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| Vorwort

Diese Arbeit entstand im Arbeitskreis fur Lebensmittelchemie von Prof. Dr. Marcus A. Glomb
am Institut fur Chemie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg im Zeitraum vom Juni
2016 bis Mai 2020 im Rahmen einer Beschaftigung als wissenschaftlicher Mitarbeiter. Die
vorliegende Dissertation wurde in kumulativer Form angefertigt. Die enthaltenen
Forschungsergebnisse wurden vollstdndig in international anerkannten Fachzeitschriften
publiziert, denen die experimentellen Daten, Einzelergebnisse sowie deren Diskussion zu
entnehmen sind. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die wissenschaftlichen Einzelaspekte
aus den Veroffentlichungen zusammenzufassen und in den wissenschaftlichen Kontext

einzuordnen.
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1 Einleitung

Die Sensorik eines Lebensmittels bestehend aus Geruch, Textur, Geschmack und Optik
beeinflusst unmittelbar das Kauf- und Aufnahmeverhalten des Verbrauchers.* Im Falle von
pflanzlichen Lebensmitteln stehen dabei besonders das Aussehen und der Farbeindruck im
Mittelpunkt, da sie ihm direkt Aussagen Uber die Reife und Frische und damit tber die
allgemeine Qualitdt ermoglichen. Eine bestimmende Rolle fir die sensorischen
Eigenschaften pflanzlicher Lebensmittel spielen dabei sekundare Pflanzeninhaltsstoffe, die
von der Ernte, ber die Lagerung und wahrend des Verarbeitungsprozesses bis zum
Endprodukt stdndigen Verénderungen unterliegen. Eine Gruppe von sekundaren
Pflanzeninhaltsstoffen, die besonders im Zentrum dieser Veranderungen und damit im
Brennpunkt der Forschung stehen, ist die der Polyphenole.? Diese Klasse von
Verbindungen  zeichnet  sich  insbesondere  durch  ihre  antioxidativen,®®
antiinflammatorischen,* antikanzerogenen®®’ und antimutagenen® Eigenschaften aus und
ist damit von groRem ernahrungsphysiologischem Interesse®. Eine polyphenolreiche
Erndhrung wird in zahlreichen epidemiologischen Studien in Zusammenhang mit einem
verringerten  Auftreten  von Diabetes,®1° Herz-Kreislauf-Erkrankungen,”%

Schlaganfallen,® Fettleibigkeit® und neuro-degenerativen Erkrankungen gebracht.®1+13

Neben den gesundheitlichen Aspekten haben Polyphenole auch einen bedeutenden Einfluss
auf die Sensorik von Lebensmitteln. Ihre auf dem Ausfallen von Proteinen basierende
Adstringenz  beeinflusst mafRgeblich das Mundgefiihl und den Geschmack von
Lebensmitteln.’**>  Weiterhin sind sie  Ausgangspunkt vielfaltiger oxidativer
Abbaureaktionen, wobei die enzymatische Braunungsreaktion die bekannteste und auch
bedeutendste Reaktion darstellt. Die im Zuge dieser Reaktion entstehenden hochreaktiven
o-Chinonstrukturen sind Schlusselintermediate weitreichender Folgereaktionen und
Interaktionen mit Proteinen bzw. Aminoséuren, die zu wesentlichen sensorischen
Veranderungen beitragen. Diese kénnen wie bei der Fermentation von Tee und Kakao zum
einen essentieller Bestandteil des Herstellungsprozesses sein. Erst durch die oxidativen
Abbaureaktionen und den resultierenden Folgereaktionen mit anderen phenolischen
Strukturen und Aminosauren entwickeln sich die charakteristischen Farb-, Geschmacks-
und Aromaeindriicke.’®” Zum anderen gehen diese oxidativen Prozesse in anderen
Bereichen mit einer deutlichen Qualitdtsminderung der Endprodukte einher: die
Polymerisierung der enzymatisch oxidierten phenolischen Verbindungen fiihrt zu
unerwiinschten Verfarbungen von Obst und Gemiise; die Interaktion mit Aminoséuren und

Proteinen kann zu Tribungen in eigentlich klaren Produkten wie Bier, Wein und
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Fruchtséften fuhren; ein Verlust an Nahrstoffqualitat ist durch die Komplexierung von
Nahrungsprotein und den Abbau von essentiellen Aminosduren und phenolischer

Verbindungen zu verzeichnen. 819

Damit ist ein Verstédndnis dieser Prozesse in Bezug auf die ablaufenden Reaktionen, die
Interaktionen der phenolischen Substrate und die daraus resultierenden Endprodukte
fundamental, um eine hohe Qualitat der Produkte zu gewéhrleisten und diese Prozesse zu

kontrollieren.?
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2 Aktueller Stand der Forschung

2.1 Enzymatische Braunungsreaktion

2.1.1 Polyphenole

Im Allgemeinen beschreibt die enzymatische Brdaunungsreaktion eine Abfolge
enzymatischer und nicht-enzymatischer Reaktionen, bei der pflanzliche Phenolstrukturen
durch Oxidation und Polymerisation zu braunen Melaninen umgesetzt werden.
Polyphenole bilden mit Gber 8000 nachgewiesenen Strukturen die grofite Klasse
pflanzlicher Sekundarmetaboliten und sind ubiquitar im Pflanzenreich verbreitet.>?' Das
Spektrum der an der Bildung beteiligten Enzyme begriindet die Bandbreite an phenolischen
Strukturen. Das Phenolprofil in Friichten hangt von der Art, dem Reifegrad der jeweiligen
Sorte und den Wachstumsbedingungen ab. Die Biosynthese der Polyphenole beruht auf
einem komplexen Zusammenspiel des Shikimisaure- Phenylpropanoid- und des
Polyketidweges. Ausgehend von diesen Biosynthesewegen lassen sich phenolische
Verbindungen in die Gruppe der Nicht-Flavonoide und die Gruppe der Flavonoide
unterteilen. Zu den Nicht-Flavonoiden zahlen die Hydroxybenzoesaure-Derivate (C6-C1-
Grundkorper) und die Hydroxyzimtsaure-Derivate (C6-C3-Grundkdrper) (Abb. 1).
Flavonoide bilden die bedeutendsten Vertreter und weisen einen C6-C3-C6-Grundkdrper

auf >

Hydroxybenzoeséuren Hydroxyzimtséauren Stilbene
OH

" O
HO
X OH
HO OH R,

OH
Gallusséaure HOOC on Resveratrol

COOH R,

Ri=R,=H p-Cumarséure

OH
HO
O R,=H,R,=0H Kaffeeséure
& (o]
OH

R; =H, R, = OCH; Ferulasédure

R,=R,=0CH; Sinapinséure

Ellagsaure

Abb. 1: Nicht-Flavonoid-Strukturen
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Der wichtigste Vertreter der Hydroxybenzoeséure-Derivate ist Gallusséure. Gallusséure
und die daraus abgeleitete Ellagsdure sind in Form ihrer Glycoside die Hauptbestandteile
der hydrolysierbaren Tannine (Gallotannine und Ellagitannine) und Teil des Lignins. Die
bedeutsamsten Vertreter der Hydroxyzimtsdure-Derivate sind p-Cumarsédure, Kaffeesaure,
Ferulasdure und Sinapinsaure. Eine weitere wichtige Gruppe bilden die Chlorogenséuren,
Ester der Chinasdure mit Hydroxyzimtséduren, wobei Kaffeesdure die quantitativ
bedeutendste Rolle spielt. Aus den Hydroxyzimtsduren leiten sich die Stilbene mit einem
C6-C2-C6-Grundkorper ab. Sie gehdren zur Gruppe der Phytoalexine, die als Reaktion auf
Stress, Verletzungen und Krankheit von der Pflanze gebildet werden.?? Das flr
Lebensmittel relevanteste Stilben ist trans-Resveratrol in Rotwein und Erdniissen (Arachis
hypogaea).?

Flavonoid-Grundstruktur

Flavonol © Flavon o
4@
Flavanon © Isoflavon ©
Dihydroflavonol Flavan-3,4-diol
oo () ®
oy g

Cumarin Chalkon o

Dihydrochalkon
Abb. 2: Flavonoid-Strukturen

Flavonoide (Abb. 2) bilden die groRte Gruppe der phenolischen Verbindungen. Sie
bestehen aus zwei aromatischen Ringen, dem A- und dem B-Ring, die lber eine Briicke
aus drei Kohlenstoffatomen, die sich im Allgemeinen zum C-Ring schlief3t, miteinander
verbunden sind. Flavonole, Flavone, Flavan-3-ole, Anthocyane, Flavanone und Isoflavone
bilden dabei die wichtigsten Unterklassen, wohingegen Dihydroflavonole, Flavan-3,4-
diole, Cumarine, Chalkone, Dihydrochalkone und Aurone eine untergeordnete Rolle

spielen. Weiterhin sind die aus Flavanol-Einheiten zusammengesetzten kondensierten
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Tannine (Proanthocyanidine), die quantitativ weitaus bedeutender als die hydrolisierbaren
Tannine sind, erwahnenswert. Die Substituierung der Flavonoide kann vielféltig ausfallen,
ist aber allgemein durch Hydroxygruppen an den Positionen 5 und 7 bzw. 3", 4" und 5
gepragt. Diese wiederum konnen entweder frei oder alkyliert, beispielsweise mit Methyl-
oder Isopentylgruppen, acyliert oder O-glycosidisch mit Mono- oder Oligosacchariden
bevorzugt an Position 3 oder 7 verknipft vorliegen.??

Die Reaktivitat phenolischer Strukturen liegt in ihrer Wirkung als starke Redoxsysteme
und begrindet ihre leichte Oxidierbarkeit. Allgemein gilt: je elektronenreicher das
aromatische System ist, desto leichter erfolgt die Oxidation. Die Autoxidation von
o-Hydrochinonen (Abb. 3) fiihrt in Anwesenheit von Sauerstoff vorrangig zur Bildung von
0-Chinonen oder Semichinon-Radikalen als Intermediate. Der Initialschritt dieser
autoxidativen Umsetzung wird durch die spontane Reaktion von Sauerstoff oder einem
beliebigen Radikal mit einem abstrahierbaren Wasserstoffatom beschrieben, wobei diese
Reaktion unter Beteiligung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und unter basischen
Bedingungen schneller verlduft. Aufgrund der Delokalisierung des radikalischen
Charakters Uiber das gesamte System von 8 Atomen vermittelt der elektronenreiche Aromat
eine optimale Stabilisierung des resultierenden Ubergangszustandes des Hydrochinons.
AnschlieBend erfolgt durch eine weitere Wasserstoffabstraktion die Oxidation zum

elektrophilen o-Chinon.?*%’

5
OH

o o i
OH o" 0?
__OHIo, __OHIOo, o) - @
H/e H/e

o-Hydrochinon Semichinon-Radikal o-Chinon
Abb. 3: Oxidation von o-Hydrochinonen

Dieses Reaktionsverhalten bedingt die eingangs erwéhnte antioxidative Wirksamkeit
phenolischer Verbindungen und wird stark durch die Reaktionsbedingungen wie von
Reaktionszeit, Temperatur, pH-Wert, Sauerstoffkonzentration, Konzentration der
phenolischen Verbindung und Substitutionsmuster der Hydroxylgruppen beeinflusst.'®2
Durch weitere Hydroxylsubstituenten wird der Elektronenreichtum weiter erhéht und somit
die Fahigkeit zur Delokalisation und die damit verbundene antioxidative Eigenschaft
weiter verstarkt. Die Konjugation des Aromaten zu Doppelbindungen bzw. weiteren
aromatischen Teilstrukturen begtinstigt dies zusatzlich. Weiterhin fuhrt ein neutrales bzw.
basisches Milieu zu einer erleichterten Abstraktion der sauren phenolischen Protonen und
erhoht damit die Elektronendichte und so die Oxidierbarkeit.>2" Neben der mdglichen im

Alkalischen begtinstigten Autoxidation ist auBerdem eine Oxidation der o-Hydrochinone
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auf chemischen Wegen durch Natriummetaperiodat, Cerammoniumnitrat, Chloranil oder
das Fenton-Reagenz [Fe?'/Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)/H.02] moglich.?® Des
Weiteren sind vor allem Polyphenole in der Lage, prooxidativ wirkende Ubergangsmetall-
lonen wie Eisenionen zu komplexieren und damit die Bildung von Sekundarradikalen zu

verhindern.?®

2.1.2 Enzymatische Oxidation

Im Vergleich zur Autoxidation phenolischer Verbindungen spielt die enzymatische
Oxidation im Zuge der enzymatischen Braunungsreaktion die Ubergeordnete Rolle. Diese
Reaktion, die in letzter Konsequenz zu hochmolekularen braunen Melaninen fihrt, wird
durch Polyphenoloxidasen (PPO) katalysiert. Allgemein kdnnen PPOs die Hydroxylierung
eines Monophenols zum o-Hydrochinon (Cresolaseaktivitat) und die anschlieende

Oxidation zum 0-Chinon (Catecholaseaktivitat) katalysieren (Abb. 4).

o

I o:lm2 /©/°H () OH,
o
/ R \Cu < c|) > Cu<

/(n | /(u

My (I
-H,0, H " "
oxy-Enzym
+0,
+2H,0 — —
R
N\ /N
Cu Cu ' OH,
N0 Oy N ,6\ A
desoxy-Enzym R Cu Cu
O P TN
-H,0 'y
% o o
o]
o |
Cu Cu
EONVAOR
o
H
R met-Enzym

Abb. 4: Katalytischer Zyklus der PPO*

Je nach Ursprung des Enzyms und der verfligbaren Substrate kann ein Reaktionsweg
gehemmt oder vollstandig unterdriickt werden. Tyrosinasen Katalysieren 2-e-Ubergange
und sind demnach in der Lage ein Monophenol vollstdndig zum o-Chinon zu oxidieren,
wohingegen Laccasen ausschlieBlich 1-e-Ubergange Kkatalysieren und damit nur

o-Hydrochinone und p-Hydrochinone umsetzen.®® Auch Peroxidasen konnen
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o-Hydrochinone unter Reduktion von Wasserstoffperoxid in einer 1-e-Reaktion
oxidieren.®*34 Das aktive Zentrum der PPO enthalt zwei Cu(l)-lonen, die tber je zwei
Histidinreste mit dem Apoenzym verbunden sind. Im Sinne eines ,,ordered mechanism*
bindet das Enzym zuerst Sauerstoff, wobei es zu einem Valenzwechsel von Cu* zu Cu?*
kommt. Anschlielend wird das Monophenol gebunden. Durch die starke Polarisierung der
0O-0-Bindung erfolgt die Hydroxylierung zum o-Diphenol und die Oxidation zum
0-Chinon beendet den katalytischen Zyklus.30-3-38

In pflanzlichen Zellen liegen Polyphenole und PPOs getrennt voneinander vor. PPOs
kommen in gebundener Form in den Plastiden vor, wohingegen die phenolischen Substrate
sich hauptsachlich in den Vakuolen und zu geringen Anteilen in der Zellwand, dem
Intrazelluldarraum und den Mitochondrien befinden. Das Zerstéren der pflanzlichen
Zellstruktur beispielsweise wahrend der Lagerung oder des Herstellungs- und
Verarbeitungsprozesses  von  Lebensmitteln  flhrt  zur  Aufhebung  dieser
Kompartimentierung. Enzym und Substrat treten in Kontakt und die Reaktionsabfolge der
enzymatischen Braunung kann nun stattfinden.*® Die Reaktionskaskade (Abb. 5) beginnt
mit der bereits erwédhnten Hydroxylierung des Monophenols zum elektronenreichen
o-Hydrochinon. AnschlieBend erfolgt die Oxidation zum o-Chinon als zentralem
Intermediat.“> Obwohl in verarbeiteten Lebensmitteln die oxidierenden Enzyme haufig
inaktiviert oder entfernt worden sind, kénnen dort die Oxidationsprozesse weiterhin nicht-
enzymatisch, oft (ber eine thermisch-induzierte Autoxidation, ablaufen.?*?” Bei
0-Chinonen handelt es sich um hochreaktive, elektrophile Strukturen, sodass die weiteren
Reaktionsschritte nicht-enzymatisch ablaufen. Die durch den Elektronenzug der
Carbonylgruppe ausgebildete partiell positive Ladung ist durch die Konjugation der
Doppelbindung in den Ring ausgedehnt. Dieses sogenannte Michael-System kann nun
direkt von Nucleophilen angegriffen werden. Der Angriff kann zum einen direkt (Abb. 5,
A) am o-Chinon erfolgen und resultiert in einer zusétzlichen Substitution am Aromaten
(Michael-Addition).** Zum anderen kann bei Vorhandensein eines exocyclischen
abstrahierbaren H-Atoms auch die Umlagerung zum Chinonmethid stattfinden (Abb. 5, B).
Die zusétzliche Doppelbindung verlangert das konjugierte System und die partiell positive
Ladung ist weiter ausgedehnt. Dadurch kann ein nucleophiler Angriff aullerhalb des
Aromaten stattfinden. Nach der nucleophilen Addition erfolgt in beiden Fallen die
Wiederherstellung des aromatischen Systems durch Umlagerung.”® Aufgrund der
Substratspezifitdt der PPOs werden fast ausschliellich reine o-Hydrochinonverbindungen
aufoxidiert. Triphenolverbindungen wie beispielsweise Gallussdure oder konjugierte

Polyphenole wie Rutin zeigen keine Reaktion mit den Enzymen. Zusétzlich vorhandene
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Carboxylgruppen zeigen eine inhibitorische Wirkung. Jedoch kénnen o-Chinone solche
nicht umgesetzten Substrate tUber ein Redoxcycling oxidieren (Abb. 5, C). Voraussetzung
ist, dass das Redoxpotential der Verbindung kleiner als das des o-Chinons ist. Nach
Wiederherstellung der o-Hydrochinonstruktur kann erneut eine enzymatische Oxidation

erfolgen.*4

OH OH [o] A OH OH
PPO ™ PPO 2 + Nuc o o8
_ > B —— _— >
Nuc Nuc
H R" H R’ H R’ H R" H R’
R R R R R
B

Monophenol o-Hydrochinon o-Chinon
C
[+] OH [o] OH
Ho\f':/ro HoO OH OH + NUC OH
_ >
R R’ Nuc | R’
Trihydroxyphenol o-Chinonmethid

Abb. 5: Reaktionsmechanismus der enzymatischen Braunungsreaktion

Die Interaktion der o-Chinone mit Nucleophilen ist die Grundlage fir die Bildung der
hochmolekularen farbigen Melaninstrukturen. Melanine bilden eine strukturell komplexe
Gruppe von Biopolymeren, die sich durch eine grofRe Vielfalt in der Zusammensetzung,
Farbe, GroRe, Erscheinung und Funktion auszeichnen und in allen lebenden Organismen
vorkommen.® In Bezug auf die Struktur der phenolischen Komponente, die von
vergleichsweise  Kkleinen  Phenolsduren, Uber  Flavonoide und  komplexen
Procyanidinstrukturen reichen kann, scheint es offensichtlich, dass je komplexer die
Ausgangsstruktur ist, desto komplexer die Reaktionsprodukte sein werden.*® Als
nucleophile Reaktionspartner kommen Phenole als reduziertes o-Hydrochinon in Frage.
Diese konnen das Chinon im Sinne einer oxidativen Kupplung unter Ausbildung einer
stabilen C-C-Verknupfung angreifen. Weiterhin stehen verschiedene nucleophile
Seitenketten von Aminosduren und Proteinen als bedeutende Reaktionspartner zur

Verfiigung.16:18

2.1.3 Reaktionen von Polyphenolen und o-Chinonen mit Aminosauren und

Proteinen

Proteine sind hochkomplexe Makromolekiile, deren vielfaltige Strukturen und Funktionen
auf die ihnen zugrunde liegende Aminoséuresequenz zuriickzufuhren sind. Sie sind in der
Lage mit anderen Lebensmittelinhaltsstoffen wie Polyphenolen Komplexe zu bilden,

woraus Verdnderungen in ihren strukturellen, erndhrungsphysiologischen und



2 Aktueller Stand der Forschung 9

funktionellen Eigenschaften resultieren.’® Im Allgemeinen interagieren die aus den
phenolischen Strukturen gebildeten Chinone und Aminosduren in lebenden Systemen
durch die in den Zellen herrschende Kompartimentierung nicht miteinander. Durch die
Zerstorung der Zellstruktur konnen die im Zuge der enzymatischen Oxidation der
phenolischen Verbindungen entstehenden o-Chinone mit Aminosduren und Proteinen in
Kontakt treten. Rohn fasst die méglichen Reaktionsorte fiir Polyphenole mit Proteinen wie
folgt zusammen: 1. in der Pflanze; 2. wahrend der Lebensmittelverarbeitung; 3. wahrend
der Verdauung im Magen-Darm-Trakt; 4. nach der Absorption mit Proteinen des
Blutplasmas und 5. schlieBlich mit Proteinen in den Zielgeweben des menschlichen
Korpers.*® Die resultierenden Interaktionen konnen dabei entweder reversibler (nicht-
kovalenter) oder irreversibler (kovalenter) Natur sein.® Prigent et al. zeigten mit ihren
Untersuchungen zum Bindungsverhalten von Chlorogensdure, dass beide Bindungstypen

simultan auftreten.*’

Die nicht-kovalenten Wechselwirkungen umfassen dabei Wasserstoffbriickenbindungen
(H-Bricken), Van-der-Waals-Kréfte, hydrophobe, ionische und z-Wechselwirkungen. 181
Berechnungen der freien Energien, Enthalpien und Entropien Uber Infrarotspektren zur
Bildung von H-Briicken unterschiedlicher Bindungspaare zeigten, dass die H-Briicken
zwischen den Hydroxylgruppen phenolischer Verbindungen und den Peptidbindungen zu
den vergleichsweise starksten Bindungstypen zéhlen. Dies beginstigt die Bildung von
Phenol-Protein-Komplexen.?*48-51 \Weiterhin tragt der Phenyl-Ring zur Ausbildung
hydrophober Wechselwirkungen bei.?* lonische Bindungen konnen sich beispielsweise
Uber die ionisierten Carboxyl-Gruppen der Hydroxyzimtsduren mit den basischen
Seitenketten von Arginin oder Lysin der Proteine ausbilden.?*052 Untersuchungen von
Bianco et al. belegen zwar, dass die z-Wechselwirkungen bei moderaten pH-Bedingungen
die vorherrschende Interaktionsmoglichkeit darstellen,>® jedoch sind die generellen
Wechselwirkungen von verschiedenen Faktoren wie Temperatur, pH-Wert des Milieus,
Art, Struktur und Konzentration der Proteine und der phenolischen Verbindungen
abhangig. So scheint die Temperatur dabei groRtenteils einen Einfluss auf nicht-kovalente
Bindungstypen wie beispielsweise die Bildung von H-Briicken und hydrophoben
Wechselwirkungen zu haben, sodass mit steigender Temperatur eine Verringerung der
Bindungsaffinitat von 5-O-Caffeoylchinasdure mit verschiedenen Proteinen zu beobachten
war.!® Im Gegensatz zur Temperatur beeinflusst der pH-Wert lediglich den Grad der
Bindung jedoch nicht die Bindungsaffinitat.>* Die pH-abhangige Protonierung der
Proteinseitenketten nimmt dabei Einfluss auf die Anzahl der potentiellen Bindungsstellen.

Der pH-Wert und der isoelektrische Punkt des Proteins bestimmen dessen Léslichkeit und
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somit die Verfiigbarkeit der Bindungsstellen.®? Uber die Protonierung und
dementsprechend lber die Ladung der sauren und basischen Seitenketten lassen sich damit
die ionischen Interaktionen steuern.? Diese pH- und Ladungs-Abhangigkeit zeigte sich
sowohl in der Ausbildung von H-Briicken als auch in der Stdrke der hydrophoben
Wechselwirkungen.>**® Weiterhin ist der pH-Wert ein Schliisselfaktor fiir die Ausbildung
kovalenter Protein-Phenol-Bindungen, da er maligeblich die Bildung von o-Chinonen und
die Nucleophilie der reaktiven Aminosaureseitenketten beeinflusst.19545

Der grundsatzliche strukturelle Aufbau der Reaktionspartner nimmt fundamentalen
Einfluss auf die mdglichen Interaktionen. Bei Proteinen wird dies durch die individuelle
Aminosduresequenz festgelegt, sodass die Interaktionen fiir jedes Protein spezifisch sind.
Die allgemeine Bindungsaffinitat von phenolischen Verbindungen mit Proteinen ist
abhangig von ihrem Molekulargewicht, ihrer strukturellen Flexibilitat und ihrem Grad der
Methylierung, Hydroxylierung, Glykosylierung und Hydrierung.'®5% Ein hoheres
Molekulargewicht®*% sowie Hydroxylierungen der A- und B-Ringe der Flavonoide erhht
die Bindungsaffinitat der Polyphenole mit Proteinen. Methylierungen, Methoxylierungen,
Glykosylierungen und eine Hydrierung der Doppelbindung zwischen C2- und C3-Atom
des C-Rings flihren dagegen zu einer Verringerung.® All diese Untersuchungen sowie die
im GroBteil der Literatur behandelten Phenol-Protein-Wechselwirkungen beziehen sich auf
die allgemeine Interaktion der beiden Reaktanden ohne konkrete Strukturen zu
beschreiben. AuBerdem entféllt der Gberwiegende Teil der behandelten Interaktionen auf
die nicht-kovalenten Bindungen,'®%! obwohl die kovalenten Bindungen von besonderem
Interesse sind, da diese nachhaltig die Eigenschaften beider Reaktionspartner beeinflussen.

Nicht-kovalente Bindungen scheinen keinen Einfluss auf die Funktion zu haben, 18194647

2.1.4 Kovalente Interaktionen

Die Ausbildung kovalenter Bindungen zwischen phenolischen Strukturen und Proteinen
setzt die Oxidation der Phenolkomponente zu einer o-Chinon-Struktur als Initialschritt
voraus. Daran schlief3t sich eine Michael-Addition der nucleophilen Seitenketten der
Aminoséduren der Proteine an. Somit ist auf Seiten der Phenolkomponente eine oxidierbare
Catechol-Grundstruktur die strukturelle Grundvoraussetzung fir die Entstehung einer
kovalenten Bindung. Anderseits hdngen kovalente Bindungen von Proteinen vor allem von
deren Aminosauresequenz und der damit verbundenen Struktur ab. Diese entscheidet Giber

die Verfiigbarkeit von reaktiven, nucleophilen Seitenketten.

Erste Studien Uber die Reaktivitat der funktionellen Seitenketten mit enzymatisch

generierten 0-Chinonen zeigten, dass Aminoséauren tber freie Thiol- und Aminogruppen
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(o, €) reagieren. Im Gegensatz dazu scheinen die Amid-, Guanidin- und Hydroxylgruppen
keine Reaktion zu zeigen.526 Reaktionen mit Aminosauren fiihrten mit Ausnahme des
Cysteins zur Bildung farbiger Produkte®® und verliefen bei einem neutralen pH-Wert und
unter moderaten Temperaturbedingungen sehr schnell.52
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Abb. 6: Kovalente Interaktionen von Aminosauren mit o-Chinonen?®

Zum aktuellen Stand der Literatur gilt als gesichert, dass 0-Chinone mit den a- und im Falle
des Lysins den e-Aminogruppen, der Thiolgruppe des Cysteins, der Indolgruppe des
Tryptophans, der Amidgruppe des Glutamins oder des Asparagins, der Imidazolgruppe des
Histidins und der phenolischen Seitenkette des Tyrosins kovalente Bindungen eingehen
konnen.1%84-% Die Amino- und Thiolfunktionen sind dabei die starksten Vertreter dieser
nucleophilen Seitenketten. Dabei ist zu erwéhnen, dass im Falle des Lysins und des
Cysteins die nucleophile Michael-Addition vorwiegend durch die e-Aminogruppe bzw.
durch die Thiolgruppe erfolgt.®® Prolin als sekundare Aminosaure ist ebenfalls in der Lage
kovalente Bindungen mit phenolischen Verbindungen einzugehen und verhindert durch
seine Struktur die Ausbildung von a-Helices und erhdht damit die VVerfugbarkeit moglicher
nucleophiler Seitenketten fiir eine kovalente Bindung.®” Besonders die Interaktion von
Polyphenolen mit Prolin-reichen Proteinen des Speichels gilt als Ursache fir das
adstrigierende Mundgefiihl.}4*> Die primaren Reaktionsprodukte sind Chinonimine
(Schiff’sche Basen), N-Chinonyl-Derivate und S-Chinonyl-Derivate (Abb. 6).1® Weiterhin
bildet die Reaktion von o-Chinonen mit Aminosduren die Grundlage fur den Strecker-

Abbau. Dabei erfolgt ein oxidativer Abbau der Aminosauren zu den sogenannten Strecker-
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Aldehyden dber die Bildung von Chinoniminen durch Decarboxylierung und
Desaminierung.®®*"® Die Entstehung dieser Aldehyde ist zentraler Bestandteil des
Aromaprofils fir viele prozessierte Lebensmittel wie Kaffee, Kakao, Tee und Tabak.5:5°

2.1.5 Analytik der Polyphenol-Protein-Addukte

Aus den ersten Untersuchungen von Mason et al. und Pierpoint zeichnete sich bereits eine
groRe Schwierigkeit in Bezug auf die Analytik der Polyphenol-Aminosdure- bzw.
Polyphenol-Protein-Addukte ab. So konnten keine konkreten Strukturen der
vermeintlichen Addukte nachgewiesen werden, da sie fiir eine Isolation zu instabil
waren.%2%2 Die Polyphenole bleiben nach der Adduktbildung weiterhin reaktiv und kdnnen
entweder erneut enzymatisch, beispielsweise tiber Laccasen, oder nicht-enzymatisch (ber
ein Redoxcycling oxidiert werden, woraufhin ein erneuter nucleophiler Angriff durch
Aminosduren oder Proteine erfolgen kann. Dieses Protein-Crosslinking fuhrt zu
hochmolekularen, dunkel gefarbten Intermediaten, die sich der Analytik entziehen kénnen
(Abb. 7).4
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Abb. 7: Protein-Crosslinking nach Rohn“®

Die Reaktivitdt der o-Chinone gegeniber verschiedenen Nucleophilen wie den
phenolischen Verbindungen und den Aminosdaurenseitenketten l&sst bereits auf eine
komplexe Reaktionskaskade mit ebenso komplexen Reaktionsprodukten schliefen. Rohn
teilt das Produktspektrum in drei Klassen ein: 1. einfache Reaktionsprodukte, die aus je
einer Phenolkomponente und einer Aminosdureseitenkette bestehen, 2. gemischte
Reaktionsprodukte, die sowohl Monomere als auch Oligomere aufweisen, und 3. komplexe

Polyphenol-Protein-Vernetzungen.*® Wenn man die Situation in Lebensmitteln bedenkt, so
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sind dort weitere Inhaltsstoffe wie Polysaccharide als weitere potentielle Reaktionspartner
vorhanden. Das bildet die Grundlage fur eine heterogene Vernetzung zwischen Proteinen
und Kohlenhydraten, die tber die oxidierten Phenolfunktionen phenolischer Sauren oder
der Tyrosinseitenketten von Proteinen vermittelt wird. Diese Art der Vernetzung wurde fiir
Nicht-Starke Polysaccharride, wie Arabinoxylane,’" die tiber eine Esterbindung mit der
phenolischen Komponente, meist Ferulasiure, verbunden sind, nachgewiesen. VVon Piber
et al. konnte eine Dehydroferulasdure-Tyrosin-Modifizierung als eine mogliche
Vernetzungsstruktur identifiziert werden.”>™ Die Vernetzung von Proteinen und
Kohlenhydratverbindungen ist ein haufiges Reaktionsmuster, das wéahrend der nicht-
enzymatischen Braunungsreaktion, der Maillard-Reaktion, zu hochmolekularen, farbigen
Melanoidinen fuhrt. Im Zuge dieser komplexen Reaktionskaskaden kdnnen auch andere
Strukturklassen wie phenolische Verbindungen eingebunden werden.*® So zeigten
beispielsweise die von Brudzynski et al. untersuchten Melanoidin-Fraktionen aus

hitzebehandeltem Honig eine verstéarkte Einlagerung phenolischer Verbindungen.”™

Diese Komplexitat und Reaktivitat der Reaktionsprodukte stellt die Analytik vor grofRe
Herausforderungen und Einschrankungen, sodass verschiedene indirekte und direkte
Analysenmethoden entwickelt wurden, um die Interaktionen und diskrete Strukturen zu
identifizieren. Die indirekten Ansdtze umfassen neben der Quantifizierung der nicht-
modifizierten phenolischen Substrate mittels HPLC-DAD'™ zum einen die Analytik der
nicht-modifizierten Aminosdureseitenketten der Proteine und der gebundenen
Phenolkomponenten und zum anderen der verdnderten funktionellen und strukturellen
Eigenschaften.*® Die Untersuchung der Aminosauren kann zum einen durch die Analyse
der kompletten Proteinsequenz und Vergleich mit dem nicht modifizierten Protein oder
durch Analyse von ausgewahlten Aminosauren erfolgen.*®’” Diese erfordern den Einsatz
reduzierender oder denaturierender Reagenzien, wie Dithiothreitol, Mercaptoethanol,
Natriumdodecylsulfat (SDS) oder Harnstoff, um die native Proteinstruktur zu zerstoren.
Durch die Zerstorung der nicht-kovalenten Bindungen und Disulfidbriicken werden so alle
Aminosauren der Analyse zuganglich gemacht.”®% Die freien Aminogruppen konnen als
Indikator fiir den Grad an Modifizierung von Proteinen mit pflanzlichen Phenolstrukturen
gesehen werden. Eine bewdhrte Methode dafir ist die Derivatisierung mit
Trinitrobenzoesulfonsaure in einer 1%-igen SDS-Losung.*®88182 |n Bezug auf den
Nahrwert kann dartiber auch die freie Menge an Lysin bestimmt werden.®® Thiol-Gruppen
lassen sich mittels Derivatisierung durch Monobromobiman (ber eine Fluoreszenz-
Messung’®8 oder tber die Derivatisierung mittels 5,5 -Dithio-bis(2-nitrobenzoeséure) und

anschlieRender Absorptionsmessung bestimmen.8#  Tryptophan ist die einzige
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aromatische Aminoséure, die bei einer Anregung im Bereich von 295 nm eine starke
Emission zeigt, die mit dem Tryptophangehalt des untersuchten Proteins korreliert. Eine
Modifizierung dieser Seitenketten fiihrt zu einem signifikanten Fluoreszenz-Quenching.
Die Untersuchung des Quenchings erfolgt dabei nach Anregung bei 290 nm und Messung
der Emission im Bereich von 320 bis 390 nm. 88

Die Bestimmung der kovalent gebundenen Phenolstrukturen kann erst nach deren
Freisetzung erfolgen. Gebundene Chlorogensdure kann tber Chinaséure, die nach einer
Verseifung freigesetzt wird, durch anschlieBende Oxidation und Reaktion mit
Thiobarbitursaure als pinkes Reaktionsprodukt bei 549 nm bestimmt werden. Weiterhin
kdnnen estergebundene Phenolséduren nach einer alkalischen Hydrolyse analysiert
werden.*® Diese Methode birgt aufgrund des basischen Milieus die Gefahr der Oxidation
und des Abbaus der phenolischen Verbindungen, wodurch der Einsatz einer Kombination
aus Antioxidantien und Metallchelatoren notwendig ist.®” Andere analytische Ansatze der
Phenolkomponenten beruhen auf ihren spektroskopischen Eigenschaften.®® Kovalente
Reaktionen zwischen Proteinen und Polyphenolen koénnen ebenfalls anhand der
veranderten physiko-chemischen Eigenschaften bestimmt werden. Die relevantesten
Anderungen erfahren die Proteine in Bezug auf ihre strukturellen und funktionellen
Eigenschaften, ihren Na&hrwert und Verdaubarkeit. Im Bereich der phenolischen
Reaktionspartner verandert sich der Gehalt der verfuigbaren Phenolstrukturen. Weiterhin
zeigten sich Veranderungen in der in vitro und der in vivo Bioverfugbarkeit und in der
antioxidativen Aktivitat.'® Diese Reaktionen flihren dabei zu deutlichen Veranderungen im
chromatographischen und elektrophoretischen Verhalten. Die kovalente Modifizierung
von Molkenproteinen und a-Chymotrypsin mit verschiedenen Phenolséuren zeigte eine
allgemeine Verschiebung zu niedrigeren isoelektrischen Punkten. Dies war auf eine
Verringerung der geladenen Seitenketten durch die Reaktion der oxidierten phenolischen
Verbindungen mit beispielsweise der e-Aminofunktion des Lysins, aber auch auf das
Einfihren zusétzlicher Carboxylfunktionen (ber die neu gebundenen Phenolsduren
zuriickzuftihren.® Durch die Veranderung der Proteinstruktur verandern sich die
hydrophoben und hydrophilen Eigenschaften und gleichzeitig die Loslichkeit der Addukte.
Infolgedessen &ndern sich auch techno-funktionale Eigenschaften wie das Gelier-,
Schaum- und Emulsionsverhalten.®®%! SchlieRlich wird durch die Modifizierung die
biologische Aktivitdt der beiden Reaktanden beeinflusst. Studien zur antioxidativen
Aktivitat mittels Trolox-Equivalent-Antioxidative-Capacity (TEAC)- und 2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH)-Test zeigten, dass durch die Proteinmodifizierung allgemein die

antioxidative Aktivitat der Polyphenole im Vergleich zu ihren ungebundenen Derivaten
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verringert wird.%2% Die Modifizierung der Aminosaureseitenketten fiihrte allgemein zu
einer geringeren Verdaubarkeit der Proteine, womit ein deutlicher N&hrwertverlust
einhergeht. Weiterhin wiesen verschiedene Enzyme eine geringere Aktivitat durch die
Modifizierung auf.'® In anderen Fallen wie dem Ovalbumin und dem Erdnussallergen Ara
h1 entfalten sich durch Interaktion mit (-)-Epigallocatechingallat die Proteine, wodurch
sich ihre Verdaubarkeit erhoht.®** Die Anderungen in der Proteinstruktur haben zudem
Auswirkungen auf das allergene Potential von Proteinen. Die Interaktion mit Polyphenolen
greift an zwei Punkten der allergischen Immunantwort an: der Sensibilisierung und der
Allergenexposition. In der Sensibilisierungsphase kénnen die allergenen Proteine durch die
phenolische Interaktion zu unldslichen Komplexen reagieren und damit hypoallergen
werden.  Weiterhin ~ behindert die  durch die Polyphenole  ausgel6ste
Konformationsanderung der Proteine die Exposition der allergenen Proteinregionen.®® So
zeigten Untersuchungen zu dem Einfluss verschiedener Flavonoid-Strukturen auf die
Eigenschaften des Erdnussallergens Ara h1, dass das allergene Potential deutlich verringert

wurde.®

Das ubergeordnete Ziel der Polyphenol-Protein-Analytik besteht in der direkten
Aufklarung der Strukturen konkreter Reaktionsprodukte. Die bereits erwahnten
Schwierigkeiten beziiglich der Reaktivitdt und Komplexitét erschweren eine Isolation und
Strukturaufklarung der Produkte. In den letzten Jahren hat sich fir die Analyse der
Polyphenol-Protein-Addukte die Massenspektrometrie gekoppelt mit einer sanften
lonisierungstechnik, wie der Matrix-Assisted-Laser-Desorption/lonization- (MALDI) oder
der  Surface-Enhanced-Laser-Desorption/lonization-  (SELDI)-lonisierungsmethode
gekoppelt mit einem Flugzeitmassenspektrometer [Time-Of-Flight Masss Spectrometer
(TOF-MS)] etabliert. Kombiniert mit der SDS-PAGE und dem Einsatz von Endoproteasen
lassen sich uber das sogenannte Peptide-Mass-Fingerprinting mit dem Vergleich des nicht-
modifizierten Proteins die Bindungsstellen der Polyphenole an den modifizierten Proteinen
zu einem gewissen AusmaR bestimmen.*°7% Dar{iber hinaus eignet sich die SDS-PAGE
mit anschlielender Nitroblautetrazolium (NBT)-Farbung zur lIdentifizierung kovalenter
Polyphenol-Protein-Interaktionen.®® Oft Uberwiegt der Gehalt der nicht-modifizierten
Proteinstrukturen in den ReaktionslGsungen, sodass eine weitere Aufreinigung der Proben
unabdingbar ist. Auerdem konnen sowohl die MALDI-TOF-MS als auch die SELDI-
TOF-MS in Abhdngigkeit des modifizierten Proteins und dem Grad der Modifizierung in
Bezug auf die Auflésung an ihre Grenzen stoRen.*¢” Die Analyse des gesamten Proteins
umfasst jedoch nur einen kleinen Teil der Forschung an den kovalenten Interaktionen

zwischen Polyphenolen und Proteinen. Der Grofteil befasst sich mit Studien kleinerer
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Reaktionsprodukte, die aus Untersuchungen mit verschiedenen Aminosauren stammen, die
aufgrund ihrer im Vergleich zu Proteinen einfacheren Struktur der Analytik leichter
zugénglich  sind. Hier hat sich vor allem die mit Hochleistungs-
Flussigkeitschromatographie  und  Elektrospray-lonisation  gekoppelte  Tandem-
Massenspektrometrie (HPLC/ESI-MS") etabliert.*

Die bereits erwahnten Auswirkungen auf die physiko-chemischen Eigenschaften der
kovalenten Interaktionen von Polyphenolen, Aminosduren und Proteinen haben sowohl in
Lebensmitteln als auch in Lebewesen weitreichende Folgen. Sie beeinflussen die Farbe,
den Geschmack und das Aroma vieler pflanzlicher Produkte wie Tee, Kaffee, Kakao,
Tabak und Wein.'® Als Bestandteil der enzymatischen Braunungsreaktion sind sie
mafgeblich sowohl an der Verfarbung von pflanzlichen Lebensmitteln wéhrend des
Prozessierens als auch an der Pigmentierung tierischer Organismen Uber die sogenannte
Melanogenese beteiligt. Die eingangs erwéhnte Vielféltigkeit der phenolischen Substrate
flhrt zu einer ebenso grofRen Vielfalt an Intermediaten und Braunungsstrukturen und an

den zugrunde liegenden Reaktionsmechanismen.

2.1.6 Melanogenese

Aus den bereits erwahnten Untersuchungen von Pierpoint zeichnete sich bereits der
Einfluss von Aminosauren auf die Farbgebung der enzymatischen Brdunung und damit auf
die Bildung von Melaninen ab.®® Die allgemeine Biosynthese des Melanins, die in den
sogenannten Melanozyten von Bakterien, Pilzen, Pflanzen und Tieren stattfindet, wird als
Melanogenese bezeichnet. Sie beschreibt einen speziellen Reaktionsweg der
enzymatischen Bréunungsreaktion. Die Melanine, die bei S&ugetieren wie dem Menschen
flr die Pigmentierung verantwortlich sind und auf die im Folgenden der Fokus gelegt wird,
lassen sich in die Gruppen der Eu- und Phdomelanine unterteilen. Weitere Melaninklassen
sind das in Pflanzen vorkommende Allomelanin, das in der substantia nigra des Gehirns
gebildete Neuromelanin, das von Mikroorganismen produzierte Pyomelanin und
synthetisch hergestelltes Melanin.*>1% Im Allgemeinen haben die unléslichen Eumelanine
eine braun bis schwarze Férbung, wohingegen die Farbe der alkaliléslichen Phdomelanine
von gelb bis rot-braun variieren kann. Die Biosynthese dieser beiden Melaningruppen ist,
angelehnt an das Reaktionsprinzip der enzymatischen Bréunung, eine Kombination aus

enzymatischen und nicht-enzymatischen Reaktionen, die zuerst von Raper'®* beschrieben,
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spater von Mason bestatigt und erweitert!® und zum sogenannten Raper-Mason-

Reaktionsweg zusammengefasst wurden. %

Eumelanogenese
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Tyrosin DOPA DQ domelanogenese

Abb. 8: Initialschritt der Melanogenese

Der Initialschritt besteht aus der Hydroxylierung der Aminosdaure Tyrosin zu 3,4-
Dihydroxyphenylalanin (DOPA) und der anschlieBenden Oxidation zum o-Chinon (DQ),
dem Schlisselintermediat der Melanogenese (Abb. 8).1% Sowohl Hydroxylierung als auch
die Oxidation werden dabei Uber die Tyrosinase katalysiert. Eine Beteiligung der
Peroxidase an der Oxidation zu DQ wird ebenfalls vermutet.2% Danach verzweigt sich die
Biosynthese in Abhéngigkeit der Ab- (Abb. 8, A) bzw. Anwesenheit (Abb. 8, B) der
Aminosdure Cystein in Form der reinen Aminosdure oder in Form von Glutathion. Dabei
findet die Biosynthese von Eumelanin unter der Abwesenheit von Cystein statt und wird
durch einen neutralen pH-Wert des Milieus begiinstigt. Nach der Oxidation kann eine
spontane, intramolekulare 1,4-Addition der Aminogruppe des DQ am Benzolring erfolgen,
die zum instabilen Leukodopachrom flhrt. Da aufgrund der Substratspezifitat der
Tyrosinase keine direkte Oxidation mdglich ist, kann Leukodopachrom (ber ein DQ-
DOPA-vermitteltes Redoxcycling schnell zu Dopachrom als weiteres zentrales Intermediat
oxidiert werden (Abb. 9, A).1% In einer Nebenreaktion kann DQ durch Wasseraddition zu
einem Trihydroxyderivat (Topa) hydroxyliert werden (Abb.9, B). Eine wieder Uber
Redoxcycling vermittelte Oxidation fihrt zu p-Topachinon und in letzter Konsequenz
ebenfalls zu Dopachrom.® Dieser Reaktionsweg ist besonders bei sauren pH-Werten von
Bedeutung, da die unter diesen Bedingungen protoniert vorliegende Aminogruppe eine
Cyclisierung verhindert. Dopachrom kann nun zu 5,6-Dihydroxyindol (DHI)
decarboxyliert oder enzymatisch tber die Dopachrom-Tautomerase katalysiert zum 5,6-
Dihydroxyindol-2-carbonsdure (DHICA) tautomerisieren. Diese Umlagerung wird zudem
durch Ubergangsmetall-lonen wie Co?*, Cu?* oder Ni?* gefordert. Die Enzymaktivitat und
das Vorhandensein der Ubergangsmetall-lonen bestimmen letztendlich das DHI/DHICA-
Verhaltnis im Eumelanin. Uber die Redoxcycling-vermittelte Oxidation zum 5,6-
Indolchinon (IQ) bzw. 5,6-Indol-2-carbonsaurechinon (ICAQ)X erfolgt schlieRlich die

Bildung der hochmolekularen Eumelanine.*>1%
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Abb. 9: Eumelanogenese*1%4

Dabei zeigen die von DHI abgeleiteten Melanine im Vergleich zu den von DHICA
abgeleiteten  gelb-braunen  Melaninen eine schwarze Farbung. Das finale
Eumelaninpigment ist eine komplexe Mischung dieser Struktureinheiten und es konnten
bereits diverse Oligomere aus der oxidativen Verknupfung der DHI- und DHICA-
Einheiten strukturell aufgeklart werden.1% Die aktiven Positionen fir eine Polymerisierung
von DHI sind 2, 3, 4 und 7. Dagegen ist in DHICA die Position 2 durch die Carboxylgruppe
blockiert und die Position 3 durch den Elektronenzug der Carboxylgruppe weniger reaktiv.
Die Oxidation von DHI fuhrt zu Dimeren, Trimeren und Tetrameren, die Uber 2,2"-, 2,4’-
und 2,7"-Bindungen verknupft sind. Die Polymerisierung der DHICA-Einheiten erfolgt
Uber die Bildung von 4,4"-, 4,7 - und 7,7 -Bindungen.'®1!4 Dies flihrt dazu, dass DHICA
zur Bildung linearer Polymere neigt, wohingegen DHI die Bildung verzweigter Polymere
ermoglicht. Weiterhin ist es moglich, dass nicht-cyclisierte Einheiten des Tyrosins oder
DOPAs oder oxidierte Indoleinheiten wie das 1Q in geringen Mengen in das Polymer
eingebaut werden konnen. Es wird vermutet, dass das DHI-Melaninchromophor
hauptséchlich durch intrinsische Effekte, die die Delokalisierung der z-Elektronen tiber das
oligomere Grundgerist betreffen, bestimmt wird. Dagegen uberwiegen im schwarzen
DHICA-Melaninchromophor die extrinsischen Effekte wie die intermolekulare Stérung

des n-Elektronensystems bedingt durch Zusammenlagerung der DHICA-Einheiten.®

Wie bereits erwahnt, setzt die Bildung von Phdomelanin die Anwesenheit von Cystein
voraus (Abb. 10). Ausgehend von DQ kann eine Michael-Addition an der Position 2, 5
oder 6 zu entsprechenden Cysteinyl-DOPAs (Cys-DOPA) erfolgen, wobei es auch zu
Additionen an mehreren Positionen kommen kann. In Tyrosinase-katalysierten

Modellinkubationen von DOPA mit einem Uberschuss Cystein bildeten sich vorzugsweise
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5-S-Cys-DOPA (5-S-Cys-DOPA) (74%), welches auch in vivo das quantitativ
bedeutsamste Addukt darstellt, und 2-S-Cys-DOPA (14%). Zu geringen Mengen bildeten
sich 6-S-Cys-DOPA (5%) und das Di-Addukt 2,5-SS"-Dicysteinyl-DOPA (1%)¢, aber
auch die Bildung des Tri-Addukts 2,5,6-S,S",S”"-Tricysteinyl-DOPAs mittels Peroxidase
ist moglich.1% Die Reaktion mit Glutathion flihrt zuerst zu Glutathionyl-DOPA, welches
durch Peptidasen zu den Cys-DOPAS abgebaut wird. Die Redoxcycling-vermittelte
Oxidation zu Cysteinyl-DQ bildet die VVoraussetzung fir die Cyclisierung zum Chinonimin
(QI). Dieses instabile Intermediat kann sich nun zu 1,4-Benzothiazin-3-carbonséure
(BTCA) oder zu 1,4-Benzothiazin (BT) nach erfolgter Decarboxylierung umlagern. Die
Cyclisierung erfolgt immer Uber eine 1,2-Addition. Eine 1,4-Addition, die zu der Bildung

von Aminochinonen fiihren wirde, wird in keiner Studie beschrieben.'”
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Abb. 10: Phdomelanogenese104105

Napolitano et al. zeigten in ihren Untersuchungen zur oxidativen Umsetzung von 5-S-Cys-
DOPA, dass die Decarboxylierung des gebildeten QI mit 85% dem Reaktionsweg unter

Erhalt der Carboxylgruppe mit 15% bevorzugt wird und dass diese Umsetzung unabhéngig
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vom Oxidationsmittel ist.2*® Zink-lonen, wie sie auch in nattrlichem Epidermisgewebe in
signifikanten Konzentrationen vorhanden sind, fordern dagegen die Bildung der
carboxylierten Derivate.!'® Weiterhin ist die Bildung der 1,4-Dihydrobenzothiazin-3-
carbonsaure (DHBTCA) mittels Redoxcycling mdglich. Die Phdomelanogenese wird als
oxidative Polymerisierung von Cys-DOPA-Strukturen betrachtet, wobei DHBTCA als
letztes stabiles Intermediat dieser Reaktionskaskade beschrieben wird.'® Im weiteren
Reaktionsverlauf unterliegen diese Benzothiazin-Intermediate vielféltigen Folgereaktionen
wie Decarboxylierung, Ringverkleinerung zu Benzothiazol-Derivaten und schlie}lich die
Polymerisation zu den hochmolekularen Pigmentstrukturen. Weiterhin wird die Bildung
eines 3-Oxo-dihydro-1,4-benzothiazine-Derivates Uber die Stufe eines labilen 3-Hydroxy-
3,4-dihydro-1,4-benzothiazine-Intermediates beschrieben.%012:-123 |n rotem Menschenhaar
und roten Hihnerfedern konnten Benzothiazolylthiazinodihydroisochinolin-Strukturen
(Abb. 11), Dimere als Folgeprodukte der Weiterreaktion von BTCA, als wichtige

Struktureinheiten identifiziert werden.124-126

OH
NTO
B)
=
N OH
HOOC N =
S

HN
COOH

Abb. 11: Benzothiazolylthiazinodihydroisochinolini?

Aus Peroxidase/H20--Inkubationen von 5-S-Cys-DOPA konnten (ber die Bildung von BT
und anschlielender Reduktion mittels NaBH. verschiedene C-C- und C-O-verkniipfte
Oligomere isoliert und strukturell aufgeklart werden (Abb. 12).12° Constantini et al.
identifizierten in  Tyrosin-katalysierten Inkubationen  ein uber  einen

Cycloadditionsmechanismus gebildetes Oligomer.?’
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C-C/C-O - Oligomere Cycloadditionsprodukt

Abb. 12: Benzothiazin-Oligomere

Die Zink-katalysierte Oxidation (ber BTCA fihrte zur Bildung von 2,2°-
Bibenzothiazinen.''® Uber weitere Oxidationsschritte konnten farbige Strukturen, die zur
Strukturklasse der sogenannten Trichochrome gehdren, identifiziert werden. Bei den
Trichochromen (Abb. 13) handelt es sich allgemein um niedermolekulare gelb-orange und
violette Phdomelanine, die erstmals 1964 aus roten Federn von New-Hampshire-Hihnern
mittels heiRer Salzsaure extrahiert wurden.*’

COOH

OH OH
N COOH N COOH
s s COOH
HOOC 7N HOOC s
NH,
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COOH

OH OH
N N
NH, AN NH, NH, N

s s COOH

HOOC 7N HOOC 7N
X X NH,
N N
OH OH

Trichochrom E Trichochrom F

Trichochrom B

Abb. 13: Trichochrome

Diese Strukturklasse weist ein 4%2"-Bi-2H-1,4-benzothiazin-Grundgeriist mit pH-
abhéngigen Absortionsmaxima auf. Bisher sind die zwei gelb-orangen Trichochrome B
und C und die zwei violetten Trichochrome E und F als Vertreter dieser Klasse bekannt.
Sie sind im neutralen pH-Bereich unléslich in Wasser und organischen Ldsungsmitteln,
zeigen ein schwieriges Kiristallisationsverhalten und neigen stark zur Aggregation und
Adsorption. Trichochrome gehtren wie die pflanzlichen Betacyanine aufgrund des
konjugierten Systems -S-C=C-C=N- als Chromophor zu den Polymethin-Farbstoffen. In
saurer Ldsung protoniert dieses System zu mesomeren Ammonium-Thionium-Kationen.

Dies flhrt zu einer ausgepragten bathochromen Verschiebung von ca. 100 nm und erklart
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die pH-Abhéngigkeit der Farbigkeit. Die Trichochrome B und C weisen eine gewisse
Séaureinstabilitat auf, sodass bereits nach kurzer Erwarmung in 0,1 N Salzséure eine
Decarboxylierung an Position 3 erfolgt und die sogenannten Decarboxytrichochrome B

und C entstehen.100.117.128

Wihrend der Melanogenese ist durch die zusatzliche Interaktion mit Thiol- und
Aminogruppen von Aminosaureseitenketten von Peptiden und Proteinen die Entstehung
von Melanoproteinen mdaglich.*2° Mit Ausnahme der Trichochrome und den bereits
erwahnten Oligomeren ist aufgrund ihrer Reaktivitat und komplexen, heterogenen Struktur
die Analytik zur Identifizierung gréRerer diskreter Melaninstrukturen nur schwer méglich,
sodass die Analytik hauptsachlich auf die qualitative und quantitative Zusammensetzung
des Melanins abzielt. Eine etablierte Methode stellt die Analyse der Produkte des
Melaninabbaus (Abb. 14) mittels HPLC-DAD oder LC-MS/MS dar,*3%3! wobei sich zur
Verbesserung des chromatographischen Profils die Festphasenextraktion mittels

Anionenaustauscher eignet.132133
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Abb. 14: Abbaumarker des Eu- (A) und Phaomelanins (B)!%

Fir Eumelanin hat sich der Abbau mittels H.O, mit 1 M NaOH oder 1 M K2COz-L6sung
bewéhrt. Dieser oxidative Abbau fiihrt zu Pyrrol-2,3,5-tricarbonsdure (PTCA), die als
Markerstruktur fur DHICA- und an Position 2 unsubstituierte DHI-Einheiten gilt, und zu
Pyrrol-2,3-dicarbonséure (PDCA), dem Marker fiir an Position 2 substituierte DHI-
Einheiten. Die Pyrrol-2,3,4,5-tetracarbonsdure (PTeCA) wurde von Ito et al. als Marker fiir
eine vollstandige Vernetzung innerhalb der Eumelaninstruktur eingefiihrt. Carboxylierte
Pyrrol-Einheiten werden auch als Bestandteil des Eumelanins diskutiert, wiirden sich aber

nur durch stark oxidative Bedingungen wahrend der Melanogenese oder durch Alterung
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des Polymers erklaren lassen. Fir Phdomelanin haben sich 3-Amino-4-
hydroxyphenylalanin  (3-AHP), 4-Amino-3-hydroxyphenylalanin  (4-AHP), beides
Abbauprodukte aus einer reduktiven Hydrolyse mittels lodwasserstoffsaure, und Thiazol-
2,4,5-tricarbonsdure (TTCA), Thiazol-4,5-dicarbonséure (TDCA), 6-Alanyl-2-carboxy-4-
hydroxybenzothiazol (BTCA) und 7-Alanyl-2-carboxy-4-hydroxybenzothiazol (BTCA-2)
als Abbauprodukte eines Abbaus durch Wasserstoffperoxid unter alkalischen
Bedingungen, etabliert. Zusétzlich stehen auch Pyridinstrukturen als magliche
Markerstrukturen zur Diskussion. TTCA und TDCA sind spezifische Marker fiir Thiazol-
Einheiten, 4-AHP und BTCA hingegen fir Benzothiazinderivate. Da 3-AHP und BTCA-2
spezifisch fur Strukturen sind, die aus 2-S-Cys-DOPA entstehen, und sowohl 4-AHP als
auch BTCA Abbauprodukte der aus 5-S-Cys-DOPA hervorgehenden Strukturelemente
sind, lassen sich durch Kombination der beiden Hydrolysemethoden quantitative Aussagen
tiber das relative Verhaltnis der dem Phaomelanin zugrunde liegenden Strukturelementen
treffen.130-132 Je nach Ursprung des Melanins zeigen sich unterschiedliche Verhaltnisse der
verschiedenen Strukturmotive. So konnte beispielsweise nachgewiesen werden, dass
menschliches, rotes Haar und rote Hiihnerfedern einen wesentlich hoheren Gehalt an
Benzothiazolstruktureinheiten aufweisen als gelbes Mausehaar und synthetisches Melanin.
In der menschlichen Epidermis setzt sich das Melanin unabhdngig vom
Pigmentierungsgrad zu 74% aus Eumelanin und zu 26% aus Phdomelanin, welches
wiederum hauptsachlich aus Benzothiazoleinheiten besteht, zusammen.”1** Darliber
hinaus unterliegen die Melaninstrukturen einen photoinduzierten Abbau, der je nach
Struktureinheit unterschiedlich ausfallen kann. Die Bestrahlung mit UV-A-Licht bewirkt
eine Umwandlung der Melaninstrukturen und eine unmittelbare Verdunkelung der
Pigmentierung, die auf die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) zuriickgeht. Im
Fall der Eumelanine wird das auf eine Oxidation der DHI- und DHICA-Einheiten
zuruckgefuhrt. Die Absorptionsmaxima von DHI und DHICA liegen jeweils bei 303 und
321 nm, wohingegen die Absorptionsmaxima von 1Q bei 500 nm und von IQCA bei 420
und 560 nm liegen. Neben dieser Verschiebung der Absorptionsmaxima flhrt zudem die
oxidative  Polymerisierung  der  Eumelaninstrukturen  zu  einer  weiteren
Pigmentverdunkelung.**** Die UV-A-Bestrahlung von Phdomelanin bewirkt eine
oxidative Umwandlung der Benzothiazin- in Benzothiazol-Strukturen, die durch die
Verringerung des 4-AHP/3-AHP-Verhaltnisses und eine Erhohung des TTCA/4-AHP-
Verhaltnisses belegt wurde.'® Weiterhin zeigte ein Vergleich der Abbauraten von 4-AHP
und 3-AHP, dass die von 5-S-Cys-DOPA abgeleiteten Benzothiazineinheiten labiler als die

von 2- S-Cys-DOPA stammenden Einheiten sind. Phdomelanin tragt aber aufgrund seines
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geringeren Gehalts und blasseren Farbe im Vergleich zum Eumelanin weniger zur

Pigmentierung der Haut bei.**

Weiterhin weisen Melanine aufgrund des ungepaarten Elektrons in ihren Semichinon- und
Semichinoniminstruktureinheiten einen charakteristischen Paramagnetismus auf und
stellen damit ein stabiles Radikalsystem dar. Diese Eigenschaft ermdglicht die
Untersuchung mittels Elektronenspinresonanz (ESR)-Spektroskopie als zerstrungsfreie
und hoch spezifische Alternative in der Melaninanalytik.®*” Entscheidend bei dieser
Methode ist das sogenannte Komproportionierungs-Gleichgewicht, dem Gleichgewicht
zwischen Hydrochinon, Chinon und dem Semichinon, welches durch den pH-Wert, Licht,
redoxaktive Verbindungen und verschiedene Metall-lonen beeinflusst werden kann.**° Die
ESR-Spektren erlauben sowohl einen direkten Nachweis der Melaninstrukturen in

biologischen Systemen als auch eine Unterscheidung der Melanintypen. 37138

Wie die ESR-Spektroskopie bietet auch die Raman-Spektroskopie eine zerstérungsfreie
Analytik der Melanine. Mit ihr ist es ebenfalls mdglich anhand der charakteristischen
Banden Phdomelanin von Eumelanin und Trichochrom F zu unterscheiden. Eumelanine
zeigen im Allgemeinen in den Bereichen 1380 und 1580 cm™ zwei charakteristische
Banden, die den Streckschwingungen der aromatischen Ringe, der Streckschwingung der
C-C-Bindungen in den Ringen und den C-H-Schwingungen in den Methyl- und
Methylengruppen zugeordnet werden. Phdomelanin zeigt dagegen vier charakteristische
Banden bei 500 cm® (Deformationsschwingung des aromatischen Rings), 1150 cm™
(Streckschwingung der C-N-Bindung oder wagging-Schwingung der Methylengruppen),

1490 cm* (Streckschwingung des aromatischen Rings) und im Bereich von 2000 cm™,13%-
141

2.2 Braunung im Pflanzenreich

2.2.1 Kaffeesaure

Die Vielfalt der Polyphenole spiegelt sich in den unterschiedlichen und charakteristischen
Polyphenolprofilen pflanzlicher Lebensmittel wider und bedingt verschiedenste
Braunungsmechanismen, die zwar im Allgemeinen auf den in Abb. 4 gezeigten
Bildungsweg basieren, in der letzten Konsequenz aber zu individuellen
Braunungsprodukten fuhren. Die in der Literatur am h&ufigsten genannten Substrate der
enzymatischen Braunungsreaktion sind die auch in pflanzlichen Lebensmitteln quantitativ
bedeutsamen Kaffeesdure und die von ihr abgeleiteten Chlorogensduren. In

Untersuchungen von Cilliers et al. zur Oxidation von Kaffeesdure zeigte sich, dass die
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Braunung bereits in den ersten Stufen der Oxidation mit einer gleichzeitigen Abnahme des
Kaffeeséuregehaltes stattfindet. Dies deutet darauf hin, dass das friihe Stadium der
enzymatischen Braunung nicht durch die Bildung hochmolekularer Produkte mit
ausgedehnten konjugierten Systemen bedingt ist. Vielmehr wird diese Phase durch die
Bildung kleiner Molekiile wie Dimere oder Trimere bestimmt, deren Konjugation eine
Absorption im sichtbaren Bereich erlaubt.?® Die enzymatische Oxidation von Kaffeesaure
fihrte zur Bildung verschiedener 2,3-Dihydro-1,4-benzodioxin- und Naphthalin-Derivate
und einem Dihydrokaffeesaurelacton (Abb. 15).2742 In diesem Zusammenhang konnte auch
die Bildung eines instabilen, farbigen Produktes beobachtet werden, das ein pH-abhéngiges
Absorptionsmuster aufweist, aber aufgrund seiner Instabilitat nicht isoliert und aufgeklart

werden konnte.*?
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Abb. 15: Kaffeesaure-Dimere*?

In SiRkartoffeln und Lebensmitteln, die gemahlene Sonnenblumenkerne oder aus ihnen
hergestellte Sonnenblumenbutter enthalten, konnte wahrend der Verarbeitung und
Lagerung eine Grunfarbung beobachtet werden. Diese war auf Oxidation von
Chlorogensdure und eine anschlieBende Interaktion mit Aminofunktionen von
Aminosauren zuriickzufihren.*4* Yabuta et al. identifizierten dieses wasserlosliche

farbige Produkt in Modelinkubationen aus Kaffeesdureestern unter alkalischen, oxidativen
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Bedingungen nach Reduktion mit NaBH. unter Acetylierung als ein neuartiges
Trihydroxybenzacridin-Derivat. Dieses Derivat zeigt unter reduzierenden Bedingungen
eine gelbe Farbe, die sich mit fortschreitender Oxidation zu einer griinen bis schlieBlich zu
einer blauen Farbe wandelt. Bongartz et al. konnten in Inkubationen mit Chlorogenséure
und allen proteinogenen Aminosauren unter alkalischen Bedingungen fir alle
Aminosdauren bis auf Cystein eine Farbverdnderung feststellen.'*> Neben der
a-Aminogruppe reagiert auch die e-Aminogruppe des Lysins zu einem Benzacridin-
Derivat.*® Der vermutete Reaktionsmechanismus verlauft im ersten Schritt iber eine

oxidative Dimerisierung zweier Chlorogensauremolekile (Abb. 16).
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Abb. 16: Benzacridinbildung

ESR-Messungen von Namiki et al. zeigten, dass die Dimerisierung (ber ein stabiles
Radikal-Intermediat verlauft.!*” Nach einem weiteren Oxidationsschritt erfolgt der
nucleophile Angriff der Aminofunktion und anschlieBend der Uber diese Aminogruppe
verbriickte Ringschluss.’* Die Reaktion der e-Aminogruppe des Lysins verlauft unter
Erhalt des Aminosaurekorpers, wohingegen die Reaktion der a-Aminogruppe zu einer
Abspaltung der restlichen Aminosaure fiihrt.}*548 |m Falle des Cysteins ist es
erwahnenswert, dass diese Aminoséure zwar zu keinem Benzacridin-Derivat flhrt, aber
dennoch mit oxidierter Chlorogensaure Addukte bildet. Dabei zeigte sich im Vergleich der
funktionellen Gruppen besonders deutlich, dass Cystein primér (ber die Thiolfunktion
interagiert und dass diese Interaktion noch vor der Dimerisierung der Chlorogensiure
stattfindet, was in der starken Nucleophilie der Thiolgruppe begriindet liegt.}** Ohne
Aminoséure polymerisieren diese Kaffeesdure-Derivate zu nicht ndher definierten braunen
Produkten. Die Benzacridin-Derivate in ihrer reduzierten Form zeigen eine gelbe Farbe
und eine hohe Reaktivitdt gegentber Sauerstoff, aus der im weiteren Reaktionsverlauf

Semichinon- und Chinon-Derivate hervorgehen.'*” Diese Benzacridin-Derivate bilden in
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der Lebensmittelindustrie eine mogliche Alternative auf der Suche nach auf
Naturprodukten-basierten grinen Pigmenten, die zurzeit durch semisynthetische
Kupferchlorophylle und den synthetischen Triphenylmethanfarbstoff Brilliantsduregrin S

dominiert wird.1*8

2.2.2 Tee

Die Identifizierung diskreter Braunungsstrukturen direkt aus den Lebensmitteln stellt die
Analytik vor eine groBe Herausforderung. Im Vergleich zu anderen pflanzlichen
Lebensmitteln sind die friihen Intermediate und die darauffolgenden farbigen Strukturen
mit den zugrundeliegenden Mechanismen wéhrend der Braunungsreaktion, die wahrend
der Fermentation von Schwarzem Tee ablauft, sehr gut strukturell aufgeklart und
untersucht.**%%0 Fir die Herstellung des Tees werden die Triebe und jungen Blatter der
Teepflanze (Camellia sinensis) verwendet. Die Polyphenolfraktion der Teeblatter setzt sich
zu 80% aus Flavan-3-olen und zu 20% aus Flavonolen und Flavonen und deren Glycoside,
der Proanthocyanidine und phenolischen Sduren zusammen. Die wichtigsten Vertreter der
Flavan-3-ole sind (-)-Epicatechin, (-)-Epicatechingallat, (-)-Epigallocatechin, (-)-
Epigallocatechingallat, (+)-Catechin und (+)-Gallocatechin (Abb. 17).1%1.152

R=H: (-)-Epicatechin R=H: (-)-Epicatechin-3-O-gallat R=H: (+)-Catechin
R=0H: (-)-Epigallocatechin R =0OH: (-)-Epigallocatechin-3-O-gallat R =OH: (+)-Gallocatechin

Abb. 17: Catechine im Tee

Die enzymatische Oxidation und die Folgereaktionen wéhrend der Fermentation zum
Schwarzen Tee filhren zu einem Abbau der enthaltenen Catechin-Strukturen, deren Gehalte
sich von 20-35% auf bis zu 5-15% verringern. Dieser Fermentationsprozess kann durch die
Inaktivierung der PPOs mittels Rosten (China) oder Dd&mpfen (Japan) unterbunden werden
und fihrt zum Grinen Tee, halbfermentierter Tee wird als Oolong Tee bezeichnet. Die
bereits beschriebene Oxidation der Catechin-Strukturen zu o-Chinonen bildet auch hier den
Initialschritt der Braunungsreaktion. Die darauffolgende oxidative Kupplung flhrt zu
Dimeren, die sich in die funf grolRen Klassen der Theacitrine, Theaflavine, Theasinensine,
Theanaphthochinone und Oolongtheanine unterteilen lassen.’®® In erster Konsequenz

dieser Dimerisierung erfolgt die Bildung der farblosen Bisflavanole, der sogenannten
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Theasinensine  (Abb. 18). In  Abhéngigkeit der fir die Kupplungsreaktion
zugrundeliegenden unterschiedlich  substituierten  Catechinderivate konnten die
Theasinensine A — G strukturell aufgeklart werden. 15418

Theasinensin R R R o Theasinensin R R R
A OH GA GA E OH GA GA
B OH GA H F OHH H
C OHH H G H GA GA
D H GA GA

Abb. 18: Theasinensine

Eine Oxidation der B-Ringe der Theasinensine mit anschlielender Ringkontraktion fuhrt
zur Bildung der sogenannten Oolongtheanine (Abb. 19). Dabei handelt es sich um
Catechindimere, die aber lediglich intermediare Verbindungen darstellen und im Verlauf

der Teefermentation weitere Folgereaktionen eingehen, 815

OH

OH

Abb. 19: Oolongtheanin

Die Oxidation der Bisflavanole bildet die Grundlage firr die Bildung einer Strukturklasse
von Schliisselverbindungen fir die Farbgebung des Tees, der Theaflavine. Diese Klasse an
gelb-orangenen Pigmenten ist aufgrund ihres hohen Anteils an Catechingallaten gut
wasserloslich. Auch hier wird die Bildung durch die oxidative Kupplung eines

o-dihydroxylierten B-Rings wie Epicatechingallat mit einem 1,2 3-trihydroxylierten
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B-Ring wie dem des Epigallocatechins initiiert (Abb. 20). Eine erneute Oxidation fiihrt zu
einem weiteren nucleophilen Angriff unter Bildung eines instabilen Bicyclo[3.2.1]octan-
Intermediates. Dieses stabilisiert sich tber eine g-Dicarbonylspaltung in eine bicyclische
Benzotropolonstruktur, dem charakteristischen Chromophor der Theaflavine. Nach
weiterer Oxidation, Decarboxylierung und Isomerisierung resultieren letztendlich die
Theaflavine. Theaflavin, Theaflavin-3-gallat, Theaflavin-3,3"-digallat, Theaflavinséure
und Theaflagallin sind die bekanntesten Vertreter dieser Strukturklasse.®

HO

OH 3
O Oxidation @ oxidative Kugglung
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Theanaphthochinone Theaflavine/Theaflavinsédure Theasinensine

Thearubigene

Abb. 20: Oxidative Bildung der Thearubigene

Neben diesen dimeren Verbindungen treten auch Trimere und Tetramere, die Uber
massenspektrometrische Untersuchungen identifiziert wurden, auf. Der Gehalt der
Theaflavine betragt im Schwarzen Tee 0,3 — 2% und nimmt durch oxidative Prozesse im
weiteren Verlauf der Teefermentation wieder ab. Das beweist wiederum, dass diese
Strukturen zwar Schlusselintermediate in der Farbgebung sind, aber nicht das Ende der
Reaktionskaskade darstellen. Aus der instabilen Bicyclo[3.2.1]octan-Struktur resultieren
dartiber hinaus die gelb gefarbten Theacitrine (Abb. 21).16%2 Aus den Benzotropolon-
Derivaten entstehen vermutlich lber einen Radikal-vermittelten oxidativen Mechanismus

die ebenfalls gelben Theanaphthochinone. 63164
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OH

Abb. 21: Theacitrin

All diese reaktiven Intermediate sind wie bereits erwéhnt an der Farbgebung des Tees
beteiligt, aber nicht das Ende der Reaktionskaskade. Im weiteren Verlauf der
enzymatischen Brdunungsreaktion bilden sie ein heterogenes Gemisch aus
hochmolekularen, schwerer wasserldslichen, sauren Strukturen, auf das die rot-braune
Farbe des Tees letztendlich zurlickgefiihrt wird, die sogenannten Thearubigene.®” Selbst
nach tber 60 Jahren nach Entdeckung dieser Strukturklasse, die 60-70% der Trockenmasse
der Aufgusse des Schwarzen Tees ausmacht, ist die chemische Struktur der dazugehérigen
Verbindungen kaum charakterisiert. Grund dafir ist die schwierige chromatographische
Auftrennung und die damit verbundene Isolierung diskreter Strukturen aus diesem
komplexen Gemisch. Das lasst sich unter der Problematik des ,,chromatographischen
Hiigels* zusammenfassen. In komplexen Matrices wie Erdol oder Umweltproben, aber
auch in Lebensmitteln wie Tee, Kaffee oder Schokolade liefert die Analytik neben gut
aufgeldsten Signalen, die bisher zu gut charakterisierten Verbindungen fuhren, schlecht
aufgeldste Hugel, die einen GroRteil der zu analysierenden Strukturen beherbergen. Die
Theorien zur Entstehung der chromatographischen Hugel lassen sich auf verschiedene
Ursachen zuriickfuhren: 1. die zu groRe Anzahl an Verbindungen, die chromatographisch
aufgeldst werden mdissen, 2. die Gegenwart chelatisierender multivalenter Metall-lonen
und 3. nicht-kovalenter Interaktionen wie H-Briicken und =z-z-Wechselwirkungen
zwischen den einzelnen Thearubigen-Strukturen. Diese drei Hauptgrinde fiihren
letztendlich in ihrer Summe zu einer Peakverbreiterung und weiteren chromatographischen
Trennproblemen. Mit Hilfe hochauflésender Massenspektrometrie-Experimente wie
MALDI-TOF-MS und ESI-FT-ICR-MS und Elementverhaltnisanalysen wie der van
Krevelen-Analyse und Massendefektanalysen, der Kendrick-Analyse, gelang jedoch eine
Klassifizierung der Thearubigen-Fraktion. Aus diesen Untersuchungen konnten homologe
Reihen fir die Bildung der Thearubigene abgeleitet werden, die auf acht
Ausgangssubstanzen und drei Reaktionstypen basieren. Auf dieser Grundlage stellten

Kuhnert et al. die Theorie der oxidativen Kaskade auf, bei der auf die oxidative
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Dimerisierung zu den flinf genannten Hauptkopplungsprodukten eine Wiederholung dieses
Schrittes zu hochmolekularen Oligomeren folgt. Neben dem nucleophilen Angriff einer
weiteren Catechin-Struktur kann dartiber hinaus Wasser den oxidierten B-Ring angreifen.
Dieser formale Einbau eines Sauerstoff-Atoms in eine C-H-Bindung fiihrt zu einer
Erhoéhung der Reaktivitat der resultierenden Verbindung aufgrund der Einflihrung eines
elektronenreichen Substituenten. Dies erhdht wiederum die Elektronendichte und damit die
Nucleophilie der Struktur. Insgesamt konnten basierend auf diesen Untersuchungen fur
tiber 90% der identifizierten Verbindungen im Schwarzen Tee hypothetische Strukturen

formuliert werden.153.165.166

Modellinkubationen mit Epicatechin und Epigallocatechin durch Tan et al. zeigten, dass
die Bildung von Braunungsstrukturen auch auf autoxidativen Wegen stattfinden kann. Die
dabei stattfindende Oligomerisierung scheint dabei durch Di- und Trimere dominiert zu
werden. Die Epicatechin-Inkubationen flihrten zu 6-Typ-Dehydrodicatechin- (DhCzs) und
o-Typ-Dehydrotricatechin-Verbindungen (Abb. 22), die an der Braunung beteiligt sind.
Ihre Bildung wurde durch autoxidative Bildung einer o-Chinon-Struktur initiiert. Daraus
resultieren zuerst die f-Typ-DhCss als Intermediate und durch eine weitere Oxidation und

intramolekulare Umlagerung die 6-Typ- DhCss als farbige Verbindungen. ¢’

Dehydrodicatechin Dehydrotricatechin

Abb. 22: Dehydrodicatechin und Dehydrotricatechin®’

Die Epigallocatechin-Inkubationen zeigten die Bildung von Dihydroinden-7-carbonsdure-
Derivaten, deren Bildung ebenfalls (iber die autoxidative o-Chinonbildung eingeleitet wird.
Nach erfolgter Dimerisierung zu einem Benzotropolon-Intermediat kann zum einen Uber
eine Decarboxylierung und Eliminierung die Bildung von Theaflagallin und zum anderen
Uber verschiedene Ringkontraktions- und Decarboxylierungsschritte die Bildung von
Dihydroinden-7-carbonséure-Derivaten erfolgen (Abb. 23). Diese wirken sich ebenfalls

auf die Braunung aus.®’
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Abb. 23: Dihydroinden-7-carbonséaure®’

Diese Untersuchungen legen eine mehrstufigen Oxidationsmechanismus vergleichbar mit
der oxidativen Kaskade der Enzym-katalysierten Oxidation fiir diesen autoxidativen
Prozess nahe.'®”1% In Erdbeeren (Fragaria) lieR sich weiterhin die PPO- und Peroxidase-
katalysierte Oxidation von (+)-Catechin nachweisen. Dabei werden die aus der PPO-
katalysierten Oxidation hervorgehenden Oligomere fir die Braunung verantwortlich
gemacht.6®

2.2.3 Rooibostee und Apfel

Die Strukturklasse der Dihydrochalkone ist charakteristischer Bestandteil des
Polyphenolprofils von Rooibos (Aspalathus linearis) und Apfeln (Malus). Aspalathin, ein
C-glycosidisches Dihydrochalkon, stellt mit 70 mg/g die Hauptphenolkomponente im
unverarbeiteten Rooibostee dar und ist fur seine antioxidative, hypoglykdmische und
antimutagene Wirkung bekannt.’%-172\Wahrend der Rooibosteefermentation verringert sich
der Aspalathingehalt um bis zu 98%*” und es entstehen die charakteristische Farbe und
das Aroma des Tees. Im Gegensatz zur Fermentation des Schwarzen Tees haben in vitro
Experimente gezeigt, dass der oxidative Abbau von Aspalathins, aufgrund der
o-Hydrochinon-Struktur des B-Rings, sowohl enzymatisch als auch nicht-enzymatisch
ablaufen kann.#17¢ Bisher konnten drei Abbauwege von Aspalathin aufgeklart werden,

die alle auf der Oxidation von Aspalathin zum o-Chinon basieren (Abb. 24) 174175177
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Aspalathm
Oxidation

Isoorientin Orientin HO

Dibenzofuran-Derivate

Abb. 24: Abbauwege des Aspalathins

Beim ersten Abbauweg erfolgt nach der Oxidation zum o-Chinon die Umlagerung zum
Chinonmethid. AnschlieRend erfolgt ein nucleophiler Angriff der Hydroxylfunktion des
A-Rings unter Bildung von Eriodictyolglucosiden, die durch weitere Oxidation und
Isomerisierung zu Orientin und Isoorientin reagieren (Abb. 24, A).Y" Im zweiten
Abbaumechanismus erfolgt nach Bildung des o-Chinons ein nucleophiler Angriff eines
zweiten Aspalathin-Molekiils, der zu verschiedenen Dimeren fiihrt (Abb. 24, B). Krafczyk
et al., die diese Reaktionswege aufklarten, zeigten zudem, dass es sich bei den genannten
Reaktionsprodukten um  farblose Intermediate handelt, die innerhalb der
Fermentationskaskade des Rooibostees zu farbigen Melaninen abgebaut werden.t’4177
Heinrich et al. zeigten in einem dritten Mechanismus die Bildung von zwei farbigen
Dibenzofuran-Derivaten (Abb. 24, C), die aufgrund ihrer hohen Reaktivitét erst durch eine
Derivatisierung mittels o-Phenylendiamin (OPD) in Form ihrer jeweiligen Chinoxaline
wéhrend des Aspalathinabbaus und im fermentierten Rooibostee identifiziert wurden. Die
sich an die Oxidation zum o-Chinon anschlieBende Michael-Addition fiihrt zu einer
sechsgliedrigen  Spiro-Ringverbindung. Nach erfolgter Rearomatisierung  und
S-Dicarbonylspaltung bilden sich zwei hoch reaktive Propionsdure-substituierte Biphenyl-
Atropisomere. Eine erneute Oxidation ermdglicht einen intramolekularen Ringschluss zu
einem tricyclischen Ringsystem und eine abschlieRende Keto-Enol-Tautomerie fuhrt zu
den zwei farbigen Strukturen. In Farbverdinnungsanalysen wurde ihre Eigenschaft als

Schlisselchromophore in Aspalathin-Inkubationen aufgezeigt.t®*1"

In franzosischen Apfelweinvarietiten machen Dihydrochalkone in Form von
Phloretinglycosiden 1-5% des Gesamtpolyphenolgehaltes  aus.”® Mit
Phloretinxyloglucosid und Phloridzin enthalten Apfel und Apfelprodukte ebenfalls
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Dihydrochalkon-Strukturen in erhohter Konzentration, welche an der enzymatischen
Braunungsreaktion beteiligt sind.®””® Im Gegensatz zu Aspalathin handelt es sich zum
einen bei Phloridzin um ein O-Glycosid und zum anderen ist der B-Ring dieser
Dihydrochalkone nur monohydroxyliert. Damit stellt die PPO einen essentiellen
Bestandteil in der oxidativen Braunungsreaktion dieser Strukturen dar. Im ersten Schritt
wird Phloridzin durch die Cresolase-Aktivitdt der PPO zu 3-Hydroxyphloridzin
hydroxyliert und anschlieBend durch die Catecholase-Aktivitadt zu o-Phloridzinchinon
oxidiert. Die weiteren Schritte der Reaktionskaskade verlaufen analog zur Bildung der
Dibenzofuran-Strukturen aus dem Aspalathinabbau Uber eine intramolekulare Michael-
Addition, Hydratisierung und Rearomatisierung zu zwei farblosen Atropisomeren. Nach
weiterer Oxidation und intramolekularem Ringschluss entstehen zwei chromophore
Strukturen die sich im Vergleich zum Rooibostee lediglich in ihrem glycosidischen
Charakter unterscheiden (Abb. 25).154180181 Dijese Strukturen wurden zuerst von Le
Guernevé et al. und Gyot et al. in Modellinkubationen charakterisiert und konnten spater
in verschiedenen Apfelsaften im Zusammenhang mit dem entsprechenden
Phloretinxyloglucosid-Produkt nachgewiesen werden.”® Weiterhin zeigen die Produkte
des Phloridzin eine pH-abhéngige Farbigkeit, wobei sie bei einem pH-Wert von 5 gelb und
bei hoheren pH-Werten eine orange Farbe zeigen.'® Neben Dihydrochalkonen ist auch
Chlorogensdure, welche das beste Substrat der Apfel-PPO darstellt, enthalten. lhre
Oxidation fiihrt zu gelb geférbten Chinonen, die Uber verschiedene Redoxwege mit
Flavonol-Monomeren zu intensiv geférbten Produkten reagiert, deren Strukturen jedoch
nicht aufgeklart wurden.*”® Zudem scheint es synergistische Effekte zwischen Phloridzin
und Chlorogensdure und Catechin in Bezug auf die enzymatische Braunungsreaktion zu

geben, wie Modellversuche von Oszmiansk et al. zeigten.?

OO O )_x

GIcO o

Phloridzin

CQOH
Dibenzofuran-Derivate

Abb. 25: Phloridzin-Abbau

Birnenfriichte (Pyrus) zeigen ebenfalls Braunungsreaktionen, die auf eine enzymatische
Oxidation der enthaltenen Phenolstrukturen zurtickgefiihrt wird. Die quantitativ
bedeutendsten phenolischen Strukturen in der Birne sind Chlorogen-, Kaffee-,
Cumaroylchina- und Cumarsdure und Arbutin (Abb. 26), wobei der Fokus der Braunung

hauptsachlich auf die Chlorogenséure und Procyanidine gelegt wird. Jedoch konnten bis
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heute in diesem Zusammenhang keine konkreten Braunungsstrukturen in der Birne
strukturell aufgeklart werden. 818

OH

OGlc

Abb. 26: Arbutin

2.2.4 Salat

Auch im Kopfsalat (Lactuca sativa var. capitata) lassen sich unter anderem
Caffeoylderivate wie Chlorogensdure oder Chicoreesaure und Flavonoide wie Quercetin-
und Luteolinglycoside als phenolische Substrate fiir eine enzymatische Oxidation
nachweisen.!® Fir die gebildeten o-Chinon-Derivate werden zwar Folgereaktionen mit
Kohlenhydraten, Proteinen oder weiteren Phenolen vermutet, die zur Bildung
hochmolekularer brauner bis rotbrauner Verbindungen in verletztem Gewebe fiihren.
Jedoch konnten bisher keine diskreten Braunungsprodukte auf Basis phenolischer
Substrate  im  Salat identifiziert werden. Neben den Polyphenol-basierten
Braunungsmechanismen konnte fir den Salat ein Brdaunungsmechanismus etabliert

werden, der auf der Strukturklasse der Sesquiterpenlactone basiert (Abb. 27).187.188

R=H Lettucenin A
R = OCH; Lettucenin A1
q (o]
o R
R=H Lettucenin B
R = OCH;,4 Lettucenin B1
e o
o R

Abb. 27: Lettucenine A, Al, B. B1

Da es sich bei Sesquiterpenlactonen um Terpenderivate handelt, geht ihre grundlegende
Struktur auf das Isopren zurtick. Dabei bilden drei Isopren-Einheiten das
Sesquiterpengrundgerust. Das entstehende Germacren A kann durch enzymatische

Reaktionen zur Germacrensdure oxidiert und anschliefend durch Hydroxylierung und
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Lactonbildung zu Costunolid reagieren. Letzteres wird als Schllsselverbindung der
Sesquiterpenlacton-Biosynthese  betrachtet. Im  Salat  konnten  bereits die
Sesquiterpenlactone Lettucenin A, Al, B und B1 nachgewiesen werden. Untersuchungen
und Farbverdiinnungsanalysen zu diesen Strukturen in gebrauntem Salat zeigten, dass die
Lettucenine A, A1, B und B1 mit 40% maRgeblich zu der Braunung im Salat beitragen. In
weiterfiihrenden Untersuchungen zu diesen Verbindungen konnte wiederum belegt
werden, dass diese ebenfalls reaktive Intermediate darstellen und im weiteren Verlauf der

Braunungsreaktion zu héhermolekularen Strukturen polymerisieren,187-18

Eine Methode, die in den letzten Jahren sehr an Bedeutung gewonnen hat, ist die
Untersuchung des Metaboloms von Pflanzen und Lebensmitteln. Dabei werden die
unterschiedlichen  Metabolit-Muster,  hervorgerufen durch die  Auswirkungen
verschiedener Umwelteinfliisse und Verarbeitungsprozesse oder der Lagerung, der Reifung
oder auch Braunungsvorgéange, untersucht und verglichen. Diese Untersuchungen tragen
zu einem besseren Verstandnis um die Veranderungen innerhalb dieser komplexen
Matrices bei und helfen, gegebenenfalls Schlisselstrukturen in diesen Prozessen zu
identifizieren. So konnte diese Methode bereits auf Tee, Apfel und Salat angewandt
werden, um Strukturklassen einzugrenzen, die im Braunungsprozess eine Rolle spielen.%-
198 Da die Braunung bei vielen Lebensmitteln zu einem Qualitatsverlust fiihrt, kann diese
Methode durch die Identifizierung von prozessrelevanten Biomarken dazu genutzt werden,

Kultivare zu ziichten, die ein geringeres Braunungspotential aufweisen.

2.2.5 Weitere pflanzliche Braunungsreaktionen

In vielen anderen Pflanzen treten ebenfalls Enzym-katalysierte Brdunungsreaktionen auf,
jedoch kénnen in den meisten Féllen keine diskreten Strukturen identifiziert werden. Bei
Kartoffelknollen (Solanum tuberosum L.) tritt durch mechanische Einwirkung auf die
Knolle wéhrend der Ernte, des Transportes oder der Lagerung die Bildung grau-
dunkelvioletter Pigmente unter der intakten Haut auf, welche als Schwarzfleckigkeit
bezeichnet wird.1%*1%4-1% Untersuchungen der isolierten Pigmente zeigten, dass bei ihrer
Bildung sowohl Chlorogenséure als auch die nucleophilen Seitenketten von Aminosduren
und Proteinen involviert sein kdnnen. Weiterhin wiesen die isolierten Pigmente DHICA-
und BT-Strukturmotive auf. Damit gelten Tyrosin, das Hauptsubstrat der Kartoffel-PPO,
und Cystein als Schltisselverbindungen fir die Schwarzfleckigkeit als gesichert.2¥-1° Wie
bei der Kartoffel zeigen sich bei der Banane (Musa) durch mechanische Einwirkungen
schwarze Melanine an Fruchtfleisch und Schale, welche sich aufgrund der

Substratspezifitdt der Bananen-PPO vermutlich von Tyramin und Dopamin ableiten
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lassen.’® 2% Dje PPO im Tabak ist in der Lage, Chlorogen- und Kaffeesaure zu ihren
jeweiligen o-Chinonen zu oxidieren, die wiederum mit Nornicotin zu einem roten Pigment
reagieren.?’! In Blumenkohlhomogenisat zeigte sich wahrend der Lagerung die Bildung
roter Kondensationsprodukte aus freien Aminosiduren und o-Chinonen, die sich im
weiteren Verlauf zu hochmolekularen braunen Verbindungen umsetzten.?? Diese
Beispiele  verdeutlichen zum einen die Vielfaltigkeit der Substrate und
Bréunungsmechanismen und den analytischen Strategien und zum anderen auch die
analytische Herausforderung und die schiere Bandbreite an noch unbekannten Strukturen,
Mechanismen und mdoglichen Interaktionen mit Aminoséuren und Proteinen, die sich nur

erahnen lassen.

Aus der Betrachtung der dargestellten Mechanismen ergeben sich drei Ansatzpunkte, um
unerwiinschten enzymatischen Braunungsreaktionen entgegenzuwirken (Abb. 28): 1. die
direkte Inhibierung der PPO, 2. die nicht-enzymatische Reduzierung der o-Chinone zu
ihren o-Hydrochinonderivaten und 3. die chemische Modifizierung oder Entfernung der

phenolischen Substrate der PPO oder entstehenden Intermediate.**?%

Kompetitive Inhibitoren ~ Chelatisierungs-Reagenzien = Sduerungsmittel

Polyphenoloxidase

/

OH OH \ [o]
PPO " pPPO " + Nuc _
—_— _— — > Melanine
H R" H R’ H R’
R R R

Monophenol o-Hydrochinon o-Chinon

Antioxidantien

Abb. 28: Inhibierungsansatze der enzymatischen Braunung nach Moon et al.?%

Viele Methoden zur Supprimierung der Brdunung setzten bei der Hemmung der PPO an.
Diese umfassen die Inhibierung des Enzyms durch Hitze oder die chemische Inhibierung
durch Sauren, die den pH-Wert vom Optimum des Enzyms entfernen, oder Chelatbildner,
die das Cu(ll) im aktiven Zentrum des Enzyms komplexieren und inaktivieren.
Antioxidantien wie Cystein unterbinden die enzymatische Oxidation oder entfernen durch
die  Adduktbildung  die  phenolischen  Substrate  aus  der  weiteren
Braunungsreaktionskaskade?®. Damit zeigt sich, dass ein Verstandnis der spezifischen
Braunungsprozesse der einzelnen Lebensmittel unabdingbar ist, um ihnen

entgegenzuwirken und die Qualitdt und die Verbraucherakzeptanz pflanzlicher
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Lebensmittel zu verbessern. So konnte auf Grundlage des Benzacridin-Bildungsweges der
Einfluss verschiedener Zutaten, wie SuRungsmittel oder Ei-Ersatz-Produkte, in der
Herstellung von Erzeugnissen, die Sonnenblumenbutter enthalten, auf die Grunfarbung

untersucht werden.204.205

Die Untersuchungen der kovalenten Interaktionen zwischen Polyphenolen und Proteinen
umfassen wie bereits erwahnt zum GroRenteil Studien zu den Interaktionen der einzelnen
Aminosduren. Diese ermdglichen zwar einen Einblick in die grundlegenden Interaktionen,
aber sie kdnnen, mangels der fehlenden strukturellen Komplexitat, die Proteine aufweisen,

nicht das vollstandige Bild dieser Interaktionen wiedergeben.
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3  Zielstellung

Die mechanistischen Vorgange wéhrend der enzymatischen Braunung sind aufgrund der
Vielfaltigkeit der mdglichen Substrate und Reaktionswege bis heute nicht abschlieRend
gekléart. Ist sie fur einige Lebensmittel zwar ein Kernbestandteil der Technologie, so steht
sie doch bei vielen pflanzlichen Lebensmitteln in Verbindung mit einem deutlichen
Qualitatsverlust und Minderung der Verbraucherakzeptanz und fuhrt zu einem
betréchtlichen wirtschaftlichen Verlust. Nur mit einem fundamentalen Verstandnis fur die
zugrunde liegenden Mechanismen und den mit ihnen einhergehenden Reaktionsprodukten
kann diesen Prozessen entgegengewirkt werden. Die der oxidativen Umsetzung der
phenolischen Substrate folgenden Reaktionen sind dabei nicht nur auf phenolische
Verbindungen beschrankt, sondern involvieren auch Aminoséuren und Proteine. Dabei
sind besonders die kovalenten Interaktionen von grofiem Interesse. Die damit verbundene
Diversitdt an Reaktanden mit den dazugehorigen Reaktionsprodukten verbunden mit den
komplexen Lebensmittelmatrices fiihren zu einer schwer erfassbaren Bandbreite an
Strukturen. Die Ergebnisse, die in dieser Dissertation prasentiert werden, sollen einen
Beitrag zu einem tieferen Verstandnis dieser Strukturen und der kovalenten Interaktionen

zwischen Polyphenolen und Aminosauren leisten.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die grundlegenden Reaktionen von Aminosauren
und Polyphenolen wéhrend der enzymatischen Br&unungsreaktion in Bezug auf die
farbigen Brdaunungsstrukturen aufzukl&ren. Dazu wurde ein auf der PPO der Nashibirne
(Pyrus pyrifolia) und auf der enzymatischen Bréunungsreaktion wéhrend der
Teefermentation, basierend auf Gallussdure und (+)-Catechin, beruhendes
Modellinkubationssystem entwickelt. Die Auswirkungen nucleophiler Aminosauren auf
das enzymatische Braunungssystem beziglich der farbigen Reaktionsprodukte wurden
anhand der Aminoséuren Arginin, Lysin und Cystein untersucht, die farbigen Strukturen
wurden isoliert, strukturell aufgeklart und ihr Beitrag zu Gesamtfarbgebung mittels
Farbverdunnungsanalyse ermittelt. Die farblosen Intermediate der Cystein-
Modellinkubationen wurden mechanistischen Inkubationen unterworfen und hinsichtlich
der Bildung farbiger Folgeprodukte, deren Isolierung und Strukturaufkldrung im Fokus

stand, mittels Derivatisierung mit OPD untersucht.

Ein weiterer Aspekt der Arbeit befasste sich mit dem oxidativen Abbau des
Dihydrochalkons Aspalathin, wobei der Fokus auf die Bildung neuartiger Abbauprodukte
und kovalenter Aminoséure-Polyphenol-Addukte gelegt wurde. Der oxidative Abbau des

Aspalathins wurde in verschiedenen Modellinkubationen unter aeroben und anaeroben
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Bedingungen durchgefiinrt und die kovalenten Interaktionen mit Proteinen und
Aminosduren anhand von bovinem Serum Albumin und Lysin betrachtet. Die Aufklarung
des Abbaumechanismus mit Hilfe von Modellsystemen wurde unter aeroben und
anaeroben Bedingungen sowie unter Generierung reaktiver Sauerstoffspezies unter
Zuhilfenahme der Dihydrochalkone Phloridzin und Phloretin durchgefiihrt. Bei der
Etablierung der Inkubationssysteme stand die Synthese authentischer Referenzstandards
im Fokus. Durch die Quantifizierung der Produkte aus diesem oxidativen Abbau in
fermentiertem und unfermentiertem Rooibostee wurden die Ergebnisse der Modellsysteme

auf reale Lebensmittelproben bertragen.
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4  Diskussion der Ergebnisse

4.1 Benzothiazine als wichtige Intermediate von

enzymatischen Braunungsreaktionen.

4.1.1 Etablierung eines Modellsystems zur Untersuchung der enzymatischen

Braunungsreaktion

Die Literatur zeigt, dass die Isolierung und Charakterisierung diskreter farbiger Strukturen
aus der enzymatischen Braunungsreaktion zwischen Polyphenolen und Aminoséauren die
Analytik vor groBe Herausforderungen stellt. Die komplexen Lebensmittelmatrices
erschweren die Isolation konkreter Verbindungen und haufig ist es der Fall, dass sich in
den Chromatogrammen der Extrakte keine gut aufgeldsten Peaks diskreter Verbindungen
zeigen, sondern sich ein chromatographischer Hugel ausbildet. Fir Tee, Rooibostee, Apfel
und Salat kann die Literatur mit konkreten Beispielen dienen, sie bilden aber die
Ausnahme,153157.175,180181.188  E(jr  dje anderen Lebensmittel, die der enzymatischen
Braunungsreaktion unterliegen, weist die Literatur jedoch verschiedene Mdglichkeiten der
Analytik auf, um auch ohne konkrete Bréaunungsstrukturen Aussagen zum Verlauf, zu
vermeintlichen Reaktionsprodukten oder zur Interaktion wvon Polyphenolen mit
Aminosduren oder Proteinen zu treffen. Den Ausweg aus dieser Problematik vermag die
Etablierung geeigneter Modellsysteme, die eine vereinfachte Analyse der komplexen
pflanzenspezifischen enzymatischen Braunungsreaktionen im Labormafstab ermdglichen,
aufzuzeigen. Dabei beschrénken sich die Reaktionen auf die im Modellsystem eingesetzten
Substrate und begrenzen damit das Produktspektrum. Eine detaillierte Beschreibung des
experimentellen Aufbaus sowie die Diskussion der Ergebnisse kann der Verdffentlichung
,Influence of Nucleophilic Amino Acids on Enzymatic Browning Systems* (Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 2019, 67, 1719-1725) entnommen werden.?®® Als
Grundlage fiir das in dieser Arbeit vorgestellte Modellsystem diente die Fermentation von
Schwarzem Tee, da diese Bréunungsreaktion wie bereits beschrieben beziiglich ihrer
Substrate und Brdunungsstrukturen zu der am besten untersuchten enzymatischen
Braunungsreaktion im Pflanzenreich zahlt.*>® Aufgrund ihrer relativ hohen Gehalte in der
Polyphenolfraktion und als Strukturbaustein in den aufgeklarten Braunungsprodukten
spielen Catechine, Catechingallate und Gallocatechine die dominante Rolle im Tee, sodass
Gallussaure (GA) und Catechin (CA) als Grundsubstrate fiir die Modellsysteme dienten. %



4 Diskussion der Ergebnisse 42

Aufgrund der Catechol-Struktur des Catechins dient dieses als Substrat fiir die in Abb. 4
dargestellte initiale Oxidationsreaktion.

In der Literatur werden drei Hauptwege fir die experimentelle Oxidation von
o-Hydrochinonen zu o-Chinonen beschrieben: 1. der Einsatz kommerziell erhdltlicher
Tyrosinase oder Peroxidase-Wasserstoffperoxid-Systeme,10°116:120.207 2 - die Verwendung
isolierter PPO aus Pflanzen bzw. der Einsatz von pflanzlichen Homogenisaten#-208209 ynd
3. die Verwendung chemischer Oxidationsmethoden. Die chemische Oxidation wird
allgemein durch die Verwendung verschiedener Oxidationsmittel wie Wasserstoffperoxid,
verschiedener  Ubergangsmetallverbindungen oder einen alkalischen — pH-Wert
ausgelost. 2856207 Auch eine Oxidation auf elektrochemischen Weg ist méglich.®* Dies bietet
zwar einen fur den experimentellen Bereich praktikablen Weg, spiegelt aber nicht die fur
Lebensmittel vorherrschenden allgemeinen Bedingungen wider, da sowohl diese
chemischen Oxidationsmittel nicht enthalten sind als auch allgemein ein saureres Milieu in
pflanzlichen Lebensmitteln vorherrscht. Ein weiterer, besonders fur die enzymatische
Braunung relevanter Aspekt, den die chemische Oxidation auBer Acht lasst, ist die
Substratspezifitat der Enzyme. Die chemische Oxidation fiihrt zu einer unkontrollierten
Oxidation der Substrate und der Folgeprodukte und ermdglicht Nebenreaktionen. Somit
hat der Einsatz von Enzympraparaten eine héhere lebensmitteltechnische Relevanz. Aber
auch bei dem Einsatz von Enzymen ist die Substratspezifitat als kritischer Faktor zu
betrachten. Unabhéngig davon, ob es sich um reine Enzyme oder Enzyme aus
Pflanzenhomogenisaten handelt, unterliegen sie jedoch alle ihrer arteigenen
Substratspezifitat und weisen unterschiedliche Aktivitaten auf, die es zu beachten gilt. Die
flr die in dieser Arbeit verwendete PPO entstammt einem aus Nashibirnen hergestellten
Homogenisat. Im Allgemeinen haben Pflanzenhomogenisate den Nachteil gegeniiber den
isolierten Enzymen, dass es sich nicht um reine Enzymldsungen handelt und andere
Inhaltstoffe stérende Nebenreaktionen in den Modellsystemen auslésen kénnen. Die
Nashibirne weist jedoch sehr geringe Gehalte an phenolischen Verbindungen auf, die an
der enzymatischen Braunungsreaktion teilnehmen konnen.?’® Die HPLC-DAD-Analyse
des Homogenisats zeigte ebenfalls keine detektierbaren phenolischen Strukturen oder
farbigen Produkte, sodass eine Stérung im Verlauf der enzymatischen Braunungsreaktion
in den Modellsystemen ausgeschlossen werden konnte. Neben der PPO kdnnen auch
weitere Enzyme wie Peroxidasen oder andere duRere Faktoren wie Co-Faktoren in Form
von redoxaktiven Metall-lonen oder andere Redoxmediatoren im Homogenisat enthalten
sein. Diese kdnnen den Verlauf der Reaktion beziiglich der Reaktionsgeschwindigkeit und

des Produktspektrums beeinflussen. Da der Vergleich des Homogenisats mit einer reinen
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PPO-Enzym-L&sung das gleiche Produktspektrum lieferte, wurde dieser Ansatz nicht
weiter betrachtet. Weiterhin zeigt die Nashi-PPO eine vergleichsweise hohe
Enzymaktivitét, weshalb sie insgesamt eine kostengunstige, dennoch sehr effektive PPO-
Quelle darstellt.?°
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Abb. 29: Enzymatische Bildung von PGA und TA

Das initiale Modellsystem bestand somit aus einer Mischung aus 10 mM GA und 10 mM
CA in Nashibirnenhomogenisat bei pH = 6,5. Nach Zugabe des Enzyms begann
unmittelbar die Bildung einer gelb-braunlichen Verfarbung. Dieses System fiihrte sofort
nach Beginn der Inkubation zu den bereits aus der Teefermentation bekannten
Hauptprodukten Purpurogallin-4-carbonséure (PGA) und Theaflavinsaure (TA) (Abb. 29)
und zur Ausbildung eines chromatographischen Hugels. Wie aus der Teefermentation
bereits bekannt ist, handelte es sich bei diesen Strukturen lediglich um reaktive
Intermediate, die sich im weiteren Reaktionsverlauf zu héhermolekularen Strukturen unter
dem chromatographischen Hiigel umsetzten. Mit Hilfe der Farbverdiunnungsanalysen
konnten die Anteile einzelner Strukturen an der Gesamtfarbe iber den Inkubationsverlauf
bestimmt werden (Abb. 30). Der Anstieg des Farbverdiinnungsfaktors (CDiota) Uber den
Inkubationsverlauf belegt die Intensivierung der Verfarbung mit Fortschreiten der
Inkubation. Nach einer Stunde Inkubationszeit besall TA mit 62% den Hauptanteil an der
Inkubationsfarbe. Mit fortschreitender Inkubationsdauer und dem damit einhergehenden

Abbau der TA und der Ausbildung des chromatographischen Hiigels verschieben sich die
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Verhéltnisse. So machen nach 24 h Inkubationsdauer allein die hochmolekularen
Strukturen unter dem Hugel einen Anteil von 23% an der Gesamtfarbe aus. Aufgrund der
irreversiblen Adsorption an der fiir die Fraktionierung der Extrakte beteiligten stationéren
Phase ist eine Wiederfindung von 100% der farbigen Strukturen (ber die

Farbverdinnungsanalyse nicht moglich.
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Abb. 30: Farbverdiinnungsanalysen der GA-CA-Inkubationen nach 1 h (A) und 24 h
(B)

4.1.2 Einfluss von Aminosauren auf den Verlauf der enzymatischen

Braunungsreaktion im Modellsystem

Im Zentrum der enzymatischen Braunungsreaktion steht die Michael-Addition eines
Nucleophils an ein o-Chinon. So wurden Arginin, Lysin und Cystein, Aminosduren mit
stark nucleophilen Seitenketten,?!*2® als zusatzliche nucleophile Komponente dem
etablierten Modellsystem jeweils in dquimolaren Mengen zugesetzt. Die Aminoséuren
Arginin und Lysin zeigten jeweils keinen Einfluss auf das Modellsystem in Bezug auf
sowohl den Reaktionsverlauf als auch auf die Reaktionsprodukte und die Verfarbung des
Systems. Es konnten auch keine Aminoséure-Polyphenol-Addukte detektiert werden. Die

Cystein-haltige Inkubation zeigte jedoch einen veranderten Inkubationsverlauf. Mit Beginn
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der Inkubation kam es weder zu einer Farbbildung noch zur Entstehung von PGA und TA,
sondern es bildeten sich die farblosen Cystein-Addukte 2"-Cysteinyl-Catechin (A1) und 5"-
Cysteinyl-Catechin (A2) (Abb. 31). Die Struktur dieser Addukte wurde bereits von Richard
et al. wahrend der enzymatischen Oxidation von Catechinen mit Cystein nachgewiesen.?®
Jedoch konnte die Bildung von 6”- und 2°,5"-Adukkten, wie sie in Tyrosinase-katalysierten
Modellinkubationen von DOPA mit Cystein entstanden, in dem vorgestellten
Inkubationssystem nicht detektiert werden.

OH OH
OH OH
NH,
HO o
s
COOH
OH
OH A2

Abb. 31: Cysteinyl-Catechine Al und A2

NH,

HOOC

OH A1

Aus diesen Verldufen wurde ein grundlegender Unterschied in den Reaktivitdten der
nucleophilen Aminosdureseitenketten unter den gewahlten Inkubationsbedingungen
deutlich. Allgemein gelten die Thiol-Gruppe des Cysteins, die e-Aminofunktion des Lysins
und die Guanidino-Gruppe des Arginins als relativ starke nucleophile Seitenketten. Auch
konnten bereits Addukte von Polyphenolen mit Proteinen (ber ihre Lysin- und
Argininseitenketten in Molkenproteinen nachgewiesen werden.?":24 Jedoch zeigte eine
Untersuchung der Nucleophilie der Aminoséuren, dass die Thiol-Gruppe des Cysteins eine
deutlich hohere Nucleophilie und Reaktivitat aufweist.?!! Die Untersuchungen von Li et al.
zur Modifizierung eines elektrochemisch generierten o-Chinons durch Thiol-, Amino- und
Guanidino-Gruppen unter physiologischen pH-Wert zeigte eine mindestens 10°-fach
hohere Reaktivitat der Thiol-Gruppe gegentiber den anderen nucleophilen Funktionen.% In
diesem Zusammenhang muss auch der pH-Wert des Systems als kritischer Punkt betrachtet
werden. Dieser ubt einen maRgeblichen Einfluss auf die Nucleophilie der Aminoséuren
aus. Das leicht saure Milieu des Inkubationssystems spiegelt die reale Situation in den
meisten pflanzlichen Lebensmitteln wider und bildet zudem das pH-Optimum der PPO.
Ein basischer pH-Wert dagegen geht bei den basischen Aminoséuren Lysin und Arginin
mit einer starkeren Nucleophilie einher,%?12215 sodass fiir die allgemeine Betrachtung der
Interaktion von oxidierten Polyphenolen mit diesen Aminoséuren ein Inkubationssystem
tiber eine Oxidation durch ein stark basisches Milieu zielfiihrend ware. Dies ist jedoch fiir

die Betrachtung von realen pflanzlichen Lebensmitteln und fur die weiteren
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Untersuchungen nicht von Relevanz. Nach 3 h setzte der Abbau von Al und A2 und die
Bildung der zwei neuartigen farblosen Dihydrobenzothiazincarbonsaure-Derivate 8-(3,5,7-
Trihydroxy-3,4-dihydro-2H-chromen-2-yl)-5-hydroxy-3,4-dihydro-2H-benzothiazin-3-
carbonsdure (B1) und 7-(3,5,7-Trihydroxy-3,4-dihydro-2H-chromen-2-yl)-5-hydroxy-3,4-
dihydro-2H-benzothiazin-3-carbonséure (B2) ein (Abb. 32).

COOH

NH COOH
S

OoOH B1 OH B2

Abb. 32: Dihydrobenzothiazincarbonsduren B1 und B2

Die Entstehung von B1 und B2 ging zudem mit der Ausbildung eines chromatographischen
Higels und der Ausbildung einer rot-braunen Farbe einher. Daraus folgt, dass die
Dihydrobenzothiazincarbonsaure-Strukturen B1 und B2 lediglich reaktive Intermediate im
enzymatischen Bréunungsverlauf dieses Inkubationssystems sind. Diese setzte sich zu
hochmolekularen farbigen Verbindungen um, wie es aus dem Verlauf der
Phaomelanogenese bereits bekannt ist.!?® In ihren Untersuchungen beschrieb die
Arbeitsgruppe von Richard ebenfalls die Entstehung farbiger Verbindungen, wies dieser
Farbigkeit jedoch keine konkreten Strukturen zu.?®® Im Zusammenhang mit der Farbe
entstanden zusatzlich PGA und TA, die ebenfalls einen Anteil an der Gesamtfarbe der
Inkubation haben. Nach 8 h wies der chromatographische Higel den Hauptanteil an der
Gesamtfarbe mit 41% auf, wahrend TA einen Anteil von 2% hatte. Nach 24 h erhéhte sich
der Anteil des chromatographischen Hiigels auf 53%, wobei hier nur noch PGA zusétzlich
mit 3% zur Gesamtfarbe beitrug (Abb. 33).
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Abb. 33: Farbverdiinnungsanalysen der GA-CA-Cystein-Inkubationen nach 8 h (A)
und 24 h (B)

Angelehnt an die Reaktionsmechanismen der Phdomelanogenese wurde ein Mechanismus
flr die Bildung von B1 und B2 postuliert (Abb. 34). Ausgehend von der enzymatischen
Oxidation des Catechins zum o-Chinon erfolgt ein nucleophiler Angriff der Thiol-Gruppe
des Cysteins, welcher zu den 2" - und 5"-Cysteinyl Addukten Al und A2 flhrt. Die Bildung
dieser Produkte erfolgte zu Beginn der Inkubation beinahe quantitativ, sodass nach einer
Stunde bereits 18% Al und 31% A2 gebildet wurden, wahrend der Gehalt an Catechin um
51% abnahm (Abb. 35). Als Grund fiur diesen Unterschied ist die starkere sterische
Hinderung eines Angriffs an C-2° im Vergleich zu C-5" zu sehen. Der fir den
intramolekularen Ringschluss notwendige zweite nucleophile Angriff durch die Amino-
Gruppe setzt eine erneute Oxidation zum o-Chinon voraus. Aus der Literatur ist bekannt,
dass Cystein-Addukte von Polyphenolen nicht als Substrate von PPOs erkannt werden.
Durch Einzelinkubationen von Al und A2 in Nashibirnenhomogenisat, bei denen sich
keine Umsetzung der Addukte feststellen lie, konnte auch diese Eigenschaft fur die
vorliegenden Strukturen bewiesen werden. Erst durch Zugabe von Catechin zur PPO
konnte die Weiterreaktion erfolgen. Catechin wird durch die PPO zum o-Chinon oxidiert
und fungiert wiederum als Oxidationsmittel fir die Cystein-Addukte zum jeweiligen
Cysteinyl-Chinon. Es wird im Gegenzug reduziert und kann erneut enzymatisch oxidiert
werden.
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Abb. 34: Bildungsmechanismus von B1 und B2 aus CA und Cystein

Dieses Redoxcycling ist ein bekanntes Reaktionsmuster in der Fermentation von
Schwarzem Tee, bei der beispielsweise Gallo-substituierte Phenole  wie
Epigallocatechingallate zur Bildung der Theaflavin-Chromophore oxidiert werden
missen.* Aus dem intramolekularen Ringschluss gehen die jeweiligen Chinonimine
hervor. Uber die Reduktion durch ein o-Hydrochinon wie Catechin oder den Cysteinyl-
Addukten erfolgt schlieRlich die Bildung der isolierten Dihydrobenzothiazinderivate B1
und B2. Weiterhin kann Cystein unter den vorherrschenden oxidativen Bedingungen leicht
zum Cystin oxidiert werden, welches wiederum als potentieller Redox-Partner fungieren
kann. Das gleichzeitige VVorhandensein von Catechin und der PPO als Schlusselfaktor des
gesamten Redoxprozesses konnte Uber Einzelinkubationen, in denen nur eine dieser
Komponenten enthalten war, nachgewiesen werden. Gallussaure zeigte wahrend des
gesamten Inkubationsverlaufs einen sehr geringen Umsatz und hat offensichtlich keinen
Einfluss auf die Bildung der Dihydrobenzothiazinderivate. Der offensichtliche
mechanistische Zusammenhang zwischen Al und B1 sowie zwischen A2 und B2 zeigte
sich ebenfalls in den Gehalten. Dabei wies B2 mit 20% einen deutlich hoheren Gehalt als
B1 mit 5% nach 3 h Inkubationsdauer auf. Im Weiteren zeigte das Inkubationssystem eine
deutliche Abhangigkeit vom Konzentrationsverhaltnis von Catechin und Cystein, welches
ebenfalls von Richard et al. in ihren kinetischen Untersuchungen zu den Reaktionen von
verschiedenen Catechinen mit Cystein nachgewiesen wurde und sich aus dem postulierten

Mechanismus ableiten lsst.2%°
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So fiihrt ein Uberschuss der Aminoséure zu einer verstarkten Bildung der Cystein-Addukte,
wohingegen es kaum zu einer Bildung der Thiazin-Derivate und zu keiner Veradnderung
der Inkubationsfarbe kommt. Die starke Nucleophilie der Thiol-Gruppe bedingt, dass eine
Adduktbildung zwischen dem o-Chinon und Cystein vor einer mdglichen Dimerisierung
erfolgt.**® Der Uberschuss an Cystein fangt effektiv das oxidierte Catechin ab, wodurch das
fur die Thiazin-Bildung benétigte Oxidationsmittel nicht mehr zur Verfugung steht.
Folglich fordert ein Verschieben des Konzentrationverhaltnisses zugunsten des Catechins

die Bildung der Thiazin-Derivate und es erfolgt die Bildung der rotbraunen Farbe.
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4.1.3 Weiterfihrende Reaktionen der Dihydrobenzothiazincarbonsaure-

Derivate und Charakterisierung der Reaktionsprodukte

Die verschiedenen farblosen Thiazinderivate gelten als letzte stabile, isolierbare Strukturen
in der Phaomelanogenese. Damit zahlen auch die isolierten
Dihydrobenzothiazincarbonsédure-Derivate B1 und B2 zu den Schlisselintermediaten in
der  weiteren  Bildung farbiger  Strukturen innerhalo  des vorliegenden
Inkubationssystems.*?® So beweist allein die unterschiedliche Farbung der verschiedenen
Inkubationssysteme den Einfluss des Cysteins und der damit verbundenen Entstehung von
B1 und B2 auf den Verlauf der enzymatischen Braunungsreaktion und die Entstehung
farbiger Verbindungen. Im Verlauf der Phdomelanogenese konnen die Thiazin-Derivate
unterschiedlichen Folgereaktionen wie Decarboxylierungen, Ringkontraktion oder
Polymerisierungsreaktionen unterliegen und schlie8lich zu komplex aufgebauten farbigen
Melaninen fiihren.*® Aus dem etablierten Inkubationssystem war keine Isolierung farbiger
Intermediate maoglich, da es sich bei diesen Strukturen um hochreaktive Verbindungen
handelt und sie sich wie in den Farbverdinnungsanalysen ersichtlich zu hochmolekularen
farbigen Produkten unter dem chromatographischen Hiigel umsetzen. Zur Isolierung und
Charakterisierung wurden weiterfiihrende Inkubationen von B1 und B2 durchgefhrt. Eine
detaillierte Beschreibung des experimentellen Aufbaus sowie die Diskussion der
Ergebnisse kann der Veroffentlichung ,,Benzothiazines as Major Intermediates in
Enzymatic Browning Reactions of Catechin and Cysteine* (Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 2021, 69, 15345-15353) entnommen werden. B1 und B2 wurden zu
unterschiedlichen pH-Werten inkubiert. Ein basisches Milieu (pH 10,8) fiihrte zu einem
sofortigen vollstdndigen Abbau der Thiazine und einer sofort einsetzenden violetten
Verfarbung der Inkubation. Dabei konnten aufgrund der zu starken oxidativen
Bedingungen im Alkalischen keine diskreten farbigen Strukturen detektiert werden. Im
neutralen und sauren Milieu hingegen erfolgte der langsame Abbau von B1 und B2 und die
stetige Bildung der zwei neuartigen decarboxylierten Dihydrobenzothiazin-Derivate 8-
(3,5,7-Trihydroxy-3,4-dihydro-2H-chromen-2-yl)-5-hydroxy-3,4-dihydro-2H-

benzothiazin (C1) und 7-(3,5,7-Trihydroxy-3,4-dihydro-2H-chromen-2-yl)-5-hydroxy-
3,4-dihydro-2H-benzothiazin (C2) (Abb. 35). Initialschritt dieser Decarboxylierung ist die
Oxidation der Thiazine zum jeweiligen Chinonimin. Die darauffolgende p-
Decarboxylierung wird durch das vinyloge System unter sauren Bedingungen beglinstigt
(Abb. 36). Mit sinkendem pH-Wert erfolgte dabei eine schnellere Decarboxylierung,
sodass bei pH = 1,3 nach 24 h B1 und B2 sich vollstandig umgesetzt hatten und dabei eine
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Umsatzrate von 30% erreicht wurde. In einem finalen Schritt erfolgt eine Reduktion zu den
isolierten Dihydrobenzothiazin-Derivaten.
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Abb. 36: Decarboxylierung von B1 und B2 zu C1 und C2

Die Decarboxylierung ist ein bedeutender Reaktionsweg im Verlauf der
Ph&omelanogenese, bei der der decarboxylierte Weg um 85% dem carboxylierten mit 15%
bevorzugt wird und zusétzlich unabhéngig vom Oxidationsmittel ist. Unter biologisch
relevanten Bedingungen ist die Decarboxylierung der dominierende Weg.}*® Die
Phaomelanogenese ist eine pH-abhangige Reaktionskaskade, die in Abhéngigkeit vom pH-
Wert des Milieus zu farblich-differenzierten Produkten fiihrt.?!® Dieses Merkmal der
Phaomelanogenese spiegelte sich in den unterschiedlichen Farbungen bei verschiedenen
pH-Werten wider: die basische Inkubation zeigte eine stark violette Farbung, wohingegen
sich mit sinkendem pH-Wert eine intensivierende rote Farbung ausbildete. Dies weist auf
die Entstehung unterschiedlich gefarbter Strukturen, vergleichbar den Trichochromen, die
ebenfalls pH-abhangige Absorptionsmaxima aufweisen, hin.!*” Jedoch konnten solche
Strukturen in den vorliegenden Inkubationssystemen weder isoliert noch nachgewiesen

werden.

Zur Isolierung farbiger  Strukturen wurden Inkubationen mit OPD als
Derivatisierungsreagenz durchgefiihrt. OPD ist ein etabliertes Reagenz zur Stabilisierung
reaktiver a-Dicarbonyle aus dem Kohlenhydrat-Abbau?"-?8 und verschiedenster reaktiver
Intermediate  wie  2-Acetyl-1-pyrrolin,?®  farbiger = Dibenzofuran-Derivate im
Fermentationprozess  von Rooibostee!”  und  farbiger  Strukturen im
Teefermentationsprozess?? durch die Bildung der jeweiligen Chinoxalin- bzw. Phenazin-
Derivate. Zudem weist OPD als Stickstoff-analoges o-Hydrochinon eine hohe
Redoxaktivitat auf, sodass es in der Lage ist, den oxidativen Abbau der Thiazine

weiterzutragen.
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Abb. 37: Inkubationen von B1 (A) und B2 (B) mit OPD nach 0 h und 24 h mit den
Produkten P1 — P4 und dem chromatographischen Higel (H)

In der vorliegenden Arbeit wurden Al und A2 bzw. B1 und B2 mit einem Uberschuss OPD
inkubiert, um die mdglichen reaktiven farbigen Intermediate in der Farbbildung zu
stabilisieren (Abb. 37). Die Inkubationen fuhrten zwar alle zu einer Verfarbung, dennoch
zeigten Al und B1 im Vergleich zu A2 und B2 trotz ihrer strukturellen Ahnlichkeit ein
vollstdndig unterschiedliches Reaktionsverhalten. Die Inkubation von B1 fiihrte zwar zur
Entstehung des chromatographischen Hugels, jedoch zu keinen diskreten Signalen. Die
Umsetzung von B2 fiihrte ebenfalls zur Entstehung des chromatographischen Higels und
zusétzlich zu vier diskreten Signalen (P1 — P4), die Absorptionsmaxima uber 400 nm
aufwiesen. Durch die hohe Redoxaktivitat ist OPD anfallig fir verschiedenste
Nebenreaktionen.?!"?8 Um die Mdglichkeit der Bildung von Reaktionsprodukten aus der
direkten Reaktion von B2 mit OPD und die Bildung von Artefakten aus dem weiteren

oxidativen Abbauprozess der OPD-Derivate auszuschlielen, wurden Einzelinkubationen
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der Cystein-Addukte mit Nashi-PPO und Catechin durchgefiihrt und zusétzlich mit OPD
nachinkubiert.

Die Nachinkubationen von Al fiihrte wie zu erwarten zu keinen diskreten Signalen und
somit wurden Al bzw. B1 fiur die weiteren mechanistischen Betrachtungen nicht weiter
beriicksichtigt. Die farbigen Produkte aus dem Abbau von Al bzw. B1 kénnen somit durch
OPD nicht abgefangen werden. Die Inkubation von A2 fiihrte mit Bildung von B2
zeitgleich zu der Bildung von P2 und P4 in der Nachinkubation nach 3 h mit OPD. Dabei
entstand P4 nur im Spurenbereich, sodass eine Isolation nicht mdglich war. Diese
Nachinkubation mit OPD fiihrte zu einer marginalen Abnahme von B2 um weniger als 3%,
wodurch eine direkte Reaktion von B2 mit OPD zur Bildung dieser Produkte
ausgeschlossenen werden kann. Die Produkte P1 und P3 waren ausschlief3lich in den 24 h
Nachinkubationen nachweisbar und konnten als direkte Abbauprodukte von P2
nachgewiesen werden, sodass es sich bei diesen zwei Produkten lediglich um
Folgeprodukte aus der OPD-Derivatisierung von B2 und nicht um derivatisierte
Verbindungen aus der Reaktion der Thiazine handelt. Die isolierte Struktur P2 wurde als
(12E)-5,5"-Dioxo-11a,11a"-bis(3,5,7-trihydroxy-3,4-dihydro-2H-chromen-2-yl)-

3,3,4,4" 5a,5a",6,67,11,11",11a,11a"-dodecahydro-2H,2"H,5H,5" H-12,12" -
bi[1,4]thiazino[2,3-b]phenazin-3,3"-dicarbonsdure identifiziert (Abb. 38). Auf Grundlage
der bekannten Thiazinstruktur und den bekannten Reaktionsmechanismen aus der
enzymatischen  Bréunungsreaktion und  Ph&omelanogenese  wurde folgender
Reaktionsmechaninus fiir B2 postuliert (Abb. 39).

Abb. 38: Struktur von P2

Auch hier bildet die Oxidation der Dihydrobenzothiazincarbonsdure zum Chinonimin den
Initialschritt des Mechanismus. Auf die Bildung des Chinonimins folgt ein nucleophiler
Angriff eines zweiten B2-Molekdls in seiner reduzierten Form in para-Position der

Carbonyl-Funktion unter Bildung einer stabilen C-C-Bindung. Dieser oxidativen
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Kupplung schliet sich eine Umlagerung unter Rearomatisierung des entstehenden Dimers
an. Der Mechanismus der oxidativen Kupplung ist ein bekannter und gut untersuchter
Reaktionspfad im Verlauf der Teefermentation und der Phdomelanogenese. Da es sich bei
dem gebildeten Dimer immer noch um ein Stickstoff-analoges o-Hydrochinon handelt,

kann dieses erneut leicht zum Chinonimin aufoxidiert werden. Nun folgen zwei

nucleophile Angriffe der Amino-Gruppen von OPD. Der erste Angriff muss aufgrund der

sterischen Hinderung der meta-Position in ortho-Position zur Carbonyl-Funktion erfolgen.

Allerdings scheint diese sterische Hinderung des zweiten nucleophilen Angriffs durch den

intramolekularen Ringschluss kompensiert zu werden. Eine weitere Oxidation und

Reaktion mit OPD mit dem zweiten Thiazin-Monomer und ein letzter Oxidationsschritt des

vollstdndigen Dimers fiihren zum finalen Produkt P2.
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Abb. 39: Oxidative Dimerisierung von B2 und Derivatisierung mit OPD

Im Allgemeinen erfolgt die Derivatisierung mit OPD von «a-Dicarbonylen zu den
jeweiligen Chinoxalin- und von o-Chinonen zu den entsprechenden Phenazin-Derivaten.
Jedoch muss die Reaktion von OPD mit o-Chinonen kritisch betrachtet werden, da es sich

bei den 0-Chinonen ebenfalls um sehr redoxaktive Strukturen handelt und nur in speziellen
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Fallen eine Derivatisierung erfolgt.}’>#17.218220  So  fijhrten  beispielsweise
Stabilisierungsversuche des Kaffeesdaure-Chinons zu einem Phenazin-Derivat von Rizzi et
al. lediglich zur Bildung eines Diiminotetrahydrophenazin-Derivates.”” In den hier
durchgefuhrten Untersuchungen erlaubte die Konstitution des oxidierten Dimers den
nucleophilen Angriff von OPD, verhinderte aber die Rearomatisierung zum Chinoxalin.
Die sterische Hinderung von B1 an diesen Punkten vermag zu erklaren, warum keine
Derivatisierung dieser Struktur durch OPD stattfand. Durch die Blockade der
Angriffspunkte konnte ein alternativer Derivatisierungsmechanismus fiir OPD formuliert
und ein farbiges Intermediat in der oxidativen Reaktionsabfolge der
Dihydrobenzothiazincarbonséduren isoliert werden. Die oxidative Kupplung ist ein
etablierter Reaktionsweg in der Reaktionskaskade der enzymatischen Braunung. Die
Aufklarung diskreter Strukturen ist auf einige pflanzliche Lebensmittel wie Tee,
Rooibostee oder Apfel beschrankt. Hier konnten aus den zugrundliegenden CA- bzw.
Dihydrochalkon-Derivaten die resultierenden Theaflavin- bzw. Dibenzofuran-Derivate als
reaktive, farbige Intermediate strukturell aufgeklart werden.157:165175.180.181 |n Bezug auf die
Bildung farbiger Produkte in Folge einer kovalenten Interaktion zwischen phenolischen
Verbindungen und Aminosauren liefert die Literatur allein mit der beschriebenen
Melanogenese und Benzacridin-Bildung konkrete Strukturen.®111%4 Im Verlauf der
Phdomelanogenese werden die DHBTC-Derivate als letzte isolierbare Intermediate
betrachtet, die anschlieBend vielféltige Folgereaktionen wie Decarboxylierung,
Ringverkleinerung zu Thiazol-Derivaten und Polymerisierungsreaktionen eingehen
kdénnen, wobei die Dimerisierung durch oxidative Kupplung ein gelaufiges
Reaktionsmuster im oxidativen Abbauprozess der DHBT-Strukturen ist, 100117120
Napolitano et al. gelang bereits die Isolierung und Strukturaufklarung verschiedener C-C-
und C-O-verknupfter Oligomere.'?® Die dabei durchgefiihrte Reduktion mittels NaBH,
stellt eine alternative Derivatisierungsmethode dar und wére damit auch flr die in dieser
Arbeit dargestellten Inkubationssysteme denkbar. Auch die Dimerisierung Uber einen
Cycloadditions-Mechanismus mit anschlieBender Ringdffnung unter sauren Bedingungen,
die zur Bildung Trichochrom-&hnlicher Strukturen fuhrt, wie sie Constantini et al.
beschrieben haben, scheinen ebenfalls moglich.®?” Die pH-Abhangigkeit der
Inkubationsfarbe und die Entstehung farbiger Verbindungen unter den
chromatographischen Hiigeln deuten auf weitere farbige Intermediate in der
Reaktionskaskade hin. Denkbare Strukturen wéren eben solche Trichochrom-ghnlichen

Verbindungen, die ebenfalls eine pH-abhéngige Farbigkeit aufweisen.
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Fur die in dieser Arbeit beschriebenen DHBTCA-Derivate konnten die Decarboxylierung
und nach der Derivatisierung die Dimerisierung strukturell nachgewiesen werden. Der
Nachweis des noch nicht oder nicht vollstdndig derivatisierten Dimerisierungsprodukts
ware der abschlielende Beweis gewesen, dass die Dimerisierung vor der Derivatisierung
erfolgt, jedoch war dies nicht mdglich. Weiterhin konnten in den gesamten Inkubationen
keine Addukte aus OPD und den DHBTCA-Monomeren als Intermediate nachgewiesen
werden. Zudem bestarkt die anscheinend nicht erfolgte Derivatisierung von Bl diese
These. Eine hypothetische Dimerisierung von B1 wiirde zu einer sehr starken sterischen
Hinderung der darauffolgenden nucleophilen Angriffe des OPDs fiihren. Um diese These
abschlielend zu beweisen, waren weitere Untersuchungen der Inkubationen zu potentiellen
Intermediaten wie den Thiazin-OPD-Monomeren oder dem noch nicht vollstdndig

derivatisierten Dimer mit OPD beispielsweise mittels LC-MS notwendig.

Das vorliegende auf NashiPPO/O; und CA basierende Inkubationssystem ist mit dem von
Richard et al. eingesetzten Inkubationssystem basierend auf der Apfel-PPO in Bezug auf
Reaktionsverlauf und -produkte vergleichbar.2%82 Dije Systeme, die vorwiegend zur
Untersuchung der Phdaomelanogenese eingesetzt werden, sind auf Tyrosinase/O, oder
Peroxidase/H,0, basierende Systeme. Dabei wird das Peroxidase/H,0O.-System als das
bedeutende Enzymsystem bezuglich der Melanogenese angesehen, da Cystein-substituierte
Polyphenole nicht durch die PPOs als Substrat erkannt werden. Somit ist ein zusatzlicher
Redoxcycler, dessen Rolle Nashi-PPO/CA in den vorgestellten Untersuchungen
ubernehmen, notwendig. Solche Systeme besitzen in pflanzlichen Lebensmitteln jedoch
keine grolle Relevanz, was die grundlegende Anwendbarkeit und Bedeutung der in dieser
Arbeit vorgestellten Systeme unterstreicht. Um die Modellsysteme auf andere pflanzliche
Lebensmittel anwenden zu kdnnen, lassen sich die Systeme beziiglich der jeweiligen PPOs
und eingesetzten Substrate modifizieren und ein abschlieBender Schritt ware die
Anwendung der Modellsysteme auf reale Lebensmittel. Die Anwendung von
Thiolverbindungen wie Glutathion und Cystein als Reagenzien zur Inhibierung der
enzymatischen Braunungsreaktion beruht hauptsiachlich auf der Bildung farbloser
Addukte, die kein Substrat fiir die PPO darstellen. Jedoch zeigen die Ergebnisse von
Richard et al. und der vorliegenden Arbeit, dass dies in Abhangigkeit zur
Cysteinkonzentration und damit zur Konzentration moglicher Redoxcycler zu betrachten
ist, da es in letzter Konsequenz trotzdem zu einer unerwiinschten Farbbildung kommen

kann.209
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4.2 Untersuchungen zum oxidativen Abbau von

Aspalathin im Rooibostee zu Dihydrokaffeesaure

Aus dem allgemeinen Reaktionsverlauf der enzymatischen Braunung und den bereits
vorgestellten Reaktionsmechanismen ist ersichtlich, dass die Bildung von o-Chinonen die
zentrale Rolle spielt. So drehen sich auch die bereits bekannten Abbaumechanismen von
Aspalathin, der Hauptphenolstruktur des Rooibostees, um die Bildung des o-Chinons als
zentrales Intermediat und fuihren zu den bereits bekannten Strukturen Orientin, Isoorientin,

diversen Dimerisierungsprodukten und farbigen Dibenzofuran-Strukturen. (Abb. 23)

Um das Spektrum der Aspalathin-basierten Abbauprodukte zu erweitern und genauere
Einblicke in die Abbaumechanismen zu erlangen, wurde der Abbau des Aspalathins unter
aeroben und anaeroben Bedingungen und in der Anwesenheit von Lysin als zusatzlichen
nucleophilen Reaktionspartner untersucht. Eine detaillierte Beschreibung des
experimentellen Aufbaus sowie die Diskussion der Ergebnisse kann der Veroffentlichung
,,Oxidative Fragmentation of Aspalathin Leads to the Formation of Dihydrocaffeic Acid
and the Related Lysine Amide Adduct* (Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2020,
68, 13111-13120) entnommen werden. Die Inkubation unter oxidativen Bedingungen
flhrte zur Bildung von Dihydrokaffeesdure (DHC), deren Bildung mittels eines
authentischen Referenz-Standards Gber HPLC-DAD und GC-MS nach erfolgter
Silylierung verifiziert wurde (Abb. 40).
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Abb. 40: Dihydrokaffeesdure (DHC) und das Lysin-Amid (DHCA)

Die aeroben Inkubationen zeigten einen unmittelbar einsetzenden Abbau von Aspalathin
und die bereits bekannte Farbbildung (Abb. 41). Der Aspalathin-Abbau wurde durch die
sofortige Bildung von DHC begleitet und erreichte nach vier Tagen ein Maximum von
8 mol-%. Diese Struktur ist aufgrund der zugrunde liegenden leicht oxidierbaren
o-Hydrochinon-Struktur nicht stabil unter den herrschenden oxidativen Bedingungen,
sodass die Konzentration an DHC im weiteren Verlauf der aeroben Inkubation abnahm.
Die anaeroben Inkubationen zeigten weder eine Farbbildung noch die Bildung von DHC,
wodurch die Bildung von DHC im Zusammenhang mit dem oxidativen Abbau von

Aspalathin steht. Die Bildung von DHC wurde bereits von Muller et al. als mdgliches
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Fragmentierungsprodukt des Aspalathins vorgeschlagen.?> Zudem zeigten anaerobe
Inkubationen von Isoorientin mit menschlichen Darmbakterien die Bildung eines
Intermediates aus der Hydrierung der 2,3-Doppelbindung und Spaltung der
C-glycosidischen Bindung des gebildeten Eriodyctiols, welches tber Ringspaltung zu
DHC und Phloroglucinol fiihrt.??2 Jedoch konnte kein schlissiger Bildungsmechanismus

fur die Bildung von DHC unter aeroben Bedingungen aufgezeigt werden (Abb. 42, A).
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Abb. 41: Umsatz von Aspalathin in Anwesenheit von Lysin: Aspalathin (@),
Gesamtabsorption der Inkubation bei A =420 nm (A), DHC (H), und DHCA (V)

Der tber die Entstehung des o-Chinons vermittelte Bildungsweg, wie er bereits fiir die
bekannten Reaktionsprodukte von Aspalathin beschrieben wurde, konnte dahingehend
ausgeschlossen werden, da dieser Reaktionspfad zu Kaffeeséure fuhren wiirde, welche in
keiner Inkubation detektiert wurde (Abb. 42, B). Zudem konnte das von Muller et al.
postulierte Gegenstuck der Spaltung, Phloroglucinol, in keiner Inkubation nachgewiesen
werden. Auch andere bekannte Reaktionspfade phenolischer Verbindungen, wie die von

Anthocyanen bekannte hydrolytische p-Dicarbonylspaltung der nach erfolgter
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hydrolytischer Ring-Offnung entstandenen Dicarbonyl-Struktur (Abb. 42, C)??® und die
durch die Oxidation von Dihydrochalkonen eingeleitete Retro-Aldol-Spaltung (Abb. 42,
D),%* konnten nicht fiir die Bildung von DHC in Betracht gezogen werden.
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Abb. 42: Postulierte Abbauwege des Aspalathins

Die Bildung reaktiver Carbonyl-Strukturen ist sowohl in der Polyphenol-Chemie als auch
in der Kohlenhydrat-Chemie im Zuge der Maillard-Reaktion ein bekanntes
Reaktionsmotiv. Die quantitativ bedeutendsten Fragmentierungsmechanismen umfassen
hier die hydrolytische pg-Dicarbonyl-Spaltung und die oxidative «-Dicarbonyl-
Spaltung.?®%? Beide Reaktionspfade filhren tber die Spaltung der C-C-a-Bindung zur
Bildung von Carbonsauren durch einen nucleophilen Angriff. Jedoch stitzt sich die -
Dicarbonyl-Spaltung nicht auf die zwingend erforderlichen oxidativen Bedingungen, wie
sie die Inkubationen aufzeigen, sodass dieser Weg ausgeschlossen wurde. Die oxidative
a-Dicarbonyl-Spaltung beruht auf der Einbindung molekularen Sauerstoffs in die
Molekulstruktur als Schlisselreaktion durch die Aktivierung des Sauerstoffs durch
beispielsweise photooxidative Prozesse oder durch Hydroperoxid-Strukturen.??” Smuda et
al. zeigten im Zuge der Aufklérung der Abbauwege der Ascorbinsdure, dass diese
Dicarbonyl-Spaltung mit einer Amin-induzierten Nebenreaktion einhergeht, die zu den

entsprechenden Carbonsaureamiden fiihrt.?2

Um diesen Reaktionspfad zu unterlegen, wurde das entsprechende DHC-Lysin-Amid
(DHCA) synthetisiert (Abb. 40). Die Modellinkubationen zeigten auch hier die strikte

Abhéangigkeit von oxidativen Bedingungen. In den aeroben Inkubationen aus Aspalathin
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und Lysin entstand DHCA im Vergleich zu DHC in ungeféhr 30-fach niedrigerem Ausmal?.
Der Gehalt erreichte ein Maximum nach 4 Tagen Inkubationsdauer von 0,3 mol-%. Unter
anaeroben Bedingungen konnte ebenfalls analog zu DHC kein DHCA detektiert werden.

Um die bereits dargestellte Oxidation des B-Rings des Aspalathins in der vorliegenden
Spaltung auszuschlieRen, wurden Modellinkubationen mit den Dihydrochalkonen
Phloridzin, einem O-Glycosid, und Phloretin, dem entsprechenden Aglykon, unter den
gleichen Bedingungen durchgefiihrt. Wie bereits erwéhnt sind diese Polyphenole bekannte
Schllsselintermediate in der enzymatischen Bréunungsreaktion in Apfel-Varietéten.
Ahnlich dem Rooibostee fiihren diese zu farbigen Dibenzofuran-Strukturen. Im Gegensatz
zum Aspalathin besitzen die phenolischen Strukturen einen monophenolischen B-Ring,
sodass die oxidative Reaktionskaskade ausschliefflich durch die Cresolase-Aktivitédt der
Apfel-PPO initiiert werden kann. Da dies unter den in der vorliegenden Arbeit
vorherrschenden Reaktionsbedingungen nicht der Fall war, wurde auch nicht die

entsprechende Dihydrocumarsaure gebildet. (Abb. 43)
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Abb. 43: 1O,-initiierter Abbau von Phloridzin und Phloretin

Da die a-Dicarbonyl-Spaltung aktivierten Sauerstoff bendtigt, wurden im néchsten Schritt
Inkubationen der phenolischen Strukturen in Gegenwart von Singulettsauerstoff (*O,), der
tber die Molybdat-katalysierte Disproportionierung von Wasserstoffperoxid generiert
wurde, durchgefiihrt.??® Die Einfiihrung von 1O, in das Inkubationssystem sorgte sowohl
bei Aspalathin als auch bei Phloridzin und Phloretin fur einen Anstieg der entsprechenden
Phenolséure. Bei den Apfel-Polyphenolen zeigte sich ein deutlicher Anstieg auf bis zu
25 mol-% bei einem 500-fachen Uberschuss an *O,. Diese durch 'O, getriggerte Reaktion

flihrte zu dem vorliegenden Reaktionsmechanismus (Abb. 44).
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Abb. 44: Reaktionsmechanismus zur oxidativen Spaltung von Aspalathin

Im Initialschritt greift 1O, die Carbonyl-Gruppe des Dihydrochalkons an und fiihrt zu einem
Biradikal-Intermediat mit Alkoxy-Radikal-Funktion. Das nach zwei Ein-Elektronen-
Transfers gebildete Hydroperoxid-Anion lagert sich in einer anschlieenden Baeyer-
Villiger-analogen Reaktion zu einem Carbonsédureester um. Dieser Umlagerungsschritt
héangt maligeblich von der Elektronendichte der sich umlagernden Gruppe ab, wobei
elektronenreiche Substituenten wie der elektronenreiche A-Ring der vorliegenden
Polyphenole bevorzugt werden.??® Der gebildete Carbonsaureester kann nun sowohl von
Wasser als auch einer Amin-Komponente nucleophil angegriffen werden und fuhrt im Falle
von Aspalathin jeweils zu DHC und DHCA. Als Gegenstlick dieser Esterspaltung entsteht
das entsprechende Tetrahydroxybenzol-Derivat. Der Beweis des vorgestellten
Reaktionsmechanismus erfolgte Gber Phloretin als Modellpolyphenol, da es zum einen zu
einem sehr hohen Fragmentierungsumsatz von bis 22 mol-% bei einem 500-fachen
Uberschuss von 'O, kommt. Zum anderen st das vermeintliche
Fragmentierungsgegenstick, das 1,2,3,5-Tetrahydroxybenzol (THOB), synthetisch
leichter zugénglich als die C- und O-glycosidischen Gegenstiicke von Aspalathin und
Phloridzin.?®® Die starke Polaritat schloss eine Detektion der nativen Struktur mittels
Flussig- und Gaschromatographie aus, sodass die Detektion mittels GC-MS? nach
vorheriger Silylierung erfolgte. Die vermeintlich starke oxidative Instabilitat dieser
elektronenreichen Verbindung wurde in Modellinkubationen des THOB mit 'O, tiberpriift.
Die Struktur konnte unter den starken oxidativen Bedingungen der Inkubationen mit einem
50- und 500-fachen Uberschuss an 'O, nicht nachgewiesen werden, wéhrend in

Inkubationen mit einem 5- und 25-fachen Uberschuss an O, 35% des THOBs
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wiedergefunden wurden. THOB  konnte als abschlieBender Beweis des
Fragmentierungsmechanismus in Phloretin-Inkubationen mit einem 25-fachen Uberschuss
an O in Spurenmengen Uber ein kollisionsinduziertes Dissoziations (CID)-Experiment
tiber den Spektren-Vergleich der authentischen Referenzsubstanz bestétigt werden. Die
bereits erwéhnte oxidative Instabilitit der Verbindung verhinderte jedoch die
Quantifizierung des Fragmentierungsproduktes.

Die strenge Abhéngigkeit der Fragmentierungsreaktion von 'O, deutet darauf hin, dass
Aspalathin im Gegensatz zu Phloridzin oder Phloretin in der Lage ist, 'O, intrinsisch zu
generieren. Aerobe Inkubationen von Aspalathin ohne externe Zugabe von 'O, fiihrten
bereits zur Bildung von 1 mol-% DHC. Mit Erhéhung der *O.-Konzentration ging zunéchst
eine vergleichsweise geringe Zunahme der DHC-Konzentration einher. Die Redoxaktivitat
des B-Rings und die Verstarkung des oxidativen Milieus durch externe Erhéhung der
10,-Konzentration leiten augenscheinlich zunéchst die bereits diskutierten oxidativen
Abbaumechanismen (iber das o-Chinon ein. Die Generierung von Oz durch Polyphenole
ist ein vielfach diskutiertes Thema in der Literatur. Tatséchlich bildet die Redoxaktivitét
der Catechol-Funktion die Grundlage fir die Generierung von ROS, wie das Peroxidanion-
Radikal und Wasserstoffperoxid.?®! Der vorgestellte Mechanismus vermag somit als
Grundlage fur weitere Untersuchungen dienen, um die Bildung von ROS durch

Polyphenole zu diskutieren.

Um diesen neuen Abbaumechanismus des Aspalathins und die Bildung von DHC und
DHCA in die Realitat zu Ubertragen und die tatsachliche Relevanz zu tberpriifen, wurden
kommerzielle unfermentierte und fermentierte Rooibostee-Proben untersucht. In
Ubereinstimmung mit dem vorliegenden oxidativen Abbaumechanismus zeigten die
fermentierten Rooibostees deutliche héhere Gehalte an DHC (maximale Gehalte: 0,7 umol
DHC/g, 127 ug DHC/g) und DHCA (maximale Gehalte: 0,25 nmol DHCA/g, 108,5 ng
DHCA/qg), wobei die Unterschiede an DHC signifikant (p < 0,01) waren (Abb. 45). Bei den
Gehalten an DHCA war jedoch ein deutlicher Trend zwischen den unfermentierten und

fermentierten Teeproben zu beobachten.
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Abb. 45: Gehalt an DHC in unfermentierten (@) und fermentierten (®) Rooibostee
und DHCA in unfermentierten (4.) und fermentierten (A) Rooibostee

Wie zu erwarten unterstlitzen die oxidativen Bedingungen wahrend der Fermentation des
Tees den Abbaumechanismus. Wéahrend des Fermentationsprozesses sind noch zahlreiche
Nebenreaktionen zu beachten, die auf die Zerstérung der internen Zellstruktur und damit
auf die Freisetzung von Enzymen wie PPO oder Proteasen und weiterer Reaktionspartner
wie Aminosauren oder Proteinen zurtickzufuihren sind. Wie bereits erwéhnt, ist dabei die
Interaktion von Polyphenolen und Proteinen von besonderem Interesse und die Bildung des
in dieser Arbeit vorgestellten DHCA scheint ein Folgeprodukt aus dem Zusammenspiel aus
der oxidativen Interaktion von Aspalathin mit Proteinen und entsprechenden Proteasen zu
sein. Um diese mogliche Interaktion von Protein und Polyphenol zu verifizieren, wurden
Modellinkubation von Aspalathin und BSA bei pH 7 und 37°C unter aeroben Bedingungen
mit anschlieBender enzymatischer Hydrolyse durchgefiihrt. Die Uber ein weiteres CID-
Experiment erhaltenen Massenspektren zeigten das gleiche Fragmentierungsmuster und
lieferten damit den eindeutigen Beweis der kovalenten Interaktion zwischen dem Protein
und DHC. Dies stellt in diesem Zusammenhang den erstmaligen strukturellen Nachweis

einer kovalenten Protein-Polyphenol-Modifizierung unter sehr milden Bedingungen dar.

Der in dieser Arbeit vorgestellte Abbaumechanismus von Aspalathin bietet neue
Ansatzpunkte sowohl fur die oxidativen Abbauprozesse von Polyphenolen als auch fir die
Untersuchung der kovalenten Interaktionen dieser mit Proteinen. Diese Untersuchungen

kénnen auf andere Polyphenole, die eine dem Aspalathin ahnliche Struktur aufweisen,
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ausgeweitet werden und die entsprechenden Phenolsduren als Markerstrukturen des
oxidativen Abbaus herangezogen werden. Solche Strukturen konnten Flavonole
(Quercetin) und Flavone (Hesperitin, Eriodictyol, Naringenin) sein (Abb. 46). Wiederum
konnte Aspalathin mit dem resultierenden DHC als Markerstruktur fir die Generierung von

SOV I W

OH
Quercetln Hesperitin Eriodictyol Naringenin

ROS fungieren.

OH

Abb. 46: MdglicheAbbausubstrate

Die Untersuchung der Proteinmodifizierung beschrankte sich in dieser Untersuchung auf
Lysin. Jedoch ist eine Modifizierung durch andere nucleophile Aminosduren wie Cystein,
Tryptophan oder Arginin denkbar. In der Literatur wird bei der Untersuchung von
kovalenten Polyphenol-Protein-Modifizierungen héufig auf die bereits erwahnten
indirekten Analysenmethoden zuriickgegriffen. Mittels SDS-PAGE und NBT-Féarbung
konnten in jungsten Untersuchungen Polyphenol-Protein-Addukte in ultrahocherhitzter
Milch nach Zugabe von Epigallocatechingallat-angereichertem Griinen-Tee-Extrakt® und
in gelagertem Honig”™ nachgewiesen werden. Kroll et al. konnten kovalente
Modifizierungen der Lysin- und Tryptophan-Seitenketten mit verschiedenen phenolischen
Verbindungen nach einer Oxidation unter alkalischen Bedingungen (pH = 9)
nachweisen.?®223 Einen ahnlichen Ansatz verfolgten Rawel et al., die die kovalente
Interaktion von Lysin und Tryptophan in Molkenproteinen®** und von Cystein, Lysin und
Tryptophan in Sojaprotein beschrieben.” Fir bovines und humanes Serum Albumin
konnten kovalente Modifizierungen Uber die Cystein-, Arginin- und Lysin-Seitenketten
durch massenspektrometrische Untersuchungen nachgewiesen werden.% Untersuchungen
der Seitenketten von Fleischproteinen flihrten zu Cystein-, Arginin-, Lysin- und auch
Histidin-Addukten.t42** Auch bei den Untersuchungen dieser Protein-Modifikationen
spielt der pH-Wert eine entscheidende Rolle: Er bedingt das oxidative Milieu der
Inkubationen und erhoht das Reaktionsvermdgen der nucleophilen Seitenketten. In einer
Untersuchung von Jongberg et al. konnte ein Cystein-Chinon-Addukt nach chemischer
Oxidation uber Fe(I1)/H.O- oder Periodat bei pH = 5,8 in Inkubationen von Glutathion,
BSA oder Fleischprotein-Isolaten uber UV-Spektren und LC-MS-Analysen nach saurer

Hydrolyse und Aufreinigung tiber eine RP-C18-Saule nachgewiesen werden. ¢
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Die hier aus der Literatur diskutierten Beispiele bieten vielféaltige Ansédtze der
Untersuchung solcher Proteinmodifikationen, stoRen aber aufgrund der Komplexitat der
Reaktionspartner und hinsichtlich des Milieus und der oxidativen Bedingungen auf
verschiedene Grenzen. Die bereits besprochene Oxidation auf Grundlage eines basischen
Milieus ist zwar eine effektive Mdglichkeit der Generierung kovalenter Modifikationen
hinsichtlich der Polyphenoloxidation und der Reaktivitdt besonders im Blick auf die
nucleophilen Aminosduren Lysin und Arginin, beschreibt aber ein relativ realitatsfremdes
Umfeld im Vergleich zu Lebensmitteln. Dadurch gewinnt der in dieser Arbeit vorgestellte
Ansatz an Bedeutung. Die Bildung kovalenter Polyphenol-Aminoséaure- bzw. —Protein-
Addukte zeichnet sich neben einer bereits erwahnten technologischen Relevanz auch durch
eine sensorische Relevanz aus. Dihydrochalkone wie Aspalathin werden zum einen als
SliBstoffe eingesetzt, zum anderen wird Aspalathin in der Literatur ein bitterer Geschmack
mit stBlichen Noten zugeordnet.?® Amiden wird generell ein bitterer Geschmack
zugeschrieben. Der oxidative Abbau von Aspalathin und die gleichzeitige Bildung des
Amids kénnten damit einen Einfluss auf die Sensorik des Tees nehmen und bieten damit
einen weiteren Ansatzpunkt fir zukunftige Untersuchungen. Die Etablierung der in dieser
Arbeit vorgestellten enzymatischen und nicht-enzymatischen Oxidationssysteme auf
andere Polyphenole, Aminosduren und Proteine kann damit als Grundlage fur die

entsprechenden pflanzlichen Lebensmittel angewendet werden.
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ABSTRACT: In the present study the enzymatic oxidation of gallic acid and catechin catalyzed by nashi pear polyphenol
oxidase (PPO) in the presence of the amino acids lysine, arginine, or cysteine was investigated for polyphenol—amino acid
adducts. HPLC analyses revealed the formation of two novel dihydrobenzothiazine carboxylic acid derivatives (8-(3’,4'-dihydro-
2H-chromene-3',5",7"-triol)-3,4-dihydro-5-hydroxy-2H-benzothiazine-3-carboxylic acid and 7-(3",4’-dihydro-2H-chromene-
3,5, 7 -triol)-3,4-dihydro-5-hydroxy-2H-benzothiazine-3-carboxylic acid) from 2’-cysteinyl catechin and $'-cysteinyl catechin
in cysteine incubations, respectively. In contrast, arginine and lysine did not lead to any amino acid adducts. Target compounds
were separated by high-performance countercurrent chromatography and preparative HPLC and unequivocally characterized by
mass spectrometry and nuclear magnetic resonance spectroscopy. Mechanistic incubations starting from the catechin—cysteine
adducts showed that both catechin and PPO are crucial components in the formation of the dihydrobenzothiazines. The
cysteine incubations showed a red-brown coloration, which coincided with formation and degradation of the
dihydrobenzothiazines finally leading to the formation of high-polymeric melanins. Therefore, these compounds might be

the key intermediates to understand development of color during cysteine-driven enzymatic browning reactions.

KEYWORDS: enzymatic browning, polyphenol—amino acid adducts, high-performance countercurrent chromatography,

color-dilution analysis, dihydrobenzothiazine

B INTRODUCTION

Texture and appearance are the two crucial attributes
determining the quality and the acceptance of fruits and
vegetables for consumers. During postharvest handling,
processing or storage tissue damage leads to discoloration
and texture changes in plant based foods. This is commonly
referred to as the enzymatic browning reaction.’ Enzymatic
browning is a complex process where enzymatic and non-
enzymatic reactions intertwine. During these reactions
phenolic compounds are oxidized by polyphenol oxidases
(PPOs) to highly reactive electrophilic o-quinones, which
subsequently react non-enzymatically with different nucleo-
philes such as other polyphenols or, supposingly, the
nucleophilic side chains of proteins or amino acids. The
formation of polyphenol—amino acid adducts is thought to
affect the color and aroma of foods.”

Spectrophotometric investigations of different enzymatically
oxidized phenolic compounds by Mason and Peterson implied
that the formed o-quinones might react with thiol-, N-terminal
and aliphatic amino groups of amino acids, whereas amide,
guanidine, and seryl hydroxyl groups showed no reactions.”
The oxidation of caffeic acid and chlorogenic acid in the
presence of different amino acids carried out by Pierpoint led
to the formation of colored products. These studies indicated
that the primary reactions between amino acids and o-
quinones involve the thiol group of cysteine, the &-amino

enzymatic oxidation of chlorogenic acid in the presence of N,-
(tert-butyloxycarbonyl)lysine and N-acetylcysteine showed
covalent interactions between the oxidized phenolic compound
and the two amino acid derivatives, though, again, no specific
structures were isolated or elucidated.” Investigations and
structural analyses by Yabuta et al. on the greening reaction of
caffeic esters with primary amino acids gave additional
evidence for the formation of a highly reactive benzoacridine
derivative.” Thiol compounds such as cysteine are known to
inhibit enzymatic browning reactions by inhibiting PPOs or by
forming colorless adducts with several phenolic substrates such
as catechol,” caffeic acid,” and chlorogenic acid and
catechin.””™"" Reactions of lysine and tryptophan side chains
of myoglobin with different phenolic compounds were also
discussed.'*™"* Under oxidative conditions heated solutions of
catechin with glycine resulted in the formation of various
adducts, which were tentatively characterized by mass
spectrometry,'” Thus, the specific interaction between o-
quinones and amino acids during enzymatic browning with
respect to discrete structures of resulting polyphenol—amino
acid adducts, the underlying mechanisms, and the impact on
formation of colored compounds remains barely investigated.

Therefore, the aim of the present study was to
mechanistically reinvestigate polyphenol—amino acid reactions
based on a model system for enzymatic browning reactions

group of lysine, and the a-amino groups of other amino acids. Received: November 21, 2018
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using nashi pear homogenate as PPO source and gallic acid
and catechin as substrates in the presence of amino acids. We
were able to verify two novel dihydrobenzothiazine derivatives
from isolated 2'-cysteinyl catechin and 5'-cysteinyl catechin.
Their importance as key intermediates in cysteine-driven
enzymatic browning reactions was established by color-dilution
analysis.

B MATERIALS AND METHODS

Chemicals. All chemicals of the highest quality available were
provided by Sigma-Aldrich (Munich/Steinheim, Germany), Fluka
(Taufkirchen, Germany), Merck (Darmstadt, Germany), VWR
Chemicals (Darmstadt, Germany), ACROS Organics (Geel, Bel-
gium), and ARMAR Chemicals (Leipzig, Germany) unless otherwise
indicated. For all experiments ultrapure water was used.

Purpurogallin-4-carboxylic acid (PGA) and theaflavic acid (TA)
were isolated from incubations of gallic acid (GA) and (+)-catechin
(CA) and nashi pear polyphenol oxidase (nashi-PPO) using high-
performance countercurrent chromatography (HPCCC) and prepa-
rative HPLC. Verification of the isolated material was carried out by
NMR spectroscopy and was in line with the literature;' """ high-
resolution mass determination (HR-MS): PGA, m/z 263.0196
(found), m/z 263.0192 (caled for C,H-O; [M — H]"); TA, m/z
427.0666 (found), m/z 427.0665 (caled for C, H ;0,5 [M — H]7).

2'-Cysteinyl catechin (A1), §'-cysteinyl catechin (A2), 8-(3,4-
dihydro-2H-chromene-3,5,7-triol)-3,4-dihydro-5-hydroxy-2H-benzo-
thiazine-3-carboxylic acid (B1), and 7-(34-dihydro-2H-chromene-
3,5,7-triol)-3,4-dihydro-5-hydroxy-2H-benzothiazine-3-carboxylic acid
(B2) were isolated from incubations of nashi-PPO, catechin, and
cysteine using HPCCC and preparative HPLC. Verification was
carried out by NMR spectroscopy, and data of Al and A2 were in line
with literature;” HR-MS: Al, m/z 408.0753 (found), m/z 408.0753
(caled for CH ;04NS [M — H]™); A2, m/z 408.0755 (found), m/z
408.0753 (caled for C,H ONS [M — HJ7).

Nashi Pear Homogenate (nashi-PPO). Nashi pears (Pyrus
pyrifolia) were purchased from local markets in Germany. The fruits
were peeled, and 500 g were homogenized in 500 mL of phosphate
buffer (0.2 M, pH 6.5) and filtrated over a Buchner funnel. The
homogenate was stored at =20 "C. The PPO activity was assayed
according to Mai and Glomb,'® however, with one unit activity
defined as 0.1 absorbance unit change per minute at 420 nm, and was
determined as 660 U/mg of protein.

Polyphenol-Amino Acid Model Incubation. Mixtures con-
taining GA (0.1 mM), CA (0.1 mM) in nashi-PPO, and either in the
presence of one amino acid (D.l mM; lysine, arginine, cyste‘me) or no
amino acid were incubated in falcon tubes at room temperature and
pH 6.5. Aliquots of 1 mL were collected each hour. The enzymatic
reaction was stopped by mixing the aliquots with 1 mL of stopping
solution containing NaF (8 mM). Each sample was instantly stored at
=20 °C until further analyses. For preparative isolation 10 mL
aliquots were mixed with 10 mL of stopping solution after formation
of color and freeze-dried.

Analytical HPLC—Diode Array Detection—Mass Spectrome-
try. A Jasco PU-2080 Plus quaternary gradient pump with degasser
(DG-2080—54), quaternary gradient mixer (LG 2080-02), multi-
wavelength detector (MD-2015 Plus) (Jasco, Gross-Umstadt,
Germany), Waters 717 plus autosampler, and column oven (Techlab
Jet Stream np K-3) was used. Chromatographic separations were
performed on stainless steel columns (Vydac CRT, 201TP34, 250 x
4.6 mm, RP-18, § ym, Hesperia, CA, USA) using a flow rate of 1.0
mL/min. The mobile phase consisted of water (solvent A) and
MeOH /water (7:3, v/v, solvent B). A 0.8 mL/L aliquot of formic acid
was added to both solvents (A and B). Samples were analyzed using a
gradient system: samples were injected at 10% B and held for 10 min.
The gradient was changed linearly to 65% B in 55 min and to 100% B
after 5 min and held at 100% B for 10 min. The column temperature
was always 25 °C. The effluent was monitored at 220, 280, and 400
nm (GA, ty = § min; CA, fy = 20 min; PGA, t = 49 min; TA, t, = 52
min; Al, ty = 12 min; A2, tg = 14 min; Bl ty = 32 min; B2, t, = 42
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min; hump, ty = 68—78 min). For qualitative peak assignment the
eluent was directly coupled to the mass spectrometer. The mass
analyses were performed using an Applied Biosystems APL 4000
quadrupole instrument (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
MS ionization was achieved using the turbospray ionization source
operated in positive-ion mode. The settings were as follows: curtain
gas (N,) at 30 psi, ion source gas 1 at 50 psi, ion source gas 2 at 60
psi, source temperature at 550 °C, declustering potential at 40 V,
entrance potential at 10 V, and ion spray voltage at 4500 V. A scan
range between m/z 100 and 700 was used for the Q1 mode (PGA, 1/
2265 [M + H]"; TA, m/z 429 [M + H]™; Al, m/z 410 [M + H]%; A2,
m/z 410 [M + H]'; B, m/z 392 [M + H]"; B2, m/z 392 [M + H]").

For quantitation with HPLC—diode array detection (DAD) an
external calibration based on standard solutions of authentic isolated
references dissolved in water was used. The chromatographic hump
was quantified in reference to the calibration curve of catechin.

High-Performance Countercurrent Chromatography. The
HPCCC system (HPCCC Spectrum Series 20, Dynamic Extractions,
Tredegar, Wales) was equipped with a Jasco PU-4180 RHPLC pump
and a Jasco ultraviolet (UV) detector (UV-2075 Plus, Jasco, Gross-
Umstadt, Germany) operating at 290 nm. Eluted liquids were
collected in fractions of 15 mL with a fraction collector (LKB Ultrorac
7000, LKB-Producter AB, Stockholm-Bromma, Sweden). Chromato-
grams were recorded on a plotter (Servogor 200, GMC, Niirnberg,
Germany). The total volume of the coil was 140 mL. The HPCCC
was run at a revolution speed of 1600 rpm and a flow rate of 6 mL/
min of the upper organic phase in tail-to-head modus. Samples of 1 g
of freeze-dried incubations were dissolved in a 1:1 mixture of light
(organic) and heavy (aqueous) phase (6 mL) and injected via a 6 mL
sample loop. Incubations were separated using ethyl acetate/water
(1:1, v/v) (PGA, ty = 5—10 min; TA, ty = 5—10 min; CA, t, = 10—15
min; GA, tg = 17.5-35 min; BI, t = 5-30 min; B2, g = 5-30 min;
Al and A2 were collected from the retained stationary phase). The
solvent of the collected fractions was instantly evaporated under
reduced pressure at 30 “C and freeze-dried. The dried residues were
used for preparative HPLC—UV.

Preparative HPLC—UV. A Besta pump (Besta, Wilhelmsfeld,
Germany) was used at a flow rate of 16 mL/min with a Knauer
degasser (Knauer, Berlin, Germany) and a Jasco UV detector (UV-
2075 Plus, Jasco, Gross-Umstadt, Germany) set at 280 nm. Up to 20
mg of the dried collected fractions of the HPCCC was injected.
Chromatographic separations were performed on a stainless steel
column (Vydac CRT, 218TP1022, 250 X 20 mm, RP-18, 10 um).
The mobile phases used were solvents A and B identical to the
HPLC—-DAD system. An isocratic method was chosen according to
the characteristics of the target compounds (PGA, 40% B, t; = 49—60
min; TA, 40% B, f;, = 61—85 min; Al, 5% B, t; = 53—=71 min; A2, 5%
B, t,, = 72—100 min; B1, 30% B, t,, = 22—32 min; B2, 30% B, f; = 60—
86 min). The solvents of the collected fractions were instantly
removed under reduced pressure at 30 °C, freeze-dried, and stored at
=20 °C.

High-Resolution Mass Determination. Negative ion high-
resolution ESI mass spectra were obtained from an Orbitrap Elite
mass spectrometer (Thermofisher Scientific, Bremen, Germany)
equipped with an HESI electrospray ion source (spray voltage, 4
kV; capillary temperature, 275 °C; source heater temperature, 40 °C;
FTMS resolution, >30.000). Nitrogen was used as sheath and
auxiliary gas. The sample solutions were introduced continuously via a
500 uL Hamilton syringe pump with a flow rate of 5 gL min™". The
data were evaluated by the Xcalibur software 2.7 SP1.

Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy. NMR spectra
were recorded on a Varian Unity Inova 500 instrument operating at
500 MHz for 'H and 125 MHz for *C. SiMe, was used as a reference
for calibrating the chemical shift.

Color-Dilution Analysis. An aliquot (50 xL) of the incubations
at 3 and 8 h was analyzed by HPLC—DAD for determination of the
color-dilution factor (CD factor). Collected colored fractions of 1 mL
were then stepwise 1:1 diluted with solvent B. The test was carried
out in daylight against a white background. Each dilution was visually
monitored until the color difference between the diluted fraction and
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two blanks of solvent B could just be visually detected by five different
panelists using a triangle test. This dilution was defined as the CD
factor. For assignment of the total color-dilution factor (CDyy
factor), SO uL of the incubation was diluted to 1 mL and treated as
described above. The contribution of a specific structure/fraction to

<D % 100%."
CDyoryt

Statistical Analysis. Analyses were performed at least in triplicate
and resulted in coefficients of variation less than 10%.

the total color was calculated as follows:

Bl RESULTS AND DISCUSSION

Polyphenol Amino Acid Incubations and Color-
Dilution Analysis. The general incubation system was chosen
based on the black tea fermentation. Therefore, gallic acid and
catechin were used as substrates because of the relatively high
amounts of catechins, catechin gallates, and gallocatechins in
fresh tea leaves.”’ After mixing gallic acid and catechin with
nashi pear homogenate (nashi-PPO) the enzymatic oxidation
started immediately developing a yellow-brown discoloration.
Nashi pear was used as an economical enzyme source, because
of its high polyphenol oxidase activity but low polyphenol
content.” In the first hours of incubation purpurogallin
carboxylic acid and theaflavic acid, known reaction products
from the fermentation of black tea,”* were formed instantly
(Figure 1A). After 3 h PGA was completely degraded and TA
explained 25% of the overall color as calculated from color-
dilution analysis (Table 1). TA was finally degraded to high-
molecular structures under the emerging chromatographic
hump, forming an intense yellow-brown coloration. The
addition of lysine and arginine, respectively, had virtually no
influence, neither on the course of reaction nor on the course
of coloration, and gave the same reaction products as without
addition. Importantly, in these incubations no formation of
polyphenol—amino acid adducts was detectable.

In contrast, incubations with cysteine showed a completely
different picture of both reaction and coloration. First, after
addition of nashi pear homogenate no change of color and no
formation of PGA and TA occurred. Instead, the two colorless
catechin—cysteine adducts Al and A2 emerged, which were
already isolated and characterized by Richard et al. from the
enzymatic oxidation of catechin in the presence of cysteine (for
NMR data obtained herein for Al and A2, see Supporting
Information).g These adducts were degraded after 3 h, and two
novel colorless compounds evolved, the dihydrobenzothiazine
carboxylic acid derivatives B1 and B2 (Figure 1B). Exactly with
onset of the formation of B1 and B2 at 3 h, the development of
a red-brown color and the pronounced formation of a
chromatographic hump was initiated. This indicated that
adducts and dihydrobenzothiazine derivatives are reactive
intermediates in the color formation mechanism and are
ultimately degraded to high-molecular, yet unknown, struc-
tures under the chromatographic hump (Figure 1C).
Interestingly, the emergence of the dihydrobenzothiazine
derivatives was accompanied by the formation of PGA and
TA contributing to the overall color.

Color-dilution analyses revealed that the chromatographic
hump primarily contributed with 41% to the overall color after
8 h of incubation (Table 1), while TA gave 2%. In presence of
cysteine the time course depicted in Figure 2 clearly shows the
immediate degradation of catechin in contrast to gallic acid,
which reacted much slower. Concurrently the formation of the
catechin—cysteine adducts began in an almost quantitative
fashion, i.e., after 1 h 18% and 31% of Al and A2, respectively,
were formed, while catechin declined by 51%. Obviously, the
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Figure 1. HPLC-DAD chromatograms of incubation of gallic acid
(GA) and catechin (CA) at 3 h (A; where, for example, 1.Se+5
represents 1.5 X 105) and incubation of GA, CA, and cysteine at 3 h
(B) and at 8 h (C) at 4 = 280 nm: purpurogallin-4-carboxylic acid
(PGA), theaflavic acid (TA), 2'-cysteinylcatechin (A1), §'-cysteinyl-
catechin (A2), dihydrobenzothiazine derivative 1 (B1), dihydroben-
zothiazine derivative 2 (B2), and chromatographic hump (H).

formation of A2 was favored in comparison to Al. This
difference in formation was also reflected by Bl and B2,
suggesting a mechanistic connection between B2 and A2 and
between B1 and Al, respectively. However, the difference was
much more pronounced.

Isolation and Elucidation of the Dihydrobenzothia-
zine Carboxylic Acid Derivatives. Because of its com-
paratively minor turnover, gallic acid seemed to have no
relevant impact on the formation of Al, A2, Bl, and B2 and,
thus, was left out for incubations used for structure isolation.
Incubations of catechin and cysteine were first subjected to
high-performance countercurrent chromatography to separate
B1 and B2 from Al and A2. Afterward B1 and B2 were purified
by preparative HPLC from the organic mobile fractions, while
Al and A2 were separated from the retained aqueous phase. It
has to be mentioned that all target compounds were of
extremely high reactivity leading very fast to colored
degradation. Thus, after removal of organic solvents at ambient
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Table 1. Yields (mol %) Catechin and Color Contribution (%) of the Main Reaction Products in the Incubations of Gallic Acid
(GA) and Catechin (CA) at 3 h (1), GA and CA and Lysine at 3 h (2), GA and CA and Arginine at 3 h (3), GA and CA and
Cysteine at 3 h (4-1), and GA and CA and Cysteine at 8 h (4-2)

catechin (mol %) color contribution (%)

catechin (mol %) color contribution (%)

Al

188
0.9

A2 B1 B2 hump
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
25.2 5.4 20.3 0
1.9 0 6.6 41

PGA TA TA
1 0 4.8 25
2 0 52 25
3 0 4.0 25
4-1 0.3 1.7 0
4-2 19 2.4 2
08
07
o6 E
=]
05 &
t
o
04 8
=
o
03 8
o
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02 2
0.1
0.0

mol % catechin

incubation time (h)

Figure 2. Conversion of GA and CA in the presence of cysteine: GA
(@), CA (O), hump ('F), absorbance of total incubation at 1 = 420
nm (V), Al (#), A2 (<), B1 (&), B2 (A), PGA (W), and TA (O).
The quantitative assessment of the hump is based on the calibration
curve of catechin,

temperature, all fractions had to be immediately freeze-dried to
give amorphous, slightly pinkish materials. The spectrometric
and spectroscopic data of the isolated cysteine—catechin
adducts Al and A2 were in line with the above literature.”
For the novel dihydrobenzothiazine derivatives Bl showed
absorption maxima of 230 and 306 nm, while B2 gave 235 and
295 nm. The elemental composition was verified by HR—MS
to deliver a pseudo-molecular ion at m/z 390.0649 [M — H]~
for B1 and at m/z 390.0648 for B2 (m/z 390.0648 calcd for
Ci5H;60;NS).

Final structural evidence was achieved by '"H NMR and "*C
NMR-APT measurements, as well as homonuclear correlation
spectroscopy (H,H COSY), heteronuclear single quantum
coherence (HSQC), and heteronuclear multiple-bond correla-
tion (HMBC) techniques. Table 2 provides '"H NMR and "*C
NMR data of the novel dihydrobenzothiazine derivatives as
well show selected HMBC correlations. Compared to
published data of catechin,®® both structures show virtually

1722

identical NMR spectra for the former catechin A and C ring, as
expected from their common backbone. The missing proton
signal at C-9 (positions 2" and 5’of the former catechin B ring,
respectively) of the dihydrobenzothiazine moiety and the AB,
system of the single a-proton H-2 at 4.20 ppm (B1) and 4.26
ppm (B2), respectively, giving two characteristic doublets of
doublets for the two non-equivalent ff-protons of former
cysteine at 3.03 (J = 12.5, 7.4 Hz) and 3.17 ppm (J = 12.5, 3.3
Hz) (B1) and at 3.05 (J = 12.5, 7.5 Hz) and 3.25 ppm (] =
12.5, 3.0 Hz) (B2), respectively, verify the ring formation
between the B-ring of catechin and cysteine. These
observations are in agreement with the NMR data reported
by Richard et al. for the cysteine adducts of catechin.” The
different constitutions of B1 and B2 are validated from the
coupling constants and the HMBC correlations. In Bl the two
aromatic protons H-6 and H-7 (6.51 and 6.55 ppm) of the
benzothiazine moiety give two doublets with a typical
coupling constant of 8.1 Hz. As opposed to this, the two
aromatic protons H-6 and H-8 of B2 (6.56 and 6.56 ppm)
display a long-range coupling of 1.7 Hz. This clearly confirms
the experimentally proven origin of Bl from the 2'-substituted
and of B2 from the 5'-substituted cysteinyl catechin. The
presence of HMBC correlations of H-7 to C-2' as well as to C-
9 and between H-6 and C-10 of Bl are in further support of
structure B1l. For B2 the substitution pattern is validated by
HMBC correlations of H-8 to C-6 as well as to C-2' (likewise
H-6 to C-8 and C-2"). The closer vicinity of the
dihydrobenzothiazine ring sulfur to the C-ring H-2' at 5.00
ppm in B results in a significant downfield shift of about 0.5
ppm compared to H-2" in B2. This downfield shift was also
confirmed for the 2'-cysteinyl substitution of catechin (A1) by
us and by Richard et al,, who recorded a downfield shift of 0.73
ppm of the C-ring H-2 in comparison to H-2 for the 5
substitution (A2).” Thus, the structures of Bl and B2 were
unequivocally identified as 8-(3’,4’-dihydro-2H-chromene-
3',5",7-triol)-3,4-dihydro-5-hydroxy-2H-benzothiazine-3-car-
boxylic acid and 7-(3",4’-dihydro-2H-chromene-3,5’,7"-triol )-
3,4-dihydro-5-hydroxy-2H-benzothiazine-3-carboxylic acid, re-
spectively.

Formation Mechanism of B1 and B2. To elucidate the
formation mechanism leading to Bl and B2 being isolated,
authentic Al or A2 was added to the above incubation system
of catechin and nashi-PPO, however in the absence of cysteine.
In contrast to the presence of cysteine, the dihydrobenzothia-
zine derivative synthesis started immediately. Figure 3 clearly
shows that Bl originated solely from Al and B2 from A2,
respectively. Importantly, this formation was accompanied by
immediate appearance of color paralleled by the development
of the chromatographic hump with several absorbance maxima
in the visible range. Additional incubations were performed
omitting either nashi-PPO or catechin. None of these

DOL: 10.1021/acs jafc 8b06458
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Table 2. High-Resolution Mass and "H and *C NMR Spectroscopic Data of BI and B2 (in CD,0D)

8-(3' 4-dihydro-2H-chromene-3.5',7'-trio 1)-3,4-dihydro-5-
hydroxy-2/{-benzothiazine-3-carboxylic acid (BI)

7-(3' 4-dihydro-2H-chro mene-3.5",7-trio1)-3 4-dihydro-5-
hydroxy-2H-benzothiazine-3-carboxylic acid (B2)

bl
COOH

HR-MS [M-HJ (m/z) 390.0649
caled. Cy4HygO:NS 390.0648
C/H 5 'H[ppm) 5 "°C [ppm]
2, 3.03 (dd, 1H) 268
=174
j=125
2 3.17 (dd, 1H) 26.8
=133
=125
3 420 (m, 2 H)* 54.1
5 - 1435
6 6.51 (d, 1H) 110.1
=81
7 655 (d, 1H) 1152
=81
8 - 127.2
9 - 1149
10 - 130.1
11 - 1745
2 5.00 (d, 1H) 784
P=68 Hz
3 4.20 (m, 2 H)" 65.9
4y 253 (dd, 1H) 264
1=15
=161
4y 278 (dd, 1H) 264
=52
21=16.1
5 - 156.1
[ 583 (d, 1H) 94.0
=23
7 - 1563
8 592 (d, 1H) 949
=23
9 - 155.6
10° - 99.2

“Signal was overlapped.

HR-MS [M-H] (m/z) 390.0648
caled. CigH sO;NS 390.0648
C/H 8 "H [ppm] 8 "°C [ppm]
25 3.05 (dd, 1H) 272
=15
=125
2 3.25 (dd, 1H) 272
=30
=125
3 426 (dd, 1H) 54.1
:J= 30
31=15
5 - 1439
6 6.56 (d, 1H) 109.2
=17
7 - 127.8
8 6.54 (d, IH) 172
=17
9 - 1145
10 - 1299
1 - 1739
2 446 (d, 1H) 81.5
=19
3 393 (ddd, 1H) 674
:J= 54
1=19
4 248 (dd, 1H) 27.1
1=79
1=16.1
4 2.85 (dd, 1H) 27.1
=54
=161
5 - 156.1
6 584 (d, 1H) 94.1
=23
7 - 1564
8 5.92 (d, IH) 949
4y=23
9 - 1555
10° - 99.4

incubations showed the emergence of the dihydrobenzothia-
zine derivatives or the chromatographic hump. This means that
both catechin and PPO are essential for the conversion of the
cysteinyl adducts to the dihydrobenzothiazines.

Based on these observations the formation mechanism
depicted in Figure 4 is proposed. In the first step catechin is
oxidized by nashi-PPO to the o-quinone, which reacts with the
thiol group of cysteine forming the 2'- and 5'-cysteinyl adducts
Al and A2. The obvious steric hindrance of the attack at
position C-2' compared to C-5' also explains the discrim-
ination of Al by almost 50%. For the intramolecular ring
closure the second nucleophilic reaction with the amino acids
primary amino function requires reoxidation of the catechol

1723

moiety to the o-quinone. From literature it is known that
cysteine adducts of polyphenols are no longer recognized as
substrates by PPOs.”” This is in line with the present
experiments, in which Al and A2 were stable, when only nashi-
PPO was added. However, this immediately changed when
catechin was included in the reaction mixture. Catechin as a
substrate of PPO is then oxidized to the corresponding o-
quinone, which in turn can then oxidize the cysteinyl adducts
to give back the reduced catechin to be again enzymatically
oxidized. This redox cycling is well-known from the black tea
fermentation chemistry, where, e.g., gallo substituted phenols
as epigallocatechin gallates must get oxidized in order to form
the theaflavic chromcq::hores.24 Obviously, these redox systems

DOI: 10.1021/acs jafc.8b06458
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Figure 3. Incubation of (A; where, for example, 3.5e+5 represents 3.5
% 10°) Al or (B) A2 in the presence of CA and nashi-PPO: Bl, B2,
and H.

are driven by the difference in oxidation potentials. This must
also be true for the final step in the mechanistic scheme in
Figure 4, as the products of ring closure, the quinone imins,
were isolated as their reduced dihydrobenzothiazine counter-

parts Bl and B2. Most likely from the present experiments the
non-enzymatic reduction agents are catechin itself or the
cysteinyl adducts. It has to be stated that cysteine under
oxidative conditions can be oxidized easily to cystine which
represents an additional partner for redox reactions. All
isolated structures were transient intermediates finally leading
to color formation. The proposed mechanism is reminiscent of
the formation of melanins during pheomelanogenesis. In this
case the reaction starts from tyrosine via 34-dihydroxyphenyl-
alanine (DOPA) to give indol intermediates or in the presence
of cysteine benzothiazines. Thus, it can be hypothesized that
the present phytophenolic derivatives will show similar follow-
up reactions such as decarboxylation, ring contraction, or
polymerization and will eventually lead to high-polymeric
colored melanins.

In summary, we succeeded in gaining mechanistic insights
into the influence of nucleophilic amino acids on enzymatic
browning reactions in catechin-based model incubations.
While lysine and arginine had no impact on the general
course, cysteine incubations led to the unequivocal identi-
fication of two novel amino acid adducts in the form of
dihydrobenzothiazine derivatives. This study strongly suggests
their importance as crucial intermediates in the formation of
color. Ongoing research will now clarify the nature of the
resulting colored structures and their mechanistic background.
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ABSTRACT: In the present study, the degradation of C-glucosidic dihydrochalcone aspalathin as the major phenolic compound in
rooibos (Aspalathus linearis) was investigated. Analyses by gas chromatography—mass spectrometry of aqueous aspalathin—lysine
incubations after silylation showed the formation of dihydrocaffeic acid [3-(3,4-dihydroxyphenyl)-propionic acid] under oxidative
conditions as a novel degradation product up to 10 mol %. High-performance liquid chromatography analyses revealed the
concurrent formation of the dihydrocaffeic acid lysine amide at about 30-fold lower concentrations, which was unequivocally verified
by synthesis of an authentic reference standard. The amide was also verified in aspalathin—protein incubations after enzymatic
hydrolysis by high-performance liquid chromatography—tandem mass spectrometry analyses. Thus, the covalent interaction of
phenolic plant compounds with proteins under mild conditions (ambient temperatures and neutral pH) was confirmed for the first
time. Acid and free amide were also quantitated in rooibos teas with significantly higher values in fermented varieties. The
mechanism of formation was clarified to be initiated by singlet oxygen and to include a rearrangement—fragmentation mechanism

with 1,2,3,5-tetrahydroxybenzene as the counterpart.

KEYWORDS: rooibos tea, aspalathin, dihydrochalcones, dihydrocaffeic acid, polyphenol—protein adduct,

high-performance countercurrent chromatography, singlet oxygen

B INTRODUCTION

During food processing, the ingredients undergo significant
changes, such as degradation, interactions with other
constituents, and finally conversion into completely new
products, which determine and define the quality of the final
product. It is known that proteins are able to form complexes
with polyphenols, resulting in changes in structural, functional,
and nutritional properties.1 Importantly, in contrast to non-
covalent interactions, the covalent interactions between
polyphenols and proteins, especially with respect to discrete
structures, are barely described.” The formation of covalent
bonds between polyphenols and proteins in general is
discussed to involve the oxidation of the phenolic compound.
In alkaline solutions or during the enzyme-catalyzed oxidation
by polyphenol oxidases during enzymatic browning reactions,
phenolic compounds are oxidized to highly reactive electro-
philic o-quinones. These o-quinones are thought to then react
with different nucleophiles, such as the side chains of amino
acids or proteins, leading to the formation of polyphenol—
protein adducts.””

C-glycosidic dihydrochalcone aspalathin presents the major
phenolic component in the unprocessed rooibos (Aspalathus
linearis)* plant material with about 70 mg/g and is known for
its antioxidant, antimutagenic, and hypoglycemic activities.”
During fermentation of the tea, the aspalathin content
decreases by almost 98%.° In contrast to the processing of
black tea (Camellia sinensis), in vitro experiments have shown
that the oxidative degradation of aspalathin can involve both
enzymatic and non-enzymatic mechanisms.”™"" Thus far, three
different degradation routes were elucidated, which are all

© 2020 American Chemical Society

< ACS Publications

initiated by oxidation of aspalathin to its o-quinone (see Figure
SI-1 of the Supporting Information). The first pathway
describes the conversion of aspalathin to orientin and
isoorientin via the formation of eriodictyol glucopyranosides
after oxidation."” During the second pathway, formed o-
quinone is nucleophilically attacked by a second aspalathin
molecule, leading to several dimerization produn::ts.‘)’IU The
final pathway includes the formation of two highly reactive
colored dibenzofuran structures, which were unequivocally
elucidated as their corresponding quinoxalines after derivatiza-
tion with o-phenylenediamine. Color dilution analysis of
incubated aspalathin solutions revealed these structures as
transient key chromophores.'® Furthermore, deaerated in-
cubations of isoorientin with human intestinal bacteria showed
the formation of eriodictyol after hydrogenation of the 2,3-
double bond on the C ring and cleavage of the C-glucosyl
bond. This intermediate was subsequently converted via ring
fission to dihydrocaffeic acid (DHC) and phloroglucinol.
Muller et al. proposed the formation of DHC as a possible
metabolic breakdown pathway of aspalathin. On the other
hand, a spontaneous non-enzymatic fragmentation was not
reported thus far." "
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Table 1. HR-MS and 'H and '*C NMR Spectroscopic Data of DHC—Amide in D,0

Dihydrocaffeic acid lysine amide

HR-MS [M + H]* (m/z)
calculated C;5H,;0:N,

C/H 5 'H (ppm)
1
2 2.33 (t, 2H)
=70 Hz
3 2.84 (t, 2H)
3 =70 Hz
I
2 6.62 (s, 1H)
3
&
s 6.72 (d, 1H)
3] =79 Hz
6 6.53 (d, 1H)
3 =79 Hz
X
g 3.54 (t, 1H)
] =63 Hz
b 1.63 (m, 2H)
4" 1.03 (m, 2H)
3} =76Hz
-4 1.18 (m, 2H)
3 =76Hz
] = 6.6 Hz
6" 2.92 (t, 2H)
3 = 6.6 Hz

3111605
311.1607
8 °C (ppm)
175.4
376

30.7
133.1
116.2
142.1
143.7
116.2

120.7

174.7
54.6

30.1
21.8

28.0

38.7

Thus, the aim of the present study was to reinvestigate the
degradation of aspalathin with respect to the formation of new
phenolic fragmentation products and the identification of
covalent protein—polyphenol interactions. We were able to
verify the formation of DHC as a novel degradation product of
aspalathin as well as the formation of the dihydrocaffeic acid
lysine amide (DHC—amide) in aspalathin—protein incubations
and fermented rooibos teas and to confirm a new oxidative
degradation mechanism. The covalent interaction between a
protein and a phenolic compound under mild conditions
(ambient temperatures and neutral pH) was confirmed for the
first time.

W MATERIALS AND METHODS

Chemicals. All chemicals of the highest quality available were
provided by Sigma-Aldrich (Munich/Steinheim, Germany), Fluka
(Taufkirchen, Germany), Merck (Darmstadt, Germany), VWR
Chemicals (Darmstadt, Germany), ACROS Organics (Geel, Bel-
gium), and ARMAR Chemicals (Leipzig, Germany), unless otherwise
indicated. For all experiments, ultrapure water (Ultra Clear, Siemens,
Munich, Germany) was used.

Aspalathin was isolated from unfermented rooibos tea using high-
performance countercurrent chromatography (HPCCC) and prepa-
rative high-performance liquid chromatography (HPLC). Verification
of the isolated material was carried out by nuclear magnetic resonance

(NMR) spectroscopy and was in line with the literature;'® High-
resolution mass spectrometry (HR-MS): m/z 453.1389 (found) and
m/z 453.1397 (calculated for C, H,50,; [M + H]*).

N-t-Boc-lysine t-butyl ester'® and 1,2,3,5-tetrahydroxybenzene
[THOB; HR-MS, m/z 141.0183 (found) and m/z 141.0188 (calcd
for C;H;0, [M — HJ]7)]"" were synthesized according to the
literature.

Diacetyldihydrocaffeic Acid. The synthesis was performed
according to the synthesis of peracetyl gluconic carboxylic acid by
Fan et al.'® Acetic anhydride (6 mL) was cooled to about 15 °C, and
HCIO, (0.8 g, 7.76 mmol, 67%) was added, followed by the addition
of DHC (0.92 g 5.05 mmol). The temperature of the mixture was
kept below 40 °C. The mixture was poured on ice and extracted twice
with 20 mL of CHCl;. The organic layers were pooled and washed
with ice-cold water. Water (10 mL) and triethylamine (0.8 mL) were
added to CHCI;, and the mixture was stirred overnight to hydrolyze
any anhydride. The organic layer was separated and washed with 1 N
HCI and dried over anhydrous Na,SO,; CHCI; was removed under
reduced pressure; and the compound was dried under high vacuum to
afford a yellow viscous oil (632 mg, 47%). '"H NMR (400 MHz,
CDCL,): 8227 (s, 3H), 2.27 (s, 3H), 2.67 (t, ¥J = 7.8 Hz, 2H), 2.94
(t, 3] = 7.8 Hz, 2H), 7.03 (dd, ¥ = 2 Hz, %] = 0.5 Hz, 1H), 7.09 (d, ¥J
= 2 Hz 1H), 7.10 (d, ¥ = 0.5 Hz, 1H). C NMR (100 MHz,
CDCly): 6 20.6, 29.8, 35.1, 123.2, 123.4, 126.4, 139.0, 140.5, 141.9,
168.3, 168.4, 178.3.

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.9b07689
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N%-t-Boc-N°-(diacetyldihydrocaffeoyl) Lysine t-Butyl Ester.
Diacetyldihydrocaffeic acid (632 mg, 2.38 mmol) and hydroxybenzo-
triazole (HOBt, 337.8 mg, 2.5 mmol) were dissolved in 12.5 mL of
dry tetrahydrofuran (THEF) under an argon atmosphere at 0 °C.
Then, 466 mg (3 mmol) of 1-ethyl-3-(3-(dimethylamino)propyl)-
carbodiimide (EDC) was added. After 20 min, a solution of 756 mg
(2.5 mmol) of N*-t-Boc-lysine t-butyl ester in 12.5 mL of dry THF
was added dropwise. The mixture was stirred for 16 h on ice. The
solvent was evaporated under reduced pressure, and the residue was
dissolved in 10 mL of ethyl acetate and washed with 10 mL of a
saturated NaHCOj solution and 1 M HCI, separately. The solvent
was evaporated, and the crude product was purified by column
chromatography (silica gel 60) using hexane/acetone (2:1). Fractions
containing the product [thin-layer chromatography (TLC): Ry = 0.29
in hexane/acetone (2:1), with ultraviolet (UV) and ninhydrin
detection] were collected, concentrated under reduced pressure,
and dried under high vacuum to afford a yellowish brown oil (256 mg,
20%). "H NMR (400 MHz, CDCL,): 8 1.33 (m, 22H), 1.53 (m, 2H),
2.15 (s, 6H), 2.31 (t, ] = 7.7 Hz, 2H), 2.80 (t, ’] = 7.7 Hz, 2H), 3.04
(dt, %] = 6.6 Hz, *] = 6.5 Hz, 2H), 3.98 (m, 1H), 5.15 (s, 1H), 6.22
(m, 1H) 6.89 (s, 1H), 6.94 (s, 2H). '*C NMR (100 MHz, CDCl,): &
20.5, 22.5, 27.9, 28.2, 28.8, 30.9, 32.2, 37.7, 39.0, 53.8, 79.4, 8L.5,
123.1, 123.2, 126.4, 139.8, 140.2, 140.8, 155.5, 168.2, 168.3, 171.8,
172.0.

DHC—Amide. N*-t-Boc-N°-(diacetyldihydrocaffeoyl) lysine t-butyl
ester (256 mg, 0.465 mmol) was dissolved in acetone and 6 M HCI (3
mL each). After stirring for 30 min, the mixture was diluted with 50
mL of water and evaporated to dryness. The crude product was
purified by column chromatography (silica gel 60) using acetonitrile/
water (15:4). Fractions containing the product [TLC: R; = 0.23 in
acetonitrile/water (15:4), with UV and ninhydrin detection] were
collected, evaporated to dryness, and dried under high vacuum to
afford DHC—amide (130 mg, 90%). Verification was carried out by
NMR spectroscopy and HR-MS (Table 1).

Extraction of Rooibos Tea. Unfermented and fermented rooibos
teas from Biedouw Valley of South Africa were obtained from Mount
Everest Tea Company GmbH (Elmshorn, Germany) and from local
tea shops. For aspalathin isolation, 100 g of the unfermented rooibos
was extracted with 1 L of acetone/water (7:3, v/v) for 24 h under an
argon atmosphere at 4 °C. Acetone was evaporated under reduced
pressure at 30 °C, and the aqueous phase was extracted successively
with 2 X 200 mL each of diethyl ether and ethyl acetate, separately.
The solvent of the ethyl acetate extract was removed under reduced
pressure and freeze-dried. The dried extract was used for separation
via HPCCC.

For quantitation of DHC and DHC-—amide, 1 g of the
unfermented and fermented rooibos was extracted with 20 mL of
the acetone/water (7:3, v/v) mixture for 1 h under an argon
atmosphere at room temperature in an ultrasonic bath. DHC—amide
was quantitatively enriched by repeated collection with analytical
HPLC (below).

Aerated Polyphenol Incubations. Mixtures containing either
aspalathin and N”-t-Boc-lysine (10 mM), aspalathin, phloridzin, or
phloretin (0.5 mM) in phosphate buffer (0.1 M, pH 7.0) were
incubated in screw-cap vials. Incubations were kept in a shaker for 7
days at 37 °C. The formation of DHC and dihydrocoumaric acid was
analyzed by gas chromatography—mass spectrometry (GC—MS) and
gas chromatography—flame ionization detection (GC—FID) after
silylation. DHC—amide was analyzed by high-performance liquid
chromatography—fluorescence detection (HPLC—FLD) after remov-
ing the N’-t-Boc group by adding 6 M HCl to the samples to a final
HCI concentration of 3 M and keeping them for 30 min at room
temperature.

Deaerated Polyphenol Incubations. The incubations were
modified by adding 1 mM diethylenetriaminepentaacetic acid to the
phosphate buffer. The buffer was degassed with helium before the
samples were placed in 2 mL screw cap vials without air and
incubated under an argon atmosphere.

Singlet-Oxygen Polyphenol Incubations. The incubations
were modified by adding 10 mM sodium molybdate to the phosphate

buffer. The solutions were mixed with hydrogen peroxide solutions of
different concentrations, resulting in a molar excess of hydrogen
peroxide of 1000X, 100X, 50X, and 10X, respectively, in relation to
phenol. The solutions were incubated for 24 h in a shaker at room
temperature. THOB was incubated in the same way.

Aspalathin Protein Incubation and Enzymatic Hydrolysis.
Mixtures containing aspalathin (100 mM) and bovine serum albumin
(BSA, 0.2 mM) were incubated under the above-mentioned aerated
conditions. The modified protein was precipitated with trichloroacetic
acid, washed with acetone, and dissolved in phosphate-buffered saline
(PBS) buffer. Enzymatic hydrolz'sis of the protein solution was carried
out according to Smuda et al!

Analytical High-Performance Liquid Chromatography—
Diode Array Detection (HPLC—DAD). For polyphenol analyses,
a Jasco PU-2080 Plus quaternary gradient pump with a degasser (DG-
2080-54), quaternary gradient mixer (LG 2080-02), multiwavelength
detector (MD-2015 Plus) (Jasco, Gross-Umstadt, Germany), Waters
717 plus autosampler, and column oven (Techlab Jet Stream np K-3)
was used. Chromatographic separations were performed on stainless-
steel columns (Vydac CRT, 201TPS4, 250 X 4.6 mm, RP-18, S um,
Hesperia, CA, U.S.A.) using a flow rate of 1.0 mL/min. The column
temperature was always 25 °C. The mobile phase consisted of water
(solvent A) and MeOH/water (7:3, v/v, solvent B), and to both
solvents (A and B), 0.8 mL/L formic acid was added. Samples were
analyzed using a gradient system: samples were injected at 10% B.
The gradient was changed linear to 30% B in 30 min, to 65% B after
40 min, to 100% B after 2 min, and held at 100% B for 8 min. The
effluent was monitored at 220, 280, and 400 nm (DHC, t; = 14 min;
aspalathin, t; = 39 min). For quantitation, an external calibration
based on standard solutions of authentic isolated references dissolved
in water was used.

Analytical HPLC—FLD. For determination of DHC—amide, a
Jasco PU-980 gradient pump with a degasser (DG-2080-53), ternary
gradient mixer (LG 980-02), fluorescence detector (FP-920),
autosampler (851-AS) and column oven (Jasco, Gross-Umstadt,
Germany) set at 25 °C was used. Chromatographic separations were
performed on stainless-steel columns (Vydac CRT, 218TP54, 250 X
4.6 mm, RP-18, 5 um, Hesperia, CA, U.S.A.) using a flow rate of 1.0
mL/min. The mobile phase consisted of water (solvent A) and
MeOH/water (7:3, v/v, solvent B). A 1.2 mL/L aliquot of
heptafluorobutyric acid was added to both solvents (A and B). The
samples were injected at 2% B and held for S min, and the gradient
was changed to 90% B in 30 min and 100% B in 1 min and held for §
min. The fluorescence detector was attuned to 340 nm for excitation
and 455 nm for emission (DHC—amide, t = 19 min). Prior, a post-
column derivatization reagent was added at 0.5 mL/min. This reagent
consisted of 0.8 g of o-phthaldialdehyde, 24.73 g of boric acid, 2 mL of
2-mercaptoethanol, and 1 g of Brij 35 in 1 L of water adjusted to pH
9.75 with KOH. For quantitation with HPLC—FLD, an external
calibration based on standard solutions of authentic synthesized
references dissolved in water was used.

Analytical High-Performance Liquid Chromatography—
Tandem Mass Spectrometry (HPLC—MS?). For quantitation of
DHC—amide as a protein modification, a Jasco PU-2080 Plus
quaternary gradient pump with a degasser (DG-2080-54), quaternary
gradient mixer (LG 2080-04) Uasco, Gross-Umstadt, Germany), AS-
2057 Plus autosampler, and column oven (Jasco Jetstream II) set at
25 °C was used. Chromatographic separations were performed on
stainless-steel columns (Vydac CRT, 218TPS54, 250 X 4.6 mm, RP-18,
S um, Hesperia, CA, U.S.A.) using a flow rate of 1.0 mL/min. The
eluents and gradient program were identical to that used for HPLC—
FLD analysis. The mass analyses were performed using an Applied
Biosystems API 4000 quadrupole instrument (Applied Biosystems,
Foster City, CA, U.S.A.). MS ionization was achieved using the
turbospray ionization source operated in positive-ion mode. The
settings were as follows: curtain gas (N,) at 40 psi, ion source gas 1 at
70 psi, ion source gas 2 at 80 psi, source temperature at 650 °C, and
ion spray voltage at 2500 V. Optimized mass spectrometric
parameters for DHC—amide were as follows: t; = 19 min, m/z
311.3/84.2 [declustering potential (DP), 65 V; collision energy (CE),

https://dx.doi.org/10.1021/acs jafc. 907689
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42 eV; cell exit potential (CXP) 14 V; quantifier], m/z 311.3/247.9
(DP, 65 V; CE, 21 eV; CXP, 15 V; qualifier 1), and m/z 311.3/123.2
(DP, 65 V; CE, 54 eV; CXP, 10 V; qualifier 2). To resolve potential
matrix interferences, increasing amounts of authentic reference
standards were added to mixed aliquots of the sample and a
regression of response versus concentration was generated for
quantitation.

Product lon MS? by Collision-Induced Dissociation (CID).
Samples were injected into the HPLC—MS® system using a CID
experiment after chromatographic separation. Parameters for DP, CE,
and CXP of DHC—amide were as follows: 65 V, 28 eV, and 15V,
respectively.

GC-FID Analysis. A Nexis GC-2030 gas chromatograph
(Shimadzu, Kyoto, Japan) was used with helium 4.6 as a carrier gas
in constant-flow mode (linear velocity of 20.8 cm/s and flow of 1.0
mL/min). Separation was carried out on a HP-$ capillary column (30
m X 0.32 mm X 0.25 um, Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
U.S.A.). Samples were injected to a split—splitless injector at 220 °C
(split ratio of 4). The oven temperature was started at 80 °C, raised to
200 °C (8 K/min) and then to 270 °C (10 K/min), and held for 10
min. The detector was set at 300 °C. Aliquots of the incubations and
tea extracts were acidified with HCI, extracted with diethyl ether for
quantitation of the phenolic acids, and extracted with ethyl acetate for
determination of THOB. The solvent was removed under an argon
atmosphere; the dried extracts were dissolved in 100 uL of
triethylamine; and 100 uL of N,O-bis(trimethylsilyl)acetamide with
5% trimethylchlorosilane was added. The samples were kept for 1 h at
room temperature prior to injection into the GC—MS system. For
quantitation, an external calibration based on standard solutions of
authentic references was used. Limit of detection and limit of
quantitation (LOD/LOQ) were as follows: DHC (1.0/3.1 mmol/mol
of aspalathin), t; = 18.6 min; dihydrocoumaric acid (2.6/7.8 mmol/
mol of phloretin/phloridzin), ty = 16.4 min; phloroglucinol, ty = 15.1
min; and THOB, tp = 16.6 min.

GC—MS Analysis. A Thermo Finnigan Trace GC Ultra coupled to
a Thermo Finnigan Trace DSQ (Thermo Fischer Scientific GmbH,
Dreieich, Germany) was used with helium $.0 as a carrier gas in
constant-flow mode (linear velocity of 35.0 cm/s and flow of 2.0 mL/
min). Samples were injected to a split—splitless injector at 220 °C
(split ratio of 10). Separation was performed on a DB-SMS capillary
column (30 m X 025 mm X 0.25 pum + 10 m Guard, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, U.S.A.). Mass spectra were obtained
at 70 eV with electron-impact ionization (source temperature of 230
°C and emission current of 80 mA) in full-scan mode (mass range of
m/z 50—650). The program and derivatization of the samples were
identical to those used for GC—FID analysis [DHC, t; = 18.9 min, m/
2398 (M, 45%), 383 (5%), 280 (20%), 267 (36%), 179 (100%), 73
(58%); dihydrocoumaric acid, ty = 16.4 min, m/z 310 (M*, 12%), 295
(5%), 192 (74%), 179 (100%), 73 (34%); phloroglucinol, t, = 15.1
min, m/z 342 (M, 90%), 327 (92%), 268 (15%), 253 (12%), 147
(28%), 133 (16%), 73 (100%); and THOB, ty = 16.6 min, m/z 430
(M, 14%), 415 (1%), 342 (4%), 327 (6%), 299 (12%), 207 (6%),
147 (16%), 73 (100%)].

GC—MS? Analysis. A Trace 1310 GC coupled to a TSQ Duo MS
(Thermo Fischer Scientific GmbH, Dreieich, Germany) was used
with helium 5.0 as a carrier gas in constant-flow mode (linear velocity
of 35.0 cm/s and flow of 2.0 mL/min). Separation was performed on
a VF-SMS capillary column (30 m X 0.25 mm X 0.25 ym + 5 m EZ-
Guard, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, U.S.A.). Samples were
injected into the GC—MS’ system using a CID experiment after
chromatographic separation (splitless, injector at 220 °C). The
program and derivatization of the samples were identical to those
used for GC—FID analysis. Parameters for THOB were as follows: ty
= 12.5 min, selected m/z 430.2 and 70 eV (MS') with electron-impact
ionization (source temperature of 300 °C and emission current of 80
mA); CE, 12 eV.

HPCCC. The HPCCC system (HPCCC Spectrum Series 20,
Dynamic Extractions, Tredegar, U.K.) was equipped with a Jasco PU-
4180 RHPLC pump and Jasco UV detector (UV-2075 Plus, Jasco,
Gross-Umstadt, Germany) operating at 280 nm. Eluted liquids were

collected in fractions of 15 mL with a fraction collector (LKB Ultrorac
7000, LKB-Producter AB, Bromma, Stockholm, Sweden). Chromato-
grams were recorded on a plotter (Servogor 200, GMC, Niirnberg,
Germany). The total volume of the coil was 140 mL. HPCCC was
run according to the HPCCC system for aspalathin separation of De
Beer et al."” with a revolution speed of 1600 rpm and a flow rate of 6
mL/min of the lower aqueous phase in head-to-tail modus. Samples
of 500 mg of the ethyl acetate extract were dissolved in a 1:1 mixture
of light and heavy phase (6 mL) and injected via a 6 mL sample loop.
Incubations were separated using ethyl acetate/n-butanol/0.1%
formic acid (4:1:5, v/v/v) (aspalathin, t; = 18—40 min). The solvent
of the collected fractions was evaporated under reduced pressure at 30
°C and freeze-dried. The dried residue was used for preparative
HPLC-UV.

Preparative HPLC—UV. A Besta pump (Besta, Wilhelmsfeld,
Germany) was used at a flow rate of 16 mL/min with a Knauer
degasser (Knauer, Berlin, Germany). Up to 20 mg of the dried
collected fractions of HPCCC was injected. Chromatographic
separations were performed on a stainless-steel column (Vydac
CRT, 218TP1022, 250 X 20 mm, RP-18, 10 pm, Hesperia, CA,
U.S.A.). The mobile phases used were solvents A and B, identical to
the HPLC—DAD system. An isocratic method was chosen according
to the characteristics of the target compounds (aspalathin, 25% B, t; =
62—80 min). The solvents of the collected fractions were removed
under reduced pressure at 30 °C, freeze-dried, and stored at —20 °C.

HR-MS. Positive-ion high-resolution ESI mass spectra were
obtained from an Orbitrap Elite mass spectrometer (Thermo Fisher
Scientific, Bremen, Germany) equipped with a heated electrospray
ionization (HESI) electrospray ion source [spray voltage, 4 kV;
capillary temperature, 275 °C, source heater temperature, 40 °C; and
Fourier transform mass spectrometry (FTMS) resolution, >30000].
Nitrogen was used as sheath and auxiliary gas. The sample solutions
were introduced continuously via a 500 L Hamilton syringe pump
with a flow rate of § yL min~'. The data were evaluated by the
Xcalibur software 2.7 SP1.

NMR Spectroscopy. NMR spectra were recorded on a Varian
VXR 400 spectrometer operating at 400 MHz for 'H and 100 MHz
for *C. SiMe, was used as a reference for calibrating the chemical
shift.

Statistical Analysis. Analyses were performed at least in triplicate
and resulted in coefficients of variation of less than 10%. All
significance tests were performed by a Welch test with a probability
value of 99%. LOD and LOQ were calculated at a signal/noise ratio of
3 for LOD and 10 for LOQ.

B RESULTS AND DISCUSSION

Oxidative Degradation of Aspalathin to DHC. To gain
deeper insights in the reactivity of aspalathin and to extend the
spectrum of reaction products, the degradation of aspalathin
was reinvestigated in the presence of lysine. After the start of
the incubation under aerated conditions, the immediate
emergence of a new peak was observed by HPLC—DAD
among other known degradation products (Figure 1). After
comparison to an authentic reference, this novel structure was
identified as DHC and unequivocally verified after isolation
and silylation via GC—MS. To elucidate the formation
mechanism, incubations were carried out under aerated and
deaerated conditions, respectively. In the aerated incubations,
degradation of aspalathin and also the accompanying color
formation started immediately as published before.'’ The start
of degradation was paralleled by the instant formation of DHC,
reaching a maximum concentration of 8 mol % of aspalathin
after 4 days of incubation (Figure 2). Obviously, this phenolic
structure was not stable under oxidative conditions because its
concentration declined during the further course of incubation,
probably as a result of its easily oxidizable o-hydroquinone
moiety. In contrast, incubations under deaerated conditions
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Figure 1. HPLC—DAD chromatogram of (A) incubation of
aspalathin—lysine after 4 days and (B) DHC at 4 = 280 nm.
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Figure 2. Degradation of aspalathin in the presence of lysine:
aspalathin (@), absorbance of total incubation at 4 = 420 nm (A),
DHC (M), and DHC—amide (V).

showed no degradation of aspalathin to DHC (Table 2). No
other structures and no color formation were observed.
Consequently, the formation of DHC has to be linked to the

oxidative degradation of aspalathin. To elucidate the
fragmentation mechanism, different known reactions of
phenolic compounds were evaluated. In previous studies,
three major pathways of oxidative degradation of aspalathin
were already reported, leading to the conversion to orientin
and isoorientin,'” various dimerization products,g’10 and the
formation of colored dibenzofuran intermediates.'” Impor-
tantly, the initiating step of all of these pathways is the
oxidation of the B ring of dihydrochalcone to its o-quinone.
However, in the case of DHC, this oxidation step cannot be
the trigger for the fragmentation because it would theoretically
lead to the formation of caffeic acid, which was never detected
in any of the present incubations nor phloroglucinol as
suggested from Muller et al.'"* On the other hand,
anthocyanins may undergo an opening of the C ring through
hydrolysis and fission of the resulting dicarbonyl structure
leads to hydroxybenzoic acid and 2,4,6-trihydroxyPhenylace—
taldehyde via hydrolytic A-dicarbonyl fragmentation.”” It is also
known that dihydrochalcones may be spontaneously oxidized
to their respective chalcones, which can undergo retro-aldol-
type cleavages after hydration.”’ Taken together, neither of
these phenolic reaction pathways would result in the
established DHC. Looking for alternate mechanisms, loans
were made from carbohydrate chemistry. The quantitatively
most important fragmentations during the Maillard reaction at
mild temperatures are hydrolytic f-cleavage and oxidative a-
dicarbonyl cleavage.””** Both pathways have in common the
formation of carboxylic acid and the scission of the carbon—
carbon a-bond induced by the attack of a nucleophile.
However, hydrolytic f-dicarbonyl scission can be ruled out,
because it does not rely on oxidative processes, which
contradicts the observed strictly oxidative DHC formation.
On the other hand, oxidative a@-dicarbonyl fragmentations
require activated oxygen generated, e.g, by photooxidation
processes or hydroperoxide species and include the incorpo-
ration of molecular oxygen as the key mechanistic step. In
addition, studies of Smuda et al. on the degradation pathways
of ascorbic acid proved that the dicarbonyl cleavage is
paralleled by an amine-induced alternative, resulting in
corresponding carboxylic acid amides.”

Synthesis of Authentic DHC—Amide. To prove the
proposed oxygen-triggered mechanism, DHC—amide was
synthesized via an amide-coupling reaction catalyzed by EDC
and HOBt (Figure 3). The first step of the synthesis was the
protection of the hydroxyl groups of DHC to prevent side
reactions during coupling. The catechol moiety of DHC was
derivatized with acetic acid anhydride to yield diacetyldihy-
drocaffeic acid, which was then conjugated to N*-t-Boc-lysine
t-butyl ester to give the fully protected amide. Finally,
deprotection was realized by treatment with 3 M HCI to
give DHC—amide. The synthesized material was unequivocally
verified by accurate mass determination via HR-MS and 'H
and *C NMR attached proton test (APT) measurements as
well as homonuclear correlation spectroscopy (H,H COSY),
heteronuclear single-quantum correlation (HSQC), and
heteronuclear multiple-bond correlation (HMBC) techniques
as N®lysinyl dihydrocaffeic acid amide (Table 1). Specifically,
the HMBC correlation between H-6" and C-1 clearly indicated
the successful coupling of the carboxyl group of DHC with the
£-amino moiety of lysine.

Singlet-Oxygen-Triggered Degradation Mechanism.
DHC—amide was found in aspalathin—lysine reaction mixtures
under aerated conditions in about 30-fold lower yields in

https://dx.doi.org/10.1021/acs jafc.9b07689
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Table 2. Yields in mmol of Phenolic Acid/mol of Phenol of DHC (Aspalathin) and Dihydrocoumaric Acid (Phloridzin/
Phloretin) in Deaerated, Aerated, and Singlet-Oxygen ('0,) Incubations after 6 h

aspalathin
(mmol of phenolic acid/mol of phenol)

deaerted <LOD*
aerated 9.4
0,

5X excess 132

25X excess 22.1

50X excess 12.7

500X excess <LOQ"

“LOD = limit of detection. “LOQ = limit of quantitation.

phloridzin
(mmol of phenolic acid/mol of phenol)

phloretin
(mmol of phenolic acid/mol of phenol)

<LOD <LOD
<LOD <LOD
39.7 41.6
78.3 81.0
150.6 938
2503 222.1
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Figure 3. Synthesis of DHC—amide.

comparison to DHC, reaching a maximum of 0.3 mol %
aspalathin after 4 days (Figure 2). As for DHC, absolutely no
DHC—amide was detectable under deaeration. All known
aspalathin degradation mechanisms are initiated by the easy
oxidizable B-ring o-hydroquinone moiety. To rule out this
possibility, at least for the mild reaction conditions used herein,
the dihydrochalcones phloridzin and phloretin comprising a
single monophenolic B ring were used for comparison.
Phloridzin, a O-glycosidic dihydrochalcone, and phloretin, its
aglycone, are phenolic compounds prominent for apple
varieties.”' Interestingly, during the browning process of
apples, the degradation of phloridzin leads to similar
dibenzofuran chromophores as the degradation of aspalathin;
however, in this case, the degradation process must be initiated
by the apple polyphenol oxidase creolase activity to oxidize the
monohydroxy moiety on the B ring to the respective o-

13116

hydroquinone.'””® This is not the case under the present

reaction conditions. Thus, as expected, no formation of
anticipated dihydrocoumaric acid was monitored either
under deaerated or under aerated conditions (Table 2).
Next, according to the above oxidative a-dicarbonyl
fragmentation mechanism for carbohydrates, activated oxygen
species were introduced to the incubation system. Singlet
oxygen was generated from hydrogen peroxide disproportio-
nation catalyzed by molybdate ions in quantitative yields.”®
This led to the immediate detection of dihydrocoumaric acid
(Table 2). In a dose-dependent manner, the concentration
increased up to 25 mol % at a S00-fold excess of singlet oxygen.
This clear impact of activated oxygen led to the reaction
scheme proposed in Figure 4. In the first step, singlet oxygen
attacks the carbonyl group of aspalathin, resulting in a
biradicalic structure, including an alkoxyradical moiety. After

https:/dx.doi.org/10.1021/acs jafc.9b07689
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Figure 4. Proposed degradation pathway of aspalathin via oxidative cleavage.

single-electron transfer, the resulting hydroperoxide anion
rearranges in a Baeyer—Villinger-type reaction. This rearrange-
ment strongly depends upon the electron density of the
migrating group, with electron-rich groups as the present
aspalathin A ring being favored.”” The putative carboxylic ester
intermediate can be nucleophilically attacked by water or an
amino component, leading to DHC or DHC-—amide,
respectively, and a glycosylated tetrahydroxybenzene derivative
as the counterpart. The strict dependency upon activated
oxygen to trigger the fragmentation independent from B-ring
substitutions also means that aspalathin is able to intrinsically
initiate the formation of singlet oxygen. Aspalathin degradation
led to DHC detection up to 1 mol %, even in the absence of
amines (Table 2). Indeed, it has been shown that the redox
activity of catechol moieties leads to significant amounts of
reactive oxygen species, e.g, the superoxide anion radical and
hydrogen peroxide.”® On the other hand, this also explains why
exogenous addition of singlet oxygen only led to a 2.5-fold
increase of DHC, after which concentrations dropped again
under the limit of quantitation at 500-fold excess. Increased
oxidative stress on the incubation leads to B-ring o-quinone
formation to trigger the three above-discussed degradation
mechanisms and, thus, withdraws aspalathin from the oxidative
fragmentation, leading to DHC.

The search for the fragmentation counterpart as the final
piece of the mechanistic puzzle was focused on phloretin (1)
because of the high yields of fragmentation up to 22 mol % and
(2) because targeted THOB is readily synthetically available in
contrast to the O- and C-glycosidic pendants of phloridzin and
aspalathin, respectively. THOB was realized according to the
literature in a one-step deprotection from 3,4,5-trimethox-
yphenol and a final purification step, as verified by HR-MS.
The strong polarity ruled out the detection of the native
structure from liquid and gas chromatography based setups, so
that trimethylsilylation was chosen for detection with coupled
GC—MS?. Prior, the stability of the synthesized material was

tested in the above singlet-oxygen incubations without phenol.
As expected from the extremely electron-rich structure, no
THOB was detected under the strong oxidative conditions
with 500- and 50-fold molar excess of singlet oxygen, while at
25- and S-fold excess, at least about 35% of the added reference
was recovered after extraction with ethyl acetate from the
acidified deep brown incubations. Indeed, as a compromise of
the fragmentation yield and stability, the formation of THOB
was finally verified in trace levels in phloretin incubations with
25-fold excess of singlet oxygen. The spectrum of the silylated
authentic reference was virtually identical to the material
isolated from incubation mixtures. Figure 5 shows, e.g., the
typical fragmentation pattern for silylated structures with a loss
of a methyl (m/z 315) or silyloxy (m/z 342) group from the
molpeak at m/z 430. Although the unstable nature forbids the
detection of THOB on a quantitative basis, the present CID
experiment must be evaluated as unequivocal proof of the
fragmentation mechanism depicted in Figure 4.

DHC and DHC—Amide in Rooibos Tea and Protein
Incubations. The relevance of the aspalathin degradation
process to DHC and DHC—amide was tested in commercial
rooibos tea samples. However, in comparison to above in vitro
experiments, the situation in biological samples might be more
complex as a result of the presence of other plant ingredients,
such as phenolic compounds, and presumably microorganisms.
In accordance to the above degradation mechanism, fermented
rooibos samples showed higher amounts of both DHC and
DHC—amide than green rooibos samples, reaching a
maximum of 0.7 pmol of DHC/g (127 ug of DHC/g),
paralleled by significantly lower concentrations of 0.35 nmol of
DHC—-amide/g (108.5 ng of DHC—amide/g) (Figure 6).
While the difference of DHC was significant (p < 0.01), there
was a clear trend for DHC—amide. Obviously, the oxidative
conditions during the traditional fermentation process trigger
the fragmentation reaction. Because cell maceration not only
leads to the release of polyphenol oxidases but also all sorts of

https://dx.doi.org/10.1021/acs jafc.9b07689
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enzymes, including proteases, DHC—amide might also stem
from protein—aspalathin modifications. To verify this hypoth-
esis, aspalathin was incubated in the presence of BSA as a
model protein under aerated conditions at pH 7 and 37 °C.
After a multistep enzymatic hydrolysis of the isolated modified
protein, the hydrolysate was analyzed by LC—MS/MS
experiments. The resulting mass spectrum for DHC—amide
showed virtually the identical fragmentation pattern as the

authentic reference, thus unequivocally verifying the covalent
interaction between protein and DHC (Figure 7).
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Figure 7. Product ion MS? of DHC—amide isolated from aspalathin—
BSA incubations by CID of m/z 311 [M + H]*: (A) authentic
reference standard and (B) incubation after enzymatic hydrolysis.

There have been many studies dealing with non-covalent
interactions between phenolic compounds and proteins, but
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the topic of covalent modification with respect to discrete
structures remains barely investigated. In general, it is thought
that the latter is initiated by spontaneous oxidation of the
phenolic compound to its respective o-quinone in alkaline
solutions or enzymatic oxidation triggered by polyphenol
oxidases during enzymatic browning reactions. 0-Quinone may
then react with the nucleophilic side chains of proteins.” Initial
work was performed by Pierpoint, and Mason et al.
investigating enzymatically oxidized phenolic compounds in
the presence of different amino acids at moderate temperatures
by photo- and manometric means. Their results indicated that
o-quinones primarily react with the thiol group of cysteine, the
e-amino group of lysine, and the a-amino groups of other
amino acids, whereas amide, guanidine, and seryl hydroxyl
groups showed no reactions.””*" Heated solutions of glycine
with catechin under oxidative conditions at 120 °C resulted in
the formation of various adducts tentatively characterized by
mass spectrometry.”’ In recent studies on protein modification
in ultrahigh-temperature-processed milk after the addition of
epigallocatechin-gallate-enriched green tea extract’ and stored
honey,” the formation of polyphenol—protein adducts was
detected by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS—PAGE) with nitroblue tetrazolium
staining. These adducts were argued by the formation of
quinone—protein adducts, but no discrete structures were
identified. Kroll et al. reported interactions between the lysine
and tryptophan side chains of myoglobin with different
phenolic compounds. To initiate phenol oxidation, the
incubations were carried out at a pH of 9.**** Rawel et al.
also described adduct formation of lysine and tryptophan in
whey proteins® and the interaction of cysteine, lysine, and
tryptophan in soy proteins using a similar approach.”’
Unfortunately, no discrete structures were isolated, and the
proposed interactions of lysine, cysteine, and tryptophan were
indicated by the change of free amino groups and free thiol
groups and the change in the fluorescence of tryptophan,
respectively. pH is a crucial point in those studies because
higher pH initiates oxidation of the phenolic compounds but
also results in an enhanced availability of the amine
nucleophiles.”® Cysteine is known to inhibit enzymatic
browning by forming colorless adducts with several phenolic
substrates, such as caffeic acid,*’ chlorogenic acid, and
catechin.** In a previous study, we investigated the enzymatic
oxidation of gallic acid and catechin in the presence of arginine,
lysine, or cysteine in model incubations at pH 6.5. Incubations
containing lysine or arginine did not lead to any amino acid
adducts. In contrast, cysteine incubations showed the
formation of 2'-cysteinyl catechin and S'-cysteinyl catechin,
which were further degraded to two novel dihydrobenzothia-
zine carboxylic acid derivatives."' Jongberg et al. investigated
the formation of thiol—quinone adducts in model incubations
of 4-methyl-1,2-benzoquinone, prepared from chemical
oxidation of 4-methylcatechol with periodate or Fe(II)/
H,0,. Indeed, in the presence of glutathione, BSA, or
myofibrillar protein isolates from meat at pH 5.8, the
formation of the cysteine—quinone adduct was identified
according to UV spectra and LC—MS analyses after acidic
hydrolysis and separation on RP-C18 columns.*®

In contrast, the present paper on aspalathin degradation
establishes a novel mechanism for the formation of
polyphenol—protein adducts initiated by singlet oxygen,
independent of o-quinone intermediates. Under mild con-
ditions of pH 7 and moderate temperatures, the formation of

DHC and DHC—amide was verified in protein incubations
and also rooibos. Further studies will show if this unique
oxidative rearrangement—fragmentation reaction can be trans-
ferred to other polyphenolic compounds.
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ABSTRACT: The course of melanin formation is yet not thoroughly resolved on a mechanistic level. With the present study,
incubations of catechin (CA)- and cysteine-derived dihydro-1,4-benzothiazine carboxylic acid derivatives were investigated for
colored products during enzymatic browning. Analyses by high-performance liquid chromatography (HPLC)—mass spectrometry
revealed the formation of two novel decarboxylated dihydro-1,4-benzothiazine derivatives [8-(3,5,7-trihydroxy-3,4-dihydro-2H-
chromen-2-yl)-5-hydroxy-3,4-dihydro-2 H-benzothiazine and 7-(3,5,7-trihydroxy-3,4-dihydro-2H-chromen-2-yl)-5-hydroxy-3,4-dihy-
dro-2H-benzothiazine] preferentially under acidic conditions. Furthermore, in model reactions under neutral pH, a colored
phenazine dimer intermediate was isolated by high-performance countercurrent chromatography and preparative HPLC when
conducting the incubations in the presence of o-phenylenediamine (OPD). Mass spectrometry and nuclear magnetic resonance
spectroscopy unequivocally verified the structure as (12E)-5,5'-dioxo-11a,11a’-bis(3,5,7-trihydroxy-3,4-dihydro-2H-chromen-2-yl)-
3,3',4,4',53,52,6,6',11,11',11a,11a’-dodecahydro-2H,2'H,5H,S' H-12,12-bi[ 1,4]thiazino[ 2,3-b]phenazine-3,3'-dicarboxylic acid. En-
zymatically catalyzed incubations under aeration starting from the initial CA—cysteine adducts and their follow-up dihydro-1,4-
benzothiazine carboxylic acids, respectively, proved that the unstable colored compound was a trichochrome-like reaction
intermediate of the browning reaction cascade which can be trapped by postincubation with OPD, thus verifying their direct
mechanistic relationship.

KEYWORDS: enzymatic browning, polyphenol—amino acid adducts, high-performance countercurrent chromatography,
dihydrobenzothiazine, o-phenylenediamine

B INTRODUCTION enzymatic browning reactions in plant-based foods®” and
melanogenesis, a specific pathway of enzymatic browning in
the pigmentation process of animals.

In recent years, significant advances in the field of
melanogenesis with regard to formation mechanisms and
structure elucidation were made. The initial step of melano-
genesis combines the hydroxylation of tyrosine to dihydrox-
yphenylalanine (DOPA) and the subsequent oxidation to
dopaquinone (Figure S1, Supporting Information). The
process then diverges into eumelanogenesis or pheomelano-
genesis depending on pH"” and on the presence of cysteine.
Eumelanogenesis occurring in the absence of cysteine involves
intramolecular cyclization of dopaquinone leading to black-
brownish 5,6-dihydroxyindole-derived eumelanins.'” In con-
trast, the involvement of cysteine in pheomelanogenesis leads
to the addition of cysteine to dopaquinone producing different
cysteinyldopa isomers. In the next step, cysteinyldopa is
oxidized via redox cycling reactions to cysteinyl dopaquinone
which subsequently cyclizes to a quinone imine, which on the
one hand undergoes rearrangement with or without decarbox-

Color and appearance of fruits and vegetables significantly
influence the customer’s buying and consumption behavior.
Texture and color changes are commonly traceable to the
destruction of the cell structure of plant-based foods during
transport and postharvest manufacturing processes. These
changes are generally summed up under the topic of enzymatic
browning, a complex cascade with interacting enzymatic and
nonenzymatic reactions.' In general, these processes are
initiated by oxidation of phenolic compounds by polyphenol
oxidases to highly reactive electrophilic o-quinones and
followed by nonenzymatic reactions with various nucleophiles
such as the nucleophilic groups of amino acids or proteins or
other polyphenols leading to brown polymeric melanins.”
Studies of Pierpoint and Mason and Peterson on enzymatically
oxidized phenolic compounds in the presence of different
amino acids indicated that the &-amino group of lysine, the
thiol group of cysteine, and the a-amino groups of other amino
acids are primarily involved in the reaction with o-quinones,
while amide, guanidine, and seryl hydroxyl groups showed no
reactions.”* The formed polyphenol—amino acid adducts are
thought to affect the color of foods,” but, as previously Received:  October 8, 2021
reported, the specific interaction of amino acids and plant Revised:  November 23, 2021
polyphenols in enzymatic browning reactions with regard to Accepted: November 24, 2021
the formation of discrete colored structures and their Published: December 10, 2021
mechanistic background is hardly investigated.” Furthermore,

cysteine plays an important role in both the inhibition of

© 2021 The Authors. Published b,
American Chemical Societ¥ https://doi.org/10.1021/acs.jafc.1c06335
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ylation forming 1,4-benzothiazine or 1,4-benzothiazine-3-
carboxylic acid, respectively, or on the other hand is reduced
via redox cycling reactions to 3,4-dihydro-1,4-benzothiazine-3-
carboxylic acid. Final pigment formation is generally viewed as
an oxidative polymerization of cysteinyldopa reaction isomers
with the 3,4-dihydro-1,4-benzothiazine-3-carboxylic acid spe-
cies regarded as the last major isolatable intermediates in the
course of pheomelanogenesis.ll In the further reaction steps,
these benzothiazine intermediates may undergo mechanisms
such as decarboxylation, ring contraction to benzothiazol
intermediates, and finally polymerization to the yellow-to-
reddish-brown-colored pheomelanins.'’ A first approach to
elucidate the structural moieties of pheomelanins and to
compare the composition of synthetic pheomelanin prepared
from DOPA and cysteine with naturally occurring pheomela-
nins in hair and feathers was based on the degradation by
reductive hydrolysis with hydroiodic acid and alkaline H,O,
oxidation, respectively. The results showed that 4-amino-3-
hydroxyphenylalanine, a degradation product induced by
hydroiodic acid hydrolysis, serves as a marker for 3-oxo-
dihydrobenzothiazine and benzothiazine moieties and that
thiazole-4,5-dicarboxylic acid represents a marker for the
benzothiazole moiety after alkaline H,O, oxidation. Thus, the
ratio of the degradation products indicated that red human hair
and red chicken feathers compared to synthetic pheomelanin
and yellow mouse hair contain higher concentrations of the
benzothiazole moiety."

In our previous study, we established catechin (CA)-derived
dihydro-1,4-benzothiazine carboxylic acid derivatives as novel
intermediates in the color formation process during cysteine-
driven enzymatic browning model reactions based on CA and
gallic acid simulating the fermentation of black tea.” Hence, the
aim of the present study was to clarify their impact on color
formation and to elucidate the reaction mechanisms leading to
colored pigments using o-phenylenediamine (OPD) to
stabilize transient intermediates.

B MATERIALS AND METHODS

Chemicals. All chemicals of the highest quality available were
provided by Sigma-Aldrich (Munich/Steinheim, Germany), Fluka
(Taufkirchen, Germany), Merck (Darmstadt, Germany), VWR
Chemicals (Darmstadt, Germany), Acros Organics (Geel, Belgium),
and ARMAR Chemicals (Leipzig, Germany) unless otherwise
indicated. For all experiments, ultrapure water (Ultra Clear, Siemens)
was used.

2'-Cysteinyl CA (Al), 5'-cysteinyl CA (A2) (Figure S2, Supporting
Information), 8-(3,5,7-trihydroxy-3,4-dihydro-2H-chromen-2-yl)-$-
hydroxy-3,4-dihydro-2H-benzothiazine-3-carboxylic acid (B1), and
7-(3,5,7-trihydroxy-3,4-dihydro-2H-chromen-2-yl)-S-hydroxy-3,4-di-
hydro-2H-benzothiazine-3-carboxylic acid (B2) were isolated from
incubations of nashi-polyphenol oxidase (PPO), CA, and cysteine
using high-performance countercurrent chromatography (HPCCC)
and preparative high-performance liquid chromatography (HPLC) as
previously reported. 8-(3,5,7-Trihydroxy-3,4-dihydro-2H-chromen-2-
yl)-5-hydroxy-3,4-dihydro-2H-benzothiazine (C1) and 7-(3,5,7-trihy-
droxy-3,4-dihydro-2H-chromen-2-yl)-S-hydroxy-3,4-dihydro-2H-ben-
zothiazine (C2) were isolated from incubations of Bl and B2,
respectively, in diluted formic acid (formic acid/water, 1:19, v/v)
using preparative. HPLC. (12E)-$,5'-Dioxo-11a,11a’-bis(3,5,7-trihy-
droxy-3,4-dihydro-2H-chromen-2-yl)-
3,3',4,4',5a,52,6,6',11,11',11a,11a’-dodecahydro-2H,2'H,5H,5 ' H-
12,12"-bi[ 1,4]thiazino[2,3-b]phenazine-3,3'-dicarboxylic acid (P2)
was isolated from incubations of B2 and OPD using HPCCC and
preparative HPLC (see below).

Nashi Pear Homogenate (Nashi-Polyphenol Oxidase). The
nashi pear homogenate was prepared according to Mertens et al.”

Dihydrobenzothiazine Carboxylic Acid Model Incubations.
Mixtures containing either Bl or B2 (10 mM) were incubated in
soda/HCl-buffer (1.059 g of soda was dissolved in 100 mL of water
and adjusted to pH 10.8 with 0.1 M HCI), phosphate buffer (0.2 M,
pH 6.5), acetate buffer (pH 5.5), and in diluted formic acid (water/
formic acid, v/v, 19:1, pH 1.33), respectively, in falcon tubes at 37 °C
in a thermostatic shaker (New Brunswick Scientific, Niirtingen,
Germany). Aliquots of 100 L were collected each hour. Each sample
was instantly stored at —20 °C until further analyses. For preparative
isolation of C1 and C2, 10 mL aliquots of the diluted formic acid
setup were incubated for 24 h, freeze-dried, and subjected to
preparative HPLC.

Incubations of Dihydrobenzothiazine Carboxylic Acids with
OPD. Mixtures containing either B1 or B2 (8 mM) and OPD (18.5
mM) were dissolved in phosphate buffer (0.2 M, pH 6.5) and
incubated at 37 °C in a shaker for 24 h. Aliquots of 100 uL were
collected each hour. Each sample was instantly stored at —20 °C until
further analyses. For preparative isolation of P2, freeze-dried 1 g
aliquots were subjected to HPCCC.

Incubations of Catechin—Cysteine Adducts with Post-
incubation of OPD. Mixtures containing either Al or A2 (1S
mM) in the presence of CA (6 mM) dissolved in nashi-PPO were
incubated in 2 mL Eppendorf tubes at room temperature (pH 6.5). A
total of 100 uL of NaF in water (8 mM) was added to a 100 uL
aliquot to stop the enzymatic reaction. To another 100 uL aliquot,
100 pL of OPD (25 mM) dissolved in phosphate buffer (0.2 M, pH
6.5) was added and reincubated at 37 °C in a shaker for 3 and 24 h.
Each sample was instantly stored at —20 °C until further analyses.

Incubation of P2. A mixture containing P2 (0.5 mM) in
phosphate buffer (0.2 M, pH 6.5) was incubated at 37 °C in a shaker
for 1 week. Aliquots of 100 uL were collected at 0, 6, 24, 72, and 168
h.

Analytical HPLC—Diode Array Detection—Mass Spectrome-
try. A Jasco PU-2080 Plus quaternary gradient pump with a degasser
(DG-2080-54), a quaternary gradient mixer (LG 2080-02), a
multiwavelength detector (MD-2015 Plus) (Jasco, Gross-Umstadt,
Germany), a Waters 717 plus autosampler (Waters, Milford, MA),
and a column oven (Techlab Jet Stream np K-3) was used.
Chromatographic separations were performed on stainless-steel
columns (Vydac CRT, 201TP54, 250 X 4.6 mm, RP-18, 5 um,
Hesperia, CA) using a flow rate of 1.0 mL/min. The mobile phase
consisted of water (solvent A) and MeOH/water (7:3, v/v, solvent
B). 0.8 mL/L formic acid was added to both solvents (A and B). For
analyses of the cysteinyl-CA adduct (A1/A2) incubations, samples
were analyzed using the following gradient system: samples were
injected at 10% B and held for 10 min. The gradient was changed
linear to 65% B in S5 min, to 100% B after S min, and held at 100% B
for 10 min. The column temperature was always 25 °C. The effluent
was monitored at 220, 280, and 400 nm (A1, t, = 12 min; A2, t, = 14
min; CA, tg = 20 min; B, tp = 32 min; B2, t = 42 min; hump, t; =
68—78 min). For analyses of the dihydro-1,4-benzothiazine carboxylic
acid incubations and incubations containing OPD, samples were
analyzed using the following gradient system: samples were injected at
25% B and held for 10 min. The gradient was changed linear to 50% B
in 15 min, to 100% B after S min, and held at 100% B for 10 min. The
column temperature was always 25 °C. The effluent was monitored at
220, 280, and 400 nm (OPD, ty = 4 min; B1, t; = 12 min; B2, t, = 23
min; P1, t, = 7 min; P2, f = 21 min; P3, t; = 26 min; P4, t; = 33 min;
hump, t, = 30—36 min). For qualitative peak assignment, the eluent
was directly coupled to the mass spectrometer: Applied Biosystems
API 4000 quadrupole instrument (Applied Biosystems, Foster City,
CA). Mass spectrometry (MS) ionization was achieved using a
turbospray ionization source operated in the negative-ion mode. The
settings were as follows: curtain gas (N,) at 30 psi, ion source gas 1 at
50 psi, ion source gas 2 at 60 psi, source temperature at 550 °C,
declustering potential at —45 V, entrance potential at —10 V, and ion
spray voltage at 4500 V. A scan range between n1/z 100 and 1400 was
used for the Q1 mode (C1, m/z 346 [M — H]~; C2, m/z 346 [M —
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H] 5 P2, m/z 989 [M — H] ™). For quantitation with HPLC—diode
array detection (DAD), an external calibration based on standard
solutions of authentic isolated references dissolved in water was used.
P2 was quantitated in reference to the calibration curve of B2.

High-Performance Countercurrent Chromatography. An
HPCCC system (HPCCC Spectrum Series 20, Dynamic Extractions,
Tredegar, Wales) was equipped with a Jasco PU-4180 RHPLC Pump
and a Jasco ultraviolet (UV) detector (UV-2075 Plus, Jasco, Gross-
Umstadt, Germany) operating at 430 nm. Eluted liquids were
collected in fractions of 15 mL with a fraction collector (LKB Ultrorac
7000, LKB-Produkter AB, Stockholm-Bromma, Sweden). Chromato-
grams were recorded on a plotter (Servogor 200, GMC, Niirnberg,
Germany). The total volume of the coil was 140 mL. HPCCC was
run at a revolution speed of 1600 rpm and a flow rate of 6 mL/min of
the upper organic phase in tail-to-head modus. Samples of 1 g of
freeze-dried incubations were dissolved in a 1:1 mixture of light
(organic) and heavy (aqueous) phase (6 mL) and injected via a 6 mL
sample loop. Incubations were separated using ethyl acetate/water
(1:1, v/v) with 0.8 mL/L formic acid (P2, ty = 17—35 min; P4, t =
17-35 min; P1 and P3 were collected from the retained stationary
phase). The solvent of the collected fractions was instantly evaporated
under reduced pressure at 30 °C and freeze-dried. The dried residues
were used for preparative HPLC—UV.

Preparative HPLC—UV. A Besta pump (Besta, Wilhelmsfeld,
Germany) was used at a flow rate of 16 mL/min with a Knauer
degasser (Knauer, Berlin, Germany) and a Jasco UV detector (UV-
2075 Plus, Jasco, Gross-Umstadt, Germany) set at 310 nm. For P2, up
to 20 mg of the dried collected fractions from HPCCC was injected.
Chromatographic separations were performed on a stainless-steel
column (Vydac CRT, 218TP1022, 250 X 20 mm, RP-18, 10 pm,
Hesperia, CA). The mobile phases used were solvents A and B
identical to the HPLC—DAD system. An isocratic method was chosen
according to the characteristics of the target compounds (C1, 20% B,
tp = 27—45 min; C2, 30% B, t, = 32—52 min; P2, 30% B, t, = 33—-53
min). The solvents of the collected fractions were instantly removed
under reduced pressure at 30 °C, freeze-dried, and stored at —20 °C,

High-Resolution Mass Determination (HR-MS). Negative- and
positive-ion high-resolution ESI mass spectra were obtained from an
Orbitrap Elite mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Germany) equipped with an HESI electrospray ion source (spray
voltage 4 kV; capillary temperature 275 °C, source heater temperature
40 °C; and FTMS resolution > 30,000). Nitrogen was used as a
sheath and auxiliary gas. The sample solutions were introduced
continuously via a 500 uL Hamilton syringe pump with a flow rate of
5 pL/min. The data were evaluated using the Xcalibur software 2.7
SP1.

Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy. Nuclear mag-
netic resonance (NMR) spectra were recorded on a Varian Unity
Inova 500 instrument operating at 500 MHz for 'H and 125 MHz for
BC in CD;0OD or D,0. SiMe, was used as a reference for calibrating
the chemical shift.

Statistical Analysis. Analyses were performed at least in triplicate
and resulted in coefficients of variation less than 5%.

B RESULTS AND DISCUSSION

Dihydrobenzothiazine Carboxylic Acid Incubations
at Different pH. As there is a pH dependency in the course of
pheamelam;)genesis,9 CA-derived dihydro-1,4-benzothiazine
carboxylic acid derivatives Bl and B2 were incubated at
different pH for 24 h to gain deeper insights into the
consecutive reactions. Alkaline conditions proved as too harsh
as an immediate violet coloration of the initial pale pink
incubations occurred, and a fast and total degradation of both
Bl and B2 after 2 h but no development of discrete colored
structures was observed. Incubations at neutral (pH 6.5) and
slight acidic (pH 5.5) pH showed slow degradation of B1 and
B2 and the immediate emergence of a chromatographic hump
as a measure for the formation of higher molecular

compounds. Simultaneously, two novel structures, the
decarboxylated dihydro-1,4-benzothiazine derivatives C1 and
C2, were detectable in trace amounts, where CI originated
from Bl and C2 from B2, respectively. This conversion was
promoted under strong acidic conditions in diluted formic acid
(pH 1.3); the formation of C1 and C2 started slowly after 6 h
with a strong increase after 8 h (Figure 1). After 24 h of

A
3e+5q

2e+5 B1

1e+5

absorbance (280 nm)

time (min)

Figure 1. Incubation of dihydro-1,4-benzothiazine carboxylic acids
(A) Bl or (B) B2 in diluted formic acid; C1/C2: decarboxylated
benzothiazines; and H: chromatographic hump.

incubation, B1 and B2 were completely degraded and only C1
and C2 and the chromatographic hump were detectable with a
turnover rate of 30% for the reduced and decarboxylated
benzothiazines. In contrast to the alkaline incubations, these
incubations showed a red coloration intensifying with the
decline in the incubation pH, but no discrete colored
compounds were detectable. The pH dependence of the
coloration may indicate the formation of trichochrome-like
structures as these compounds exhibit pH-dependent
absorption maxima;'® however, no suchlike structures were
detectable.

Isolation and Elucidation of C1 and C2. Because of the
high turnover rate in diluted formic acid, this incubation
system was used for isolation of C1 and C2. Both compounds
were directly isolated from the incubations by preparative
HPLC. As known from the previous reported isolation of
cysteinyl—CA adducts Al and A2 and the corresponding
dihydro-1,4-benzothiazine carboxylic acid derivatives B1 and
B2, decarboxylated dihydro-1,4-benzothiazines C1 and C2 also
exhibited a high reactivity leading to colored degradation
products.” Thus, the obtained fractions had to be immediately
freeze-dried after the removal of the organic solvent to give
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Table 1. High-Resolution Mass and 'H- and *C NMR Spectroscopic Data of C1 and C2 in CD;0D

8-(3,5,7-trihydroxy-3,4-dihydro-2H-chromen-2-yl)-3.4-
dihydro-5-hydroxy-2H-benzothiazine (C1)

7-(3,5,7-trihydroxy-3,4-dihydro-2{-chromen-2-yl)-3,4-
dihydro-5-hydroxy-2f{-benzothiazine (C2)

HR-MS [M+H]" (m/z) 348.0903
caled. Ci7H sOsNS 348.0906
C/H §'H [ppm] 8'13C [ppm]
24 2.99 (m, 2H)* 255
2 2.99 (m, 2Hy* 25.5
34 3.58 (m, 1H) 41.6
3n 3.66 (m, 1H) 41.6
5 - 1434
6 6.48 (d, TH) 109.7
1=82Hz
7 6.52 (d, 1H) 115.0
=82Hz
8 - 127.2
9 - 1153
10 - 131.0
2’ 5.02 (d, 1H) 78.3
F=69Hz
3 4.20 (ddd, 1H) 65.7
1=5.0Hz
31=6.9 Hz
3=17.1Hz
4y 2.55 (dd, 1H) 26.1
1=7.1Hz
J=16.1 Hz
4’y 2.75(dd, 1H) 26.1
1=5.0Hz
21=16.1 Hz
5 - 156.2
6 5.85 (d, 1H) 93.4
41=2.1Hz
7 - 156.4
8 5.93 (d, 1H) 94.8
41=2.1Hz
9 - 155.6
107 - 99.1

“Signal was overlapped.

HR-MS [M+H]" (m/z) 348.0891
caled. Ci7H10sNS 348.0906
CH 5'H [ppm] 31°C [ppm]
2 3.04 (m, 2H)* 25.7
2 3.04 (m, 2H)* 257
3a 3.58 (m, 2H)* 415
3 3.58 (m, 2H)" 415
5 - 143.9
6 6.52(d, 1H) 108.8
J=18Hz
7 - 127.8
8 6.49 (d, 1H) 117.1
J=1.8Hz
9 - 115.7
10 - 130.8
2 4.46 (d, 1H) 81.5
=75Hz
3 3.93 (ddd, 1H) 67.3
1=54Hz
J=7.5Hz
i =8.0Hz
474 2.49 (dd, 1H) 27.1
3J=8.0Hz
3 =16.0Hz
4'p 2.85 (dd, 1H) 27.1
1=54Hz
’1=16.0 Hz
5 - 156.1
6 5.85 (d, 1H) 94.1
J=24Hz
T - 156.4
8 5.92(d, 1H) 94.9
4=24Hz
9’ - 155.5
10’ - 99.4

amorphous pinkish materials. The novel decarboxylated
dihydro-1,4-benzothiazine derivatives showed an absorption
maxima of 235, 284, and 303 nm. The elemental composition
was verified by high-resolution MS (HR-MS) to deliver a
pseudo-molecular ion at m/z 348.0903 [M + H]* for C1 and at
m/z 3480891 [M + HJ* for C2 (m/z 348.0906 caled for
Cy7H 505NS).

The isolated material was unequivocally verified by "H NMR
and *C NMR attached proton test (APT) measurements, as
well as homonuclear correlation spectroscopy (H,H COSY),
heteronuclear single quantum coherence, and heteronuclear
multiple-bond correlation (HMBC) techniques (Table 1). C1
and C2 showed virtually identical NMR spectra compared to
the published data of their respective carboxylated precursors
except the missing carboxyl moiety.” This decarboxylation is
verified by the missing signal and HMBC correlations of
former C-11. As the decarboxylation would theoretically lead

15348

to the formation of an imine structure with one proton at C-3
and to a significant downfield shift of the respective signal, the
two proton signals at C-3 with their respective resonances at a
higher field indicate a consecutive reduction after decarbox-
ylation. Thus, the structures of C1 and C2 were unequivocally
identified as 8-(3,5,7-trihydroxy-3,4-dihydro-2H-chromen-2-
y1)-5-hydroxy-3,4-dihydro-2H-benzothiazine and 7-(3,5,7-tri-
hydroxy-3,4-dihydro-2H-chromen-2-yl)-5-hydroxy-3,4-dihy-
dro-2H-benzothiazine, respectively.

Incubations of B1 and B2 with OPD. In our previous
study, the formation of Bl and B2 was accompanied by the
intensifying coloration of the incubation suggesting their
importance as reactive intermediates in color formation
mechanisms leading to the formation of unknown colored
structures visualized by the emergence of a chromatographic
lrn.lmp.S As OPD proved as an effective agent to stabilize
reactive intermediates such as l—acetylfl—pyrroline” and

https://doi.org/10.1021/acs jafc.1c06335
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colored dibenzofuran structures' in previous studies of our
working group, BI and B2 were incubated at pH 6.5 in the
presence of an excess of OPD to trap transient intermediates in
the degradation and color formation process, respectively.
Furthermore, OPD as a nitrogen analogue o-hydroquinone
exhibits a high redox activity enabling it to promote oxidative
degradation of the benzothiazines. Both incubations led to
coloration, but the experiment with Bl showed solely a
decrease in Bl and the emergence of the chromatographic
hump but no discrete new signals. As opposed to this,
incubations of B2 gave four signals exhibiting absorption
maxima above 400 nm (P1—P4) during complete degradation
of B2 after 24 h (Figure 2). Due to its known high redox

1e*61A 1 opD

2e+5

1"
1e+5] i

[/

|

Be+5q
OPD

Ge+54 -==0h
— 24h

40+5] B2

absorbance (280nm)

2e+54

1e+54

o | Uﬂ o

0 10 20 30 40
time (min)

23
=}

Figure 2. Incubation of dihydro-1,4-benzothiazine carboxylic acids
(A) Bl or (B) B2 in the presence of OPD at pH 6.5; P1-P4:
products of the OPD reaction and H: chromatographic hump.

activity, OPD is also prone to undergo side reactions.''” To

ascertain that the found signals were neither products from a
direct reaction of OPD with dihydro-1,4-benzothiazines nor
artifacts formed in the further course of oxidative degradation
processes of OPD-resulting intermediates, a second incubation
system was established. The second system started from the
cysteinyl—CA adducts Al and A2 in the presence of CA and
polyphenol oxidases isolated from nashi pears (nashi-PPO) as
previously described” to uncouple the trapping action of OPD
from the direct conversion process of Bl and B2 by a
postincubation setup (Figure 3). The incubation of Al showed
again the expected formation and degradation of Bl and the
emergence of the chromatographic hump and coloration;
however, the postincubation with OPD led to no discrete new
signals as mentioned above. Thus, obviously, the colored
structures emerging from the degradation of Bl cannot be
trapped by OPD, and therefore, Al and B1 were excluded from
further investigations. In contrast, incubations with A2 showed

A

3e+54
2e+54

B2

1e+5 A2

Be+54 BI

absorbance (280 nm)

3e+5-

P2
2e+5

1e+54 A2
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time (min)

Figure 3. HPLC—DAD chromatogram of incubation of 5'-cysteinyl
catechin (CA) adduct A2 in the presence of CA and nashi-PPO (pH
6.5) at 5 min without (A) and with (B) OPD postincubation;
dihydro-1,4-benzothiazine carboxylic acid B2 and P2 + P4: products
of the OPD reaction.

a completely different picture. With the formation of B2, the
coloration started and P2 and in trace amounts also P4 arised
during the postincubation with OPD (Figure 4). In the further
course, there was a coinciding decrease in B2 and P2. It has to
be mentioned that the addition of OPD caused the red-
brownish solution to brighten up. Importantly, postincubation
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Figure 4. Conversion of §'-cysteinyl CA A2 in the presence of CA
and nashi-PPO at pH 6.5: A2 (#), B2 (dihydro-1,4-benzothiazine
carboxylic acid, @), and P2 (A); OPD reaction product P2 was
assessed after postincubation with OPD and quantitation was based
on the calibration curve of B2.
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with OPD only led to a marginal decrease in B2 of less than
3%, which verified that there was only minimal influence of
OPD on the general course of the degradation reaction of A2.
On the other hand, P1 and P3 were only monitored if the
postincubation time was extended to 24 h, that is, this strongly
suggested that these structures are mere artifacts. Indeed,
prolonged incubation of isolated P2 showed the direct
formation of P1 and P3. Attempts to further characterize P4,
P1, and P3 failed due to low yields and high reactivity leading
to degradation of the target material during isolation.

Isolation and Elucidation of P2. Incubations of B2 and
OPD were first subjected to HPCCC to achieve an initial
preseparation of P2 from other reaction products. P2 was
purified by preparative HPLC from the respective fractions of
the mobile organic phase. Like the precursor structure B2, the
target compound proved to be of high reactivity, and thus, all
fractions had to immediately be freeze-dried after the removal
of the organic solvents at ambient temperatures. The novel
structure P2 was isolated as an amorphous, red-brownish
material and showed absorption maxima of 229, 267, 283, 308,
337, and 436 nm. The elemental composition was verified by
HR-MS to deliver a pseudo-molecular ion at an m/z of
989.2169 [M — H]™ (m/z 989.2122 calcd for
CysHyiOuNGS,). Further MS? and HR-MS measurements
revealed the formation of a daughter ion at an m/z of 494.1042
[M — H]™ (m/z 494.1022 caled for C,,H,,0,N;S)
corresponding to half of the molecule and, thus, suggested a
dimeric and symmetrical constitution of P2.

Final structural verification was achieved using the above-
mentioned NMR techniques. The NMR data (Table 2) further
substantiated the dimeric and symmetrical constitution by
clearly revealing the signal pattern of only half of the whole
molecule. In comparison to its precursor B2, P2 showed
virtually the same signals for the A-ring and C-ring and the
former cysteine moiety except for H-2" and H-2; which
showed a strong high field shift to 3.76 ppm (H-2") and 2.29
ppm (H-2;), respectively. The loss of 44 mass units shown in
the HPLC/ESI(—)-MS? experiments for both the dimer and
the monomeric fragment and the signal at 173.9 ppm in the
APT spectrum assigned to C-13 unequivocally verified the
presence of the carboxyl moieties. The obvious differences in
the signal pattern of the B-ring with its precursor structure
indicate that the B-ring is the target for both the oxidative
modification during the degradation process and the
derivatization with OPD. The two signals of the aromatic
protons of C-6 (6.56 ppm) and C-8 (6.54 ppm) of the B-ring
of former B2” disappeared and instead four new proton signals
at 6.65 ppm (H-10), 6.68 ppm (H-8), 6.96 ppm (H-9), and
7.22 ppm (H-7) belonging to OPD emerged, thus indicating
the interaction of OPD with the B-ring. The new quaternary
carbon at 56.1 ppm was attributed to C-11a as it showed a 7]
HMBC correlation with H-2” and a *J] HMBC correlation with
H-3" of the C-ring, proving the quaternary carbon as the
former C-7 of the B-ring. A new signal in the APT spectrum at
185.9 ppm verified the formation of a new carbonyl moiety and
was therefore attributed to C-$ indicating the oxidation of the
former hydroxyl group at C-S of B2. An additional proton of a
newly formed methine group hidden under the solvent signal
in the spectra recorded in CD;OD was resolved in an
additional '"H NMR spectrum recorded in D,O (data not
shown). This new methine group showed 2_] HMBC
correlations with both C-5 and C-11a, a *] HMBC correlation
with C-2”, and vice versa between H-2" and C-Sa.

Table 2. High-Resolution Mass and 'H and *C NMR
Spectroscopic Data of P2 in CD;0D

(12E)-5,5"-dioxo-11a,11a’-bis(3,5,7-
trihydroxy-3.4-dihydro-2H-chromen-2-yl)-
3,3'4.4"5a52°,6,6",11,11",11a,11a’-
dodecahydro-2 1,5H,5'H-12,12"-
bi[1,4]thiazino[2,3-b]phenazine-3,3 -
dicarboxylic acid (P2)

7

5 ~COOH
3
HR-MS [M — H]™ (m/z) 989.2168
caled CyHy,0,4NS, 989.2122
C/H & 'H [ppm] 5 °C [ppm]
2 3.04 (dd, 1H), ¥ = 7.7 Hz, } = 12.6 Hz 258
2 229 (dd, 1H), °] = 2.9 Hz, *] = 12.6 Hz 25.8
3 4.11 (m, 1H) 54.1
4a 1542
5 185.9
Sa 3.30 (s, 1H) 47.0
6a 136.3
7 722 (d, 1H), ¥y = 7.8 Hz 127.5
8 6.68 (m, 1H) 1182
9 6.96 (m, 1H) 125.1
10 6.65 (d, 1H), ’] = 7.8 Hz 1127
11 132.0
1la 56.1
12 139.5
12a 1389
13 173.9
2 3.76 (d, 1H), ¥ = 5.1 Hz 84.3
37 391 (ps q, 1H), i = 5.1 Hz 62.3
4", 2.35 (dd, 1H), ’J = 5.1 Hz, *] = 16.6 Hz 253
4"y 2.72 (dd, 1H), *] = 5.1 Hz, ¥ = 16.6 Hz 253
4" 98.2
5" 155.9
6" 5.60 (d, 1H), ] = 2.3 Hz 94.1
7 156.0
8" 5.83 (d, 1H), JJ = 2.3 Hz 95.1
8a" 153.8

Consequently, it was assigned to position Sa of the B-ring.
The methine group together with the quaternary carbon at C-
11a revealed again the removal of the aromatic character of the
former B-ring in exchange for the coupling with OPD.
Furthermore, H-5a showed further *] HMBC correlations
with olefinic carbons at 139.5 and 154.2 ppm. The signal at
154.2 ppm was attributed to C-4a as its vicinity to the carbonyl
moiety caused a distinct downfield shift, and therefore, the
signal at 139.5 ppm was assigned to C-12. Thus, the final signal
at 138.9 ppm was assigned to C-12a, which has to be
connected via a double bond to C-4a due to their respective
chemical shift and the structural constitution of the molecule.
The missing correlation of H-5a to C-12a due to its relative
distance further supports this notion. As a consequence, the
dimerization of two thiazine monomers was realized via a
double bond between the C-12 carbons of the respective
dimerization partners also expanding the conjugated system of
the compound and explaining the measured absorption

https://doi.org/10.1021/acs jafc.1c06335
J. Agric. Food Chem, 2021, 69, 1534515353
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maximum in the visible range. Thus, the structure was
G
J. Agric. .‘E’K‘)d Chem. 2021, 69, 15345-15353

unequivocally identified as (12E)-5,5'-dioxo-11a,11a’-bis
15351
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2H,2'H,5H,5'H-12,12'-bi[1,4]thiazino[2,3-b]phenazine-3,3'-
dicarboxylic acid.

Degradation Pathways of B1 and B2. On the basis of
the present investigations and the knowledge so far published
for pheomelanogenesis and for the enzymatic browning
reactions with CA, the following mechanisms for the formation
of C1, C2, and P2 are proposed (Figure S). The initiating step
of the degradation is the oxidation of Bl and B2 to their
corresponding quinone imine counterparts. In pathway 1, the
quinone imines decarboxylate via a f-decarboxylation
promoted by the vinylogous system preferentially under acidic
conditions. In a final reduction step, the formed benzothiazines
are reduced to the herein isolated dihydrobenzothiazines C1
and C2. This decarboxylation process is a well-known
degradation pathway in the course of pheomelanogenesis,
where in vitro, it is preferred by 85% compared to 15% of the
carboxylated species and independent from the nature of the
oxidizing agent. Under biologically relevant conditions,
decarboxylation is the dominant pathway.'® In pathway 2,
the quinone imine of B2 is nucleophilic attacked by a second
molecule B2 in its reduced state in para-position to the
carbonyl moiety to form a stable C—C bond. This fundamental
oxidative coupling is followed by rearrangement reactions
leading to rearomatization of the resulting dimer. The formed
dimer, like B2 still an electron-rich N-analogue o-hydro-
quinone, is again easily oxidized to a quinone imine, now
followed by two nucleophilic attacks of the two amino moieties
of OPD. The first attack has to take place in ortho-position to
the carbonyl moiety as the meta-position bears an obvious
steric hindrance. However, this steric hindrance of the second
nucleophilic attack in meta-position is probably compensated
by the now intramolecular interaction of the second amino
moiety of OPD. OPD is a commonly used a derivatization
reagent to trap and stabilize reactive a-dicarbonyl compounds
in sugar degradation chemistry by converting them quantita-
tively into their corresponding quinoxalines.”'*"*™'7 Even
though o-quinones basically represent a-dicarbonyl moieties,
the reaction with OPD has to be scrutinized, as it works only in
selected cases. For example, it has been successfully used to
derivatize some o-quinones in pulps by conversion into
phenazines,'g On the other hand, the conversion of caffeic
acid quinone to the respective phenazine by Rizzi failed and
instead led only to a diiminotetrahydrophenazine derivative
formed by two molecules of OPD.*” However, in the present
investigation on P2, the constitution of the oxidized dimer
obviously allows the nucleophilic attack of OPD but hinders
further aromatization to quinoxalines. Further oxidations of the
second half of the dimer then facilitate the reaction with a
second OPD molecule and the formation of P2. Thus, the
oxidized dimer is stabilized as a hydrophenazine derivative and
withdrawn from further nucleophilic reactions. Indeed, in the
absence of OPD, it might rearrange to trichochrome-like
structures of highly potent electrophilicity immediately leading
to colored higher-molecular-weight melanins.

In vegetable foods, oxidative coupling of phenolic precursors
under the formation of a stable C—C bond is an established
key event in the course of the enzymatic browning reactions.
However, structures of resulting polymeric colored melanins
are elucidated only in very few cases. As exceptions, the
fermentation of black tea and rooibos tea has been researched
extensively and led to the elucidation of the oxidation of CAs
and dihydrochalcones, respectively, and the concomitant
formation of theaflavins, CA dimers, and dibenzofurans as

transient intermediates in color formation.'""*'>*' When it
comes to specific structures from the covalent interaction of
amino acids with phenols, the literature becomes even more
incomplete. During investigation of nashi-PPO-driven enzy-
matic browning model reactions with CA, we were only able to
verify amino acid adducts from cysteine. The formation of
dihydro-1,4-benzothiazine carboxylic acids was accompanied
by intense browning.

Also, in the course of pheomelanogenesis, dihydro-1,4-
benzothiazine carboxylic acid species are regarded as the last
major isolatable intermediates. Under this topic of tyrosinase—
DOPA systems, further reactions of these structures such as
decarboxylation and ring contraction to benzothiazol inter-
mediates were extensively examined. The formation of a 3-oxo-
dihydro-1,4-benzothiazine derivate via a labile 3-hydroxy-3,4-
dihydro-1,4-benzothiazine intermediate was also reported.””
However, mechanisms and resulting oligomeric structures
which form the final pheomelanin pigments remain mostly
unknown. A discrete class of fairly well-understood low-
molecular-weight pheomelanins extracted from red feathers
and red human hair is represented by trichochromes. These
structures bear a A>*-bi-2H-1,4-benzothiazine skeleton and
feature pH-dependent absorption maxima.'"'® Dimerization
by oxidative coupling was suggested as a common pattern in
the oxidative degradation of dihydro-1,4-benzothiazines.'”**
To elucidate the intermediates in this oxidative polymerization
process, benzothiazines were incubated under biologically
relevant oxidative conditions with various enzymes. Biosyn-
thetic systems were tyrosinase/O, and peroxidase/H,0,
setups, where peroxidase, as the major enzyme system in the
course of melanogenesis, proved to be more effective than
tyrosinase. Studies of Costantini et al. using tyrosinase revealed
the formation of oligomers also via cycloaddition mechanisms.
Under acidic conditions, these acid-labile intermediates may
undergo ring opening to 1,4-benzothiazines and in the further
course of reaction oxidative coupling at position 2 to form
trichochrome-like structures.'® To gain further insights into the
oxidative polymerization, Napolitano et al. investigated the
formed oligomers of the peroxidase/H,0, promoted oxidation
of 5-S-cysteinyldopa and 3-S-cysteinyl-5-methylcatechol with
subsequent reduction via NaBH,. The found oligomers were
characterized by C—C and C—O bonds between the
benzothiazine subunits in ortho- or para-position to the
respective hydroxyl group.'' Thus, the oxidative polymer-
ization process during pheomelanogenesis was substantiated as
a phenol-type self-coupling pathway, that is, the oxidative
phenolic coupling reaction. Cysteine-substituted polyphenols
are poor substrates for tyrosinase and PPOs in general and,
thus, need suitable redox cycling Partners for the progression
of the browning reaction.””' "

In summary, we used nashi-PPO as an oxidizing enzyme and
CA as the redox cycling agent to mimic the enzymatic
browning reaction in vegetable foods. Thus, with the
enzymatic generation of CA o-quinones, both electron-rich
and -deficient structures are present to enter nonenzymatic
follow-up reactions such as oxidative coupling depending on
their redox potential. In our present mechanistic approach, we
succeeded to gain deeper insights into the course of the
cysteine-driven enzymatic browning reactions of CA by
verifying dihydro-1,4-benzothiazine carboxylic acids as highly
reactive intermediates. Oxidation triggered decarboxylation
and oxidative coupling. The latter was verified by post-
incubation with OPD derivatized as a phenazine derivative.

https://doi.org/10.1021/acs jafc.1c06335
J. Agric. Food Chem. 2021, 69, 1534515353
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The native structure was reminiscent of colored trichochromes
reported in pheomelanogenesis. Ongoing research will now
further explore the influence of amino acids on enzymatic
browning reactions of plant-based foods and related processing
technologies.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit den enzymatischen und nicht-enzymatischen
Reaktionen von Polyphenolen unter besonderer Beriicksichtigung der Bildung kovalenter
Polyphenol-Aminosdure-Addukte  wahrend der enzymatischen Brdunung. Die
enzymatische Braunung ist ein hoch-komplexer Prozess, bei dem vielféltige enzymatische
und nicht-enzymatische Reaktionen mit einem groBen Spektrum an mdglichen
Reaktionspartnern  ineinandergreifen.  Dies geht mit ebenso  komplexen
Bréunungsprodukten einher, die im positiven wie im negativen Sinn ein ausschlaggebendes
Kriterium fir die Qualitat von pflanzlichen Lebensmitteln darstellen. Ein grundlegendes
Verstandnis dieser Prozesse ist damit essentiell. Das Ziel der vorliegenden Arbeit lag darin
weiterfiihrende oxidative Reaktionsmechanismen von Polyphenolen im Zuge ihres
oxidativen Abbaus aufzukldren, wobei ein besonderer Fokus auf die entstehenden

kovalenten Polyphenol-Aminosaure- und Polyphenol-Protein-Addukte gelegt wurde.

Dafiir wurde ein auf der Polyphenoloxidase (PPO) der Nashi-Birne basierendes
Modellsystem zur enzymatischen Oxidation entwickelt, womit eine systematische
Untersuchung des Polyphenols Catechin in Gegenwart der nucleophilen Aminosduren
Arginin, Lysin und Cystein auf neuartige Catechin-Aminosaure-Addukte ermdglicht
wurde. Wéhrend Arginin und Lysin keinen Einfluss auf den Reaktionsverlauf hatten, fihrte
Cystein zu der Bildung der Cystein-Catechin-Addukte, 2"-Cysteinyl-Catechin (A1) und 5"-
Cysteinyl-Catechin ~ (A2), die im weiteren Verlauf zu 2zwei neuartigen
Dihydrobenzothiazincarbonséure-Derivaten, 8-(3,5,7-Trihydroxy-3,4-dihydro-2H-
chromen-2-y1)-5-hydroxy-3,4-dihydro-2H-benzothiazin-3-carbonsaure (B1) und 7-(3,5,7-
Trihydroxy-3,4-dihydro-2H-chromen-2-yl)-5-hydroxy-3,4-dihydro-2H-benzothiazin-3-

carbonsdure (B2), reagierten und mechanistisch und strukturell aufgekléart wurden. Dabei
erfolgt ein intramolekularer Ringschluss (ber ein von Catechin und PPO vermitteltes
Redoxcycling von den Addukten zu den entsprechenden Chinoniminen, die im weiteren
Verlauf Gber ein erneutes Redoxcycling die isolierten Strukturen B1 und B2 bilden. In den
Umsatzraten zu den Addukten zeigte sich deutlich die sterische Hinderung bei der
Adduktbildung von Al im Vergleich zu A2. Dies spiegelte sich folglich in den Umsatzraten
der resultierenden jeweiligen Dihydrobenzothiazincarbonsdure wider. Diese Produkte
stellten jedoch nur reaktive Intermediate der enzymatischen Braunung dar. Inkubationen
unter sauren, oxidativen Bedingungen fihrten nach der Oxidation zum jeweiligen
Chinonimin zu einer p-Decarboxylierung und zur Bildung der decarboxylierten
Dihydrobenzothiazin-Derivate 8-(3,5,7-Trihydroxy-3,4-dihydro-2H-chromen-2-yl)-5-
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hydroxy-3,4-dihydro-2H-benzothiazin C1 und 7-(3,5,7-Trihydroxy-3,4-dihydro-2H-
chromen-2-yl)-5-hydroxy-3,4-dihydro-2H-benzothiazin C2. Aus B2 wurde ein aus einer
oxidativen Kupplung hervorgehendes Dimerisierungsprodukt, das strukturell den
Trichochromen &hnelt, mittels Derivatisierung mit o-Phenylendiamin zu einem Phenazin-
Derivat (12E)-5,5"-Dioxo-11a,11a"-bis(3,5,7-trihydroxy-3,4-dihydro-2H-chromen-2-yl)-
3,3,4,4" 5a,5a",6,67,11,11",11a,11a"-dodecahydro-2H,2"H,5H,5"H-12,12" -

bi[1,4]thiazino[2,3-b]phenazin-3,3"-dicarbonsdure stabilisiert, isoliert und abschliefend
strukturell und mechanistisch aufgeklart. Die Vorreinigung der Addukte, der
Dihydrobenzothiazincarbonséduren und des derivatisierten Dimerisierungsprodukts erfolgte
mittels High Performance Countercurrent Chromatography aus den Inkubationen, die

anschliellende Isolierung mittels préaparativer HPLC.

Damit gelangen die Isolierung und der strukturelle Nachweis eines farbigen Produkts aus
der enzymatischen Braunungsreaktion eines Polyphenols und einer Aminosaure aus dem

neu etablierten Inkubationssystem.

Neben den enzymatischen Modellinkubationen wurde der oxidative Abbau von Aspalathin
in Gegenwart von Lysin untersucht. In aeroben Inkubationen baute sich das aus
unfermentierten Rooibostee isolierte Aspalathin zu bis zu 10 mol-% zu Dihydrokaffeeséure
(DHC) ab. Die Bildung des Dihydrokaffeesaure-Lysin-Amids (DHCA) in einer 30-fach
niedrigeren Konzentration konnte mittels HPLC-FLD mit o-Phthaldialdehyd-
Nachsaulenderivatisierung und tiber die Synthese eines authentischen Referenzstandards
eindeutig nachgewiesen werden. Die Bildung des Amids wurde zusétzlich in Aspalathin-
Protein-Inkubationen bei Raumtemperatur und neutralem pH nach enzymatischer
Hydrolyse mittels HPLC-MS? nachgewiesen. Damit gelang der erstmalige Nachweis einer

kovalenten Polyphenol-Protein-Modifikation unter milden Bedingungen.

Die Bildung von DHC aus Aspalathin wurde in der Literatur bereits vorgeschlagen, konnte
aber nicht mit einem Mechanismus unterlegt werden. Zur Aufklarung des
Reaktionsmechanismus wurde der oxidative Abbau des Aspalathins, sowie des O-
glycosidischen Dihydrochalkons Phloridzin und Phloretin, dessen Aglykon, in aeroben und
anaeroben Inkubationen und Inkubationen unter Generierung von Singulettsauerstoff (*0,)
untersucht. Daraus ergab sich ein oxidativer Abbau, der durch die Bildung von 'O initiiert
wird. Nach Anlagerung des 'O, erfolgt eine Baeyer-Villiger-analoge Umlagerung mit
anschlielender Fragmentierung in die Phenolséure durch Wasser oder zum jeweiligen
Phenolsaureamid durch ein entsprechendes Amin und einem Tetrahydroxybenzol-Derivat
als Gegenstiick. Dieses Gegenstiick konnte im Falle des analytisch leichter zuganglichen

Phloretins als Tetrahydroxybenzol (THOB) nach Synthese des authentischen
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Referenzstandards durch GC-MS? nachgewiesen und somit der postulierte oxidative
Mechanismus verifiziert werden. Die strikte Abhangigkeit des Mechanismus von 'O, zeigt,
dass Aspalathin in der Lage ist, intrinsisch O, zu generieren. Die Quantifizierung der DHC
und des Lysin-Amids in unfermentierten und fermentierten Rooibostee-Proben wiesen mit
0,7 umol DHC/g (127 pg DHC/g) und 0,35 umol DHCA/g (108,5 g DHCA/g) in den
fermentierten Proben deutlich héhere Gehalte als die unfermentierten Tees auf. Obwohl
nur bei DHC der Unterschied signifikant war, zeigte sich beim DHC-Amid jedoch ein
deutlich verstarkter Abbau des Aspalathins unter aeroben Verhéltnissen. Dies l&sst sich auf
die oxidativen Bedingungen des traditionellen Fermentationsprozesses des Rooibostees
zurlickfiihren und belegt damit den oxidativen Abbaumechanismus und dessen Relevanz

im Tee.

Zusammenfassend gelang in der vorliegenden Dissertation eine vielseitige Untersuchung
des sowohl enzymatischen als auch nicht-enzymatischen oxidativen Abbaus von
Polyphenolen in Gegenwart von Aminosauren im Blick auf kovalente Polyphenol-
Aminosdure-Modifikationen.  Die  Etablierung eines neuen  enzymatischen
Modellinkubationssystems diente als Grundlage fur die erfolgreiche Isolierung und
Charakterisierung zum Teil farbiger Polyphenol-Aminoséure-Intermediate aus dem
Reaktionsverlauf der enzymatischen Brdunungsreaktion und stellt durch die
Variationsmoglichkeit der Substrate eine neue Methode zur Untersuchung der kovalenten

Interaktionen wéhrend der enzymatischen Bréunung in pflanzlichen Lebensmitteln dar.

Aus dem oxidativen Abbau des Aspalathins wurden Erkenntnisse lber einen neuen
oxidativen Abbauweg der Dihydrochalkone gewonnen, die auf die mégliche Generierung
bzw. Stabilisierung von 'O, durch Polyphenole schlieBen lasst und einen neuen
Ansatzpunkt fir die Untersuchung des oxidativen Abbaus strukturell &hnlicher

Polyphenole bildet.
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7 Abstract

The present Ph.D. thesis deals with the enzymatic and non-enzymatic reactions of
polyphenols with respect to the formation of covalent polyphenol-amino acid adducts
during the enzymatic browning reaction, a complex process with interacting enzymatic and
non-enzymatic reactions resulting in a vast spectrum of complex browning products. These
products influence the consumers perception and acceptance of plant based food. Thus, a
fundamental understanding of these reactions is crucial to control these processes.
Therefore this thesis aimed to elucidate additional pathways of the oxidative conversion of
polyphenols in the specific view on the formation of covalent polyphenol-amino acid and
polyphenol-protein adducts.

A model system for enzymatic browning reactions based on the PPO of nashi pear
homogenate and gallic acid and catechin as substrates in the presence of the nucleophilic
amino acids arginine, lysine and cysteine was developed to investigate the above-
mentioned formation reactions under enzyme catalyzed oxidative conditions. Cysteine
incubations revealed the formation of two novel dihydrobenzothiazine carboxylic acid
derivatives (8-(3,4-dihydro-2H-chromene-3,5,7-triol)-3,4-dihydro-5-hydroxy-2H-
benzothiazine-3-carboxylic acid (B1) and 7-(3,4-dihydro-2H-chromene-3,5,7-triol)-3,4-
dihydro-5-hydroxy-2H-benzothiazine-3-carboxylic acid (B2)) from 2"-cysteinyl catechin
(A1) and 5 -cysteinyl catechin (A2), respectively. Both, the cysteinyl catechin adducts Al
and A2 and the dihydrobenzothiazine carboxylic acid derivatives were structurally and

mechanistically elucidated.

In contrast, arginine and lysine did not lead to any amino acid adducts. The catechin and
PPO mediated redox cycling ring closure of the cysteinyl catechin adducts led to the
corresponding quinone imines, which in turn finally react to the corresponding
benzothiazine carboxylic acid again through an additional redox cycling. The yields of Al
and A2 revealed the obvious steric hinderance in the formation of the cysteinyl catechin
adduct Al in comparison to A2, which was also reflected by the formation rates of the
benzothiazines, respectively. However, these products were only colorless, reactive
intermediates in the course of the enzymatic browning reaction. Incubations at acidic,
oxidative conditions led to the formation of decarboxylated derivatives 8-(3,5,7-
trihydroxy-3,4-dihydro-2H-chromen-2-yl)-5-hydroxy-3,4-dihydro-2H-benzothiazine C1
and 7-(3,5,7-trihydroxy-3,4-dihydro-2H-chromen-2-yl)-5-hydroxy-3,4-dihydro-2H-
benzothiazine C2 as a result of their corresponding carboxylic acid derivative after

oxidation to quinone imines and subsequent S-decarboxylation. A colored dimerization
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product of B2 originated from oxidative coupling was stabilized through derivatization
with o-phenylenediamine to a phenazine derivative (12E)-5,5"-dioxo-11a,11a"-bis(3,5,7-
trihydroxy-3,4-dihydro-2H-chromen-2-yl)-3,3",4,4" ,5a,5a",6,6",11,11",11a,11a"-
dodecahydro-2H,2"H,5H,5"H-12,12"-bi[1,4]thiazino[2,3-b]phenazine-3,3"-dicarboxylic
acid and was then structurally and mechanistically elucidated. The isolation of the adducts,
the dihydrobenzothiazine carboxylic acids and the stabilized dimerization product out of
the incubations was realized through high performance countercurrent chromatography
(HPCCC) and subsequent isolation via preparative HPLC.

In summary, the isolation und structural elucidation of a colored polyphenol-amino acid
adduct of the enzymatic browning reaction was realized using a newly established model

incubation system.

Moreover, the oxidative degradation of aspalathin in the presence of lysine was
investigated. In aerated incubations aspalathin isolated from unfermented rooibos tea was
degraded to 10 mol-% dihydrocaffeic acid. The formation of the dihydrocaffeic acid-lysine
adduct with 30-fold lower concentration was verified with HPLC-FLD after post-column
derivatization with o-phthaldialdehyde using a self-synthesized authentic reference
standard. Additionally, the formation of the corresponding amide was verified by
aspalathin-protein-incubations at neutral pH and at ambient temperature after enzymatic
hydrolysis via HPLC-MS?. Thereby, the covalent interaction of a phenolic plant compound
with proteins under such mild conditions was confirmed for the first time. Degradation of
aspalathin to dihydrocaffeic acid was already postulated in literature, but was not proven
by a plausible mechanism up to now. The elucidation of the oxidative degradation
mechanism was carried out using aspalathin, the O-glycosidic dihydrochalcone phloridzin
and its aglycone phloretin in aerated and deaerated incubations and in incubations including
singlet oxygen. The oxidative cleavage of the phenolic compounds was initiated by singlet
oxygen. Singlet oxygen attacks the carbonyl group of the dihydrochalcone, resulting in a
biradicalic structure, including an alkoxyradical moiety. After singlet-electron transfer, the
resulting hydroperoxide anion rearranges in a Baeyer-Villiger-type reaction followed by
fragmentation to either the corresponding phenolic acid by water or the phenolic acid amide
by the corresponding amino component and a tetrahydroxybenzene derivative as
counterpart. In case of phloretin the formation of the respective tetrahydroxybenzene was
confirmed after synthesis of an authentic reference standard by GC-MS? verifying the
postulated mechanism. The strict dependency of singlet oxygen means that aspalathin is
able to intrinsically generate singlet oxygen. The quantitation of dihydrocaffeic acid and

the lysine-amide in fermented and unfermented rooibos tea samples showed higher
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amounts of both the phenolic acid and the amide in fermented teas [0.7 umol DHC/g
(127 pg DHC/g) and 0.35 pmol DHC-amide/g (108.5g DHC-amide/g)] than the
unfermented samples. While the difference of dihydrocaffeic acid was significant, there
was a clear trend for the amide. The pronounced degradation can be ascribed to the
oxidative conditions of the traditional fermentation process proving the postulated

oxidative degradation mechanism and its relevance in the final product.

In summary, a comprehensive investigation of the enzymatic and non-enzymatic oxidative
degradation of polyphenols in the presence of amino acids with main focus on the formation
of covalent modifications was conducted. A new developed incubation system based on
nashi-PPO formed the basis for the successful isolation and structural elucidation of both
colorless and colored polyphenol-amino acid intermediates from the enzymatic browning
reaction. This system provides a new approach for the investigation of covalent interactions
during the enzymatic browning reaction in plant-based food due to its variation possibility

of substrates and reaction conditions.

The degradation of aspalathin under oxidative conditions delivered new insights to the
oxidative degradation pathways of dihydrochalcones, suggesting the intrinsic generation or
stabilization of singlet oxygen by phenolic compounds, respectively. All in all, this
provides a new approach towards the investigation of the oxidative degradation of

structural related phenolic compounds.
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1H and 13C-NMR Spectroscopic Data of A1 and A2 in CD30D

2"-cysteinyl catechin Al 5"-cysteinyl catechin A2

o
COOH

CH 5H [ppm] 5 13C [ppm] CH 5H [ppm] 5 13C [ppm]
2 5.45 (d, 1H) 79.9 2 4.60 (d, 1H) 82.7
3]=85 31=79
3 4.12 (m, 1H) 68.9 3 4.05 (m, 1H) 69.1
4a 2.58 (dd, 1 H) 29.8 N 2.59 (dd, 1 H) 29.0
21=16.0 2)=16.0
31=9.0 3=85
4g 2.98 (dd, 1 H) 29.8 4g 3.00 (dd, 1 H) 29.0
21=16.0 2J=16.0
3J=55 3J=5.3
5 - 157.2 5 - 157.8
6 5.81 (d, 1H) 95.5 6 5.94 (s, 1H) 96.5
=20
7 - 157.5 7 - 157.9
8 5.95 (d, 1H) 96.3 8 6.03 (s, 1H) 95.6
49=20
9 - 157.0 9 - 157.5
10 - 101.2 10 - 100.5

1 - 134.7 1 - 132.9
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Figure SI-1: Degradation Pathways of Aspalathin
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Figure SI-1: Pathways of Melanogenesis
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