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Abkirkzungsverzeichnis
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1. Abstract

1.1 Abstract (deutsch):

Hintergrund: Antioxidantien spielen eine essentielle Rolle bei der Neutralisierung freier
Radikale und kénnen vom menschlichen Koérper nicht bedarfsdeckend synthetisiert,
sondern missen mit der Nahrung zugefihrt werden. Kutane Carotinoide kdnnen als
Surrogatparameter fir den Antioxidantienstatus eines Menschen dienen, der durch
verschiedene Faktoren beeinflusst werden kann, u. a. Stress und Toxine, aber auch
durch die Menge an zugefuhrten Antioxidantien. Ziel dieser Dissertation ist, die Kinetik
der Carotinoidkonzentration hausgemachter und kommerzieller griiner Smoothies in vitro
zu untersuchen, sowie deren Einfluss auf das antioxidative Potential der Haut in vivo bei
taglicher Einnahme Uber einen Zeitraum von 8 Wochen zu bestimmen. Dabei soll
untersucht werden ob hierbei Unterschiede zwischen frisch zubereiteten und einem

industriell hergestellten, kommerziellen Smoothie messbar sind.

Material und Methoden: Zwei frische hausgemachte griine Smoothies sowie ein
kommerzieller griner Smoothie, bestehend aus verschiedenen Friichten und Gemiise,
wurden mittels Resonanz-Raman-Spektroskopie bezuglich ihres Carotinoidgehalts tber
einen Zeitraum von 24 Stunden in vitro verglichen. In separaten Experimenten wurde die
kutane Carotinoidkonzentration von insgesamt 20 Probanden in vivo bestimmt, die taglich
250 ml des frisch zubereiteten oder des kommerziellen Smoothies Uber einen Zeitraum
von 8 Wochen verzehrten. Die kutane Carotinoidkonzentration wurde in vivo mittels

Reflexionsspektroskopie an 6 Zeitpunkten gemessen.

Ergebnis: Die in vitro Messungen zeigten zum Ausgangszeitpunkt unmittelbar nach
Zubereitung des frischen bzw. Offnen des kommerziellen Smoothies bei den frischen,
hausgemachten Smoothies deutlich hohere Carotinoidkonzentrationen (7.6+0.8*10[b.
E.] fir Smoothie A bzw. 10.4+0.6*10%[b. E.] fir Smoothie B) verglichen mit dem
kommerziellen Produkt (5.8+0.2*10%[b. E.]). Wéahrend die hausgemachten Smoothies
einen initialen Abfall der Carotinoidkonzentration zeigen, die nach ca. 200 Minuten einen
stabilen Zustand erreicht, bleibt der kommerzielle Smoothie Uber den
Beobachtungszeitraum von 24 Stunden relativ unveréndert. In der in vivo Studie zeigte
sich bei den Probanden nach 8 Wochen taglicher Einnahme eines frisch zubereiteten

Smoothies ein tendenzieller Anstieg der kutanen Carotinoidwerte von 4.5+0.1*10%[b.E.]



auf 4.8+0.3*10[b.E.] (Mittelwert+Standardabweichung). Bei den Probanden, die taglich
den kommerziellen Smoothie verzehrten, wurde ein leichter Anstieg der kutanen
Carotinoidkonzentration von 4.3+0.2*10%[b.E.] auf 4.7+0.2*104[b.E.] nachgewiesen.

Schlussfolgerung: Die tagliche Einnahme eines Smoothies, bestehend aus Obst und
Gemuise, verbessert den antioxidativen Status der Haut. Frische, hausgemachte
Smoothies zeigen eine hohere Carotinoidkonzentration verglichen mit gleichartig
aufgebauten, kommerziellen Produkten. Sie mussen jedoch unmittelbar nach
Zubereitung verzehrt werden, um diese optimal bioverfiigbar zu machen. Hausgemachte
Smoothies stellen zum Zeitpunkt des Verzehrs instabile Systeme dar. Kommerzielle
Produkte sind deutlich stabiler, bezogen auf die Carotinoidkonzentration. Die

verglichenen Produkte zeigen vergleichbare Erh6hungen der Hautcarotinoide in vivo.

1.2 Abstract (english):

Background: Antioxidants play an essential role in the neutralization of free radicals.
Since most of them cannot be synthesized by the human body, they have to be absorbed
from food. Cutaneous carotenoids can serve as a marker substance for the antioxidant
status of the human skin which shows constant alterations depending on nutrition, stress
and other lifestyle factors. The objective of this dissertation was to assess the kinetics of
the carotenoid concentration of a homemade and a commercial green smoothie over
time, and examine their influence on the carotenoid concentration of the human skin. We
hypothesized that the daily consumption of fresh homemade smoothies with higher
carotenoid concentrations would enhance the cutaneous carotenoid concentration of

healthy volunteers faster than the daily consumption of a commercial smoothie.

Materials and methods: The carotenoid concentration of two homemade green
smoothies and a commercial green smoothie, all containing fruits and vegetables, was
assessed in vitro during 24 hours by resonance Raman spectroscopy at distinct
timepoints. In a separate experiment changes of the cutaneous carotenoid concentration
in 20 healthy volunteers under daily intake of either a homemade or a commercial green
smoothie (250ml smoothie/day) over 8 weeks were investigated in vivo using reflectance

spectroscopy.



Results: The in vitro measurements of the two homemade smoothies showed notably
higher carotenoid concentrations of 7.6+0.8*10%[a.u.] (smoothie A) and 10.4+0.6*10*
[a.u.] (smoothie B) compared to the commercial smoothie with a baseline carotenoid
concentration of 5.8+0.2*10%[a.u.]. While the homemade smoothies reached a steady
state after ~200minutes, the carotenoid concentration of the commercial smoothie was
relatively stable. 8 weeks after daily consumption of the freshly homemade smoothies,
volunteers showed a tendential increase of cutaneous carotenoids from 4.5+0.1*10
[a.u.] to 4.8+0.3*10%[a.u.] (mean valuetstandard deviation). The volunteers consuming
the commercial smoothie showed a slight increase of cutaneous carotenoids from
4.3+0.2*10%[a.u.] to 4.7+0.2*10%[a.u.] after 8 weeks.

Conclusion: The cutaneous carotenoid concentration depends on different lifestyle
factors. The consumption of smoothies made out of fruits and vegetables can increase
the antioxidant status of the human skin. Homemade smoothies can exhibit a higher
carotenoid concentration compared to similarly composed commercial smoothies. They
need to be consumed immediately following preparation to enhance the bioavailability of
the carotenoids. Freshly made smoothies represent instable systems at the time of
preparation. Commercially available smoothie products are rather stable regarding their
carotenoid concentration. The different smoothie products examined in these
investigations lead to comparable increases of the cutaneous carotenoid concentrations

in vivo.



2. Einleitung

2.1. Oxidativer Stress - Grundlagen

Unter optimalen physiologischen Bedingungen besteht in aeroben Organismen ein
Flie3gleichgewicht zwischen antioxidativen Schutzmechanismen und
Oxidationsprozessen, die durch freie Radikale und RONS (Reactive oxygen and nitrogen
species) verursacht werden kénnen, dieser Zustand wird auch als ,Redox-Homdoostase®
bezeichnet. Kommt es jedoch zu einem Ungleichgewicht zugunsten der oxidativen
Prozesse gegenuber den antioxidativen Schutzmechanismen eines Organismus, kann
oxidativer Stress entstehen [1]. Oxidativer Stress kann zur Schadigung von Biomolekulen
wie z.B. Membranlipiden, Proteinen und Heteroglykanen sowie bis zum Zelltod fihren;
des Weiteren kann oxidativer Stress zu Strangbriichen und Basenmodifikation der DNA

mit nachfolgenden Mutationen und Tumorinitiation beitragen [2].

Die zugrundeliegenden Ausloser, die zu einer vermehrten Generierung von freien
Radikalen und RONS sowie oxidativem Stress fuhren konnen sind vielfaltig:
Umwelteinflisse wie z.B. durch die Sonne durch Strahlung im ultravioletten ( UV ) und
infraroten ( IR ) Bereich [3], Luftverschmutzung (z.B. Ozon, Stickoxide) [4], ionisierende
Strahlung [5], toxische Schwermetalle [6], die Metabolisation einer Vielzahl von Noxen
und Medikamenten, insbesondere Chemotherapeutika [7], Alkoholabusus und Rauchen
[8, 9]. Eine vermehrte Bildung von RONS bzw. oxidativem Stress wird bei einer Vielzahl
von akuten, chronischen oder degenerativen Erkrankungen [2, 10] beobachtet sowie
auch bei inflammatorischen Prozessen, Perfusionsdefiziten, Hypoxie und Trauma [11-
14]. In zahlreichen Studien wird auch beschrieben, dass bestimmte Lebensgewohnheiten
einen Einfluss auf die Entstehung von oxidativem Stress haben wie Ernahrung,
psychischer und physischer Stress, insbesondere exzessive physische bzw. sportliche
Belastungen trotz der erwiesenermalen positiven Effekte der Austiibung von Sport vor

allem in Hinblick auf metabolische und kardiovaskulare Erkrankungen [15-18].

Oxidativer Stress wird in Verbindung mit der begtinstigten Entstehung von bdsartigen
Neubildungen, kardiovaskularen und anderen chronischen oder degenerativen
Erkrankungen sowie auch in Zusammenhang mit einer Beschleunigung von
Alterungsprozessen gebracht [10, 19-21]. Mit der Nahrung aufgenommene

Antioxidantien kbnnen oxidativem Stress entgegenwirken. In zahlreichen Studien wurde
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eine antioxidantienreiche Erndhrung mit einer niedrigeren Pravalenz von
kardiovaskularen Erkrankungen und Infarktgeschehen sowie einigen Krebserkrankungen
gebracht [22-24].

2.1.1. RONS und freie Radikale

Als freie Radikale werden Atome und Molekile bezeichnet, die ein oder mehrere
ungepaarte Elektronen aufweisen und in der Lage sind unabhangig zu existieren [25].
Das Vorhandensein ungepaarter Elektronen in den Orbitalen von Atomen bzw. Molekilen
fuhrt zu einer hohen chemischen Reaktivitdét in dem Bestreben einen stabileren

chemischen Zustand zu erreichen.

In allen aeroben Mechanismen werden bei vielen physiologischen und
pathophysiologischen ~ Prozessen im  menschlichen  Organismus  reaktive
Sauerstoffverbindungen (ROS, reactive oxygen species) oder Stickstoffverbindungen
(RNS, reactive nitrogen species) generiert. ROS und RNS werden in Abhangigkeit ihres
zentralen Atoms bezeichnet und auch unter dem Begriff RONS (reactive oxygen and
nitrogen species) zusammengefasst werden. Unter diese Uberbegriffe (ROS, RNS,
RONS) fallen jedoch nicht nur freie Radikale, die sich vom Sauerstoff bzw. Stickstoff
ableiten, sondern auch Nicht-Radikale, die z. T. leicht in Radikale Uberfihrt werden
kénnen (siehe Tabelle 1 ); mit anderen Worten sind alle Sauerstoffradikale ROS, aber
nicht alle ROS Sauerstoffradikale [26]. Es gibt verschiedene Madoglichkeiten der
Radikalentstehung, u.a. die Aufnahme eines Elektrons durch ein Nichtradikal mit
folgender Entstehung eines Radikal-Anions, der Verlust eines Elektrons von einem
Nichtradikal unter Entstehung eines Radikal-Anions sowie die homolytische Aufspaltung

kovalenter Bindungen mit Entstehung ungeladener Radikale [27].
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Reaktive Sauerstoffspezies ROS

Radikale Nicht-Radikale

Superoxid, 02"~ Wasserstoffperoxid, H20>

Hydroxylradikal, OH" Ozon, Og)

Hydroperoxylradikal, HO>" hypochlorige Saure, HOCI®

Peroxylradikal, RO’ Singulett Sauerstoff, O,!:Ag (auch singlet
02 oder 10,)

Tabelle 1: Beispiele radikalischer und nicht-radikalischer ROS

Aerob lebende Organismen nutzen atmosphérischen, molekularen Sauerstoff zur
Energiegewinnung bei dem wie bei anderen sauerstoffabhdngigen Reaktionen reaktive
Sauerstoffspezies als Produkt oder Nebenprodukt entstehen kdnnen. Im menschlichen
Organismus findet vor allem in der mitochondrialen Atmungskette zur Energiegewinnung
eine Generierung von ROS statt [28]. Hierbei wird ein Grof3teil des vom Organismus
aufgenommenen Sauerstoffs unter Bildung von Wasser reduziert durch mehrere Ein-
Elektronen-Reduktionsschritte. Jedoch entstehen auch unvollstdndig reduzierte
hochreaktive Sauerstoffspezies wie z.B. das Superoxidanionradikal (O2" °), das
Wasserstoffperoxid (H202) und das hochreaktive Hydroxylradikal (OH"), siehe Gleichung
1-4 [1].

Ein-Elektronen-Reduktion mit Entstehung eines Superradikaloxidanions:
O2+e” — 02"~ (Gleichung 1)
Protonierung des Superoxidanionradikals mit Entstehung von Wasserstoffperoxid:

O2"+e + 2 H" — H202 ( Gleichung 2)
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Aus Wasserstoffperoxid entweder Entstehung des hochreaktiven Hydroxylradikals oder

Wasser durch Reduktion mit zwei Elektronen:
H202 + e~ + H* - HO- + H20 ( Gleichung 3)
OH* + e + H* — H20 ( Gleichung 4)

Die vielfaltigen Funktionen von RONS sind aufgrund ihrer Komplexitat immer noch nicht
hinreichend geklart und weiterhin Gegenstand vieler Forschungsvorhaben. RONS
werden eine Dualitat aus fur aerobe Organismen physiologisch unersatzlich wichtigen,
aber auch potentiell schadigenden Funktionen zu geschrieben [29]. Sie erfullen in
physiologischen Mengen wichtige Signal- und Mediatorfunktionen fur die Zellproliferation
und -kommunikation, der Apoptose, bei Entziindungsprozessen und der Immunabwehr
indem sie u.a. zur Beseitigung von Mikroorganismen wie z.B. Viren und Bakterien
beitragen [2, 30, 31].

2.2. Antioxidantien — Bedeutung und Beispiele

Antioxidative Schutzmechanismen spielen eine essentielle bei der Neutralisation von
ROS, die bei Ubermé&Riger Entstehung zu oxidativem Stress fuhren kdnnen. Der
menschliche Organismus verfigt zum einem tber endogen produzierte und kdrpereigene
antioxidativ wirksame Substanzen bzw. Schutzmechanismen, zum anderen ist er aber
auch auf exogene Faktoren angewiesen, die mit der Nahrung zugefiihrt werden mussen.
Viele der fur den Menschen wichtigen antioxidantiv wirkenden Substanzen und
Komponenten, die fir den Ablauf antioxidativer Schutzmechanismen essentiell sind,
kénnen vom menschlichen Organismus nicht bedarfsdeckend synthetisiert, sondern
mussen mit der Nahrung aufgenommen werden. Einteilungen kénnen anhand ihrer
Wirkmechanismen erfolgen, indem man sie zu Radikalfangern ( z.B. Tocopherole ), die
im  Organismus ablaufende Oxidationskaskaden unterbrechen oder zu den
Reduktionsmitteln (z.B. Ascorbinsdure) zahlt, die praventiv eher oxidiert werden als das

zu schitzende Substrat.
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Aufgrund der Vielfaltigkeit und Komplexitat der antioxidativ  wirksamen
Schutzmechanismen zadhlen zu den Antioxidantien unterschiedlichste Substanzen,
beispielsweise Vitamine ( Vitamin A, C, D, E ) [32], Carotinoide, Peptide (z.B. Glutathion,
Transferrin, Haptoglobin), antioxidativ wirksame Enzyme, eine Reihe von fur die
enzymatische Aktivitat z.T. essentielle Spurenelemente (z. B. Selen, Kupfer, Zink) und
Coenzyme (z.B. Coenzym Q10), Hormone (z.B. Melatonin [33]), Flavonoide,

Polyphenole, Phytotstrogene, Sulfide und viele weitere.

2.2.1 Enzymatische und nicht-enzymatische Inaktivierung von RONS

Die Inaktivierung von entstandenen ROS kann Uber enzymatische und nicht-
enzymatische Mechanismen erfolgen. Nicht-enzymatisch wirken Antioxidantien wie z.B.
Vitamin A ( Retinol ), Vitamin C ( Ascorbat ) und das Vitamin E (a-Tocopherol) [34] oder

die groRe Gruppe der Carotinoide.

Die enzymatische Entgiftung von ROS geschieht durch antioxidativ wirksame Enzyme,
insbesondere der Superoxiddismutase (SOD), Katalase (KAT) und Glutathionperoxidase
[29] ( siehe Gleichung 5 — 7 [35] ).

Die Superoxiddismutase katalysiert die Dismutation von Superoxidanionen:

2 02~ + 2 H* — Superoxiddismutase — H202+ Oz ( Gleichung 5)

Die Katalase entgiftet Wassrestoffperoxid H202 durch die Spaltung in Sauerstoff und
Wasser:

H202 — Katalase — Oz +2 H20 ( Gleichung 6)

Die Glutathionperoxidase benutzt Wassrestoffperoxid H202 um Glutathion ( GSH ) in
einer reversiblen Reaktion unter Bildung von Wasser zu Glutathion-Disulfid ( GSSG ) zu

oxidieren:
H202 + 2 GSH — Glutathionperoxidase — GSSG + 2H20 ( Gleichung 7))

Eines der wichtigsten antioxidativ wirkenden Peptide, weil fast ubiquitdr in den

menschlichen Zellen vorkommend ist das Glutathion - ein Tripeptid bestehend aus den
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drei Aminosauren Glutamat, Cystein und Glycin [36]. Glutathion kommt insbesondere in
Erythrozyten in hoher Konzentration vor, in denen es funktionell wichtige
Sulfhydrylgruppen ( SH — Gruppen ) vor Oxidation schiitzt sowie Peroxide entgiftet, deren
Generierung aufgrund der hier herrschenden hohen Sauerstoffkonzentration leicht
erfolgen kann [37, 38]. Des Weiteren hat es die Fahigkeit, Methdmoglobin, welches nicht
mehr mit Sauerstoff beladen werden kann zu der funktionsfahigen Form des

Hamoglobins zu reduzieren [39].

Das oxidierte GSSG kann wiederum durch die Glutathionreduktase katalysiert unter
Oxidation des Coenzyms NADPH (Nicotinsaureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat) zum

reduzierten Glutathion regeneriert werden:
GSSG + NADPH/ H* — Glutathionreduktase — 2 GSH + NADP* ( Gleichung 8 [35])

Aufgrund dieses Recyclingprozesses kann das Verhaltnis zwischen GSH und GSSG

bzw. Verschiebungen dieses Verhéaltnisses als Marker fur oxidativen Stress dienen [40].

Es gibt im menschlichen Organismus zahlreiche weitere endogene, antioxidativ wirkende
funktionelle Proteine und Peptide wie z.B. das Transferrin, Aloumin, Coeruloplasmin und
Haptoglobin [41].

Fur die Funktionstiichtigkeit der Enzyme sind z.T. bestimmte, mit der Nahrung zugefihrte
Spurenelemente essentiell, beispielsweise ist die Aktivitat der Glutathionperoxidase von
Selen abhéngig [42]. Des Weiteren enthalt die im Zytosol lokalisierte Superoxiddismutase
Kupfer (Cu) und Zink (Zn) in ihrem katalytischen Zentrum, die mitochondriale
Superoxiddismutase Mangan (Mn). So werden die Superoxiddismutasen auch in
Abhé&ngigkeit von ihrem zentralen Metallanteil unterteilt in Kupfer- / Zink-SOD ( Cu-/ Zn-
SOD ), Mangan-SOD ( Mn-SOD ) oder Eisen-SOD ( Fe-SOD ) [43, 44]. Aufgrund der hier
an einigen Beispielen gezeigten essentiellen Funktionen in den enzymatischen
Prozessen zur Inaktivierung von ROS werden Spurenelemente und Coenzyme zu den

antioxidativ wirksamen Substanzen gezahlt.

Des Weiteren zdhlen zu den exogenen Antioxidantien, die mit der Nahrung
aufgenommen werden, beispielsweise die Vitamine C und E, Flavonoide und
Carotinoide. Alimentare Antioxidantien kbnnen aus naturlichen Quellen extrahiert oder

auch synthetisch hergestellt werden. Naturliche Antioxidantien kommen in
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verschiedensten Nahrungsmitteln vor, wie z.B. Pflanzenextrakten, Kakao, grinem Tee
sowie insbesondere in Obst und Gemiise [45, 46]. Hierbei ist es wichtig, dass das Obst
und Gemiuise mdglichst roh und unverarbeitet sowie so frisch wie mdglich sein sollte zum
Zeitpunkt des Verzehrs, um einen mdglichst hohen Antioxidantiengehalt zu erreichen
[47]. Neben dem bei Kontakt zu Luft entstehenden und Uber die Zeit fortschreitenden
Oxidationsprozess konnen thermische Prozesse wie Erwarmung oder Kochen zu einem

Verlust von Antioxidantien und anderer bioaktiver Substanzen fuhren [48].

2.3. Carotinoide
2.3.1. Grundlagen

Als Carotinoide werden eine grof3e Gruppe lipophiler Farbstoffe ( Lipochrome )
bezeichnet, die sich bei der Absorption von kurzwelligem Licht von farblos tber gelblich,
orange bis rot darstellen. Carotinoide kdnnen von photosynthetisch aktiven Organismen
sowie in einigen nicht-photosynthetisch aktiven Bakterien und Pilzen synthetisiert
werden. Menschen und Tiere sind nicht zur de novo Carotinoid-Synthese fahig, sondern
mussen diese mit der Nahrung aufnehmen [49]. Es sind mehr als 750 verschiedene
Carotinoid-Strukturen aus der Natur bekannt und charakterisiert, davon kommen je nach
Literaturangaben ca. 30 — 40 in der Nahrung des Menschen vor [50, 51].

Carotinoide konnen aufgrund ihrer Polaritéat, die bei ihrer Auftrennung in der
Chromatographie sichtbar gemacht werden kann, in die zwei Hauptgruppen Carotine und
Xanthophylle aufgeteilt werden. Die Carotine sind ausschlie3lich aus Kohlenstoff- und
Wasserstoffatomen aufgebaut und die Xantophylle sind sauerstoffhaltige Derivate von
Carotinen. Dabei ist der Sauerstoffgehalt der Xantophylle maf3geblich fur ihre héhere
Polaritéat gegeniuber den Carotinen. Zu den polaren Carotinoiden gehodren z.B. die
Xantophylle Astaxanthin, Lutein und Zeaxanthin zu den nicht-polaren Carotinoiden

gehoren z.B. die Carotine Alpha-Carotin, Beta-Carotin und Lycopin [51].

Die gemeinsame chemische Grundstruktur der Carotinoide ist das Tetraterpen,
aufgebaut aus acht Isopreneinheiten und enthalten somit 40 Kohlenstoffatome. Der
Aufbau der Kohlenstoffatome ist kettenartig angeordnet mit variablen Einzel- oder

Doppelbindungen spezifisch fur das Carotinoid [51, 52].
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Zu den fUr den Menschen bedeutsamen Carotinoiden zahlen u.a. Beta-Carotin (CaoHss),
Lycopin ( CaoHss ) und Lutein ( CaoHss O2 ), siehe Abbildungen 1 - 3. Neben ihren
antioxidativen Eigenschaften kdnnen sie auch weitere fir den menschlichen Organismus

wichtige Wirkungen entfalten [53].

2.3.2. Lutein und Zeaxanthin

Die Carotinoide Lutein und Zeaxanthin, die in der menschlichen Retina akkumulieren,
kénnen protektiv wirken gegentiber Erkrankungen des Auges, z.B. der altersabhangigen
Maculadegeneration, die eine der haufigsten Ursachen fur Erblindungen ist, indem sie
schadigendes photooxidatives blaues Licht absorbieren konnen [54-56]. Lutein kommt
z.B. als gelber Farbstoff im Eidotter, aber auch in dunklem Blattgemiise wie z.B. Spinat
vor [57].

Abbildung 1: Chemische Struktur von Lutein [58]
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2.3.3. Lycopin

Lycopin gilt als das Carotinoid mit dem hochsten antioxidativen Potential [59, 60],
daneben wurden auch positive prebiotische Effekt auf die Darmflora beschrieben bei
einer kontinuierlichen Einnahme lycopinreicher Lebensmittel [61]. Die Lycopin-
Konzentration zeigt grof3e Schwankungen im Blut und in verschiedenen Geweben. In
einer Auswertung einer grof3en, nationalen Datenerhebung in den USA wurde
beschrieben, dass die Plasma- oder Serumkonzentrationen im Bereich von < 60 ng / ml
bis = 600 ng / ml liegen kdnnen. Hierbei wurden auch Abhangigkeiten der Lycopin-
Konzentration im Blut beschrieben zum Alter, soziobkonomischem Status,
Erndhrungsgewohnheiten und Rauchverhalten der untersuchten Probanden [60].
Niedrige Lycopinkonzentrationen im Blut kdnnen erklart werden durch eine verminderte
Aufnahme mit der Erndhrung, einer verminderten Absorption, z.B. bei Patienten, die an
einem metabolischen Syndrom leiden sowie der daraus resultierenden verminderten
Bioverfugbarkeit oder durch einen vermehrten Abbau durch RONS-assoziierte
Erkrankungen [61, 62]. Lycopin kommt beispielsweise in hohen Konzentrationen in
Tomaten [63] und Wassermelonen [64] vor, was sich auch in der roten Farbe

widerspiegelt.
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Abbildung 2: Chemische Struktur von Lycopin [65]
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2.3.4. Beta-Carotin

Ein weiteres Beispiel ist Beta-Carotin, das in vielen Obst- und Gemdusesorten,
beispielsweise in Karotten, Sufl3kartoffeln [49] und Griinkohl [66] vorkommt. Beta-Carotin
spielt eine zentrale Rolle in der Vitamin-A-Synthese, es wird auch als Provitamin A
bezeichnet, da es die wichtigste Vorstufe des Vitamin A ist. Beta-Carotin kommt reichlich
in unserer Erndhrung vor und wird nach Absorption im Darm in den Enterozyten der
intestinalen Mucosa durch die Beta-Carotin-15,15-Monoxygenase (BCMO1) zu Vitamin
A konvertiert. Im Tierversuch konnte in vivo in einer Studie von Barua et al. gezeigt
werden, dass ca. 95% der Retinoide aus Beta-Carotin auf diesem Weg entstehen [67].
Beta-Carotin zeigt einen Absorptionspeak bei ~450 nm im sichtbaren Spektrum, der fur
seine orange-rétliche Farbe verantwortlich ist [68]. Aus den Carotinen entsteht durch
oxidative Spaltung das Retinal, dieses kann zu Retinol bzw. Retinoat umgewandelt
werden [69]. Retinal und seine durch von ihm ausgehenden Retinoate beeinflussen viele
physiologische Vorgénge wie z.B. beim Sehvorgang, als essentieller Bestandteil des
Rhodopsins [70], beim Zellwachstum, der Embryogenese und Fertilitét [71]. Gleichzeitig
kénnen sowohl ein ausgepragter Mangel als auch ein Uberschuss an Vitamin A sich
toxisch auf den menschlichen Organismus und insbesondere seine Entwicklung
ausbilden [72].

Abbildung 3: Chemische Struktur Beta-Carotin [73]
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Aufgrund der vielen durch exogene Antioxidantien hervorgerufenen positiven Wirkungen
auf den menschlichen Organismus gibt es zahlreiche potentielle Anwendungsgebiete in
der Pharma-, Lebensmittel- und Kosmetikindustrie. Des Weiteren wurden bereits in einer
Vielzahl von Interventionsstudien durch eine zusatzliche Supplementierung mit
alimentaren Antioxidantien Uber einen begrenzten Zeitraum messbare Effekte bei
Probanden beschrieben. Gleichzeitig wird die hochdosierte Supplementierung von
einzelnen Antioxidantien bei Patienten sowie auch an gesunden Probanden kritisch

bewertet.

2.4. Haut
2.4.1. Grundlagen — Funktion und Anatomie der Haut

Die Haut ist das grésste Organ des menschlichen Koérpers, gibt diesem seine aul3ere
Erscheinung und bildet die wichtigste Schutzbarriere gegen externe, potentiell
schadigende Einwirkungen physikalischer, chemischer oder mikrobiologischer Natur. Die
Haut spielt eine entscheidende Rolle im Immun-, Nerven- und endokrinen System des
Organismus, die miteinander interagieren. Die Haut ist maf3geblich beteiligt an der
Thermoregulation, Regulierung des Flussigkeitshaushaltes und metabolischen
Prozessen, insbesondere am Vitamin-D-Stoffwechsel [74].
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Abbildung 4: Aufbau der Haut und Epidermis (aus [75] )

Die Haut ist aus mehreren Schichten (siehe Abbildung 4) und verschiedenen Zellen
aufgebaut, die unterschiedlichen Funktionen dienen. Uber dem subkutanen Fettgewebe,
das vorwiegend aus Lipozyten aufgebaut ist sowie Driisen und Blutgefal3e enthalt, liegt
die Dermis ( Korium ), die sich wiederum aufteilen lasst in ein Stratum papillare, das mit
der Epidermis verzahnt ist und das tiefer gelegene Stratum reticulare, das dem
subkutanen Fettgewebe aufliegt. Die Dermis ist Uberwiegend aus Fibrozyten aufgebaut,
enthalt aber auch Mastzellen und Lymphozyten, Mechanorezeptoren, Schweil3driisen
und Haarfollikel sowie interstitielle Kollagenfasern, die der Haut ihre Elastizitat und
Zugfestigkeit verleihen. Die aul3erste Schicht der Haut bildet die Epidermis, ihre Dicke
schwankt zwischen 0,04 mm (z.B. Augenlider) und 1,5 mm (Handinnenflachen und
FuRsohlen) [76]. Die Epidermis ist wiederum aus flinf Schichten aufgebaut von denen die
aulerste das Stratum corneum ist mit einer Dicke von 0,02 - 0,5 mm. Das Stratum
corneum besteht vornehmlich aus Corneozyten, abgeflachten und abgestorbenen
keratinhaltigen Zellen, und bilden eine mechanische Barriereschicht. Die Uubrige
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Epidermis besteht zu Uberwiegendem Teil aus Keratinozyten ( ca. 90 % ), einen geringen
Anteil machen auch Melanozyten, Langerhans- und Merkel-Zellen aus [76, 77].

2.4.2. Sonnenlicht-induzierte Hautschadigungen

Die Haut ist haufig und direkt potentiell schadigenden, pathogenen und oxidativen
Einflissen ausgesetzt. Sonnenlicht-Exposition ist fur den Menschen fir wichtige
Stoffwechselvorgange wie der Vitamin-D-Synthese unabdingbar. Andererseits kann
Sonnenlicht auch inflammatorische, photooxidative sowie abnorme phototoxische und -
allergische Reaktionen wie z.B. Lichtdermatosen auslésen [78].

Eine exzessive oder kumulativ andauernde Sonnenlichtexposition bzw. —absorption der
Haut fuhrt zur Generierung von ROS und photooxidativem Stress. Abhangig von der
Dosis kann dies akute reversible Schaden zur Folge haben wie ein Erythem
(Sonnenbrand) sowie zum Teil irreversible Schaden wie vorzeitige lichtbedingte
Hautalterung (auch als ,Photoageing“ bezeichnet). UV-Exposition wirkt lokal und
systemisch immunsuppressiv. wobei durch diese Effekte die Entstehung von

Hauttumoren getriggert werden kann [79].

Eine Studie von Albrecht et al. [80] konnte zeigen, dass nicht nur die auf der
Erdoberflache auftreffende UV-Strahlung mit UVA 320 — 400 nm und UVB 280 - 320 nm,
sondern auch der sichtbare ( VIS; visible ) und der nahinfrarote ( NIR ) Bereich des
Sonnenlichtspektrums die Produktion freier Radikaler induzieren. Dabei ist das Ausmalf}
der Radikalproduktion sowie der Hautschadigung abhangig von der Wellenlange und
unterscheidet sich fur die verschiedenen Hauttypen der Fitzpatrick-Klassifikation [81] zum
Teil erheblich.
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2.4.3. Schutzmechanismen der Haut

Die Haut ist nicht schutzlos der potentiell schadigenden Wirkungen des
Sonnenlichtspektrums ausgesetzt, sondern besitzt eine Vielzahl komplexer
photoprotektiver Mechanismen. Zu diesen gehoren eine Verdickung der Epidermis, die
UV-Strahlung reflektiert und streut, DNA—Reparaturmechanismen, Apoptose und
Hautpigmentation durch induzierte Melaninproduktion [79]. Des Weiteren verfugt die
menschliche Haut Uber vielfaltige enzymatische und nicht—enzymatische Antioxidantien
deren Verteilung bezogen auf die Hautschichten unterschiedlich ist. In einer Studie von
Shindo et al. [82] konnte anhand von Hautbiopsien gesunder Probanden gezeigt werden,
dass die Konzentration aller gemessenen enzymatischen und nicht—enzymatischen
Antioxidantien in der Epidermis, die als au3erste Hautschicht die initiale Barrierefunktion
erfullt, hoher war als in der darunterliegenden Dermis. Insbesondere die Katalase-
Aktivitat war in der Epidermis deutlich hoher als in der Dermis.

Eine Vielzahl von Studien konnte eine Assoziation zwischen der systemischen Wirkung
von oral eingenommenen Antioxidantien und photoprotektiven Effekten belegen. So
zeigten Groten et al. [83] in einer doppel-blinden, Placebo-kontrollierten Cross-over-
Studie, dass die Einnahme eines Lycopin-reichen Nahrungserganzungsmittel aus
Tomaten Uber 12 Wochen UV-induzierte photooxidative Schaden in gesunden
Probanden gegenuber einem Placebo zu reduzieren vermag. Neben einer signifikanten
Erhdhung der Plasmakonzentration von Carotinoiden konnte auch eine Reduktion
proinflammatorischer Zytokine (TNF-a und IL-6) gezeigt werden.

2.4.4. Antioxidatives Potential (AOP) der Haut

Als antioxidatives Potential der Haut wird deren Fahigkeit und Kapazitat bezeichnet
oxidativen Stress durch ROS und andere freie Radikale zu neutralisieren. In dieser Arbeit
haben wir als Parameter dazu die Carotinoidkonzentration in der Haut herangezogen.

Dem liegen die folgenden Uberlegungen zugrunde.

Alle antioxidativ wirksamen Substanzen interagieren und zeigen synergistische Effekte

indem sie sich gegenseitig vor dem Angriff der unterschiedlichen Typen freier Radikaler
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schitzen [84]. Gelingt es eine der effektivsten und in hoher Konzentration vorhandenen
Antioxidantien zu detektieren, sind Ruckschlusse auf das gesamte AOP mdglich.
Carotinoide stellen solch eine Markersubstanz dar [85, 86]. Zu den Carotinoiden mit der
hochsten Konzentration in der Haut gehoéren Lycopyin, Alpha-Carotin, Beta-Carotin,
Phytoen und Phytofluen, wobei die Carotine einen Gesamtanteil von 60 — 70% [87]
reprasentieren. Das Carotinoidbasierende AOP ist (gleichzeitig eine den
Antioxidantienstatus des gesamten Organismus charakterisierende Grof3e. Meinke et al.
wiesen nach, dass die Konzentration der Hautcarotinoide mit der Carotinoidkonzentration
im Blut korreliert [88].

In zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass sich oxidative sowie antioxidative Effekte auf
den Organismus durch bestimmte Erndhrungs- und Lebensweisen in der kutanen
Carotinoidkonzentration messbar widerspiegeln [89, 90]. Das stitzt die Festlegung die
kutane Carotinoidkonzentration als Surrogatparamter zu nutzen um den antioxidativen
Status eines Menschen zu quantifizieren, wobei unter bestimmten Bedingungen

Ruckschlisse auf dessen Lebensweise méglich werden [17, 91].

Die Antioxidantienkonzentration bestimmt wesentlich die Alterungsprozesse unseres
Korpers, inshesondere auch der Hautalterung mit. So konnte in einer Studie an 40- bis
50-Jahrigen, welche ihren Lebensstil Uber ein Jahrzehnt kaum veréandert hatten,
festgestellt werden, dass Personen mit einer hohen Hautkonzentration von Antioxidantien

eine deutlich geringere Hautalterung aufweisen als Personen mit niedrigen Werten [92].

Die topische Applikation von Antioxidantien auf der Haut erlaubt die gezielte
Anreicherung von Antioxidantien in der Haut. Nach regelm&Riger Anwendung ist diese
signifikant erhdht messbar [93, 94]. Abgesehen von milden Unvertraglichkeits- oder
allergischen Reaktionen traten keine negativen Effekte bei den in der Vergangenheit
durchgefuhrten Studien auf. Bei dermalen Entziindungsprozessen oder auch nach
Bestrahlungen oder Chemotherapie kommt es zu oxidativem Stress in der Haut [95, 96].
Eine Studie von Jung et al. zeigte, dass die tagliche Applikation einer hoch konzentrierten
antioxidantienhaltigen Creme mit einem Radical Protection Factor (RPF) von tber 5000
die Symptome und |Inzidenz eines Hand- und Ful3syndroms unter

Chemotherapiepatienten verringern konnte [97].
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Erschwert wird die dermale Anreicherung von hoch konzentrierten Antioxidantien bei
lokaler Applikation auf die Haut durch deren Luftsauerstoff bedingte Oxidation verbunden

mit schnellem Effektivitatsverlust [98].

2.4.5. Resorption der Carotinoide

Die Loslichkeit der Antioxidantien spielt auch eine entscheidende Rolle im Hinblick auf
ihre Absorptionswege und Effektivitdt bzw. Bioverfligbarkeit. So gibt es hydrophile
Antioxidantien, wie z.B. Vitamin C und Glutathion, und hydrophobe bzw. lipophile
Antioxidantien, wie z.B. Tocopherole und Carotinoide. Die lipophilen, mit der Nahrung
aufgenommenen Carotinoide werden hauptsachlich im Dinndarm resorbiert, sie werden
hier in aus Lipiden und Gallensalzen gebildeten Mizellen eingelagert, die klein genug sind
um zwischen die Mikrovilli der Darmepithelien einzudringen und den fir die Absorption
wichtigen engen Kontakt zur Lipidschicht der Zellmembran der Enterozyten herzustellen
in der sie sich l6sen [99]. Anschliessend werden die Carotinoide mit anderen resorbierten
Nahrungslipiden in Chylomikronen inkorporiert und Gber LymphgefalRe abtransportiert, in
die Blutbahn sezerniert und erscheinen dort sowie in einigen Geweben. Dabei hat das
menschliche Intestinum nur eine begrenzte Kapazitat intaktes Beta-Carotin in das
Lymphsystem zu absorbieren [100]. Im Blut werden Carotinoide gebunden an
Lipoproteine transportiert, vor allem VLDL (very low density lipoproteins), LDL (low
density lipoproteins) und HDL (high density lipoproteins). Die im Blut zirkulierenden
Carotinoide gelangen dann Uber Schweil3drisen und das Sebum aus der Cutis auf die
Hautoberflache und diffundieren anschlieBend retrograd in das Stratum corneum, die

oberste Schicht der Epidermis, welche somit als ein Reservoir dienen kann [101].

Rock et al. [102] haben in einer Studie an gesunden mannlichen Probanden, die Gber 13
Wochen eine Carotinoid-arme Ernéahrung in kontrollierter Umgebung zu sich nahmen,
mittels HPLC-Methode (Hochleistungsfliissigkeitschromatographie) die Plasma-
Carotinoidkonzentrationen  gemessen. Hier zeigte sich ein nicht-linearer
Konzentrationsabfall mit besonders rapidem Abfall an Tag 2-3 und Tag 14-15, was die
Vermutung zulésst, dass es mindestens zwei Pooling-Systeme im menschlichen Korper

gibt wovon einer eine schnellere Umsatzrate besitzt. Die durchschnittliche Halbwertszeit
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der gemessenen Carotinoide gibt die Arbeitsgruppe wie folgt an: fiir Beta-Carotin weniger
als 12 Tage, fur Lycopin zwischen 12-13 Tagen und fur Zeaxanthin / Lutein zwischen 33-
61 Tagen.

Die lipophilen Carotinoide zeigen auch eine unterschiedliche Verteilung auf die
Hautschichten bzw. anatomischen Regionen. Eine Studie von Darvin et al. [85] konnte
zeigen, dass sich der Grof3teil im oberen Anteil des Stratum corneum befindet.
Insbesondere konnten hier hohe Konzentrationen im Stratum corneum der Stirn sowie
der Handinnenflachen gemessen werden im Vergleich zum Unterarm. Dies wurde der an
diesen Arealen besonders hohen Dichte an Schweil3- und Talgdrisen zugeschrieben.
Diese Ergebnisse unterstiitzen auch die Vermutung, dass Antioxidantien wie z.B.
Carotinoide Uber eccrine Schweil3- und Talgdriisen an die Hautoberflache sezerniert
werden, da auch im Schweil3 antioxidative Carotinoide bereits nachgewiesen werden
konnten [103].

Gestutzt werden diese Beobachtungen auch bei der als Aurantiasis cutis (Synomyme:
Karotinose, Hyperkarotinamie, = Xanthochromie) bekannten, nutritiv. ~ oder
stoffwechselbedingten, sonst harmlosen Gelbfarbung der Haut [104]. Klinisch fallt vor
allem eine Gelbfarbung der Haut und der Nagel mit Verstarkung an Handflachen und
Ful3sohlen auf. Weitere betroffene Lokalisationen sind das Gesicht und die Achseln. Die
Skleren sowie die Schleimhaute sind von der Gelbfarbung nicht betroffen, was sie
diffentialdiagnostisch vom lkterus abgrenzt. Histologisch findet sich eine Gelbfarbung der
gesamten Epidermis, insbesondere der Hornschicht [104]. Die Aurantiasis cutis ist vor
allem auf den exzessiven Verzehr Carotin-reicher Nahrungsmittel oder
Nahrungserganzungsmittel zurtickzufiihren, die zu erhéhten Carotin-Spiegeln im Blut und
-ablagerungen in der Haut fuhren. Insbesondere kénnen auch Kinder davon betroffen
sein. Teilweise ist die Aurantiasis cutis auch assoziiert mit metabolischen Stérungen wie
Diabetes mellitus, Hypothyreose, Nephrosesyndrom, Anorexia nervosa oder tritt in der
Schwangerschaft auf [105].
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2.4.6. Messmethoden

In der Literatur werden unterschiedlichste Messverfahren beschrieben, um die
Konzentration von Antioxidantien in vivo qualitativ und quantitativ zu messen. Etablierte
Verfahren sind chromatographische Messmethoden wie die lange als Goldstandard
geltende HPLC (high performance liquid chromatography bzw.
Hochleistungsflissigkeitschromatographie, friher auch als high pressure liquid
chromatography bzw. Hochdruckflissigkeitschromatographie bezeichnet). Bei der HPLC
werden in Loésung befindliche Stoffe aufgrund ihrer Polaritdt chromatographisch
aufgetrennt und detektiert. Nachteil der HPLC wie auch vieler anderer Methoden ist die
invasive Materialgewinnung der zu messenden Proben durch Hautbiopsien oder
Blutentnahmen [106, 107]. Die Sensitivitdt des Messverfahrens kann auch vermindert
werden, wenn es bei der Probenentnahme durch Kontakt zu Luft oder notwendigen
Reagenzien zum Verlust von Antioxidantien kommt. Das erhaltene Messresultat wird
dann von dem eigentlichen Status in vivo abweichen. Dartber hinaus sind eine Vielzahl
von Biomarkern und Tracern identifiziert worden, die Hinweise auf den antioxidativen
Status eines Organismus geben [108, 109]. So fuhrt die Elektronenspinresonanz-
spektroskopische Bestimmung des Radikalschutzfaktors (RPF) zu einem Wert, der
angibt wieviel freie Radikale durch 1 mg Haut neutralisiert werden kdnnen [110].

Als non-invasive Messmethoden zur Quantifizierung von Antioxidantien in der Haut
haben sich optische Verfahren wie z.B. die Raman-Resonanz-Spektroskopie und
Reflexionsspektroskopie etabliert, diese Messungen sind zudem gunstig bezogen auf
den Zeit- und Kostenaufwand [111].

2.5. Fragestellung

Eine Vielzahl von Faktoren fuhrt in Organismen zur Generierung von Uberschissigen
ROS und anderen freien Radikalen. Ein Uberschuss freier Radikale bedeutet oxidativer
Stress, der als Grund fur beschleunigte Alterungsprozesse bis hin zur
Tumorinitialisierung angesehen wird. Dem menschlichen Organismus steht ein
vielschichtiges Schutzsystem zur Verhinderung dieser schadigenden Effekte zur
Verfigung. Eine Schlusselrolle nehmen dabei Antioxidantien ein. Wichtige

Antioxidantien, wie z.B. Vitamin C oder Carotinoide, mussen mit der Nahrung
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aufgenommen werden, da der menschliche Organismus diese selbst nicht de novo
synthetisieren kann. Fur die Effektivitat alimentarer Antioxidantien ist die Menge, die
Kombination der unterschiedlichen antioxidativen Substanzen und deren
Bioverfugbarkeit entscheidend. In der Literatur wird die Gabe einzelner hochdosierter
Antioxidantien als Nahrungsergdnzungsmittel trotz nachgewiesener positiver Effekte
sehr kritisch bewertet [112, 113]. Nach Neuhouser et al. hat sich die Kombination
mehrerer antioxidativ wirksamer Komponenten in niedrigeren Konzentrationen wie beim
Verzehr von antioxidantienreichem Gemuise und Obst, der hochdosierten

Einzelapplikation als tberlegen erwiesen [114].

Die Wirkung alimentarer Antioxidantien im Organismus, die sich auch in der
Antioxidantienkonzentration in der Haut widerspiegelt, wurde in zahlreichen
(Interventions-)Studien mit Hilfe einer Vielzahl verschiedener Biomarker nachgewiesen.
Die Arbeitsgruppe Prof. Lademann der Charité Universitatsmedizin Berlin hat fur
hautphysiologische Untersuchungen neben der Raman-Resonanz-Spektroskopie eine
neue non-invasive reflektionsspektroskopische Methode etabliert [115]. Mit dieser
Methode ist die kutane Carotinoidkonzentration in vivo zuverlassig bestimmbar. Es
konnte gezeigt werden, dass das antioxidative Potential der Haut ein zuverlassiger
Indikator fur den gesamten antioxidativen Status des Organismus darstellt, der
Ruckschlisse auf die Lebens- und Ernahrungsgewohnheiten eines Menschen zulasst
[17, 1186].

Ziel der Dissertation war es die Kinetik der Carotinoidkonzentration von zwei aus frischen
Zutaten hausgemachten griinen Smoothies in vitro mit der eines kommerziell erhaltlichen
grinen Smoothies vergleichend zu untersuchen. Es ist bekannt, dass Emulsionssysteme,
wie frisch hergestellte Smoothies sie darstellen, semistabil sind. Der Prozess zur
Ausbildung der stabilen Emulsion erfordert Zeit. Die durch den mechanischen
Zerkleinerungsprozess aus den Komponenten erhaltenen hochaktiven Antioxidantien
sind grossen Mengen Sauerstoff ausgesetzt. Ein rapider Abfall der
Carotinoidkonzentration ist daher zu erwarten. Die Konsequenzen aus dem kinetischen

Verhalten fur die Anwendung der selbstgemachten Smoothies sollen aufgezeigt werden.

In einer parallel zu diesen Untersuchungen laufenden Studie mit 20 Probanden sollte
folgende Hypothese verifiziert werden: Die hausgemachten griinen Smoothies haben

eine hohere initiale aktive Carotinoidkonzentration in vitro als das kommerzielle Produkt.
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Bei taglicher Einnahme von 250 ml pro Tag sollten daher die hausgemachten Smoothies
zu einem schnelleren Anstieg der kutanen Carotinoidkonzentration bei gesunden

Probanden fiihren als bei Verzehr des kommerziellen Produktes.

3. Material und Methoden

3.1. In vitro Studie
3.1.1. Studiendesign der in vitro Studie

Die in vitro Studien wurden durchgefihrt um die Quantitdt und Kinetik der
Carotinoidkonzentration der frisch zubereiteten griinen Smoothies gegenuber dem
kommerziellen grinen Smoothie mittels Resonanz-Raman-Spektroskopie (RRS) zu
bestimmen. Zwei verschiedene hausgemachte griine Smoothies ( Smoothie A und B, s.
Tabelle 1) sowie ein kommerzieller griiner Smoothie wurden Uber einen Zeitraum von 24
Stunden untersucht. Die Zeitpunkte der RRS-Messungen der frisch zubereiteten sowie

des kommerziellen Smoothies waren:

t0 = unmittelbar nach Zubereitung der frischen Smoothies bzw. Offnen des

kommerziellen Smoothies,

t1 = 10 Minuten nach Zubereitung bzw. Offnen,
t2 = 30 Minuten nach Zubereitung bzw. Offnen,
t3 = 1 Stunde nach Zubereitung bzw. Offnen,
t4 = 2 Stunden nach Zubereitung bzw. Offnen,
t5 = 6 Stunden nach Zubereitung bzw. Offnen,
t6 = 12 Stunden nach Zubereitung bzw. Offnen,

t7 = 24 Stunden nach Zubereitung bzw. Offnen.
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Wahrend einer 24 Stunden dauernden Messung wurden die Smoothies jeweils zu den
Messzeitpunkten tO bis t7 untersucht. Um eventuelle saisonale Unterschiede im
Antioxidantiengehalt der frischen Frichte- und Gemiusesorten auszugleichen, wurden
Messungen im Winter (n=1) sowie im Frihling (n=6) durchgefihrt. Insgesamt wurden n=7
Messungen pro Messzeitpunkt durchgefihrt und deren Mittelwerte aus den
verschiedenen Messungen gebildet.

3.1.2. Material der in vitro Messungen

Die Zusammensetzung der zwei hausgemachten Smoothies A und B sowie des
kommerziellen Smoothies sind in Tabelle 2 dargestellt. Die hausgemachten Smoothies
wurden aus frischen Komponenten hergestellt, indem sie in einem handelsiiblichen Mixer
fur die Dauer von 2 Minuten zerkleinert wurden bis sich eine homogene Flissigkeit ergab.
Unmittelbar nach Zubereitung wurden die zu untersuchenden Proben entnommen, in
Kivetten gefillt und die RRS-Messungen durchgefuhrt. Entsprechend wurde das
kommerzielle Smoothie-Produkt vor Offnen des versiegelten Verschlusses geschiittelt,
um eine reprasentative, vergleichbar homogene Probe zu erhalten. Anschlieend erfolgte
der gleiche Ablauf wie fur die RRS-Messungen der hausgemachten Smoothies
beschrieben.
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Zusammensetzung Smoothie A, 250 mL.:

* ein halber Apfel (mit Schale, 909)

* eine halbe Banane (ohne Schale, 609)

+ ein Essloffel frischer Zitronensaft (15 mL)
* 100 mL stilles Wasser

» 20 g Kopfsalat / Lollo bionda

Zutaten Smoothie B, 250 mL:

* eine Kiwi (ohne Schale, 709)

* eine halbe Banane (ohne Schale, 609)
* 100 mL stilles Wasser

» 30 g Baby-Spinat

Zutaten kommerzieller Smoothie ,Innocent green smoothie", 250 mL:

* 49% Apfelsaft,

* 29% Birnenplree,

* Pfirsichpuree,

* 6% Zucchinipuree

* Orangensaft,

* 1.6% Spinatpuree

* 1.6% Grunkohlpuree

* Zitronensaft

* 0.4% Saflor- und Spirulina-Extrakt,
* 0.02%. Baobab-Frucht-Extrakt

Tabelle 2: Zusammensetzung der griinen Smoothies A und B sowie des kommerziellen griinen
Smoothies [117, 118]
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Die Nahrwertangaben der drei grinen Smoothies sind in Tabelle 3 aufgefihrt, sie
wurden berechnet anhand der gewichts- bzw. volumenadaptierten durchschnittlichen
Néahrwerte der jeweiligen frischen Zutaten aus der USDA Nutrient Database [119]. Die
Zutaten- sowie Nahrwertangaben des kommerziellen Smoothies wurden vom Hersteller

ubernommen sowie mit Daten einer unabhéangigen Quelle abgeglichen [117, 118].

Smoothie A (250 ml) a Smoothie B (250 ml) a2 Kommerzieller
Smoothie (250 ml) b

Energie [kcal / kJ] 106.5/444.9 103/439.3 123,7/517,5
Proteine [g] 1.2 2.3 15

Fett [g] 0.4 0.7 3
Kohlenhydrate [g] 27.7 25.1 26
davon Zucker [g] 17.2 13.7 26
Ballaststoffe [g] 4.1 4.4 2.2
Natrium [mg] 11.25 30.4 0

a Nahrwertangaben von Smoothie A und B berechnet auf Grundlage der USDA Nutrient
Database [119] P Angaben des Herstellers und einer unabhangigen Quelle [117, 118]

Tabelle 3: Nahrwertangaben der untersuchten Smoothies

3.1.3. Resonanz-Raman-Spektroskopie (RRS)

3.1.3.1. Theoretische Grundlagen und Raman-Effekt

Die hier verwendeten Messmethoden der Resonanz-Raman-Spektroskopie beruhen auf
dem physikalischen Prinzip des Raman-Effekts, benannt nach dem indischen Physiker
Sir Chandrasekhara Venkata Raman, der diesen 1928 das erste Mal experimentell

nachweisen konnte und im Zuge dessen fir seine Arbeit 1930 den Nobelpreis erhielt.

31



Sir Raman hatte sich schon seit den frihen 1920er Jahren mit der Streuung von Licht
beschaftigt. Er konnte zeigen, dass die blaue Farbe des Meeres nicht nur durch die
Reflektionen des Himmels zustande kommt, wie urspriinglich von dem Mathematiker und
Physiker Lord Rayleigh vermutet, sondern auch durch die Streustrahlung der
Meerwassermolekulle selbst [120]. Die theoretischen Grundlagen dieses Phanomens
waren schon 1923 durch die Physiker Adolf Smekal [121] sowie 1925 durch Hendrik
Kramers und Werner Heisenberg [122] gelegt worden [120].

Sir Raman konnte beweisen, dass bei der Bestrahlung von Molekilen mit
monochromatischem Licht Streustrahlung mit derselben Frequenz wie der Lichtquelle
auftritt sowie daneben auch Streustrahlung mit einer verschobenen, d.h. einer anderen
Frequenz als der der Lichtquelle [123]. Bei diesem nach ihm benannten Raman-Effekt
entstehenden Spektrallinien, die gegentber der Frequenz der Lichtquelle verschoben
sind, diese werden auch als Raman-Linien bezeichnet. Die Frequenzunterschiede zum
eingestrahlten Licht entsprechen den fur das Material charakteristischen Eigenschaften
bzw. Energien. Somit lassen sich aus dem emittierten Spektrum Ruckschlisse auf die
Substanzen ziehen. Die Raman-Frequenzverschiebungen sind also spezifisch fur das
streuende Molekul, sodass Rickschlisse zu dessen Quantitat gezogen werden kénnen.
Dem Raman-Effekt zugrunde liegt eine Wechselwirkung zwischen dem eingestrahlten
monochromatischen Licht und den von ihm bestrahlten Molekilen, d.h. eine
Wechselwirkung zwischen den Photonen des Lichts mit einer bestimmten Energie und
Frequenz und der bestrahlten Materie. Das eingestrahlte Licht wird dabei inelastisch und
elastisch gestreut. Bezogen auf das eingestrahlte Licht Gberwiegt der Anteil der
elastischen Streuung deutlich gegentber der inelastischen Streuung.

Bei der elastischen Streuung verandert sich der Energiezustand des Molekiils nicht, auch
die Frequenz der Streustrahlung bzw. der Photonen verandert sich nicht zur Frequenz
der Lichtquelle, diese Streustrahlung wird auch als Rayleigh-Streuung bezeichnet.

Der Raman-Effekt bzw. Raman-Streuung umfasst sdmtliche inelastische Streuung bei
der es zu einer Ubertragung von Schwingungsenergie zwischen den Photonen und dem
Molekul kommt. Dabei kann das gestreute Photon entweder Schwingungsenergie von
der Materie aufnehmen (Anti-Stokes-Streuung) oder es kann Schwingungsenergie an die
Materie abgeben (Stokes-Streuung).

Bei der Stokes-Streuung besitzt die Materie nach dem Aufeinandertreffen mit den

Photonen hohere Schwingungsenergie, das Streulicht ist dabei energiedrmer geworden
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und weist damit eine niedrigere Frequenz auf als die Lichtquelle; die emittierten
Spektrallinien werden auch als Stokes-Linien bezeichnet.

Bei der Anti-Stokes-Raman-Streuung kommt es umgekehrt zu einer Ubertragung von
Schwingungsenergie von der Materie auf das gestreute Photon, welches nun eine hdéhere
Energie und hohere Frequenz aufweist, die beobachtbaren Spektrallinien werden
als Anti-Stokes-Linien bezeichnet. Dieser Fall ist nur moglich, wenn sich das Molekul vor

der Wechselwirkung auf einem hdéheren Energieniveau befindet.

3.1.3.2. Versuchsaufbau der RRS-Messungen in vitro

Der hier verwendete RRS-Aufbau wurde durch unsere Arbeitsgruppe bereits in
verschiedenen Experimenten detailliert beschrieben und publiziert [111, 124] als non-
invasive, schnelle optische Methode zur qualitativen sowie quantitativen Bestimmung von
antioxidativen Substanzen in vivo und in vitro. Insbesondere konnte die RRS auch als
Verfahren zur Bestimmung der antioxidativen Carotinoide in Nahrungsmitteln etabliert
werden [125]. Der hier verwendete RRS-Aufbau ist in den Abbildungen 5 a und 5 b

dargestellt.
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Abbildung 5.aund 5.b : Fotos ( aus [125] ) des Aufbaus fir die RRS-Messungen in vitro

Es wurde in der hier vorliegenden Studie fur die Exzitation der Raman-Spektra der
Carotinoide in den Smoothies ein Argon-Laser mit einer Wellenlange von 488 nm sowie
einer Intensitat von 33 W/cm?2 verwendet [126]. Hierbei wird der Argonlaser gefiltert und
fokussiert auf die Probe gerichtet. Die Raman-Linien der Probe werden durch eine Linse
gesammelt und Uber optische Faserkabel zu einem Spektrographen geleitetet. Dieser ist
wiederum mit einer CCD-Kamera (engl. charge—coupled device) verbunden, die das
Spektrum aufnimmt bzw. die Strahlung detektiert, in ein elektronisches Signal umwandelt
und an einen Computer zur Auswertung weiterleitet. Die Messungen wurden jeweils
dreimal wiederholt, die drei Messergebnisse gemittelt und in unskalierten Einheiten ( b.E.,

engl. Arbitrary units = a.u. ) wiedergegeben [85].
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Die verschiedenen Carotinoide Alpha-, Beta-, Gamma-, Sigma-Carotin, Lutein,
Zeaxanthin, Lycopin und ihre Isomere besitzen ahnliche Absorptionsspektra im blauen
Bereich des sichtbaren Lichtspektrums, z.B. bei 488 nm (siehe Abbildung 6). Aus diesem
Grund induziert das eingestrahlte Licht bei ihnen auch ein ahnliches Raman-Signal in
diesem Spektralbereich. Im griinen Bereich des optischen Spektrums zeigt lediglich
Lycopin hohe Absorptionswerte verglichen mit den anderen genannten Carotinoiden. Das
Absorptionsverhalten wird durch die chemische Struktur der Molekile bzw. die Anzahl
der konjugierten Kohlenstoff-Doppelbindungen C=C bestimmt wovon die Carotine, Lutein

und Zeaxanthin jeweils neun und nur Lycopin 11 besitzt, siehe hierzu auch Abbildungen
1-3[127].
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Abbildung 6 : Absorptionsspektrum von Beta-Carotin (durchgehende Linie) und Lycopin
(gepunktete Linie) in Ethanol ( Abbildung modifiziert aus [115] ).

Es wurden von allen hier untersuchten Smoothies Proben von je 1ml in 10mm-
Glasskuvetten abgefullt, die vor jeder Messung gevortext und dann zur quantitativen
Messung der Carotinoide mittels RRS herangezogen wurden. Die Aufbewahrung der
untersuchten Smoothies fand zwischen den Messzeitpunkten bei einer Temperatur von
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4° C in identischen Kivetten statt, die mit Aluminiumfolie versiegelt wurden, um

Lichtexposition, Oxidation und Verdunstung méglichst gering zu halten.

3.2. In vivo Studie

3.2.1. Probanden

Im Rekrutierungszeitraum vom 18.11.2016 bis 23.01.2017 wurde ein Screening
durchgefihrt, an dem insgesamt 57 gesunde Freiwillige teilnahmen. Von diesen wurden
20 Probanden im Alter zwischen 26 und 58 Jahren (Mittelwert 38 + 2 Jahre) ausgewahlt
mit Haut-Typ Il oder Il gemaf Fitzpatrick-Klassifikation [81], die die Einschlusskriterien
erfullten (' s. Abbildung 7 ). Unter den 20 Probanden waren 12 Manner und 8 Frauen.
Keine der Frauen war zum Zeitraum der Studiendurchfihrung schwanger.
Einschlusskriterien waren ein gesunder Allgemeinzustand, insbesondere keine
bekannten Hauterkrankungen sowie einem Antioxidantien-Status von < 5 *10* [b.E.]
gemessen mit dem Biozooom-Scanner [128]. Gemessen wurde am rechten oder linken
Handballen. Der letzte Teilnehmer schloss die Studie am 20.03.2017 ab. Die Freiwilligen
wurden rekrutiert auf dem Campus der Charité Universitatsmedizin Berlin Mitte sowie
einem weiteren akademischen Lehrkrankenhaus der Charité (DRK Kliniken Berlin
Westend).

Die Studie wurde durch die Ethik-Kommission der Charité-Universitatsmedizin Berlin
genehmigt und wurde gemalf den Prinzipien der Erklarung von Helsinki (1996) und den
Good Clinical Practice Guidelines [129, 130] durchgefihrt. Alle Teilnehmer wurden vor
Durchfuihrung der Studie ausfthrlich Uber Ablauf und Ziel der Studie informiert und gaben

anschlieRend mundlich und schriftlich ihr Einverstandnis.

3.2.2. Studiendesign der in vivo Studie

Uber ein Screening an 57 gesunden Freiwilligen wurden 20 Probanden identifiziert, die
den o0.g. Einschlusskriterien entsprachen. Mit diesen wurde eine explorative,

randomisierte Studie durchgefihrt ( s. Abbildung 7).
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Auf Einschlusskriterien
( Screening ) geprifte Probanden
(n=5T7)

Ausgeschlossene
‘| Probanden (n=37)

Einschluss Eingeschlossene
Probanden {n=20)

Randomisierte
Zuordnung Zuordnung

Gruppe 1 (n=10) Gruppe 2 (n=10)
8 Wochen 8 Wochen
Einnahme eines Einnahme eines
hausgemachten kommerziellen
Smoothies / Tag Smoaothies / Tag

Abbildung 7: Flussdiagramm des Studienablaufs

Die 20 Probanden wurden randomisiert entweder Gruppe 1 oder Gruppe 2 zugeteilt, so
dass jede Gruppe aus jeweils 10 Probanden bestand. Dabei waren 5 Frauen in Gruppe
1 sowie 3 Frauen in Gruppe 2.

Gruppe 1 wurde instruiert Gber einen Zeitraum von 8 Wochen zusatzlich zu ihrer
normalen, gewohnten Nahrung taglich zur gleichen Zeit 250 ml eines frisch zubereiteten
hausgemachten Smoothies jeweils alternierend Smoothie A oder B zu trinken. Die
Zusammensetzung ist in Tabelle 1 aufgefuhrt. Die Probanden wurden angewiesen, die
in Tabelle 1 genannten Komponenten fir die Smoothies A bzw. B in vorbezeichneten
Mengen in einem handelstblichen Mixer, den sie entweder selbst besalRen oder sich fir
den Studienzeitraum in unserem Institut ausleihen konnten, Gber einen Zeitraum von 2
Minuten zu einer homogenen Flissigkeit zu zerkleinern. Davon sollten dann unmittelbar
nach Herstellung 250 ml verzehrt werden. Uberschiissige Reste sollten verworfen

werden.
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Gruppe 2 (n=10) wurde angehalten ebenfalls zusatzlich zu ihrer normalen Nahrung tber
einen Zeitraum von 8 Wochen taglich 250 ml eines kommerziellen Smoothie-Produkts
(Innocent® Green Smoothie, innocent Alps GmbH, Salzburg, Austria) vor Verfall des auf
dem Produkt angegebenen Mindesthaltbarkeitsdatums und unmittelbar nach dem Offnen

komplett zu verzehren.

Messungen der kutanen Carotinoidkonzentration wurden bei Beginn (t=0) sowie 1, 2, 4,
6 und 8 Wochen nach Beginn der Smoothie-Einnahme mit dem Biozoom® Scanner (s.
3.2.4.) durchgefihrt.

3.2.3. Fragebdgen

Zu jedem Messzeitpunkt erhielten die Probanden jeweils einen Anamnesebogen mit
Fragen bezuglich ihres allgemeinen Gesundheitszustandes ( Krankheit ja / nein ), Stress
( weniger als gewdhnlich / unverandert / mehr als gewoéhnlich ), Sonnenexposition ( ja /
nein), Nikotin- ( ja / nein ) und Alkoholkonsum ( nie /> 1 x pro Monat / > 1 x pro Woche /
= 4 x pro Woche ). Eventuelle Veranderungen bestehender oder das Auftreten weiterer
Einflussfaktoren auf das antioxidative Potenzial der Probanden sollte damit berlicksichtigt

werden. Dieser Arbeit ist beispielhaft ein solcher Fragebogen im Anhang beigefiigt.

3.2.4. Reflexionsspektroskopie

Die Messungen in vivo zur Quantifizierung der kutanen Carotinoidkonzentrationen
wurden unter Verwendung des Biozoom® Scanners (Biozoom services GmbH, Kassel,
Deutschland, Abb. 8 ) durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich um ein mobiles Mess-system
basierend auf der Reflexionsspektroskopie, das bereits in zahlreichen Publikationen als
zuverlassiges Verfahren akzeptiert wurde [128]. Es erlaubt die genaue, schnelle, weniger
als eine Minute dauernde, nicht-invasive quantitative Bestimmung der kutanen
Carotinoidkonzentration.

Lichtquelle ist eine LED (light emitting diode), die ein Spektrum zwischen 440 nm - 490

nm emittiert, das dem Absorptionsmaximum der kutanen Carotinoide entspricht. Das von
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der Haut reflektierte Licht wird auf eine Linse projiziert, die das Signal an ein
Spektrometer weiterleitet, das an einen Computer oder Laptop angeschlossen ist. Das
Reflexionsspektrum des in die Haut emittierten Lichtes wird quantitativ analysiert und
daraus die Konzentration der Carotinoide in der Haut berechnet.

Messungen werden in einer Ordinal-Skala von 1-12 angegeben [ b.E., engl. a.u.]. Eine
Konzentration von 1.2 nmol-g-1 Haut entspricht einem Wert von 12 [128]. Das diffus
reflektierende Substrat sind hierbei die unterhalb der Oberflache gelegenen Schichten
des Stratum corneums. Hier werden die Carotinoide in einer Tiefe von 150-200um
untersucht. Das Stratum corneum ist palmar und plantar besonders dick ausgepragt,
weswegen sich diese Lokalisationen gut fir die Messungen eignen. In der hier
vorliegenden Arbeit wurden die Messungen am Handballen der Patienten durchgefihrt.
Fur jeden Zeitpunkt wurden die Messungen dreimal wiederholt und der Mittelwert
berechnet. Der Handballen wurde ausgewahlt, da er in der Regel nicht pigmentiert ist,
aufgrund seiner fur die Messungen vorteilhaften Dicke des Stratum coreums eine hohe
Konzentration an kutanen Antioxidantien aufweist und im Gegensatz zu den Plantae
unkomplizierter fur die Messungen herangezogen werden kann. Aus diesen Griinden hat
er sich als optimale Lokalisation fiir dieses Messverfahren in vivo in zahlreichen Studien
etabliert [91]. Damit ist eine gute Vergleichbarkeit zu den vorangegangenen
Studienresultaten gegeben. Von grundlegender Bedeutung fir die vorliegende Arbeit ist
dabei, dass die Kinetik der gemessenen Carotinoide im Handballen mit der Kinetik der
Carotinoidkonzentration im Blutserum korreliert. Somit konnen die gemessenen Werte
als reprasentativer Surrogatparameter fur den antioxidativen Status des gesamten
menschlichen Organismus herangezogen werden [88].

Dieses non-invasive Messverfahren ist in der Handhabung so schnell und sicher, dass
keine schadigende Wirkung oder Komplikationen wie z.B. bei invasiven
Probenentnahmen mdoglich ist. Daher kann es ohne Bedenken auch zur Erfassung des
antioxidativen Potenzials bei Schwangeren und Neugeborenen eingesetzt werden [131].
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Abbildung 8: Biozoom®-Scanner zur Bestimmung der kutanen Carotinoid-

Konzentration.

3.2.5. Pilotstudie mit Zusatz von Rapsol

Bei der urspriinglichen Planung sollte in einer dritten Gruppe der Effekt einer zusatzlichen
Gabe von Rapsol zu den frisch zubereiteten Smoothies getestet werden. Der Einschluss
dieses dritten Studienarms wurde jedoch nach einem Pilotversuch an finf gesunden
Freiwilligen unserer Arbeitsgruppe verworfen. Die Messungen wurden nach einer Woche
abgebrochen, da die Teilnehmer des Pilotversuchs nach Einnahme des mit Rapsdl
versetzten hausgemachten griinen Smoothies Uber als sehr stérend empfundene
gastrointestinale Probleme berichteten wie einer schlechteren Verdauung bis hin zu
abdominalen Schmerzen und leichten Krampfen oder Durchfall. Ziel der Untersuchung
war eine verbesserte Aufnahme der lipophilen Antioxidantien bzw. Carotinoide im
Gastrointestinaltrakt zu erreichen. Es ist bekannt, dass Nahrungslipide die Synthese von
Gallensalzen des Pankreas bzw. des bilidren Systems stimulieren, die zur Fettverdauung
und Mizellbildung bendétigt werden. Das heisst, dass mit steigendem Fettanteil der
Nahrung auch der Anteil der in den Mizellen inkorporierten Carotinoide und damit deren
Bioverfugbarkeit steigt [132]. Bei der Weiterfihrung unseres Denkansatzes sollte daher
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neben den rein pharmakologischen Aspekten, insbesondere die physiologische
Vertraglichkeit eingesetzter Ole berticksichtigt werden.

3.3. Statistik und Datenanalyse

Die statistischen Analysen der Messergebnisse wurden mithilfe von SPSS (Software
SPSS Statistics Version 25 IBM, USA) durchgefiihrt. Die Signifikanzen der Carotinoid -
Konzentrationsmessungen in vitro und in vivo wurden mittels GEE (=Generalized
Estimating Equations)-Tests sowie unter Anwendung des Mann-Whitney U-Tests flr
nicht-verbundene Stichprobe berechnet. P-Werte < 0.05 ( p* ), <0.01 ( p** ), < 0.001 (
p*** ) wurden als signifikant betrachtet [133]. Die Datenakquise, statistische Auswertung
und Diagrammerstellung erfolgte unter der Anwendung von Microsoft Office Excel und
PowerPoint 2013 [133].
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4. Ergebnisse

4.1. Ergebnisse der in vitro Studie

Die Mittelwerte der in vitro mittels RRS Uber einen Zeitraum von 24 Stunden gemessenen
durchschnittlichen Carotinoidkonzentrationen der hausgemachten Smoothies sowie des
kommerziellen Smoothies sind in Abbildung 9 dargestellt. Hierbei wurden fir die
hausgemachten Smoothies A und B, unmittelbar nach Zubereitung aus frischen
Komponenten, sowie dem kommerziellen Smoothie, direkt nach erstmaligem Offnen des
versiegelten Produktes, unterschiedliche Kinetiken der
Carotinoidkonzentrationsabnahme bzw. Stabilitat beobachtet fur die Zeitpunkte t O bist 7
(t 0 = unmittelbar nach Zubereitung bzw. Offnen; t 1 = 10 min. /t 2 =30 min. / t 3 = 60
min./t4=2hrs./t5=6hrs./t6 =12 hrs./t7 = 24 hrs. nach Zubereitung bzw. Offnen).

Initial zeigten die aus frischen Komponenten hausgemachten Smoothies A und B
unmittelbar nach Zubereitung deutlich hohere Werte mit 7.6 + 0.3 *10* [b. E.] bzw. von
10.4 + 0.2 *10*[b. E.] gegeniiber dem kommerziellen Smoothie unmittelbar nach Offnen
des versiegelten Produkts mit 5.8 £ 0.2 *10* [b. E.] (Abb. 9).

Smoothie A zeigt in vitro zum Zeitpunkt t O unmittelbar nach Zubereitung eine
durchschnittliche Carotinoidkonzentration von 7.6 + 0.3 *10 [b. E.], im Verlauf zeigt sich
hier eine mono-exponentielle Abnahme auf 4.3 + 0.3 *10* [b. E.] nach 24 Stunden
(Mittelwert aus n=7 Messungen und Standardabweichung). Der starkste Abfall der
Carotinoidkonzentration wurde fir Smoothie A in den ersten 30 Minuten nach

Zubereitung verzeichnet (siehe Abb. 9).

Smoothie B zeigt vom Zeitpunkt t O unmittelbar nach Zubereitung tber einen Zeitraum
von 24 Stunden einen Abfall der durchschnittlichen Carotinoidkonzentration von 10.4 +
0.2 *10*[b. E.] auf 6.4 £0.2 *10* [b. E.]. Im Vergleich zu Smoothie A fallt bei Smoothie
B in den ersten 30 Minuten der Abfall der durchschnittlichen Carotinoidkonzentration

weniger ausgepragt aus, was auf eine hohere Stabilitat der Antioxidantien hinweist.

Der kommerzielle Smoothie zeigt unmittelbar nach Offnen des versiegelten Produkts eine
im Vergleich zu den beiden hausgemachten Smoothies A und B deutlich niedrigere

durchschnittliche Carotinoid-Ausgangskonzentration von 5.8 + 0.1 *10 [b. E.]. Im Verlauf
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von 24 Stunden zeigt der kommerzielle Smoothie einen vergleichsweise schwachen
Abfall der Carotinoidkonzentration auf 5.5 + 0.1 *10* [b.E.].

Abbildung 9: Stabilitat der Carotinoide in Smoothies
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Die Abbildung 9 zeigt die Uber 24 Stunden in vitro gemessenen
Carotinoidkonzentrationen in [b.E.] des kommerziellen Smoothies (schwarze
durchgehende Linie), des hausgemachten Smoothies A (graue gestrichelte Linie) sowie
des hausgemachten Smoothies B (graue durchgehende Linie). Die Werte sind
Mittelwerte (aus n =7) mit Fehlerbalken (Standard error of the mean, SEM). Es wurde
eine Kurvenanpassung (curve fitting) durchgefihrt zur besseren Visualisierung der Daten
(Abbildung modifiziert aus: [133]).

Die aus frischen Komponenten zubereiteten Smoothies A und B zeigen initial deutlich
hohere Carotinoid-Ausgangskonzentrationen mit einer hoheren Abbaugeschwindigkeit
verglichen mit dem kommerziellen Smoothie-Produkt, bei dem Uber den gesamten

Zeitraum von 24 Stunden relativ stabile Werte beobachtet werden konnten.
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Die Abbaugeschwindigkeit der Carotinoidkonzentration von Smoothie B unterscheidet
sich signifikant (p < 0.001) von der der anderen zwei untersuchten Smoothies, dem
hausgemachten Smoothie A und dem kommerziellen Smoothie. Smoothie A zeigt eine
mono-exponentielle Abnahme der Carotinoidkonzentration, was sich nicht signifikant
unterscheidet zu der Carotinoidkonzentration vom kommerziellen Smoothie-Produkt,
wohingegen Smoothie B eine multi-exponentielle Abnahme der Carotinoidkonzentration
zeigt (siehe Abb. 9).

4.2. Ergebnisse der in vivo Studie

Der Mittelwert der kutanen Carotinoidkonzentration der Probanden in Gruppe 1 betrug
vor Durchfiihrung der Studie 4.5 £ 0.1 *104 [b.E.] mit individuell unterschiedlichen
Veranderungen im Verlauf (siehe Abbildung 10). Nach taglicher Einnahme von 250 ml
eines hausgemachten griinen Smoothies Uber insgesamt 8 Wochen, wobei taglich
alternierend Smoothie A und Smoothie B verzehrt wurden, betrug die durchschnittliche
Carotinoidkonzentration 4.8 + 0.3 *10% [b. E.], was insignifikant hoher ist als der
Ausgangswert (p > 0.05).

Die mittlere Carotinoidkonzentration der Probanden der Gruppe 2, die Gber 8 Wochen
den kommerziellen griinen Smoothie einnahmen, zeigten einen Anstieg von 4.3 + 0.2
*10 [b.E.] auf 4.7 £ 0.2 *10* [b.E.] (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 10: Verlauf der in vivo Mittelwerte der kutanen Carotinoidkonzentration der

Gruppe 1 hausgemachter griner Smoothies A und B, Gruppe 2 kommerzieller griner

Smoothie. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.
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Abbildung 11: Boxplot der kutanen Carotinoidkonzentration in [b.E.] der Gruppe 1 (n=10)
und Gruppe 2 (n=10). Obere und untere Whisker zeigen Minimal- bzw. Maximalwerte
innerhalb des 1,5-fachen Interquartilabstands an. Ausreil3er aul3erhalb des 1,5-fachen

Interquartilabstands sind mit Punkten gekennzeichnet.
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Die Probanden der beiden Gruppen 1 und 2 zeigten nur eine tendenzielle Erhéhung der
kutanen Carotinoidkonzentration nach taglicher Einnahme eines griinen Smoothies tber
einen Zeitraum von 8 Wochen (s. Tabelle 5.a und 5.b). In beiden Gruppen konnte ein
vergleichbarer, aber statistisch insignifikanter Anstieg der kutanen

Carotinoidkonzentration beobachtet werden.

Die in dieser Arbeit zu prifende Hypothese lautete, dass die hausgemachten Smoothies
aus frischen Komponenten in vitro Uber hohere initiale Carotinoidkonzentrationen
verfugen und somit bei taglicher Einnahme unmittelbar nach Zubereitung Uber einen
langeren Zeitraum die kutane Carotinoidkonzentration in vivo schneller erhéhen wirden

als kommerzielle Produkte. Diese Hypothese konnte nicht bestatigt werden.

Obwohl die aus frischen Zutaten hausgemachten Smoothies in vitro eine relativ hohe
initiale Carotinoidkonzentration gegentiber dem kommerziellen Produkt zeigten, konnte
wahrend des Beobachtungszeitraums in vivo ein statistisch nur insignifikanter Anstieg der

kutanen Carotinoidkonzentration der Probanden nachgewiesen werden.

4.3. Ergebnisse Fragebdgen

Es konnten keine signifikanten  Korrelationen  zwischen der  kutanen
Carotinoidkonzentration der Probanden sowie den von ihnen in den Fragebdgen
gemachten Angaben beziglich méglicher Einflussfaktoren festgestellt werden. Die von
den Probanden beziglich ihres gesundheitlichen Allgemeinzustandes, subjektiven
Stressempfindens, ihrer Sonnenexposition sowie ihres Alkohol- oder Nikotinkonsums
gegebenen Antworten sind in absoluten und relativen Zahlen (in Prozent) in Tabelle 6
dargestellt. Der Nikotinkonsum aller Probanden blieb wahrend des gesamten
Studienzeitraumes unverandert, n = 9 der gesunden Probanden rauchten regelmafig.
Die Teilnehmer, die die Frage nach ,Krankheit* zu einem Zeitpunkt mit ,Ja“ beantwortet
hatten, berichteten auf Nachfragen lediglich Gber milde Erkaltungssymptomatiken wie
z.B. Husten oder Halsschmerzen. Es kam wahrend des Studienzeitraums bei keinem
der Probanden zu einer schwerwiegenden Erkrankung. Da der Durchfiihrungszeitraum
der der in vivo Untersuchungen im Winter stattfanden wurde bezlglich der
Sonnenexposition durchweg relativ unverandertes Verhalten angegeben. Der
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Alkoholkonsum variierte bei den Probanden wahrend des Studienzeitraums
interindividuell sowie im Verlauf, zeigte jedoch keine statistisch signifikanten

Korrelationen zu den gemessenen Carotinoidkonzentrationen.

t0 t1 t2 t3 t4 t5
ja 4 (20% 1 (5% 3 (15% 4 (20% 7 (35% 5 (25%
Krankheit (20%) (5%) (15%) (20%) (35%) (25%)
nein 16 (80%)  19(95%) 17 (85%) 16 (80%) 13 (65%) 15 (75%)
weniger 5 (25%) 0 (0%) 2 (10%) 1 (5%) 6(30%) 3 (15%)
Stress als
sonst

Stress-Level
unverdndert  11(s5%) 15 (75%) 13 (65%) 14 (70%) 12 (60%) 11 (55%)

mehr Stress
als sonst 4 (20%) 5 (25%) 5 (25%) 5 (25%) 2 (10%) 6 (30%)

Iten / ni 4 (20% 4 (20% 7 (35% 4 (20% 5 (25% 5 (25%
Alkoholkonsum Selten / nie (20%) (20%) (35%) (20%) (25%) (25%)

>Ix/Monat  §30)  5(25%)  4(20%)  6(30%)  5(25%) 6 (30%)

>1/Woche (20%)  8(40%)  7(35%)  8(40%)  6(30%) 7 (35%)
>4x /
Woche 6(30%)  3(15%)  2(10%)  2(10%)  4(20%) 2 (10%)
Vermehrte ja 1 (5%) 2 (10%) 1 (5%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (15%)
Sonnenexposition
nein 19(95%)  18(90%)  19(95%) 20 (100%) 20 (100%) 17 (85%)

Tabelle 4 : Daten aus den Fragebdgen zu ausgewahlten Einflussfaktoren beit0 -t 5 in

absoluten Zahlen und Prozentangaben.
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5. Diskussion

5.1. Ergebnisse der in vitro Studie

Die aus frischen Komponenten hausgemachten Smoothies A und B zeigten in vitro initial
signifikant héhere Carotinoidkonzentrationen im Vergleich zum kommerziellen Produkt.
Bei den hausgemachten Smoothies konnte jedoch ein rapider mono-exponentieller Abfall
von ca. 50 % der Carotinoide Uber einen Zeitraum von 24 Stunden in vitro beobachtet
werden. Demgegeniber zeigte der hier untersuchte kommerzielle griine Smoothie, dem
zusatzlich das antioxidativ wirksame Vitamin C fir eine verbesserte Haltbarkeit beigeflgt
wurde [134], Uber einen Zeitraum von 24 Stunden stabilere Werte bezlglich seiner

Antioxidantienkonzentration.

Zum Messzeitpunkt t 1 (t 1 = 10 min nach Zubereitung ) zeigt der hausgemachte
Smoothie A einen Abfall der Carotinoidkonzentration um 11.1 %. Der hausgemachte
Smoothie B zeigt 10 min nach Zubereitung einen Abfall der Carotinoidkonzentration um
1.7 %. Der kommerzielle Smoothie zeigt 10 min nach Offnen des versiegelten Produktes
einen Abfall der Carotinoidkonzentration um 2 %. Die Carotinoidkonzentration ist
unmittelbar nach Zubereitung bzw. Offnen des Smoothies am hochsten, so dass dies

auch der optimale Zeitpunkt fiir den Verzehr ist.

Die Resultate zeigten, dass insbesondere bei den frischen, hausgemachten Smoothies
ein rapider Abfall der Antioxidantienkonzentration beginnt und deswegen auch hier eine
Einnahme idealerweise unmittelbar nach Zubereitung erfolgen sollte. Eine langere
Lagerung, wie zum Beispiel eine Zubereitung am Morgen mit geplantem Verzehr am

Nachmittag fuhrt zu einem starken Konzentrationsabfall bzw. Verlust der Antioxidantien.

Die in der vorliegenden Dissertation untersuchten hausgemachten grinen Smoothies
sowie der kommerzielle griine Smoothie wurden ausgewahlt aufgrund ihrer relativ hohen
Carotinoidkonzentrationen sowie der breiten Verfligbarkeit an unserem Standort in Berlin.
Das kommerzielle Produkt sowie die Zutaten fur die Zubereitung der hausgemachten
Smoothies sollten fir die Probanden leicht erhdltlich sein, um einen reibungslosen

Studienablauf und deren Compliance zu gewadhrleisten. Die Komponenten der frisch
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zubereiteten Smoothies sollten aus unabhangig von den Jahreszeiten in Deutschland
leicht erhaltlichen Zutaten bestehen. Da das kommerzielle Smoothie-Produkt Gber eine
grof3e Anzahl an Zutaten besteht, wurden die Probanden der Gruppe 1 instruiert, taglich
alternierend jeweils einen der zwei unterschiedlichen hausgemachten Smoothies
einzunehmen, um die Anzahl der Zutaten anzugleichen und mit der Geschmacksvariation
die Compliance zu erhdhen. Die Trinkmenge in beiden Gruppen wurde auf je 250 ml
Smoothie pro Tag angepasst, da das kommerzielle Produkt in einer Flaschengrof3e von
250 ml weit verbreitet ist und die Einnahme dieser Menge zusatzlich zur regularen

Erndhrung ethisch zumutbar ist.

In zukinftigen Studien sollte ein direkter Vergleich von hausgemachten mit
kommerziellen Smoothie-Produkten angestrebt werden, die eine &hnlichere
Zusammensetzung der Zutaten sowie vergleichbarere Ausgangswerte der
Antioxidantienkonzentrationen aufweisen. Des Weiteren kénnte die Erstellung eines
genaueren Profils der in den Smoothies enthaltenen Carotinoide zusatzliche

Anhaltspunkte fur die antioxidative Wirksamkeit liefern.

Die aus frischen Komponenten hausgemachten Smoothies zeigen zwar initial héhere
Carotinoidkonzentrationen verglichen mit dem kommerziellen Produkt, jedoch einen
unmittelbar nach Zubereitung einsetzenden konstanten Zerfall der Carotinoide tber einen
Zeitraum von 24 Stunden, wohingegen das kommerzielle Produkt mit dem zugesetzten
Vitamin C als natirliches Konservierungsmittel konstantere Carotinoidkonzentrationen
uber denselben Zeitraum aufwies. Der kommerzielle Smoothie zeigte insbesondere zu
den ersten Messzeitpunkten deutlich niedrigere Carotinoidkonzentrationen verglichen mit
den hausgemachten Smoothies, aber eine héhere Stabilitat im langeren Verlauf. Nach
etwa 24 Stunden zeigten die aus frischen Komponenten hausgemachten Smoothies
sowie der kommerzielle Smoothie dhnliche Carotinoidkonzentrationen.

Bezlglich des in vitro gemessenen Stabilitatsverlaufs der Carotinoidkonzentration
mussen weitere Einflussfaktoren einbezogen werden, z.B. dass zum Zeitpunkt t=0 am
Ende des Ruhrprozesses der Smoothie als eine in Ausbildung zu befindliche Emulsion
mit einem hohen Anteil an Sauerstoff zu betrachten ist. Die Stabilisierung solcher
Systeme kann sich innerhalb von einigen Minuten bis zu mehreren Stunden vollziehen.
Der in Abb. 9 dargestellte Carotinoidkonzentrationsverlauf kdénnte somit auch einen

Ubergang zur Stabilitat nach der frischen Zubereitung entsprechen. Eine hieraus
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resultierende Uberlegung wére, ob eine Stabilisierung der Emulsion, d.h. ein ,ruhen® der
frisch zubereiteten Smoothies vorteilhaft sein kénnte, um eine bessere Wirkung zu

erzielen.

Hinsichtlich ihres Nahrwertgehaltes weisen die hausgemachten Smoothies verglichen
zum kommerziellen Smoothie insbesondere hohere Anteile an Ballaststoffen auf denen
ebenfalls positive Effekte auf die Verdauung und andere metabolische Prozesse
zugeschrieben werden wie z.B. der Vorbeugung von Typ2-Diabetes, kardiovaskuléren
Erkrankungen und Kolonkarzinomen [135]. Des Weiteren weisen die untersuchten
Smoothies A und B auch einen deutlich niedrigeren Zuckergehalt verglichen mit dem
kommerziellen Smoothie auf dessen Kohlenhydrate ausschlie3lich als aus Zucker
bestehend angegeben werden. Mit einer ahnlichen Gesamtmenge an Kohlenhydraten
weisen die getesteten Smoothies A und B ungefahr die Halfte an Zuckern auf ( siehe
Tabelle 3).

5.2. Ergebnisse der in vivo Studie

Wir sind in dieser Arbeit von der Hypothese ausgegangen, dass die hausgemachten
Smoothies aus frischen Komponenten tber hoéhere initiale Carotinoidkonzentrationen
verfigen und somit bei taglicher Einnahme unmittelbar nach Zubereitung tber einen
langeren Zeitraum das antioxidative Potenzial der Haut in vivo schneller erh6hen wirden
als kommerzielle Produkte. Diese Hypothese konnte nicht bestatigt werden. Sowohl in
der Gruppe, die taglich einen hausgemachten griinen Smoothie einnahm als auch in der
Gruppe, die einen kommerziellen Smoothie taglich verzehrte, konnte ein tendenzieller,
aber statistisch nicht signifikanter Anstieg des antioxidativen Potenzials der Haut Uber
den Studienzeitraum von 8 Wochen beobachtet werden. Dieser statistisch nicht
signifikante Anstieg der kutanen Carotinoidkonzentration in beiden Gruppen ist
moglicherweise auch nicht signifikant aufgrund der kleinen Probandenzahl und sollte

daher in einem gréReren Probandenkollektiv vertieft untersucht werden.

Insgesamt gibt es grol3e interindividuelle Unterschiede im antioxidativen Status, die auch
von zahlreichen anderen Studien in der Vergangenheit beschrieben worden sind [89], in

dieser Untersuchung représentiert durch die kutanen Carotinoidwerte.
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Beispielswese werden genetische Faktoren bzw. Varianten diskutiert, die einen Einfluss
auf die Metabolisation und somit Effektivitat und Konzentration antioxidativ wirksamer
Substanzen in einem Individuum haben kénnten, insbesondere beztglich der Carotinoid-
Metabolisation [136]. Es sind Varianten von Einzelnukleotidpolymorphismen (SNP =
single nucleotid polymorphism) beschrieben worden, die Einfluss haben auf die
katalytische Aktivitat von wichtigen Enzymen, die im Vitamin-A-Stoffwechsel gebraucht
werden. Somit kdnnen bestimmte vererbbare SNP’s eine individuelle Effektivitat von
pflanzenbasierten alimentaren Carotinoiden auf den Menschen determinieren. So
werden in einer Literaturanalyse von Lietz et al. verschiedene Studien zitiert, die
Assoziationen bestimmter genetischer Variatianten mit einem Low-responder-Phanotyp
beschreiben, die zu einer hohen interindividuellen Variabilitdt sowohl der Beta-Carotin-
Absorption als auch deren Konversion zu Retinal fuhren, wobei der Anteil von low-
Respondern bis zu 45 % betragen kann [137, 138]. Solche genetischen Faktoren kbnnen
also die Wirksamkeit von alimentaren Antioxidantien in einem Individuum determinieren
und entziehen sich dem eigenen Einflussbereich. In der hier vorliegenden Studie ist der

Anteil an Low-Respondern unbekannt, da diesbeziiglich keine Typisierungen erfolgt ist.

Neben den individuell unterschiedlichen Pradispositionen, Carotinoide zu metabolisieren,
kénnen auch verschiede Verarbeitungsprozesse von frischem Obst und Gemuse fir die
hausgemachten Smoothies sowie fir kommerzielle Smoothie-Produkte die biologische

Verfugbarkeit von Carotinoiden beeinflussen [139].

Viele unserer Grundnahrungsmittel enthalten bereits Antioxidantien und Carotinoide (z.B.
Brot, Kartoffeln und andere Gemuse, Milch- und Fleischprodukte). Auch verarbeitete
Produkte, wie z.B. auf Tomaten basierende Saucen oder Ketchup enthalten relativ viele
Antioxidantien. Getranke wie Tee, insbesondere griiner Tee, Kaffee und nattrlich Safte
haben ein relativ hohes antioxidatives Potenzial. Die Probanden nahmen die in dieser
Studie getesteten Smoothies zuséatzlich zu ihrer regularen Ernahrung ein. 250 ml eines
grinen Smoothies kénnten in Proportion zu der insgesamt taglich aufgenommenen
Nahrung einen geringen Anteil an zusatzlichen Antioxidantien einbringen. Das ist ein
weiterer Aspekt bei der Erklarung fur unsere Ergebnisse mit dem nur maRigen Anstieg

der kutanen Carotinoidkonzentration.

Auch erschwert die komplexe Zusammensetzung unserer Lebensmittel zu bewerten,

welche Néahrstoffe einzeln oder in welcher Kombination fir verschiedene Wirksamkeiten
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malfdgeblich sind. Beispielsweise konnte in einer Studie von Darvin et al. [140] gezeigt
werden, dass der Konsum von Alkohol, in diesem Fall Wodka, zu einer signifikanten
Erniedrigung der kutanen Carotinoidkonzentration verbunden mit einer Erniedrigung der
minimalen Erythemdosis fihrt, wobei eine reduzierte MED assoziiert ist mit einem
erhohten UV-bedingten Sonnenbrandrisiko. Die MED ist definiert als UV-Dosis bei der
gerade noch eine sichtbare Rétung der menschlichen Haut initiiert wird. Dieselbe Studie
zeigte jedoch auch, dass eine kombinierte Gabe von Wodka und einem Carotinoid-
reichen Orangensaft einem Abfall der kutanen Carotinoidkonzentration sowie einer

reduzierten MED entgegenwirken kann.

Alkoholabusus ist erwiesenermal3en mit der Entstehung von oxidativem Stress assoziiert,
was bereits in zahlreichen Studien beschrieben wurde, da Alkohol Uber vielfaltige
Mechanismen vermehrt RONS generiert, insbesondere in der Leber wo er metabolisiert
wird [141]. Es gibt jedoch auch Anhaltspunkte dafir, dass die Sorte und konsumierte
Menge des Alkohols entscheidend dafur sind ob bzw. in welchem Ausmald oxidativer
Stress induziert wird. Vor allem Rotwein werden bei moderatem Konsum kadioprotektive
und z.T. auch photoprotektive Effekte zugeschrieben [142, 143]. Diese positiven Effekte
werden vor allem den im Rotwein enthaltenen Polyphenolen zugeschrieben deren
antioxidative Wirksamkeit in vivo am Menschen sowie im Tierversuch gezeigt werden
konnte [142, 144].

Die in dieser Studie untersuchten Smoothies wurden ausgewahlt, da sie aus multiplen
Komponenten mit antioxidativ wirksamen Substanzen bestehen. Vorangegangene
Studien haben synergistische Effekte von Antioxidantien beschrieben und belegt, dass
die kombinierte Gabe von mehreren antioxidativ wirksamen Komponenten gegenuber der
Verabreichung einzelner antioxidativer Komponenten vorteilhafter und sicherer ist [145,
146].

Auch spielt die verabreichte Antioxidantienkonzentration und ihre Zusammensetzung
eine Rolle. Eine Analyse verschiedener Studien uber die Effektivitat von topisch
applizierten Substanzen beim Menschen [86] kommt zu dem Schluss, dass die
systemische Gabe synthetischer oder extrahierter Antioxidantien sich am effizienten und
positivsten auf den Korper auswirkt, wenn mehrere Antioxidantien in niedrigeren,
physiologischen Konzentrationen appliziert werden. Sie ist der Gabe einzelner

Antioxidantien in einer sehr hohen Konzentration deutlich tberlegen, in welcher
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Antioxidantien selbst zur Generierung von Radikalen beitragen anstatt sie zu

neutralisieren.

Die meisten Antioxidantien kann der menschliche Organismus nicht selbst bilden. Sie
muissen mit einer gesunden Ernédhrung aufgenommen werden, v.a. reich an Obst und
Gemuse, da diese einen hohen Antioxidantien-Gehalt aufweisen. Verschiedene Studien
haben gezeigt, dass Nahrungsmittel und Getréanke mit einem hohen Antioxidantiengehalt
oxidativen Stress reduzieren [147, 148] und somit protektiv gegenliber ROS-assoziierten
Krankheiten fungieren koénnen. Folglich spielt eine ausgewogene und gesunde
Erndhrung eine Schlisselrolle in unserem taglichen Leben. Die tagliche Einnahme von
Carotinoiden uber die Nahrung oder als Nahrungserganzungsmittel kann diverse Effekte
haben bis hin zur Veranderungen der Hautfarbe durch eine erhdhte Carotinoidzufuhr
[149].

Tan et al. [150] beschrieben in einer randomisierten kontrollierten Interventionsstudie in
vivo Uber eine Farbénderung der Haut bei gesunden Probanden, die Gber einen Zeitraum
von 6 Wochen einen Carotinoid-reichen Smoothie einnahmen im Gegensatz zur
Kontrollgruppe, denen Mineralwasser verabreicht wurde. Hier war nachweislich der
Carotinoid-reiche Smoothie der Transportvektor fur die in der Haut akkumulierten
Carotinoide, die die Farbveranderungen hervorriefen. Es kann angenommen werden,
dass es sich bei der Ablagerung von durch die Nahrung aufgenommenen Antioxidantien
in der Haut um einen relativ langsamen Prozess handelt, so dass zuklnftige Studien auf

diesem Gebiet auf einen langeren Beobachtungszeitraum ausgelegt sein sollten.

Uber die orale Aufnahme hoch konzentrierter Antioxidantien kann (ber die
Blutversorgung eine Anreicherung von Antioxidantien in der Haut erzielt werden, wobei
der klinische Nutzen hieraus von Autoren kontrovers und teils negativ bewertet wird.
Vorangegangene Studien haben widerspriichliche Resultate beziglich der Gabe von
hochdosierten Antioxidantien kombiniert oder einzeln als Nahrungserganzungsmittel
beschrieben. Die Einnahme hochdosierter antioxidantienhaltiger
Nahrungserganzungsmittel flhrte trotz vieler erwiesener positiver Wirkmechanismen von
Antioxidantien wider Erwarten teilweise zu negativen bzw. adversen Effekten,
insbesondere bei Patienten, die bereits erhdhten oxidativen Stressfaktoren ausgesetzt
waren wie z.B. Rauchern und Asbestexponierten. Beispielsweise konnte in der viel

zitierten CARET-Studie (,, The Beta-Carotene and Retinol Efficacy Trial) gezeigt werden,
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dass eine kombinierte Gabe von 30 mg Beta-Carotin und 25,000 IU Retinylpalmitat
(Vitamin A) taglich tber einen durchschnittlichen Zeitraum von vier Jahren bei Probanden
mit bekanntem Nikotinabusus und Asbestexposition u.a. die Inzidenz von
kardiovaskularen Erkrankungen, Lungenkrebs sowie das Mortalitatsrisiko durch
Lungenkrebs erhéht. Aufgrunddessen wurden diese Pilotstudien 21 Monate friher als
ursprunglich geplant abgebrochen [151-153]. Auch die Autoren der sehr umfassenden
ATBC-Studie ( Alpha-Tocopherol, Beta Carotene Cancer Prevention Study Group )
beschrieben positive sowie negative schadigende Einflisse der hochdosierten Gabe von
antioxidativen Nahrungserganzungsmitteln in einer randomisierten, doppelblinden,
Placebo-kontrollierten Studie in der insgesamt 29.133 mannliche Raucher in Finnland
Uber 5-8 Jahre untersucht wurden. Die Probanden wurden taglich supplementiert mit
entweder nur Alpha-Tocopherol (50 mg pro Tag), nur Beta-Carotin (20 mg pro Tag),
Alpha-Tocopherol und Beta-Carotin kombiniert oder einem Placebo. Insbesondere die
Einnahme von Beta-Carotin war mit einer hoéheren Mortalitdt durch ischamische
Herzkrankheiten oder Lungenkrebs assoziiert. Auf Grundlage dieser Daten wird
dementsprechend von der Supplementation antioxidativer Substanzen in hdheren
Dosierungen abgeraten bis es neue Erkenntnisse bezuglich ihrer Sicherheit und
Wirksamkeit gibt. Daher sollten Nahrungserganzungsmittel hochdosiert an Antioxidantien
nicht unbedenklich, sondern an individuelle Bedurfnisse angepasst verabreicht werden
[154].

Als mdgliche Ursache der toxischen bzw. pro-oxidativen Effekte durch eigentlich
antioxidativ wirksame Carotinoide werden u.a Carotinoidmetabolite diskutiert [155]. Nach
der Entfaltung der antioxidativen Wirkung von Carotinoiden entstehen viele
Abbauprodukte der Carotinoide, die selbst wieder oxidativ und hochreaktiv sein kdnnen.
Je mehr antioxidative Aktionen ausgefuhrt werden, desto mehr entstehen
Abbauprodukte, die unter bestimmten Umstanden wiederum pro-oxidativ und damit
potentiell schadigend auf den Organismus einwirken kdnnen wie es z.B. bei einer
hochdosierten Supplementation mit Carotinoiden bei Menschen mit sowieso erhéhtem

oxidativem Stress-Status der Fall sein kann.

Wissenschaftlicher Konsens besteht jedoch beziglich der positiven Effekte einer oralen
Aufnahme natirlicher Antioxidantien in physiologischen Konzentrationen durch eine
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ausgewogene Erndhrung reich an Obst und Gemuse im Allgemeinen und auch bei
therapiebedurftigen Erkrankungen.

5.3. Einschrankungen

In der hier vorliegenden Dissertation konnte aufgrund der uns zuganglichen, relativ
kleinen Anzahl an Probanden sowie des limitierten Beobachtungszeitraumes nur eine
begrenzte Zahl von gesicherten Resultaten erhalten werden. Dagegen zeigen die
nachgewiesenen Tendenzen und Ergebnisse die Kompliziertheit auf wissenschaftlich

begriindete Zusammenhéange auf diesem Feld zu finden und zu beweisen.

Limitierend fur die Auswertungen sind auch die Subjektivitat sowie die Vergleichbarkeit
der Angaben der Probanden in den Fragebdgen. Insbesondere die Evaluation des
personlichen Stresslevels ist schwer objektivierbar und interindividuell sehr verschieden.
Stress kann auch intraindividuell unterschiedlich bewertet bzw. wahrgenommen werden.
Stress kann einerseits als negativ oder auch als positiver Eustress empfunden werden
[156]. Eustress kann entstehen, wenn eine Tatigkeit zwar physisch oder psychisch
fordernd ist, jedoch als positiv eingestuft wird, weil sie zum Beispiel als motivierend oder
erfullend wahrgenommen wird. Zudem sind Tatigkeiten, die weder eine Unter- noch
Uberforderung darstellen und als sinnvoll oder als subjektiven Gewinn darbringend

gesehen werden, eher mit Eustress assoziiert.

Des Weiteren hat eine Studie von Yu et al. [91] Biofeedback-Mechanismen bei jungen
Probanden beschrieben, die bei regelméaRig aufeinanderfolgenden Messungen der
kutanen Carotinoidkonzentration abhangig vom tendenziell positiv oder negativ
wahrgenommenen Messergebnis eine Motivation verspurt haben Lebens- oder
Ernahrungsgewohnheiten zu  &andern, um  positiven Einfluss auf ihren
Gesundheitszustand zu nehmen. Die Biofeedback-Mechanismen und das Wissen um die
Moglichkeit der Einflussnahme auf den Gesundheitszustand wurde von Yu et al. als
positiv und als mogliche praventive MalRnahme bewertet, da junge gesunde Probanden
(n=50 Schiler/innen zwischen 17 und 20 Jahren) untersucht wurden, die auf Grundlage
der Messungen zum Teil bewusst oder unterbewusst verdnderte Verhaltensmuster hin

zu einer gesundheitsférdernden Lebensweise gezeigt haben.
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Eben diese Biofeedback-Mechanismen konnen aber auch einen Einfluss auf die
Lebensgewohnheiten der in den Experimenten dieser Dissertation untersuchten
Probanden und somit auf ihre Messergebnisse und hier beschriebenen Resultate gehabt
haben. Die Probanden haben insgesamt ein Interesse an einem gesundheitsorientierten
Thema gezeigt, so dass bei ihnen davon ausgegangen werden muss, dass sie auch
generell eher auf eine gesunde Lebensweise mit einer ausgewogenen Erndhrung achten,
die bereits reich an Antioxidantien ist und sich somit auch keine signifikante Veranderung
des antioxidativen Potentials der Haut durch die zusatzliche Gabe von 250 ml eines

Smoothies ausldsen liess.

Aus diesem Grund sind komplexere Untersuchungen uber einen langeren Zeitraum mit
einer groBeren Anzahl an Probanden notwendig, um den Einfluss von der taglichen
Einnahme eines griinen Smoothies sowie Anderungen der Lebensweise auf den
Antioxidantienstatus einzustufen. Obwohl Anderungen im antioxidativen Potential
beobachtet werden konnten, abhangig vom Alkoholkonsum und anderen Lifestyle-
Faktoren, ist es dennoch fraglich, ob diese Veranderungen einen langfristigen Effekt auf

die Gesundheit haben.

5.4. Schlussfolgerungen

Eine orale Aufnahme von Antioxidantien aus verschiedenen unverarbeiteten Obst- und
Gemusesorten in Form eines Smoothies erscheint sinnvoll und funktionell zugleich. Es
sind keine negativen oder unerwinschten Effekte auf die Gesundheit zu erwarten oder
wahrend der Untersuchungen aufgetreten. Funktionelle Nahrungsmittel wie Smoothies
werden immer populérer, um neben der Nahrungsaufnahme zur Energiegewinnung auch
die Nahrstoffvielfalt zu erh6hen und damit Abwehrkrafte, Vitalitat und eine Verbesserung

des Alterungsprozesses des Organismus zu erzielen [157].

Carotinoide konnen aus Pflanzen extrahiert oder synthetisch hergestellt werden.
Aufgrund der vielen positiven physiologischen Eigenschaften durch Antioxidantien finden
sich immer mehr Bestrebungen in der Lebensmittel-, Kosmetik- und Pharmaindustrie
solche auf antioxidativen  Wirkmechanismen beruhenden  Produkte als
Nahrungserganzungsmittel, Nutrazeutika oder funktionelle Lebensmittel (,functional

food“) zur Vorbeugung oder Abmilderung von Krankheits- und Alterserscheinungen

57



anzubieten [157-160]. Dabei finden speziell Carotine aufgrund ihrer chemischen
Eigenschaften auch seit langem Verwendung in der Industrie als Lebensmittelfarbstoff
[161, 162].

Die Einnahme von gesundheitsfordernden Nahrungsmitteln wie Smoothies oder
Nahrungserganzungsmitteln kann keinen ungesunden Lebenswandel ausgleichen. Ein
guter physischer und psychischer Status wird durch eine gesunde ausgewogene
Ernéahrung, die Vermeidung von Noxen wie Nikotin und Alkohol sowie Vermeidung von
Stress erreicht. Letzteres ist schwierig, da es haufig auf externen Faktoren beruht und

sich der eigenen Beeinflussbarkeit entzieht [163].

Smoothies sind eine neue Variante und n&ahrstoffreiche Ergéanzung der
Nahrungsmittelpalette. Die offensichtlich schnelle, ohne mechanisches Kauen erreichte
Verfugbarkeit einer Vielzahl von Antioxidantien bis hin zu sekundaren Pflanzenstoffen hat
in kurzer Zeit zu deren grof3er Verbreitung gefuhrt. Die hausgemachten Smoothies aus
frischen Zutaten sollten idealerweise unmittelbar nach Zubereitung konsumiert werden,
da hier die aktive Konzentration der Antioxidantien am héchsten ist. Gleichzeitig konnte
gezeigt werden, dass kommerzielle Produkte, jedoch teilweise verbunden mit einem
hohen Zuckergehalt, ebenfalls zu einem tendenziellen, statistisch nicht signifikanten
Antistieg des antioxidativen Potentials der Haut fuhren. Weitere sorgféltig designte
Untersuchungen mit exakt dafir entwickelten Kompositionen der flissigen
Nahrungsmittelkomponenten, einer grol3en Anzahl von Probanden Uber einen langeren
Studienzeitraum von mindestens drei bis vier Monaten sind nétig, um die gefundenen

Tendenzen statistisch zu bestatigen.
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7. Anhang
Fragebogen zur Erndhrungs- und Lebensgewohnheiten

Bitte beantworten Sie den folgenden Fragebogen wahrheitsgemaR. Die Auswertung der Daten
erfolgt ausschlieBlich im Rahmen der Studie. Keine der von Ihnen gemachten Angaben wird in

Bezug zu Ihrem Namen veroéffentlicht. Wenn Sie meinen, zu einer Frage gibt es keine passende
Antwortmoglichkeit, nehmen Sie die Antwort, die am ehesten zutrifft.

Probandennummer: Visite:
1. Alter: Jahre
Geschlecht: O mannlich 0 weiblich ?

2. Waren Sie in der letzten Woche krank oder sind Sie noch akut erkrankt, (z.B. Erkaltung,
Grippe etc.)? 0 Ja ] Nein

3. Hatten Sie heute oder in den letzten Tagen mehr oder weniger Stress (beruflich oder privat) als
sonst?
1. Mein Stressniveau hat sich nicht verandert
2. Ja, ich habe mehr Stress
3. Ja, ich habe weniger Stress

4. Waren Sie in den letzten zwei Tagen im Sonnenstudie oder haben sich gesonnt bzw. waren Sie
viel in der Sonne (z.B. beim Sport)?
1. Ja
2. Nein

5. Wie haufig konsumieren Sie alkoholische Getranke?

Selten/ nie >1 Mal pro >1Mal/ >4 Mal pro
Monat Woche Woche
0 0 0 0

a. Sind Sie derzeit aktiver Raucher?
6. [ja [l nein

a. Wenn ja, wieviele Zigaretten rauchen Sie pro Tag im Schnitt?

[] <102Zig/ Tag [] >10Zig/ Tag
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