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Abstract. Bioverfiigbarkeit und Biokinetik von Polyphenolen aus Rotwein (Lemberger) gegeniiber rotem
Traubensaft wurden in einem gemischten Kollektiv mit 9 gesunden Probanden im crossover Vergleich
untersucht. Nach Verabreichung einer Einzeldosis entweder von 400ml Rotwein oder 400ml rotem
Traubensaft mit abgestimmtem Gesamtanthozyangehalt (27,6 mg bzw. 283,5mg) wurde der Plasmaspiegel
von Anthozyaninglukosiden ebenso wie deren Harnausscheidungsrate in regelmissigen Intervallen HPLC
analytisch ermittelt. Aus den Plasmawerten wurden biokinetische Parameter wie AUC, Maximalkonzentration
Cmax» deren Zeitpunkt tn,, und die Halbwertszeit t;,, abgeleitet. In der Harnausscheidung konnten R«
(max. gemessene Ausscheidungsrate).deren Zeitpunkt ty. g, Ae (Gesamtmenge ausgeschiedener Anthozyane)
sowie der prozentuale Anteil der Aufnahmedosis X, erfasst werden. In der Biokinetik der plasmatischen
Anthozyane waren keine Unterschiede zwischen Rotwein und rotem Traubensaft zu erkennen, dagegen iibertraf
die Anthozyanausscheidungsrate nach Traubensaftzufuhr mit 0,23% der Aufnahmedosis signifikant diejenige
nach Rotweinzufuhr mit 0,18% der Aufnahmedosis. Signifikant erhoht war auch das antioxidative Potential im
Plasma (TRAP-test) nach Traubensafteinnahme gegeniiber Rotwein.

Es zeigte sich, dass Anthozyane aus roten Trauben zu geringem Anteil als intakte Glukoside resorbiert und
als solche im Harn ausgeschieden werden. Roter Traubensaft scheint wenigstens gleich- oder sogar hherwertig

gegeniiber dem getesteten Rotwein zu sein im Vergleich der nachweisbaren, bioaktiven Inhaltsbestandteile.

Moderatem Weingenuss wird eine gesundheitlich protek-
tive Wirkung beim Menschen zugesprochen. Insbeson-
dere mit phenolischen Verbindungen im Rotwein und
deren ausgepridgtem antioxidativen Potential als Schutz
gegeniiber oxidativer Schiadigung des Korpergewebes
durch Sauerstoffradikale werden diese positiven Effekte
in Beziehung gesetzt [1]. In vivo Transfer und in vivo
Wirkung dieser Antioxidantien aus polyphenolreichen
Rotweinen ist derzeit noch kaum bekannt, jedoch
bedeutsam fiir die Bewertung ihres gesundheitlichen
Nutzens. Kontrovers diskutiert wird, inwieweit Alkohol
Bioverfiigbarkeit und —aktivitit sowie renale Exkretion
der in Rotwein dominierenden Anthozyane beeinflusst.
Ziel der vorliegenden Studie war daher, Verfiigbarkeit
und Bioaktivitit markanter Anthozyane aus heimischem
Rotwein mit handelsiiblichem rotem Traubensaft zu
vergleichen.

1. Material und methodik

Als Versuchspersonen dienten 9 gesunde Probanden
4 &, 5 Q) im Alter von 24-34 Jahren und einem BMI —
bereich von 20-26. Im Rahmen einer einzentrigen, offenen
Studie erhielten die Probanden nach 12 — stiindigem Fasten
im Crossover Verfahren eine Einzelportion von 400 ml
Rotwein (Lemberger, Geisenheimer Fuchsberg) oder die

gleiche Dosis eines roten, handelsiiblichen Trauben-
saftkonzentrats mit identischem Gesamtanthozyangehalt
(279,6 mg im Rotwein; 283,5 mg im Traubensaft) (Tab. 1).
Zwischen den Testphasen lag ein vierwdchiges Intervall.
Jede Testperson diente als ihre eigene Kontrolle. Wein und
Saft wurden mit Weissbrot und 30 g Kise verabreicht. Die
Probanden wurden angehalten, anthozyanhaltige Nahrung
oder Siéfte oder Alkoholgetrinke 24 Stunden vor und
wihrend der Studie zu meiden.

Entnahme von Blutproben erfolgte vor Beginn
und 0,25, 0,50, 1,0, 1,5, 2 und 3 Stunden nach
Einnahme von Wein bzw. Saft. Zusitzlich wurden
Urinproben unmittelbar vor Versuchsbeginn und danach
in stiindlichen Intervallen iiber einen Gesamtzeitraum
von 7 Stunden gesammelt. Das Studiendesign war von
der Ethikkommission der Universitit Giessen bewilligt
worden.

Der Anthozyangehalt in Plasma und Harn wurde nach
iiblicher HPLC — methodik analysiert [2—4].

Prinzip: Plasmaextraktion mit Hilfe einer ODS
Solidphasenkartusche und Elution mit 0,44 M Trichlores-
sigsdure in Methanol. Trennung der Anthozyane an
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Tabelle 1. Zufuhr bioaktiver Komponenten.

Web of Conferences

Komponente/Parameter Roter Traubensaft (400 ml) | Rotwein (Lemberger, 400 ml)
Anthozyangehalt gesamt (mg) 283.,5 279,6
Antioxidative Kapazitit 6,0 8,6

TRAP-test (mM)

Sonstige Phenolverbindungen (mg) 46,8 107,2
Gesamtphenole 330,3 386,8

Tabelle 2. Biokinetik der Anthozyane im Plasma nach Einnahme von Rotem Traubensaft bzw. Rotwein.

Anthozyane Cmax (ng/ml) | thax® (Stunden) | AUC(0-3 h) ty,
ng-h-ml!
Zyanid.-3-glukosid 0,42 (118) 0,5 0,6 (83) 1,61(23)
Roter Traubensaft Delpl}inid.-B-glulfosid 6,12 (67) 0,5 11,9 (55) 1,72(27)
Malvid.-3-glukosid 48,8 (88) 0,5 71,7 (60) 1,50(34)
Peonid.-3-glukosid 27,3 (51) 0,5 49,7 (36) 1,63(19)
Petunid.-3-glukosid 16,1 (40) 0,5 31,5 (30) 1,68(49)
Summe Anthozyane® | 100,1 (64) 0,5 168.,4 (42) 1,83(28)
Zyanid.-3-glukosid n.n. n.n. n.n. n.n.
Delphinid.-3-glukosid | n.n. n.n. n.n. n.n.
Malvid.-3-glukosid 18,5 (24) 1,5 40,4 (21) 1,80(32)
Rotwein Peonid.-3-glukosid 12,6 (16) 1,5 30,7 (18) 1,83(40)
Petunid.-3-glukosid 12,3 (16) 1,5 29,1 (15) 2,15(23)
Summe Anthozyane® | 42,9 (16) 1,5 100,8 (14) 1,99(28)

a) = Median; g) = Summe der Glukoside von Zyanidin, Delphinidin, Malvidin, Peonidin, Petunidin;
n.n. = nicht nachweisbar; Datenangabe als geometrischer Mittelwert mit% ualem Koeffizient der Varianz in Klammern.

einer Prontosil Eurobond RP-18 sdule mit vorgeschalteter
LiChrospher 100 RP-18 Schutzsidule und isokratische
Elution mit Wasser/Azetonitril/Ameisensidure (81/10/9,
pH 1,6). Detektion der Einzelsubstanzen bei 520nm
mit Photodiodenarray Detektor. Kommerziell erhiltliche
Standards dienten als Vergleich zur Identitdtsbestimmung
der getrennten Anthozyane. Das Detektionslimit der
Analyten lag zwischen 0,65 ng/ml fiir Zyanidin-3-glukosid
und 5,2ng/ml fiir Malvidin-3-glukosid. Kalibrierung
erfolgte durch Zusatz definierter Dosen der Standards zu
neutralem Plasma bzw. Urin. Die chromatographischen
Bedingungen waren identisch fiir Getrinke, Plasma
und Harn. Vor der HPLC-analyse wurden Saft und
Rotwein 1/50 mit der mobilen Elutionsphase verdiinnt.
Traubensaft und Rotwein differierten geringfiigig in ihrem
Anthozyanprofil. Saft enthielt einen geringeren Gehalt
an Glukosiden des Petunidins (42 vs. 91 pg/ml) und
Malvidins (327 vs. 461 pg/ml) und einen leicht hoheren
Gehalt an Glukosiden des Delphinidins (124 vs. 95 pg/ml)
und des Peonidins (208 vs. 45 pg/ml) gegeniiber dem
Rotwein.

Gesamtphenole wurden nach einer modifizierten
Folin-Ciocalteau Methode bestimmt [5]. Prinzip: Hy-
drolyse konjugierter Polyphenole mit 1 M Salzsaure,
lipidgebundener Polyphenole mit 2 M Natronlauge in
75 prozentigem Methanol und anschliessende Ausfillung
der Plasmaproteine mit 0,75 M Metaphosphorsiure,
Zentrifugation und Extraktion des Uberstands mit Aze-
ton/Wasser (1/1). Anschliessende Analyse erfolgt mit
dem Folin-Ciocalteau Reagenz. Angegeben werden die

Resultate als mg Gallussduredquivalente. Die analysierten
Anthozyanglukosidwerte in Plasma und Harn bildeten
die Basis zur Berechnung biokinetischer Daten wie
Maximalkonzentration ¢, (Plasma) bzw. maximale

Ausscheidungsrate Ry,.x (Harn) und der entsprechen-
den Zeitpunkte tn.x, der Flidche unter der Kurve
AUC (Plasma) bzw. A. (gesamte Anthozyanausschei-
dung im Harn) und der Eliminationshalbwertszeit t;/,
(Plasma). Grundlage waren Kompartiment unabhingige
pharmakokinetische Berechnungen nach Standardmeth-
oden [6] mit Hilfe von WinNonlin Software (Version
3.3, Pharsight Co., Mountain View, Californien). Der
Aquivalenztest mit 90% Vertrauensbereich auf Basis eines
1 Proben t-Tests der log transformierten intraindividuellen
Differenzen Dosis normalisierter Daten wurde zur Erken-
nung von Unterschieden und relativer Bioverfiigbarkeit
(Wein vs. Saft) zu Grunde gelegt. Vorhergehend wurden
Distributionsvermutungen nach dem Shapiro-Wilk Test
bestitigt auf Basis log normal verteilter intraindividueller
Unterschiede. Signifikante Differenzen wurden bei einem
P-wert 0,5 angenommen.

Ermittlung der Bioaktivitét der Phenolverbindungen in
Saft und Wein erfolgte anhand der antioxidativen Aktivitit
im Plasma mit Hilfe des TRAP-tests [7].

2. Ergebnisse

Pharmakokinetische Daten der einzelnen Anthozyane
nach Konsum von rotem Traubensaft resp. Rotwein sind
in Tab. 2 dargestellt. Bemerkenswerter Weise konnten
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Tabelle 3. Biokinetik der Anthozyane in der Harnausscheidung nach Einnahme von Rotem Traubensaft bzw. Rotwein.

Anthozyane Rmax (g/Stunde) tmaxa) Ae (0'7 h) 12323 Xe(0'7 h)%
(Stunden)
Zyanid.-3-glukosid 1,26 (76) 0,5 2,88 (72) 0,09
Roter Traubensaft Delphinid.—3—glukosid 39,6 (91) 0,5 101,9 (72) 0,20
Malvid.-3-glukosid 86,7 (126) 0,5 236,3 (96) 0,18
Peonid.-3-glukosid 86,0 (79) 0,5 240,5 (66) 0,29
Petunid.-3-glukosid 20,2 (46) 0,5 53,4 (31) 0,32
Summe Anthozyane® 241,4 (82) 0,5 653,6 (67) 0,23
Zyanid.-3-glukosid 0,66(117) 2,5 1,45 (67) 0,06
Delphinid.-3-glukosid 14,9 (51) 0,5 47,7 (27) 0,12
Malvid.-3-glukosid 60,2 (53) 1,5 206,8 (32) 0,11
Rotwein Peonid.-3-glukosid 44,1 (44) 0,5 151,5 (31) 0,84
Petunid.-3-glukosid 20,5 (52) 1,5 66,4 (47) 0,18
Summe Anthozyaneg) 137,6 (29) 1,5 491,0 (20) 0,18

a) = Median; g) = Summe der Glukoside von Zyanidin, Delphinidin, Malvidin, Peonidin, Petunidin;
Datenangabe als geometrischer Mittelwert mit%ualem Koeffizient der Varianz in Klammern.

die Anthozyane im Plasma ebenso auch in der Har-
nausscheidung nahezu ausschliesslich als Glukoside
detektiert werden, wie dies auch von andern Autoren
gezeigt werden konnte [8—11]. Weitere Konjugate oder
freie Anthozyanidine waren nicht nachweisbar. Nach
Traubensafteinnahme erreichte der geometrische Mittel-
wert der Maximalkonzentration cp,x der Summe der
Anthozyane ca. 100ng/ml Plasma bei einem Peak-
maximum ty,x von i/2 Stunde. Nach Rotweinzufuhr
lag der entsprechende cp,x—wert mit 43 ng/ml Plasma
deutlich niedriger, das Peakmaximum tp,x wurde erst
nach 1!/2 Stunden gemessen. Das geometrische Mittel
der AUC im Plasma erreichte nach Weinzufuhr nur
ca. 60% des Wertes nach Saftzufuhr. Angesichts der
hoheren intraindividuellen Variabilitdt von AUC und Cpax
nach Traubensaftkonsum konnten statistisch signifikante
Differenzen im Plasmaspiegel der Summe der Anthozyane
zwischen beiden Getrinken jedoch nicht nachgewiesen
werden. Unterschiede bestanden lediglich im Zyanidin-
und Delphinidinglukosidgehalt, die nach Rotweinkonsum
unterhalb der Nachweisgrenze lagen.

In der Harnausscheidung zeigt sich ein zum Plasmapro-
fil analoges Muster der resorbierten Anthozyanglukoside
(Tab. 3). Die maximale Exkretionsrate R,,x konnte inner-
halb von 1!/2-21/2 Stunden nach oraler Zufuhr ermittelt
werden. Ubereinstimmende Beobachtungen finden sich
auch bei andern Autoren [3,8]. Trotz grosser Vari-
ationsbreite im Ausscheidungsmuster insbesondere der
Traubensaftanthozyane bestanden signifikante Differenzen
in der Gesamtsumme der ausgeschiedenen Anthozyane
zwischen beiden Getranken mit 0,23% der aufgenomme-
nen Dosis bei Traubensaft und 0,18% der Dosis bei
Wein. Der hochste Anteil im Ausscheidungsmuster beider
Getrinke entfiel auf die Glukoside von Peonidin und
Petunidin, der niedrigste auf Zyanidinglukosid. Die
Harnausscheidung korrespondiert jedoch nicht unmittelbar
mit der Resorptionsrate, da auch die hepar-bilidre
Sekretion partiell zur Elimination beitrigt.

Der Gehalt an Gesamtpolyphenolen im Plasma
stieg ebenfalls an und erreichte die Maximalkonzen-
tration 30 Minuten nach Getriankezufuhr (Abb. 1). Im
Gegensatz zu den plasmatischen Anthozyanen lag der
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Abb. 1. Geamtphenole im Plasma (GAE = Gallussdureiqu-
ivalente) * signifikant; P < 0,05.

Cmax-Wert nach Traubensaftkonsum signifikant hoher als
die entsprechenden Werte nach Weinkonsum. Dies kann
auf eine evtl. erleichterte Resorption von Flavonoiden
gegeniiber Anthozyanen hinweisen (s. Tab. 1), aber auch
durch weitere reduzierende Inhaltsstoffe beider Getrinke
bedingt sein (SH-verbindungen, Askorbin-, Harnsdure
etc., die zumindest partiell mit der modifizierten Folin-
Ciocalteau Methode erfasst werden, wie auch von anderer
Seite beschrieben wird [5].

Als Biomarker fiir die physiologische Wirksamkeit der
resorbierten Polyphenole wurde zusitzlich zur Biokinetik
der Anthozyane in Plasma und Harn die plasmatische
antioxidative Kapazitit nach Getrinkekonsum mittels
des TRAP - tests gemessen und die Messwerte um
die jeweiligen Askorbin- und Harnsdurewerte korrigiert
zur Vermeidung von Fehlinterpretationen. Wie aus
Tab. 5 ersichtlich, stieg die antioxidative Kapazitit nach
Konsum beider Getrdnke an mit Maximalwerten nach
50 bzw. 63 Minuten, um nach 2 Stunden wieder auf
die Ausgangswerte abzufallen. Die TRAP — biokinetik
tiber den gemessenen Zeitraum verhielt sich analog
zu den Polyphenolen. Im Falle der Traubensaftzufuhr
iibertrafen die gemessenen Parameter diejenigen nach
Rotweinzufuhr signifikant als Hinweis einer iiberlegenen
Bioaktivitit phenolischer Komponenten insgesamt bzw.
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Tabelle 4. Biokinetik der TRAP-werte im Plasma von 9 Probanden.

Cmax (UMOI/1) | cpax/Dosis tmax AUC(0-180) AUC(0-180)
uMol/l/uMol (Min.) mMol/Min./ mMol/Min./mMol
Roter Traubensaft | 1333 £+ 62 0,222 + 0,010 63+ 10 202 + 11 33,72 + 1,86
Rotwein 1233 £ 85 0,143 + 0,010 50+ 15 192+ 8 22,31+ 0,95
Signifikanz P=0,013 P <0,0001 — P=0,016 P < 0,0001

Daten als arithmetrische Mittelwerte & Standardabweichung.

ihrer Metaboliten im roten Traubensaft gegeniiber dem
getesteten Rotwein.

3. Diskussion

Seit den Hinweisen aus dem franzosischen Paradoxon
wird den polyphenolreichen Rotweinen ein gesundheitlich
protektiver Einfluss zugeschrieben unter der Annahme,
dass die intestinale Resorption von Anthzyanen durch den
Alkoholgehalt des Weines erleichtert sei [1]. Gegenwirtig
sind jedoch genaue Kenntnisse iiber die Bioverfiigbarkeit
dieser Verbindungen aus alkoholischen wie nicht alko-
holischen Getrianken unzureichend. Dies gilt in beson-
derem Masse auch fiir kinetische Daten der Resorption
und Elimination dieser Polyphenole als Bezugsgrossen fiir
vermutete gesundheitliche Wirksamkeit.

Lange Zeit herrschte die Ansicht vor, dass Anthozyane
nur als freie Aglukone resorbierbar seien. Mittlerweile
konnte durch unsere Gruppe wie auch von andern
Autoren gezeigt werden, dass beim Menschen wie
auch tierexperimentell nicht nur Monoglukoside, sondern
ebenso hoher kondensierte Glukoside von Fruchtsiften aus
dem Intestinaltrakt ins Blut aufgenommen und im Harn
als solche ausgeschieden werden [2—4,8,9,11-15]. Die im
allgemeinen niedrigen Plasma- und Urinkonzentationen
lassen vermuten, dass die in geringem Mass resor-
bierten Anthozyandosen einem raschen Metabolismus
unterworfen sind, wobei auch ein Abbau bis hin zur
Protokatechusdure im Plasma von Ratten nachgewiesen
werden konnte nach Verfiitterung einer allerdings 100 —
fach hoheren Dosis pro kg KG als in der vorliegenden
Studie [10]. Dass die prozentual ausgeschiedene Zyanidin-
3-glukosiddosis in dieser Studie bei weitem tiefer
lag als diejenige der andern Anthozyanglukoside kann
darauf hindeuten, dass Zyanidin in vivo als Vorstufe
und zu Peonidin methyliert wird, wie dies bereits
tierexperimentell nachgewiesen werden konnte [10]
(s. Tab. 3, X, 0-7). Die Gesamtmenge ausgeschiedener
Anthozyane kann offenbar untersuchungsbedingt grossen
Schwankungen um mehr als das zehnfache unterliegen,
wie auch von andern Autoren gezeigt wurde [11].

Obgleich in den Plasmakinetiken keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den Getrinken
bestanden, lassen die entsprechenden Harnausschei-
dungswerte auf eine hohere Bioverfiigbarkeit der An-
thozyane aus rotem Traubensaft schliessen gegeniiber dem
getesteten Rotwein. Evtl. war der Beobachtungszeitraum
relativ kurz, um eine Biodquivalenz auch in den
Plasmawerten zu erkennen

(Tab. 3, Rpax, Ae 0-7, X. 0-7). Nicht zuletzt
muss aber auch beriicksichtigt werden, dass infolge
Adsorption an Plasmaproteine die analytische Wiederfind-

ungsrate beeintrichtigt sein kann, wie von anderer Seite
mit einer um 20% geringeren Wiederfindungsrate bei
mit Anthozyanextrakten aus Holunderbeeren versetzten
Plasmaproben gezeigt wurde [11].

Identische Eliminationsgeschwindigkeiten (t; /2) aus
dem Plasma verbunden mit einer (nicht signifikanten)
Tendenz zu niedrigeren cp,x— und hoheren ty,,x—werten
nach Rotweinkonsum lassen darauf schliessen, dass
entweder die Anthozyanresorption aus dem Rotwein
verzogert oder die intestinale Aufnahme aus dem roten
Traubensaft beschleunigt war (Tab. 2). Gegenwirtig
sind die Befunde zum Einfluss des Alkohols auf
gastrointestinale Funktionen generell und die Resorp-
tion von Flavonoiden kontrovers [15,16]. Einige Au-
toren konnten zeigen, dass Querzetinglukoside mit
dem intestinalen Glukosetransporter SGLT-1 interagieren,
wodurch die intestinale Aufnahme verbessert wird [17,
18]. Ebenso scheinen nach jiingeren Daten die intesti-
nale Laktase-Phlorizin-Hydrolase (LPH) in der apikalen
Membran intestinaler Epithelzellen und die zytosolische
B-Glukosidase bei Resorption und Metabolismus von
Flavonoiden eine nicht unwichtige Rolle zu spielen
[19,20]. Unter Beriicksichtigung des Zuckergehalts des
getesteten Traubensafts und der Strukturdhnlichkeit zu
Querzetin andererseits ist es denkbar, dass die Anthozyane
via Kotransport mit dem intestinalen, membrangebunde-
nen SGLT-1 resorbiert wurden mit dem Ergebnis einer
erhohten Aufnahme aus dem Intestinaltrakt gegeniiber
dem verwendeten Rotwein [21].

Erhértet wird diese Annahme durch die signifikant
erhohte Biokinetik der plasmatischen Polyphenole nach
Traubensaftaufnahme (Abb. 1 oder Tab. 4). Eine hohere
Bioaktivitdt des roten Traubensafts gegeniiber Rotwein
Idsst sich nicht zuletzt auch der antioxidativen Kapazitit im
Plasma entnehmen (Tab. 5). Die cp.c-werte wie auch die
AUC der gemessenen TRAP — biokinetik im Plasma waren
nach Traubensaftaufnahme signifikant erhoht verglichen
mit Rotweinaufnahme.

4. Schlussfolgerung

Die Resultate vorliegender Studie zeigen, dass die
Anthozyane der roten Traube in geringem Umfang
resorbiert und renal als intakte Glukoside ausgeschieden
werden. Entgegen bisheriger Ansicht werden die aus-
gesprochen antioxidativ wirksamen Anthozyane offenbar
aus Taubensaft besser resorbiert als aus Rotwein. De-
mentsprechend war die antioxidative Aktivitdt im Plasma
(TRAP - test) bei menschlichen Probanden nach Trauben-
saftkonsum stidrker angestiegen als nach Rotweinkon-
sum. Aus den Resultaten ldsst sich die hypothetische
Schlussfolgerung ziehen, dass die Anthozyanresorption
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durch den Glukosegehalt des Traubensafts entscheidend
verbessert wird. Ein potentieller Alkoholeinfluss auf
intestinale Aufnahme und Metabolismus bedarf weiterer
Aufkldrung. Nichtsdestoweniger konnen natiirlich auch
weitere Komponenten bei der Weinbereitung mit der
Anthozyanresorption in Wechselwirkung treten.
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