mittels zeitauflç-
sender 1H-CIDNP-Spektroskopie (500-ns- bis 1-ms-Zeitska-
la). Diese NMR-basierte Methode lieferte Hinweise, dass
eine H-Abstraktion nicht spezifisch stattfindet.[17] Die
CIDNP-Technik ist aber auch nur in der Lage, kurzlebige
Radikale indirekt nachzuweisen. In dieser Arbeit st�tzen wir
uns auf die zeitauflçsende EPR-Spektroskopie (TR-EPR).
Dies ermçglicht es, die Strukturen kurzlebiger Radikale auf
der f�r diffusionskontrollierte Reaktionen wesentlichen ns-
Zeitskala zu identifizieren, die f�r die reaktivsten ROS cha-
rakteristisch ist.

Benzophenon (BP) und das Natriumsalz der 9,10-An-
thrachinon-2,6-disulfons�ure (AQS) sind ideale Reaktions-
partner, um antioxidative Prozesse zu untersuchen. In ihren
Triplettzust�nden entspricht ihre HAT-Reaktivit�t derer be-
sonders aktiver ROS.[18–22] Mittels Lichtanregung (Laserblitz
bei 355 nm, 6–8 ns) wird der Triplettzustand von BP/AQS
erreicht; dieser reagiert mit dem Polyphenol, was zu den
entsprechenden prim�ren Radikalen im jeweiligen Grund-
zustand f�hrt (Schema 1). Diese Radikale werden mit TR-

EPR-Spektroskopie nachgewiesen, wobei das entsprechende
Signal die Struktur der kurzlebigen Radikale widerspiegelt.[23]

Die exakte Struktur der Radikale wird aus den EPR-Para-
metern (Hyperfeinkopplungskonstanten, hfcs) mithilfe von
DFT-Rechnungen abgeleitet.

Abbildung 2 zeigt das TR-EPR-Spektrum, welches nach
Laserblitzphotolyse einer Lçsung von BP und CA in Wasser/
Acetonitril (5:1) bei pH 5.6 aufgenommen wurde. Man be-
obachtet mehrere wohldefinierte Resonanzen in verst�rkter
Emission und Absorption. Dies wird durch Magnetfeld-
effekte hervorgerufen, welche die Empfindlichkeit dieser
Methode bedeutend steigern.[24] Hier wollen wir uns auf das
Hyperfeinaufspaltungsmuster des EPR-Signals konzentrie-
ren.

Die EPR-Spektren werden dominiert von einer Kompo-
nente mit vergleichsweise großen hfcs von 2.67, 1.15, 0.67 und
0.44 mT, jeweils f�r ein Proton (siehe Simulation; rote Linie
in Abbildung 2). �blicherweise beobachtet man bei der
Oxidation (mit O2) alkalischer Lçsungen von Polyphenolen
Spektren mit einer Breite von 0.7 mT;[4, 7,25–27] hier betr�gt
diese allerdings 4.93 mT. Damit ist eine Zuordnung zu einem
B-Ring- oder Gallylradikal nicht mçglich.

Unter Ber�cksichtigung dieser um das ca. 7-fache grçße-
ren Spektrenbreite kommen A-Ring-basierte Radikale f�r
die Zuordnung in Betracht. Zwei Radikale, RA1 und RA2, in
denen jeweils eines der beiden phenolischen Resorcinol-H-
Atome abstrahiert ist, sind hier zu diskutieren. Die berech-
neten hfcs dieser beiden Radikale sind in Abbildung 3 zu-
sammengefasst. (DFT-Rechnungen f�hren im allgemeinen zu
einer sehr guten Vorhersage experimenteller hfcs.[28–31])

Die berechneten Daten f�r RA1 zeigen die grçßten hfcs
f�r die beiden Methylenprotonen (b-Positionen) angrenzend
am A-Ring (1.31, 2.40 mT), danach folgen die aromatischen
Protonen am Ring A (0.49, 0.67 mT), w�hrend die restlichen
1H-hfcs nicht ins Gewicht fallen (Abbildung 3). Eine �hnliche
Spinverteilung besteht f�r RA2, wo die b-Protonen deutlich
kleinere hfcs aufweisen (0.73, 1.29 mT). Damit hat RA1 ein
deutlich breiteres EPR-Spektrum als RA2 (4.9 vgl. 3.7 mT).
In der Tat sind die berechneten Daten f�r RA1 in sehr guter
�bereinstimmung mit den experimentellen hfcs (ber./exp.):
2.40/2.67, 1.31/1.15, 0.67/0.67 und 0.49/0.44 mT. Damit weist
das TR-EPR-Spektrum klar das Vorhandensein des A-Ring-
zentrierten Phenoxylradikals RA1 nach.

Der mittlere, kaum aufgelçste Bereich des EPR-Signals
besteht aus mehreren Komponenten. Ein Beitrag stammt von
Radikal BPH (siehe Schema 1), das gleichzeitig mit den
Phenoxylradikalen gebildet wird und auf der kurzen Zeit-
skala unseres Experiments nachweisbar ist. Das Ketylradikal
BPH hat ein schmales EPR-Spektrum (1H-hfcs von ca. 0.3

Schema 1. BP als Reagens zur Erzeugung kurzlebiger Phenoxylradikale.

Abbildung 2. TR-EPR-Spektren von a) CA/BP (schwarz) und die ent-
sprechende Simulation des EPR-Spektrums von RB (rot) b) CA/[D10]-
BP (RT, H2O/MeCN 5:1). Der rote Doppelpfeil zeigt eine Spektren-
breite von 0.7 mT. Die entsprechenden Spektren mit AQS sind in den
Hintergrundinformationen wiedergegeben.

Abbildung 3. Die Radikale RA1 und RA2 und berechnete hfcs (B3LYP/
TZVP, Angaben in mT).
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(1H, OH), 0.12 (4H, m), 0.36 (2H, p), und 0.32 mT (4H, o);
Breite ca. 2.8 mT).[32, 33] Dies wird durch den Einsatz von
deuteriertem [D10]-BP illustriert. Das Aussehen des mittleren
Bereiches �ndert sich wegen der deutlich kleineren Kopp-
lungskonstanten von 2H verglichen mit den 1H-hfcs (Faktor
0.12, Breite ca. 0.34 mT).

Trotz der �nderung bei Verwendung von [D10]-BP bleibt
ein breites EPR-Signal im zentralen Bereich. Dies kann
mehreren Beitr�gen zuordnen: zum einen dem Radikal RA1
(innere Linien, rotes Spektrum in Abbildung 2 und 4), dem
oft beschriebenen B-Ring-Radikal RB und weiteren Radi-
kalen mit schmalen EPR-Spektren (siehe die Hintergrund-
informationen).[4, 7, 25–27] Die Rekonstruktion des gesamten
EPR-Signals ist in Abbildung 4 gezeigt.

Ein Test f�r die Zuordnung ist die pH-Abh�ngigkeit der
Reaktion zwischen CA und BP ; die zugehçrigen TR-EPR-
Spektren sind in Abbildung 5 dargestellt. In der Tat ist das
EPR-Spektrum bei pH 8.1 klar unterschiedlich von demje-
nigen bei pH 5.6, w�hrend bei pH 6.8 eine �berlagerung der
beiden Spektren zu sehen ist.

Bei pH 5.6 ist der A-Ring protoniert, bei pH 8.1 ist er
einfach deprotoniert (und bei pH 6.8 besteht ein Gleichge-
wicht zwischen diesen Stufen).[34–37] Damit f�hrt eine H-Ab-
straktion bei pH 8.1 zu dem Radikal RA� . Die berechneten
hfcs f�r RA� sind in Einklang mit den experimentellen

Daten. Die grçßten werden analog zu RA1 f�r die b-Posi-
tionen im Bezug zum A-Ring vorausgesagt (ber./exp.: 2.41/
2.53 und 1.36/1.05 mT), weiterhin f�r eines der aromatischen
Protonen im A-Ring (1.10/1.05 mT, Abbildung 6). Diese Be-
obachtung st�tzt die Zuordnung einer H-Abstraktion am A-
Ring.

Die hier vorgestellten Ergebnisse weisen andere Radikale
nach als diejenigen, die bisher mittels Oxidation alkalischer
Lçsungen von Polyphenolen und klassischer (EPR-)Spek-
troskopie dargestellt wurden. Daher ist es wesentlich, nach-
zupr�fen, ob die Photolyse von CA/BP kompatibel ist mit den
bekannten Messungen. Folglich haben wir f�r diese Reaktion
auch die Standarddetektion mittels klassischer EPR-Spek-
troskopie durchgef�hrt. Die Photolyse einer Lçsung von BP/
CA bei pH 8.1 f�hrt zur Aufnahme vollkommen unter-
schiedlicher EPR-Spektren als auf der 50-ns-Zeitskala. Diese
mit einer Zeitskala von Minuten aufgenommenen Spektren
haben eine Breite von ca. 0.7 mT und stimmen perfekt
mit denjenigen �berein, die f�r mit O2-Oxidation alkali-
scher Lçsungen berichtet worden sind (B-Ring-Radikale;
siehe die Hintergrundinformationen f�r das EPR-Spek-
trum.[4, 7, 25–27, 38, 39]). So wird eindeutig gezeigt, dass die Zeit-
skala der Detektion dar�ber entscheidet, welche Radikale
man nachweist.

Ist die oben beschriebene Reaktivit�t nur g�ltig f�r die
Modellsubstanz Katechin, oder reagieren reelle Systeme, die
reich an Polyphenolen sind, analog? Zu diesem Zweck haben

Abbildung 4. Komponenten des experimentellen TR-EPR-Spektrums
von CA/BP bei pH 5.6. a) Experimentelles TR-EPR-Spektrum (schwarz)
und entsprechende Simulation (alle Komponenten, grau), b) Simulati-
on von BPH (blau),[33] c) Simulation von RA1 (rot), d) Simulation von
RA2 (gr�n), e) Simulation von RB (braun). Die Simulationen basieren
auf berechneten Daten, die in guter �bereinstimmung mit den experi-
mentellen sind (siehe die Hintergrundinformationen). Zur besseren Er-
kennbarkeit sind die einzelnen Komponenten ohne Polarisationseffekte
dargestellt; f�r die Gesamtsimulation (a) sind Polarisationseffekte be-
r�cksichtigt.

Abbildung 5. EPR-Spektren von CA/BP bei verschiedenen pH-Werten:
a) pH 5.6, b) pH 6.8, c) pH 8.1.

Abbildung 6. Das Radikal RA� und berechnete hfcs (B3LYP/TZVP,
Angabe in mT).
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wir gr�nen Tee gebraut, genauso, wie man es im Haushalt
macht. Solche Lçsungen beinhalten neben verschiedensten
Polyphenolen auch Komponenten wie Kohlenhydrate, S�uren
und Proteine. Wir haben den pH-Wert so eingestellt, dass wir
bei den gleichen Bedingungen gemessen haben wie f�r das
Modellsystem. Abbildung 7 zeigt die TR-EPR-Spektren, die

f�r gr�nen Tee nach dem Zusatz von BP erhalten wurden.
Das wesentliche Merkmal dieser Spektren ist, dass die �u-
ßeren Linien genau denen der „Katechinspektren“ entspre-
chen (Abbildung 5); zudem ist auch die pH-Abh�ngigkeit
identisch. Die bedeutende Intensit�t dieser Außenlinien ist
im Einklang damit, dass die meisten nat�rlichen Polyphenole
�ber den Resorcinol-A-Ring verf�gen. Dies weist die Bildung
von A-Ring-Radikalen nach, wenn gr�ner Tee hochreaktiven
ROS ausgesetzt wird.

Die bisher vorgestellten Experimente belegen, dass ki-
netische Effekte die Bildung prim�rer Radikale dominieren,
wenn hochreaktive sauerstoffzentrierte Spezies Polyphenole
angreifen, d.h., es besteht keine Regioselektivit�t bei der H-
Abstraktion. Zweifelsfrei h�ngt die Bindungsdissoziations-
energie phenolischer Verbindungen von elektronischen Fak-
toren und der Mçglichkeit von H-Br�cken ab.[29, 40–44] Besteht
allerdings eine Konkurrenzsituation zwischen mehreren
phenolischen OH-Gruppen, so �berwiegen stochastische
Faktoren bei der Bildung prim�rer kurzlebiger Spezies,
w�hrend thermodynamische Faktoren erst bei l�ngeren
Zeitskalen an Bedeutung gewinnen.

Dies haben wir in einer weiteren Serie von Versuchen
nachgepr�ft. Wir haben 1:1-Mischungen von Resorcinol und
Katechol in Gegenwart von BP photolysiert und diese Re-
aktion mittels CIDNP verfolgt (Spektren siehe die Hinter-
grundinformationen). W�hrend Resorcinol-basierte Phen-
oxylradikale thermodynamisch weniger stabil sind als Kate-
cholradikale, zeigt die f�r kurzlebige Spezies empfindliche
CIDNP-Technik klar das Vorhandensein beider Typen von
Radikalen.

Zusammenfassend zeigt sich, dass Polyphenol-basierte
Antioxidantien nicht rein durch thermodynamische Faktoren
wie Dissoziationsenergien der phenolischen OH-Bindungen
charakterisiert werden kçnnen. Einen wesentlichen Anteil an
den prim�r durch hohen oxidativen Stress gebildeten Radi-

kalen haben die thermodynamisch weniger bevorzugten Ra-
dikale vom Resorcinol-Typ (A-Ring).

Diese kinetischen Effekte bieten eine Erkl�rung f�r
zahlreiche nachgewiesenen Metaboliten.[45–47] Zus�tzlich sind
solche Kurzzeitph�nomene wesentlich in (anti)oxidativen
Prozessen, da Polyphenole mit nichtkonjugierten (Poly)Phe-
nol-Bestandteilen, wie unsere Ergebnisse zeigen, an mehre-
ren Stellen gleichzeitig reagieren kçnnen.

Die nichtspezifische H-Abstraktion im ns-Zeitbereich
f�hrt sowohl zu stabilisierten als auch zu reaktiven Phen-
oxylradikalen. Bemerkenswerterweise ist dies in Einklang mit
Klassifizierungen basierend auf dem TEAC-Assay,[48] wobei
Resorcinolbestandteile nicht als besonders aktive Antioxi-
dantien gelten.[3, 49,50] Letztere[3, 46] kçnnten f�r sch�dliche Ef-
fekte verantwortlich sein.[4, 51]
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