Anthocyaniner og beersafter

Fodevaredirektoratet forsoger sammen med forskere fra andre EU-lande at dokumentere de
sundhedsfremmende effekter of baersafter samt at undersoge muligheden for at fremstille en

saft med optimale funktionelle egenskaber
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Dp OH OH OH Cy = Cyanidin,
Mv OMe OH OMe Dp = Delphinidin,
Pg H OH H Mv = Malvidin,
Pn OMe OH H Pg = Pelargonidin,
Pn = Peonidin.

Boks 1

EU-projektet »Anthocyanin Bioactivities: Functional
properties, bioactivities and bioavailability of
phytochemicals, especially anthocyanins, from processed
foods«.

De primere formal er at:

- Undersgge de funktionelle virkninger af anthocyaniner og
anthocyaninholdige fgdevarer.

- Undersgge anthocyaniners virkning pa udvikling af hjerte/
kar-sygdomme hos mennesker.

De sekundere formal er at:

- Fremstille en juice af rgde/bla baer med et hgjt indhold af
anthocyaniner, som et alkoholfrit alternativ til rgdvin.

- Danne basis for udvikling af »functional foods« indehol-
dende anthocyaniner ud fra undersggelser af
anthocyaniner og anthocyaninholdige fgdevarers fysisk-
kemiske egenskaber.

- Undersgge virkningen af anthocyaniner vha. in vitro
studier og dyreforsgg.

- Undersgge effekten af anthocyaniner og
anthocyaninholdige fgdevarer pa dannelsen af
atherosclerose (areforkalkning) i dyr.

- Vurdere resultaterne fra in vitro- og dyreforsggene i
relation til mennesker vha. et kontrolleret humanforsgg
med dizter med hgjt og lavt indhold af anthocyaniner.
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Anthocyaniner (figur 1) hgrer til en stofgruppe af polyphe-
noler, kaldet flavonoider og udggr de rgde og bla farver i
mange bar og frugter. Disse stoffer er meget potente antiox-
idanter og kan derfor bl.a.vere involveret i den beskyttende
virkning, rgdvin muligvis har mod hjerte/kar-sygdomme [1].
Da stofferne findes i mange andre ber og frugter end rgde
druer, vil det sandsynligvis vere muligt at fremstille en alko-
holfri saft ud fra ber med et hgjt indhold af anthocyaniner, der
har samme beskyttende potentiale mod hjerte/kar-sygdomme
som rgdvin. Denne saft vil vere et sundere alternativ for
forbrugeren, idet den gavnlige effekt bibeholdes, mens alkohols
skadelige bivirkninger undgas.

Anthocyaniners effekt

Epidemiologiske undersggelser har vist en korrelation mellem
et hgjt indtag af frugt og grgnt og reduceret risiko for kraft- og
hjerte/kar-sygdomme. Der er dog uenighed om arsagen til
denne effekt. Undersggelser foretaget i lande, hvor en stor del
af flavonoidindtaget kommer fra anthocyaninrige levnedsmid-
ler i form af vin, frugt og grgnt, tyder pa, at anthocyaninerne
har en effekt mod hjerte/kar-sygdomme. Dette forhold ses i
Finland [8], Holland [4,7] og adskillige lande med et hgjt
forbrug af vin [3]. I modsatning til dette er der ikke set en
signifikant beskyttende effekt af flavonoider mod hjerte/kar-
sygdomme ved undersggelser i USA [12], og der blev ikke
observeret nogen effekt ved undersggelser i Wales [4], hvor
hovedindtaget af flavonoider stammer fra sort the, der ikke
indeholder anthocyaniner.

Undersggelser tyder pa, at anthocyaniner, ud over deres
antioxidante effekt [2], h&ammer lipidoxidation [10], har
antihypertensive virkninger [11] og generelt har en meget lav
systemisk toksicitet [6]. Alle disse faktorer kunne tyde pa, at en
nazrmere undersggelse af anthocyaniners biologiske virkninger,
biotilgengelighed, metabolisering og antioxidative virkninger
kan fgre til dokumentation for og stgrre forstaelse af anthocya-
niners betydning for dyr og mennesker samt deres mulige
beskyttende virkning bl.a. mod hjerte/kar-sygdomme.

En af forfatterne (ILFN) udfgrer et ph.d.-projekt med titlen
»Anthocyaniners optag, metabolisme og udskillelse«, som en
del af et EU-projekt »Anthocyanin bioactivities: Functional
properties, bioactivities and bioavailability of phytochemicals,
especially anthocyanins, from processed foods«. EU-projektet
udfgres som et samarbejde mellem otte forskergrupper fra seks
forskellige EU-lande. EU-projektets formal er opridset i boks
1. Ph.d.-projektets formal er primart vha. HPLC, LC-MS og
NMR at udvikle metoder til identifikation og kvantisering af
anthocyaniner og deres metaboliseringsprodukter i plasma og
urin. I den forbindelse foretages fglgende undersggelser:

- Undersggelse af metaboliseringen af anthocyaniner in vitro.
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- Undersggelser af optaget og udskillelsen af anthocyaniner i
dyr (rotte og kanin).

- Udviklingen af en biomarkgr for anthocyaninindtaget i
humanstudier med anthocyaninholdig kost.

- Undersggelse af human udskillelse og metabolisering af
anthocyaniner.

Metoder og resultater

Det viste sig ngdvendigt at udvikle helt nye metoder til analyse
af anthocyaniner, idet der ikke var tilfredsstillende metoder
tilgengelige.

Metoder til analyse af plasma og urin tilsat (spiked med)
anthocyaniner er udviklet. Disse metoder indeberer fastfase-
ekstraktion pa C-18 kolonner efterfulgt af HPLC-analyse med
kolonneskift. Yderligere er der udviklet metoder til LC-MS-
analyse i forskellige matricer (plasma, urin). Sidst, men ikke
mindst, er der udviklet en forenklet, forbedret og hurtigere
analysemetode til brug ved analyse af anthocyaniner i baersaft
(boks 2 og figur 4, side 23)[13]. Tidligere metoder tog vasent-
ligt lengere tid, idet de var udviklet til at bestemme andre
flavonoider i samme analysegang.

Analyse og opbevaring af anthocyaniner er ikke helt let, da
anthocyaniner er meget ustabile (figur 2, side 22) og kan findes

Definition
Biotilgengelighed: Andel af det doserede stof der optages
fra mave-tarm kanalen.

pa mange forskellige former (figur 3, side 22), bade farvede og
farvelgse, athengigt af pH, hvorved de enkelte stoffer let kan
overses eller nedbrydes under analysen.

Der foreligger desvarre ikke meget litteratur om anthocyani-
ners stabilitet, sa det var ngdvendigt at udfgre en del stabilitets-
undersggelser, bl.a. for at fastlegge prgvehandteringsbetingel-
serne (handtering og opbevaring). Stabiliteten blev derfor
undersggt i forskellige matricer og under forskellige fysiske
betingelser vha. ovenstaende HPLC-metode til bestemmelse af
anthocyaniner i bersaft. Derudover er der langtidsundersggel-
ser i gang. Som det tydeligt fremgér af figur 2, er det en god
ide at opsamle og opbevare stofferne i et surt miljg inden
analysen.

Metabolismestudierne in vitro udfgrtes bl.a. med henblik pa
at kunne forudsige, hvilke metabolitter der muligvis kan findes
ved in vivo studierne. Disse studier af metabolisering vha.
rottelevermikrosomer vanskeliggjordes af, at NADPH, der

Boks 2

HPLC-analysemetode til brug ved analyse af anthocyaniner
i beersaft.

Proveforberedelse:

- Standarder: 1 mg/mL i 10% vandig myresyre, 10%
Acetonitril, aflest pH 1,75

- Analyser: 10% vandig myresyre, 10% Acetonitril, aflaest
pH 1,7

Udstyr:

Agilent HP 1090 HPLC med en Agilent HP 1100 UV/Vis-
detector. 250 pL injectionsloop. Agilent Zorbax SB-C18
kolonne, 4,6x150 mm, partikelstgrrelse 5 um. Agilent C-18
4x4 mm forkolonne, partikelstgrrelse 5 um.

Analysebetingelser:

Der anvendes et bin@rt gradientsystem. Mobilfase A er
myresyre:vand 1:9, pH = 1.6. Mobilfase B Acetonitril.
Gradientprofil: 0-0,5 min: 1% B; 0,5-1 min lineer gradient
fra 1 til 7%. 1-4 min 7% B; 4-9,5 min line&r gradient fra 7
til 14% B; 9,5-10,5 min: lineer gradient fra 14 til 100% B;

10,5-13 min 100% B (vask af kolonne), se figur. Flow-
hastighed 1 mL/min med helium-gennembobling af de mobile
faser. Samtidig detektion ved 290, 350 og 520 nm med peak
scanning mellem 210 og 700 nm i 2 nm trin. Reference ved
650+/-50 nm.

Gradientprofil
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Kvantiseringsgrense for anthocyaniner i juice er under 0.06
mg/L for dette system.
Eksempler pa chromatogrammmer ses i figur 4, side 23.

Valideringsresultater.

Cy-3-glc Cy-3-rut Dp-3-glc Dp-3-rut Cy-3,5-diglc
LOD? (mg/L) 0.018 0.009 0.015 0.013 0.011
LOQ® (mg/L) 0.060 0.030 0.051 0.043 0.036
Lineart omrade® (mg/L) 0.1-16 0.1-16 0.1-16 0.1-16 0.1-16
Lineer regression! y=426.0x-15.05 y=5283x-451 y=3469x+41.12 y=3882x-3.99 y=4804x+28.57
Standardafvigelse pa heldning 3.544 3.301 2.854 4.260 2.397
Standardafvigelse pa skering. 34.243 33.519 27.568 43.257 23.156
Standardfejl 108.70 101.06 87.52 130.42 73.51
r-veerdi 0.9992 0.9997 0.9993 0.9990 0.9997
Intradag var. (%CV) n=10 0.23 0.23 0.40 0.30 0.44
Interdag var. (%CV) n=4 0.20 0.75 0.48 0.22 1.23

a: Bestemmelsesgrense, Limit Of Detection, signal-stgj-forhold = 3.
b: Kvantiseringsgrense, Limit Of Quantitation, signal-stgj-forhold = 10.
c: Lineert omrade bestemt indenfor de testede koncentrationer.

d: Lineer regression pa det linezre omrade (y = topareal, x = mg/L injiceret)
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Figur 2. Stabilitet af anthocyaniner i vandig
oplpsning ved forskellige pH-veerdier. Stofferne
blev inkuberet ved de anfprte pH-veerdier i 24
timer ved 21°C, hvorefter pH blev justeret til 1.7
og derefter gjeblikkeligt analyseret ved hjelp af
HPLC-metoden (box 2).

Cy-3,5-diglc = cyanidin-3,5-di-O-glucosid,

| Cy-3,5-diglc Dp-3-glc = delphinidin-3-0-glucosid, Cy-3-glc =
W Dp-3-glc cyanidin-3-0-glucosid, Cy-3-rut = cyanidin-

B Cy-3-glc 3-O-rutinosid (se figur 1 for strukturformler).

B Cy-3-rut

bruges til at initiere mikrosomerne, nedbryder anthocyaninerne
momentant.

Optaget og udskillelsen i dyr studeres vha. Watanabe kaniner,
der er pradisponeret for hjerte/kar-sygdomme (Watanabe
heritable hyperlipidemia: WHHL). Det fgrste studie blev udfgrt
som et 48 timers biokinetik-studie med 20 WHHL-kaniner
fordelt pa 4 hold. Holdene blev fodret én gang via sonde med
enten placebo, et rent anthocyanin fra solbar eller et anthocya-
ninmix svarende til solbzr eller solbarjuice. Over de fglgende
48 timer blev der Igbende udtaget plasma-, urin- og faeces-
prgver. Da der blev fundet uomdannet anthocyanin i urinprg-
verne, ma en del af anthocyaninen vare blevet optaget.

For at undersgge anthocyaniners indflydelse pa udviklingen
af atherosclerose og biomarkgrer for hjerte/kar-sygdomme
samt at bestemme steady state-koncentrationer af anthocyani-
ner i plasma og urin, er endnu et kaninstudie i gang. 90
WHHL-kaniner doseres enten med placebo, et solb&r-anthocy-
anin, solbar-anthocyaninmix, C-vitamin i den koncentration
der findes i saften eller et legemiddel med cholesterolsenken-
de virkning. Dyrene doseres gennem foderet eller drikkevandet
over en periode pa 16 uger. Der tages lgbende prgver af urin og
plasma til bestemmelse af anthocyanin- og metabolit-koncen-

trationerne samt til forskellige antioxidantparametre og maling
af cholesterol. Efter 16 ugers dosering aflives dyrene, og de
forskellige doseringers indflydelse pa aflejringen af cholesterol
i aorta bestemmes.

En af EU-partnerne udfgrer et forsgg med dosering af
anthocyaniner til E-vitamin deficiente rotter, da E-vitamin har
indflydelse pa udviklingen af hjerte/kar-sygdomme.

En anden EU-partner udfgrer et pilotprojekt med op til 10
frivillige forsggspersoner med henblik pa at undersgge optagel-
se og metabolisering af anthocyaniner i mennesker. Forsggsper-
sonernes plasma og urin analyseres for anthocyaninindhold.
Udskillelsen af anthocyaninerne og deres metabolitter analyse-
res vha. de udviklede HPLC- og LC-MS-metoder. Et forforsgg
har indikeret, at 0,2% af den indtagne m@ngde anthocyanin
udskilles uomdannet i urinen.

Ud fra resultaterne valges en biomarkgr enten i plasma eller
urin til indikation af optagelsen af anthocyaniner, hvorefter der
skal udfgres et stort humanforsgg af andre partnere i EU-
projektet.

Desuden er der udfgrt et humanforsgg i samarbejde med
KVL og Chr. Hansen med henblik pa at bestemme udskillelsen
af anthocyaniner fra rgdvin via urin. Tidligere er der udfgrt
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Figur 3. Struktur af anthocyaniner ved forskellige pH-veerdier med delphini-
din-3-0-glycosid som eksempel.
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Anthocyaniner

Flavyliumkation

Cyanin, aglyconen hedder cyanidin (bla strukturdel)

Polyphenoler afledt af flavyliumionen benavnes
anthocyanidiner, anthocyanidinglykosider ben@vnes
anthocyaniner. Anthocyaniner er ansvarlige for mange af de
rgde og bla farver i hgjere planter. Farver forarsaget af
anthocyaniner ath&nger af deres kemiske struktur, pH,
kompleksdannelse med metalioner, koncentrationsforhold
samt tilstedevarelsen af andre stoffer.
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Figur 4. HPLC-chromatogrammer med detektion ved 520 nm af

A:

En vandig oplgsning af (2): cyanidin-3,5-di-O-glucosid (Cy-3,5-diglc),
(3): delphinidin-3-0-glucosid (Dp-3-glc), (4): delphinidin-3-O-rutinosid
(Dp-3-rut), (5): cyanidin-3-0-glucosid (Cy-3-glc) og (6): cyanidin-
3-O-rutinosid (Cy-3-rut) (se figur 1 for strukturformler).

: Solbeersaft tilsat (spiked) Cy-3,5-diglc, Dp-3-glc, Dp-3-rut, Cy-3-glc og

Cy-3-rut.

: Solbeersaft. Arealerne af stof 2-5 svarer til hhv. 0.80, 3.20, 0.30, 1.71

mg/L. Top 1, 7-10 er indtil videre ikke identificeret.

undersggelser med drueskalsekstrakt, givet til raske forsggsper-
soner i et overkrydsningsstudie [14], hvor en mulig interaktion

med vitamin C blev pavist. Pa det tidspunkt var der endnu ikke
udviklet en biomarkgr for anthocyaniner.
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Nyt om alkener | |;
med arsen

Man har fremstillet organiske
forbindelser svarende til
alkener, hvor dobbelt-
bindingerne fra carbon gér til
andre elementer end carbon.
Det sidste nye er forbindelser
med arsen, se figur.

(CHa)sC

Nar substituenterne er store
grupper, er forbindelsen, som
er et krystallinsk stof, stabilt.
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In-line Fotometre
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