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Die europaische Wildheidelbeere (Vaccinium myrtillus)

HPLC-DAD Methode zur Charakterisierung von Heidelbeerinhaltsstoffen

Bisherige Fraktionierungsmethoden und ihre Nachteile

Membranchromatographie

Anwendungsbeispiele
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Die européische Wildheidelbeere (Vaccinium myrtillus)

 Vorkommen: gemaldigte und nordische Zonen
Eurasiens.

» Unterscheidet sich von der amerikanischen Heidelbeere
(Vaccinium corymbosum) und der daraus geziichteten
Kulturheidelbeere durch Farbung des Fruchtfleisches

 Istreich an bioaktiven sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen
— Phenolische Sauren, Anthocyane und Procyanidine

« Zeigt hohes antioxidatives Potential
— Schutz vor Herz-Kreislauf-Erkrankungen

— Praventive Wirkung: Krebs (Darm), neurodegenerative
Erkrankungen (Alzheimer, Parkinson)

« Extrakt wird eingesetzt zur

— Behandlung von Nachtblindheit und Lichtempfindlichkeit,
Spannungskopfschmerzen und Migrane (stabilisierender ;_‘t
Effekt auf die kleinen Blutgefal3e im Gehirn und den Augen) [

LR

Zur Beurteilung der biologischen Aktivitat sowie moglicher synergistischer Effekte zwischen den einzelnen
Gruppen der Polyphenole sind effiziente praparative Trenntechniken erforderlich.
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Methodenoptimierung zur Trennung, ldentifizierung und
Quantifizierung der Anthocyane mittels HPLC-DAD und HPLC-MS"
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FlieBmittelsystem und Gradient :
Wasser/Acetonitril/Ameisensaure
FM A: 87/03/10 (v/viv)

FM B: 40/50/10 (v/viv)

Flussrate: 0,5 mL/min

Gradient: 0 min 2% B; 20 min 14% B; 25
min 14% B:; 40 min 18% B; 45 min 18%
B: 70 min 90% B; 80 min 2% B; 90 min
2% B;

Vergleich der HPLC-Chromatogramme frischer Wild- (oben) und Kulturheidelbeeren (unten): Del-3-galactosid (1), Del-3-glucosid (2), Cy-3-
galactosid (3), Del-3-arabinosid (4), Cy-3-glucosid (5), Pet-3-galactosid (6), Cy-3-arabinosid (7), Pet-3-glucosid (8), Peo-3-galactosid (9),
Pet-3-arabinosid (10), Peo-3-glucosid (11), Mal-3-galactosid (12), Peo-3-arabinosid (13), Mal-3-glucosid (14), Mal-3-arabinosid (15).
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Anthocyangehalte im Extrakt und in frischen Heidelbeeren
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Trennung des Extraktes mittels HSCCC und Bestimmung der
antioxidativen Kapazitat der erhaltenen Fraktionen
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Technische
20. Méarz 2012 | Andreas Juadjur | Entwicklung einer membranchromatographischen Methode zur Isolierung von Anthocyanen | Seite 6

% Universitit
¥ Braunschweig




Probleme bei der Fraktionierung des Extraktes mittels
HSCCC und Losungsmittelextraktion

» Trennungen mittels CCC erfordern TFA-Zusatz
= LOosungsmittelextraktion: keine vollstandige Trennung moglich

HPLC-DAD-Chromatogramme der Anthocyan- und der Copigmentfraktion
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Abtrennung und Aufreinigung der Anthocyane durch
SARTOBIND® Membranchromatographie

= Membran aus stabilisierter Cellulose mit Entwicklung und

negativ geladenen Sulfonsaure-Gruppen Optimierung mit
Sartobind S75

(75 cm?Membrane

= Adsorption der nach Ansauern vorliegenden
Flavyliumkationen an der Membranoberflache

area)
= Elution der Flavyliumkationen mit NaCl-
Losung im Austausch gegen Na*-lonen Scale-up mit
» Eluat = Polymere & Copigmente Sartobind 'S
IEX 150 ml
» Retentat = Anthocyane
Size MNano 3 ml 150 ml Jumbo 5|
Membrane area 110 cm? 0.55 m2 18.2 m2
Bed height 8 mm 8 mm 8 mm

Dyn. binding 45 mg lgG 2.2qglgG 73 g lgG
capacity 10%

Recommended 10 ml/min 0.75 I/min 25 |[/min
flow rate
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Durchfihrung der Membranchromatographie mittels
Sartobind S75 Membranen

In HCI (pH 2) oder MeOH bzw.

EtOH/Essigsaure losen

Heidelbeerextrakt >

Extraktlosung 1-10 mg/mL

filtrieren

Elution der retardierten © -

Anthocyane mit § :
MeOH bzw.

EtOH/NaCl-Lsg

mit Sartobind S75

| |

‘l’ gefriertrocknen

| |

Membranchromatographie l

Retentat <€

gefriertrocknen l'

Anthocyan/NaCl Mischung

Adsorption an XAD-7 \1,

Anthocyanfraktion
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Anthocyanretention wahrend der Membranchromatographie
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Chlorogensaure- und Quercetinretention der Sartobind
Membranadsorber
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Vergleich der Anthocyan-, Chlorogensaure- und
Quercetingehalte nach Membranchromatographie

120 100,00 10112 EXtrakt gelést In

95,95 e .
100 1 wassriger HCI (pH2)
80 -
60 -
7 16,42
20 A 3,26 J 4,67
x_ 100 ... Extrakt geldst in
o . ‘e
>, Methanol/Essigsaure
£ 19:1 (v/v)
= 40 -
CU 20 1 3,17
c 0,00 , 1,93
GJ ° 100,00
O 100 - Extrakt gel6st in
0 | Ethanol/Essigsaure
0 | 19:1 (viv)
40
. B Anthocyane
| 0,89 005 442 310
0 B chiorogensaure
Extrakt Eluat Spullésung Retentat
*bezogen auf die Ausgangskonzentration des geldsten Extraktes - Querceti n
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Scale-up der
Membranchromatographie

1-10 g Extrakt wird in 1 L
EtOH/Essigsaure 19:1 (v/v) geldst

Filtration durch Faltenfilter zur Eliminierung der unloslichen
Extraktbestandteile

Regeneration des Membranadsorbers mit 2,5 L
1M NaOH und Equilibration mit 2,5L 0,01 MHClund 1L
EtOH/Essigsaure 19:1 (v/v)

* Aufgabe der Extraktlosung 1 L

* Spulen mit 1 L EtOH/Essigsaure 19:1 (v/v)

* Elution 1M NaCI/EtOH 50:50 (v/v)

* Flussrate 100 mL/min,
Probennahme fur HPLC-DAD-Analyse nach jeweils 200 mL

Eluat 1 L
(Copigmente und
Polymere)

Spullésung 1L

Anthocyanfraktion

Eluat und Spullésung werden vereinigt
und es erfolgt ein zweiter Zyklus zur
Befreiung der Eluatfraktion von
Restanthocyanen
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Scale-up der
Membranchromatographie

Anthocyanretention wahrend der Membranchromatographie
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Scale-up der Membranchromatographie
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Maximalbelastung des Membranadsorbers und HPLC-
DAD Chromatogramme der erhaltenen Fraktionen

Anthocyanretention bei Membranchromatographie einer Extraktlosung

der Konzentration 10g/L
0680 9980 99,90

90,27

78,46

— 4

47,12 6373
24,77

Eluat [%]*

7,14
066 096 120 194
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HPLC-DAD-Chromatogramme der Fraktionen weiterer
Trennungen

Brombeerextrakt

_Schwarze Johannisbeere

Cyanidin-3-glucosid
> 88%

Y

weitere: Cranberry, Granatapfel,
0
ke schwarze Karotte, Safran,

Cyanidin-3-rutinosid

pigmentierte Kartoffeln.

1Ly

Qﬁ Technische
%E Universitit

o
%45 Braunschweig

20. Méarz 2012 | Andreas Juadjur | Entwicklung einer membranchromatographischen Methode zur Isolierung von Anthocyanen | Seite 17

v
o
E
cﬂd

0'«
3
a
-
U
P
v

(=

s




Take Home Message

Durch die Entwicklung eines membranchromatographischen
Verfahrens ist es erstmals moéglich, Anthocyane zu isolieren und
vollstandig von anderen phenolischen Inhaltsstoffen wie
Copigmenten und Polymeren abzutrennen.

Die gewonnenen Fraktionen eignen sich far weiterfuhrende in vitro,
In vivo und Human-Studien, da die Methode vollstandig auf
perfluorierte Reagenzien und weitere giftige Chemikalien verzichtet.
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