Lniversitat
wien

DIPLOMARBEIT

Titel der Diplomarbeit
,Bioaktive Inhaltsstoffe der Gattung Curcuma L.”

Verfasserin

Sigrid Steins

angestrebter akademischer Grad

Magistra der Naturwissenschaften (Mag.rer.nat.)

Wien, 2012

Studienkennzahl It.
Studienblatt: A 438

Studienrichtung It.
Studienblatt: Biologie

Betreuerin Ao. Univ.-Prof. Dr. Karin Valant-Vetschera






Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung 1
2. Systematik und Morphologie 3
2.1. Systematik der Zingiberales 3
2.2, Systematik der ZiINgiDeraCeae 4
2.3. Systematik der Gattung CurcUmMa 5
2.4. Morphologie der Gattung CuUrCUMa e 5
3. Stoffklassen 7
3.1, Stoffklasse der CUurCUMINOIAe
3.2.1. Biosynthese der Curcuminoide
3.2.2. Biologische Wirkung von Curcuminoiden . .. . . 11
3.2. Stoffklasse der TerpPenOIae 12
3.2.1. Biosynthese der TerpPenOIae 13
3.2.2. Biologische Wirkung von Terpenoiden . . i 16
4. Material und Methoden 17
4.1. Pflanzenmaterial 17
4.2. Testorganismus C. SPhaerospermum i 17
4.3. Phytochemische MethoQen i 18
A 3. EXUaK i ON 18
4.3.2. Chromatographie 18
4.3.2.1. Trockensaule mit Kieselgel (0,2-0,5mm)____. . .. ... 18
4.3.2.2. Trockensaule mit Kieselgel (40-60nm)___. .. . . 18
4.3.2.3. Analytische Dunnschichtchromatographie_._ .. ... 20
4.3.2.4 Sephadex ® LH-20 Saule 20
4.3.2.5. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) .. ... 20
A4 SPEKIOSKODI 20
4.4 NMR-SPEKIIOSKODIC i 20
A D BiOBSSAY S 21
4.5.1 Kultivierung von C. Sphaerospermum, . . e 21
4.5.2. Infektionsversuche mit C. sphaerospermum ... . 22
4.5.2 1. Infektion von C. longa mit C. sphaerospermum 22

4.5.2.2. Extraktion bei Infektionsversuch 22



4.5.2.3. Analyse mit HPLC und Peakflachenberechnung

4.5.2.4. Konzentrationsabhangige Bioautographie auf DC-Platten_23

5. Ergebnisse und Diskussion
5.1. Phytochemische Charakterisierung
5.1.1. Gruppe 1
5.1.2. Gruppe 2
D1 . GTUDP B i
5.1.4. Gruppe 4

5.2. Bioaktivitat unpolarer Substanzen

6. Literaturverzeichnis

7. Anhang
7.1. Spektraldatenkatalog

7.2. Tabellenverzeichnis

7.3. Abbildungsverzeichnis

7.4. Danksagung

7.5. Zusammenfassung
7.6. Abstract

24
24
27
29
31
33
35



1. Einleitung

Die Gattung Curcuma L. zahlt zur Familie der Zingiberaceae und umfasst etwa 70 bis
80 Arten. Der Name ,Curcuma“ wurde erstmals durch Linnaeus in seinem Werk Species
Plantarum erwahnt und leitet sich vermutlich vom arabischen Wort ,Kurkum® ab, welches
,gelb“ bedeutet (Islam, 2004). Die verschiedenen Arten der Gattung Curcuma sind in den
Tropen und Subtropen anzutreffen. Sie kommen von Meeresniveau bis in Héhen von 1500
Metern vor und bevorzugen lockeren Boden mit Drainagekapazitat (Rema & Madan, 2001).
Das Verbreitungsareal erstreckt sich von Indien Uber Thailand, Malaysia und Indochina bis
hin zu Indonesien und Nord-Australien (Apavatjrut et al., 1999). Urspringlich stammt die
Gattung Curcuma aus dem indomalaysischem Raum (Purseglove, 1968), verbreitete sich
durch den Menschen auch in China (Ridley, 1912) und gelangte im 13. Jahrhundert nach
Westafrika sowie im 17. Jahrhundert nach Ostafrika (Burkill, 1966). In Zentral- und
Sludamerika wurde die Gattung vermutlich durch die Spanier eingefiihrt (Islam, 2004).
Durch ihre grof3e Bedeutung in Medizin und Kosmetik sowie in den Bereichen der Farberei

und Kulinarik werden Arten der Gattung Curcuma heute in gro3en Mengen Kkultiviert.

Curcuma alismatifolia Gagnepain und Curcuma roscoeana Wallich werden aufgrund
ihrer Beliebtheit als Zierpflanzen vor allem in Thailand gezuchtet und von dort aus
hauptsachlich nach Japan und Europa exportiert. Curcuma parviflora Wallich und Curcuma
zedoaria Christmann werden unter anderem neben =zahlreichen anderen Arten als
Nahrungsmittel verwendet. Letztere findet Uberdies Anwendung in der Parfumindustrie
(Sirirugsa, 1999). Die bekannteste Art in der Gattung Curcuma ist Curcuma longa L. Sie
wurde bereits im indischen Ayurveda — der altesten Uberlieferten Heilkunst - als
Medizinalpflanze erwahnt (Sasikumar, 2005). Auch in der chinesischen Medizin wurde die
Pflanze bereits vor mehreren tausenden von Jahren gegen eine Vielzahl von Erkrankungen
eingesetzt (Larsen & Larsen, 2006). Die Inhaltsstoffe von C. longa werden unter anderem
als entzindungshemmend, antioxidativ, antifungal und antikanzerogen beschrieben (Araujo
& Leon, 2001; Sharma et. al.,, 2005). Erwahnenswert sind auch die beiden Arten C.
sattayasaii A. Chaveerach & R. Sudmoon und C. zedoaroides A. Chaveerach & T. Tanee,
welche seit geraumer Zeit von thailandischen Naturheilern zur Behandlung von Kobra-

Bissen eingesetzt werden (Chaveerach et. al., 2008).

Phytochemisch zeichnet sich die Gattung Curcuma vor allem durch das Vorkommen
von Curcuminoiden und Sesquiterpenen aus. Chemisch gesehen handelt es sich bei

Curcuminoiden um Diarylheptanoide, deren intensive gelbe Farbung auf ein System von



konjungierten Doppelbindungen zurickzufuhren ist. Sesquiterpene werden der Stoffklasse
der Terpenoide zugeordnet. Sie gelten als die zahlenmalig grofdte Klasse unter den
Terpenen und werden durch ein C15-Grundgerust charakterisiert, welches sich wiederum

aus drei C5-Isopreneinheiten zusammensetzt.



2. Systematik und Morphologie
2.1. Systematik der Zingiberales

Die Gattung Curcuma L. gehort zur Familie der Zingiberaceae, welche wiederum die
grofRte in der Ordnung der Zingiberales ist. lhr gehdren tber 2000 verschiedene Arten an,
welche in 8 Familien und 92 Gattungen (Abb. 1) gegliedert werden (Kress et al., 2001).
Aufgrund der verschiedenen Anzahl an fertilen Staubblattern kann diese Ordnung in zwei
morpholgische Gruppen unterteilt werden (Abb. 2.): Mitglieder der ,Bananenfamilie
zeichnen sich durch funf fertile Staubblatter aus. Zu ihnen zahlen 4 Familien:
Heliconiaceae, Lowiaceae, Strelitziaceae und Musaceae. Arten, die den Familien der
Cannaceae, Costaceae, Marantaceae oder den Zingiberaceae, angehdren weisen
hingegen nur ein fertiles Staubblatt auf. Diese gelten als Mitglieder der ,Ingwerfamilie”
(Kress, 1990).

Marantaceae

Cannaceae

Zingiberaceae

Costaceae

Heliconiaceae

Strelitziaceae

Lowiaceae

Musaceae

Abb. 1. Stammbaum der Zingiberales (nach Kress et al., 2001, verandert)
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Abb. 2. Blitendiagramme der acht Familien der Zingiberales (Kress, 1990)

2.2. Systematik der Zingiberaceae

Die grolte Familie innerhalb der Zingiberales ist die Familie der Zingiberaceae mit
uber 1200 Arten (Kress, 1990). Die Arten dieser pantropisch verbreiteten Pflanzenfamilie
(Kress et al. 2001) sind ausdauernd und rhizombildend. lhre distichen Blatter (Sirirugsa,
1999), kénnen zum Teil Scheinstdmme von betrachtlichen Ausmalien hervorbringen
(Bresinsky et al., 1998). Die zygomorphen Bluten (Abb. 3) tragen drei Staubblatter, wovon
jedoch nur eines fertil (Kress, 1990) und die Ubrigen zu einem staminodialen Labellum

verwachsen (Bresinsky et al., 1998) sind.

ReisLLatatiitine, o
.

QO Sepal (@ Petal @ Fertile Stamen
Staminode K Absent Stamen

Abb. 3. Blitendiagramm (nach Kress et al., 2002, verandert)



Phylogenetische Studien durch Kress et al. (2002) fUhrten zur heute gebrauchlichen
taxonomischen Klassifikation der Familie der Zingiberaceae (Abb. 4), wonach sie in vier

Unterfamilien und sechs Tribus eingeteilt wird.

Zingiberaceae
Alpinicideae Tamijioideae Zingiberoideae Siphonochiloideae
Alpinieae Tamijieae Zingibereae Siphonochileae
Riedelieae Globbeae

Abb. 4. Taxonomische Klassifikation der Zingiberaceae (nach Kress et al. 2002)

2.3. Systematik der Gattung Curcuma L.

Die Gattung Curcuma wird dem Tribus der Zingibereae, Unterfamilie Zingiberiodeae
(Kress et al., 2002) zugeordnet. Versuche der gattungsinternen Klassifikation von Curcuma
L. basierten in der Vergangenheit haufig auf morphologischen Merkmalen. Baker (1893)
unterteilte die Gattung aufgrund der Position der Infloreszenz und der Tragblatter in drei
Sektionen: Hitcheniopsis, Exantha und Mesantha. Schumann (1904) gliederte die Gattung
aufgrund von Tragblattern und Antherenmerkmalen in zwei Untergattungen: Eucurcuma
und Hitcheniopsis. Die Spezies der Untergattung Eucurcuma wurden wiederum aufgrund
der Position der Infloreszenzen die Sektionen Exantha und Mesantha zugeordnet. Valeton
(1918) unterteilte die Gattung anhand verschiedener Merkmale der Laubblatter in zwei
Untergattungen: Eucurcuma und Paracurcuma. Diese Klassifikation wurde auch von
Velayudhan et al. (1999) vorgeschlagen, wonach die Untergattung Eucurcuma in drei
Sektionen unterteilt wird: Tuberosa, Nontuberosa und Stolonifera. Aufgrund
molekularsystematischer Arbeit erscheint die Gattung Curcuma paraphyletisch (Kress et al.,
2002; Ngamriabsakul et al., 2004). Damit ist die mehrheitlich verwendete Gliederung in

Eucurcuma und Paracurcuma auch in Frage gestellt.

2.4. Morphologie der Gattung Curcuma L.

Spezies der Gattung Curcuma bilden spitz zulaufende, elliptisch geformte Laublatter

aus, deren Blattscheiden sich zu einem Scheinstamm formieren. Je nach Art konnen diese



Pflanzen Wuchshdhen zwischen 50 und 200 cm erreichen (Islam, 2004). Die fleischigen
Rhizome von Curcuma sind zumeist stark verzweigt, aromatisch riechend und durch das
Vorkommen von Curcuminoiden typisch gelb-orange gefarbt. Der Blitenstand befindet sich
entweder terminal oder lateral an der Blattachse. Die terminalen Hochblatter bilden eine
sterile, oft auffallig gefarbte Struktur (Coma), deren Farbgebung sich stets von der der
fertilen Bluten unterscheidet. Die Blutezeit von Curcuma erstreckt sich von April bis
Oktober, wobei die Bildung der Infloreszenz bei manchen friuh-blihenden Arten (April bis

Mai) vor Erscheinen der Laubblatter stattfindet (Apavatjrut et al., 1999).



3. Stoffklassen

3.1. Stoffklasse der Curcuminoide

Unter dem  Begriff Curcuminoide werden  zahlreiche  Diarylheptanoide
zusammengefasst. Es handelt sich dabei um sekundare Pflanzeninhaltsstoffe die unter
anderem in den Rhizomen verschiedender Spezies der Gattung Curcuma vorkommen. Die
drei Hauptinhaltstoffe von Curcuma unterscheiden sich nur in der Anzahl ihrer
Methoxygruppen (Abb. 5): Curcumin, Bisdemethoxycurcumin und Demethoxycurcumin.
Mengenmaldig bildet Ublicherweise Curcumin den grofdten Anteil, die beiden anderen

Komponenten sind zumeist in geringeren Konzentrationen vorhanden.

O OH
MeO N N OMe
A
HO OH
O OH
H N N OMe
B
HO OH
O OH
H N N H
C
HO OH

Abb. 5. Chemische Struktur der Curcuminoide (nach Hdéhle et al., 2006, verandert).
A — Curcumin, B — Demethoxycurcumin, C - Bisdemethoxycurcumin

Chemisch gesehen handelt es sich bei Curcuminoiden um Diarylheptanoide, deren
gelb-orange Farbe auf ein System von konjungierten Doppelbindungen zurtuckzufuhren ist.

Der aliphatische Teil weist ein Diketostrukturelement auf, woraus sich eine Keto-Enol-



Tautomerisierung (Abb. 6) ergibt (Hohle et al., 2006). In Lésung tritt ausschlielich die Enol-

Form auf.

Curcumin: R=OCH,, R'=OCH3, Demethoxycurcumin:R=H, R'=OCH,, Bisdemethoxycurcumin: R=H, R'=H

Abb. 6. Keto-Enol Tautomerisierung (nach Hohle et al., 2006)

3.1.2. Biosynthese der Curcuminoide

In-vitro durchgefuhrte Studien von Ramirez-Ahumada et al (2006) und Katsuyama et
al. (2009), die auf Enzymassays beruhen, zeigten dass die Ausgangssubstanz zur
Biosynthese von Curcuminoiden die Aminosaure Phenylalanin bildet (Abb. 7). Diese wird
unter Beteiligung Polyketidsynthasen zu p-Coumaroyl-CoA und in weiterer Folge in
Feruloyl-CoA umgewandelt (Ramirez-Ahumada et al., 2006). Anschlieend katalysiert das
Enzym Diketid-CoA-Synthase die Bildung von p-Cumaroyldiketid-CoA aus p-Coumaroyl-
CoA und Malonyl-CoA. Auch die Bildung von Feruloyldiketid-CoA aus Feruloyl-CoA und
Malonyl-CoA wird von diesem Enzym katalysiert. Diese zwei Substanzen werden dann in
weiterer Folge durch drei verschiedene Typ llI-Polyketid-Synthasen (Curcuminsynthase 1, 2
und 3) mit verschiedener Substratspezifitdt in Curcuminoide umgewandelt.
Curcuminsynthase 1 und 2 bevorzugen hierbei Ferouloyl-CoA, das anschlieRend unter
Kondensation mit Feruloyldiketid-CoA oder p-Cumaroyldiketid-CoA zu Curcumin oder

Demethoxycurcumin verwandelt wird. Die Curcuminsynthase 3 hingegen akzeptiert sowonhl



Feruloyl-CoA als auch p-Cumaroyl-CoA und bildet in weiterer Folge Curcumin,
Demethoxycurcumin und Bisdemethoxycurcumin (Katsuyama et al., 2009). Nach Ramirez-
Ahumada et al. (2006) kann das entstandene Bisdemethoxycurcumin durch Hydroxylierung

und das Enzym O-Methyltransferase in Demethoxycurcumin und Curcumin umgewandelt

werden.
OH OH
- 5 OMe
HO . —_—
NH, CoA-S CoA-S
(0] e} 5
Phenylalanin p-Coumaroyl-CoA Feruloyl-CoA
DCS Malonyl-CoA DCS | Malonyl-CoA
OH OH
CoA-S N CoA-S N OMe
0] o] O o]

p-Coumaroyldiketid-CoA Feruloyldiketid-CoA

CURS 1,2,3 CURS 3
T Cr
= NN OMe
CURS 3 0 OH CURS 1,2,3
Demethoxycurcumin
C O T Cr
= XX MeO = NN OMe
0 OH 0] OH
Curcumin

Bisdemethoxycurcumin

Abb. 7. Biosyntheseweg der Curcuminoide (nach Katsuyama et al., 2009, verandert)



Experimente von Kita et al. (2008) die auf 13C-Markierung von Vorlaufersubstanzen
der Curcuminoide beruhen (Abb.8.), zeigen Abweichungen von den Ergebnissen der
Studien von Ramirez et al. (2006) und Katsuyama et al. (2009). Die Basis dieses
Biosyntheseweges bildet zwar die Aminosaure Phenylalanin, welche jedoch durch das
Enzym Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) zu Zimtsdure umgewandelt wird. In einem
Zwischenschritt der Biosynthese erfolgt unter Beteiligung von zwei Molekllen Zimtsaure
und Malonyl-CoA die Synthese von Bisdeshydroxybisdemethoxycurcumin (BDHBDMC).
AnschlieRende Hydroxylierung hat die Entstehung von Bisdemethoxycurcumin zur Folge,
woraus durch Anlagerung einer Methoxygruppe schlielich Demethoxycurcumin entsteht.

Erfolgt nun eine weitere Methoxylierung, bildet sich Curcumin (Kita et al., 2008).

NH

2

Phenylalanin

PAL

@)

Zimtsaure

‘ Malonyl-CoA ‘

OMe

HO

BDHBDMC

Abb. 8. Biosynthese basierend auf C13-Markierung von Vorlaufersubstanzen von Curcuminoiden
(nach Kita et al., 2008).

Laut Kita et al. (2008) existiert u.a. noch ein weiterer Biosyntheseweg, wenngleich
dieser etwas seltener in Erscheinung tritt. Ausgehend von einer Hydroxylierung von

Zimtsaure bildet sich p-Cumarsaure. Durch Anlagerung einer Methoxygruppe am
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Benzolring bildet sich Ferulasaure. Zwei dieser entstandenen Molekile verbinden sich

schlie8lich unter Einfluss von Malonyl-CoA zu Curcumin (Abb. 9.).

O @)
OMe
5 O — 2 = OH
NH, HO
Phenylalanin Ferulasaure
PAL t Malonyl-CoA
0
~ OH
2
Zimtsaure
@)
~ H
2 © ]
HO

p-Cumarsaure

Abb. 9. Biosyntheseweg von Curcumin Uber p-Cumarsaure und Ferualsaure (nach Kita et al., 2008).

3.1.3. Biologische Wirkung von Curcuminoiden

Arten der Gattung Curcuma wurden bereits vor tausenden von Jahren in der
traditionellen chinesischen und indischen Heilkunst (Ayurveda) zur Heilung einer Vielzahl
von Krankheiten verwendet (Larsen & Larsen, 2006). Die Anwendungsbereiche erstrecken
sich Uber weite Gebiete der Medizin: So wird Curcuma beispielsweise zur Linderung von
Husten und Rheuma sowie zur Behandlung von Schwellungen, Verstauchungen und
Entzindungen eingesetzt (Ammon et al., 1992). Weiters werden Inhaltsstoffen dieser
Pflanze antikanzerogene Eigenschaften (Rao et al. 1995), sowie antivirale (Chattopadhyay
et al., 2004) und antibakterielle (Haukvik et al., 2009) Effekte zugeschrieben.
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Die antioxidative Wirkung von Curcuminoiden beruht auf dem Vorhandensein der
Diketo-Struktur und der phenolischen Hydroxygruppen (Hoehle et al., 2006). Diese
Eigenschaft wird zusatzlich durch das System an konjungierten Doppelbindungen verstarkt
welches die Bildung relativ stabiler, freier Radikale begunstigt. Aufgrund der geringen
Bioverfugbarkeit und schnellen Metabolisierung von Curcumin (Anand et al., 2007) wird die
antioxidative Wirkung eher dessen Metaboliten zugeschrieben (Hoehle et al., 2006).
Hydrogenierte Metabolite wie Tetrahydrocurcumin und Hexahydrocurcumin erwiesen sich
aktiver als Curcumin und dessen naturliche Methoxy-Derivate Demethoxycurcumin und

Bisdemethoxycurcumin (Somparn et al., 2007).

Studien bezuglich der antiinflammatorischen Wirkung von Curcuminoiden zeigten,
dass diese zur Hemmung der Stickoxid-Synthase befahigt sind, welche bei
Entzindungsprozessen aktiviert wird. Curcumin wies in diesem Zusammenhang eine
hohere Aktivitat auf als seine Metabolite Tetrahydrocurcumin, Hexahydrocurcumin und
Octahydrocurcumin (Pan et al., 2000). Dartberhinaus kann die entziindungshemmende
Wirkung von Curcuminoiden durch ihren Einfluss auf am Entzindungsprozess beteiligten
Enzymen und Transkriptionsfaktoren erklart werden. Curcumin hemmt die Aktivierung des
Nuclear Factor kB (Plummer et al.,, 1999) welcher im Zellkern unter anderem die
Entstehung von Cyclooxygenase-2 bewirkt. Dieses Enzym ist an der Prostgalandin-
Biosynthese Dbeteiligt, wodurch sich seine Inhibierung in der Hemmung von
Entzindungsprozessen manifestiert. Nach Goel et al. (2001) geht die Unterdrickung der
Cyclooxygenase-2 Expression auch mit der Wachstumshemmung von humanen

Darmkrebszellen einher.

3.2. Stoffklasse der Terpenoide

Terpenoide sind Substanzen, die durch Verknupfung von C-5 Isopreneinheiten
(Abb.10.) entstehen. Diese Stoffklasse gilt als sehr heterogen und ist mit circa 25.000
bekannten Verbindungen (Zwenger & Basu, 2008) eine der grofiten innerhalb der Gruppe
pflanzlicher Sekundarmetabolite. Die Einteilung der Terpenoide erfolgt nach Anzahl der
vorhandenen Isopreneinheiten: So werden Verbindungen mit zwei Isopreneinheiten den
Monoterpenen zugeordnet, jene mit drei hingegen den so genannten Sesquiterpenen.
Diterpene bestehen demnach aus vier solcher Einheiten, Tetraterpene aus acht
Isopreneinheiten. Alle dieser Stoffklasse zugehdrigen Verbindungen, die sich aus mehr als
acht Isopreneinheiten zusammensetzen, werden unter dem Begriff ,Polyterpene®

zusammengefasst (Sitte et al., 1998).
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Abb. 10. Isopren
3.2.1. Biosynthese der Terpenoide

Die Biosynthese von Terpenoiden kann Uber zwei verschiedene Wege erfolgen (Abb.
11.). Nach Schwarz (1994) kénnen der Mevalonatweg, der tberwiegend im Cytoplasma
ablauft und der Desoxyxyluloseweg, welcher in den Plastiden stattfindet, in hoheren
Pflanzen simultan auftreten. Da Metabolite zwischen diesen beiden Zellkompartimenten
ausgetauscht werden koénnen, kommt es haufig zu einem sogenannten ,Crosstalk®. Die
raumliche Trennung dieser beiden Biosynthesewege ist also keinesfalls absolut (Eisenreich
et. al, 2001). Aus Mevalonat wird zunachst unter Verbrauch von ATP und mit Hilfe der
Enzyme Mevalonat-Kinase, Phosphomevalonat-Kinase und Mevalonat-5-diphosphosphat-
Decarboxylase Isopentyldiphosphat (IPP) erzeugt, welches jedoch durch eine Isomerase in
Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) umgewandelt werden kann (Abb. 11). Im
Desoxyxyluloseweg hingegen wird IPP durch das Enzym Desoxyxylulose-Synthase aus 1-
Desoxyxylulose-5-Phosphat und unter Verbrauch von NADPH und ATP synthetisiert
(Schwarz, 1994).

Nach Synthese von IPP und DMAPP erfolgt anschlieRend die Kopf-Schwanz-Addition
der beiden Isomere (Abb. 12.), woraus Geranylpyrophosphat (GPP) entsteht, welches die
Ausgangssubstanz zur Synthese von Monoterpenen ist. Wird nun ein weiteres Molekul IPP
angefigt so kommt es zur Entstehung von Farnesylpyrophosphat (FPP) die
Ausgangssubstanz zur Biosynthese von Sesquiterpenen. Die Grundlage fur die Synthese
von Diterpenen, Tetraterpenen und Polyterpenen bildet die  Substanz
Geranylgeranylpryophosphat (GGPP), welche durch die Addition eines Molekuls IPP an
FPP entsteht (Gershenzon & Croteau, 1993). Die Katalyse von intramolekularen
Cyklisierungen die beispielsweise bei der Synthese von Tri- und Tetraterpenen wichtig sind,
erfolgt durch sogenannten Cyklasen (Gershenzon & Croteau, 1993). Die

Polymerisationsreaktionen werden durch Prenyltransferasen katalysiert.
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Mevalonatweg Deoxyxyluloseweg

-
HD\/Y\H/DH WCHQDH
OH O g OH
Mewvalonat

1-Desoxyxylulose-5-phosphat

-CaQ, MNADFH
WMewvalonat-Kinase
ATP
oH
Fhosphomevalonat-Kinase HO \)%/GHZD
OH

2-Methyl-O-erythritol-4-phosphat
Mevalonat-o-diphosphat-Decarb oxylase

ATH

OFF OPP
\‘f\/___ﬁ./\/

DMAPP PP

Abb. 11. Syntheseweg von Isopentenyldiphosphat.
IPP - Isopentenyldiphosphat, DMAPP - Dimethylallyldiphosphat (nach Schwarz, 1994)
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+1PP

Y\/OPP

DMAPP

Prenyltransferase

GPP \/\)\A - Monoterpene
X NS OPP p

:

Diterpene

+ GGPP l Cyclasen

Tetraterpene

Y\/OPP

+ |PP Prenyltransferase
\
FPP XX X X
+ |PP Prenyltransferase
\
GGPP X NN N

PP

OPP — Sesquiterpene

+ FPP l Cyclasen

Triterpene

OPP

Abb. 12. Biosynthese verschiedener Terpenoide nach Gershenzon & Croteau (1993).

15




3.2.2. Biologische Wirkung von Terpenoiden

Terpenoide weisen ein sehr breitgefachertes Wirkungsspektrum auf, wodurch sich ihre
vielfaltigen Anwendungsmaglichkeiten in Teilbereichen von Medizin, Biologie und Kosmetik
erklaren. Monoterpene sind aufgrund ihres niedrigen Siedepunktes stark fluchtig und stellen
gemeinsam mit Sesquiterpenen somit oft den Hauptbestandteil von &therischen Olen dar
(Munk, 2001). Sie gelten als die typischen Geruchs- und Aromastoffe der Pflanzen und
werden zudem haufig in der Parfum- und Kosmetikindustrie eingesetzt. Erwahnenswert ist
uberdies ihre Wirkung gegen bakterielle Krankheitserreger wie beispielsweise Salmonella
typhimurium und Staphylococcus aureus (Burt, 2004). Eine der wichtigsten Gruppen unter
den Terpenen sind die Sesquiterpenlactone. Sie zeigen oft insektizide (Roth et al., 1998)
und antifungale (Barrero et al., 2000) Wirkung. lhre antiinflammatorische Wirkung wird unter
anderem auf die Hemmung des Transkriptionsfaktors NF-kB zurtckgefuhrt, der bei
Entzindungsprozessen eine zentrale Rolle spielt (Siedle, 2003). Manche

Sesquiterpenlactone wirken jedoch haufig toxisch oder allergen (Munk, 2001; Siedle, 2003).

Diterpene kommen in Pflanzen unter anderem in Harzen vor (Demetzos & Dimas,
2001). Sie spielen auch eine wichtige Rolle als Gibberelline (Munk, 2001). Manche
Diterpene wirken stark zytostatisch (Munk, 2001) oder hemmen Enzyme, die an der
Karzinogenese beteiligt sind (Cavin et al., 2002) wodurch sie eine grof’e Rolle in der
Onkologie spielen. Zudem werden einigen Diterpenen antifungale, antibakterielle (Becerra
et al., 2002) sowie insektizide Wirkung zugeschrieben (De Omena et al., 2006). Triterpene
liegen in der Natur Gberwiegend in tetra- und pentazylischer Form vor (Munk, 2001). Einige
erweisen sich als antiviral, antibakteriell sowie entzindungshemmend und zeigen uUberdies
Wirkung gegen Malaria und Krebszellen (Cichewicz & Kouzi, 2004). Tetrazyklische
Triterpene bilden die Ausgangssubstanzen zur Synthese von pflanzlichen Steroiden. Die in
wassrigen Medien stark schaumenden Triterpensaponine entstehen durch Veresterung von
pentazyklischen Triterpenen mit Zuckern und agieren in Pflanzen haufig als Fragift (Munk,
2001). Eine der wichtigsten Gruppen unter den Tetraterpenen sind die Carotinoide. Diese
spielen einerseits eine wichtige Rolle bei der Photosynthese, fungieren aber auch als
photoprotektive Pigmente und weisen antioxidative Wirkung auf (Krinsky, 1994).
Polyterpene werden von vielen Pflanzenarten in Form von Naturkautschuk produziert,

welcher durch Vulkanisation zu Gummi verarbeitet wird (Munk, 2001).
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4. Material und Methoden

4.1. Pflanzenmaterial

Im Zuge dieser Arbeit wurden Rhizome verschiedener Arten der Gattung Curcuma
untersucht. Das Pflanzenmaterial wurde groftenteils im Jahre 2006 beziehungsweise 2010
auf thailandischen Markten gekauft und anschlieBend im Botanischen Garten der
Universitat Wien kultiviert. Die fur die Infektionsversuche verwendeten Rhizome von C.
longa wurden vom Naschmarkt in Wien bezogen und stammen ursprunglich ebenfalls aus
Thailand (Tab. 1.).

Tab.1. Herklnfte der im Zuge dieser Arbeit analysierten Individuen

Curcuma sp. ZIN 060001 Bangkok Chatuchak Market, Thailand
Curcuma sp. ZIN 060004 Bangkok Chatuchak Market, Thailand
Curcuma longa | NM Naschmarkt Wien, Osterreich
Curcuma longa | ZIN 070007 Trang Market, Thailand

Curcuma sp. ZIN 060011 Bangkok Chatuchak Market, Thailand
Curcuma sp. ZIN 060016 Bangkok Chatuchak Market, Thailand
Curcuma sp. ZIN 060002 Bangkok Chatuchak Market, Thailand
Curcuma sp. ZIN 060005 Bangkok Chatuchak Market, Thailand
Curcuma sp. ZIN 060006 Bangkok Chatuchak Market, Thailand
Curcuma sp. ZIN 10001 Nan Market, Thailand

4.2. Testorganismus Cladosporium sphaerospermum Penz

Die Gattung Cladosporium sp. zahlt zur Familie der mitosporischen Davidiellaceae und
wurde erstmals 1816 durch Link beschrieben. Viele Arten dieser Gattung sind weltweit
verbreitet und weisen oft eine grosse okologische Amplitude auf (Zalar et al, 2007). Man
findet sie auf alternden oder toten Blattern sowie in der Luft und im Boden (Benesch et al.,
2010). Manche Arten wie beispielsweise C. sphaerospermum - die von Penzig 1882 auf
Zitrusblattern entdeckt und erstmals beschrieben wurde - kdnnen auch in stark salzhaltigen
Gewassern vorkommen (Zalar et al, 2007). Durch Melanin-Einlagerungen wirkt das
dickwandige Myzel von C. shaerospermum olivfarben. Die Konidien stehen zumeist
terminal, sind von fast spharischer Form und weisen eine warzige Oberflache auf (Zalar et

al, 2007). C. sphaerospermum gilt zwar nicht als Produzent von Mycotoxinen (Davis et al,
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1975), kann jedoch beim Menschen Allergien und Atemwegserkrankungen hervorrufen
(Yano et al., 2003). Der im Zuge dieser Arbeit flr Bioassays verwendete Pilz wurde von
Gunther Krauss in Wien aus der Luft isoliert. Die Identifikation erfolgte am Institut far
Botanik der Universitat Wien durch Alexander Urban und Caroline Rebernig mit Hilfe von
ITS Sequenzen (Raninger, 2009).

4.3. Phytochemische Methoden
4.3.1. Extraktion

Die zerkleinerten, frischen Rhizome wurden zunachst mit Methanol Uberschichtet und
drei Tage lang bei Raumtemperatur dunkel gelagert. Vor dem Abfiltrieren wurde der Extrakt
fur 20 Minuten in ein Ultraschallbad gestellt, um eine noch effizientere Extraktion zu
gewahrleisten. AnschlieBend wurde das noch methanolhaltige Filtrat bis zum volligen
Verdampfen des Losungsmittels am Rotavapor bei 30°C eingeengt. Der Rickstand wurde
dann mit Chloroform und destilliertem Wasser 3 Mal ausgeschuttelt. Die entstandenen
Phasen wurden abermals bei 30°C abrotiert und zur Lagerung bei -20°C in

Braunglasflaschchen Uberfuhrt.

4.3.2. Chromatographie

4.3.2.1. Trockensaule mit Kieselgel (0,2 - 0,5 mm)

Die durch Ausschitteln erhaltenen Chloroformphasen wurden zunachst nach Polaritat
mittels Saulenchromatographie aufgetrennt. Zu Beginn wurde eine Glassaule von 20 mm
Durchmesser und 70 cm Lange mit 60 g Kieselgel 60 (Korngréfke 0,2 — 0,5 mm, Firma
Merck) befullt. Das aufgefangene Eluat wurde in 50 mL Fraktionen geschnitten (Tab. 2.)
und anschlieBRend am Rotavapor bei 30°C eingeengt. Die Einstellung der Konzentration
erfolgte auf 2 mg/ml. Die durch HPLC und Dinnschichtchromatographie zur weiteren

Verwendung ausgewahlten Fraktionen wurden anschlielend bei -20 °C aufbewahrt.

4.3.2.2. Trockensaule mit Kieselgel (40 — 60 pm)

Zur Saulenchromatographie mit feinem Kieselgel wurde eine Glassaule von 20 mm
Durchmesser mit 30 g Kieselgel 60 (Korngrofle 0,04 — 0,063 mm) beflllt. Die Elution
erfolgte mit je 50 mL Lésungsmittelgemisch (Tab. 3.). Das Eluat wurde in diesem Falle in 10
mL Fraktionen geschnitten und diese mittels Rotavapor bei 30°C eingeengt. Die Einstellung

der Konzentration erfolgte auf 2 mg/ml. Die durch HPLC und Dunnschichtchromatographie
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zur weiteren Verwendung ausgewahlten Fraktionen wurden anschlielRend bei -20 °C

aufbewabhrt.

Tab. 2. Lésungsmittelzusammensetzung der Trockensdule mit Kieselgel (0,2 — 0,5 mm)

60 40

50 50

40 60

30 70

20 80

10 90
100
90 10
75 25
50 50
30 70

100

Tab. 3. Losungsmittelzusammensetzung der Trockensaule mit feinem Kieselgel (40 — 60 um)

85 15

80 20

70 30

50 50

30 70
100
90 10
50 50

100
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4.3.2.3. Analytische Diinnschichtchromatographie

Dunnschichtchromatographische Analysen wurden auf Kieselgelplatten (ALUGRAM
SIL G/UV254; 0,20 mm Kieselgel 60 Machery-Nagel GmbH & CO. KG) durchgefihrt. Die
Detektion von Inhaltsstoffen mit Chromophoren erfolgte unter UV-Licht bei 254 nm.
Verbindungen mit Eigenfluoreszenz wurden ebenfalls unter UV-Licht bei einer Wellenlange
von 366 nm untersucht. Der Nachweis von Substanzen ohne chromophore Gruppen
erfolgte durch Besprihen der DC-Platten mit Anisaldehyd (85 mL Methanol; 10 mL
Eisessig; 8 mL Schwefelsaure; 0,5 mL Anisaldehyd) und anschliellender Erwarmung mit

der HeiBluftpistole.

4.3.2.4. Sephadex ® LH-20 Saule

Zur Auftrennung von Stoffgemischen nach MolekulgrofRe wurde eine Glassaule mit in
Aceton p.a. gequollenem Sephadex ® LH-20 befillt. Nach Auftragen der Probe wurde mit
Aceton p.a. eluiert. Das dadurch erhaltene Eluat wurde in 5mL Fraktionen geschnitten und

bei 30°C am Rotavapor eingeengt.

4.3.2.5. High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Die Hochdruckflussigkeitschromatographie wurde an einem Gerat der Agilent 1100
Serie mit UV-Diodenarraydektektor durchgefihrt. Als stationare Phase wurde die Saule
Agilent ® Hypersil BDS-C18 4,6x250 mm verwendet. Die mobile Phase setzte sich aus
einem Gemisch aus wassrigem Puffer (o-Phosphorsaure 0,015 mol und
Tetrabutylammoniumhydroxid 0,0015 mol, pH=3; nach Reisch et al. 1990, verandert) und
Methanol zusammen. Als Einspritzvolumen wurden je 10 pL gewahlt. Die Durchflussrate

wurde auf 1 mL pro Minute eingestellt.

4.4. Spektroskopie

4.4.1. NMR-Spektroskopie
Die NMR-Spektren wurden in deuteriertem Chloroform an einem AM-400 WB und WM

250 FT-Spektrometer von Bruker aufgenommen. Die Auswertung erfolgte durch das Institut

fur organische Chemie der Universitat Wien.
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4.5. Bioassays

4.5.1. Kultivierung von C. sphaerospermum

Zur Sporengewinnung aus C. sphaerospermum wurden drei etwa 2 mm x 2 mm grol3e
Myzelstiuckchen auf Malzextraktagar-Platten positioniert und drei bis vier Tage bei
Dunkelheit inkubiert. Nach anschlielender Mikroskopie des Pilzes erfolgte die Gewinnung
der Sporen. Hierzu wurden die MEA-Platten (Tab. 4.), die das sporulierende Myzel trugen,
mit 5 mL 0,9%iger Kochsalzlésung (Tab. 6.) Uberschichtet. Nach sanftem Abtragen der
Kolonien mittels Drigalski-Spatel wurde die Sporensuspension Uber Glaswolle filtriert, um
eventuell mit abgetragene, vegetative Teile des Pilzes zu entfernen. Nach Zentrifugation
und Abdekantieren des Uberstandes wurde der sporenenthaltende Rickstand in 2%iger
Malzboullion-Lésung (Tab. 5.) aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C
in einem Cryomedium (Tab. 7.) aufbewahrt. Alle in dieser Arbeit verwendeten Medien

wurden vor Einsatz bei 121°C und 1,4 bar 20 Minuten lang autoklaviert.

Tab. 4. Zusammensetzung des MEA-Mediums

Bestandteile Menge Hersteller
Aqua dest. 500 mL
Malzextrakt 109 AppliChem GmbH
Malzextraktagar M%Luc::r?;der-at 1049 Loba Feinchemie
Pepton 0,5¢ Merck
Agar 1049 Merck
Sterilisation bei 121°C, 20 Minuten, 1,4 bar

Tab. 5. Zusammensetzung der Malzboullion-Lésung

Bestandteile Menge Hersteller
Malzboullion- Aqua dest. 500 mL
Losung Malzextrakt 10g AppliChem GmbH
Sterilisation bei 121°C, 20 Minuten, 1,4 bar
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Tab. 6. Zusammensetzung der Kochsalzlésung

Bestandteile Menge Hersteller
Aqua dest. 500 mL
NaCl-Lésung
NaCl p.a. 4,59 Merck
Sterilisation bei 121°C, 20 Minuten, 1,4 bar

Tab. 7. Zusammensetzung des Cryomediums

Bestandteile Menge Hersteller
Aqua dest. 500 mL
Cryomedium Saccharose 70 g
Pepton 59 Merck
Sterilisation bei 121°C, 20 Minuten, 1,4 bar

4.5.2. Infektionsversuche mit C. sphaerospermum

4.5.2.1. Infektion von C. longa mit C. sphaerospermum

Die am Naschmarkt in Wien erworbenen Rhizome von C. longa wurden zunachst der
Lange nach halbiert und anschlielend mit Sporenlosung bestrichen. Die so infizierten
Rhizomstlicke wurden dann in einer feuchten Kammer unter Lichtausschluss insgesamt 39
Tage lang gelagert. Als Kontrolle wurde ein nicht mit C. sphaerospermum infiziertes
Rhizomstluck verwendet. Im Laufe der 39 Tage andauernden Lagerung wurden nach 4, 7,
11,17, 24, und 39 Tagen Proben der infizierten Rhizomstlcke zur weiteren Bearbeitung

entnommen.

4.5.2.2. Extraktion bei Infektionsversuchen

Infizierte Rhizomstlicke wurden nach den oben genannten Zeitspannen mit einer
Pinzette aus der feuchten Kammer entnommen, in einen Morser gelegt und anschlielend
unter Zugabe von flissigem Stickstoff, Seesand und Methanol zerkleinert. Das entstandene
Gemisch wurde dann mit Methanol Uberschichtet und drei Tage lang bei Raumtemperatur
im Dunkeln aufbewahrt. Der entstandene Extrakt wurde anschlieBend abfiltriert und am

Rotavapor bei 30°C eingeengt. Nach dem Ausschutteln wurden die erhaltenen
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Petroletherphasen am Rotavapor eingeengt und zur weiteren Lagerung bei -20 °C auf eine

Konzentration von 25 mg/mL bzw. 0,5 mg/mL eingestellt.

4.5.2.3. Analyse durch HPLC und Peakflachenberechnung

Die durch die Infektionsversuche erhaltenen Petroletherphasen wurden zunachst durch
HPLC (unter in 4.3.5. angegebenen Bedingungen) und Vergleich von UV-Spektren auf ihre
Inhaltsstoffe untersucht. Von den so identifizierten Inhaltsstoffen wurde anschlieend die
Peakflache errechnet um Informationen Uber eventuelle Konzentrationsanderungen
aufgrund der Pilzinfektion zu erhalten. Aus den erhaltenen Werten wurden einer

verstandlicheren Darstellung wegen im Programm Excel Histogramme angefertigt.

4.5.2.4. Konzentrationsabhangige Bioautographie auf DC-Platten

Um die durch vorhergegangene Infektionsversuche entstandenen Petroletherphasen
auf antifungale Wirkung zu testen wurden diese zunachst in unterschiedlichen Mengen (250
Mg, 125 ug, 62,5 ug und 31,25 pg) punktformig auf DC-Platten aufgetragen. Nach
Applikation von Sporensuspension und dreitagiger Inkubation unter Lichtausschluss konnte
das Ausmal} der entstandenen Hemmhofe bestimmt werden. Als Referenzstoff wurde

Juglon verwendet.
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5. Ergebnisse und Diskussion

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurden 10 verschiedene Individuen der Gattung
Curcuma, von denen nur zwei eindeutig als Curcuma longa bestimmt werden konnten,
hinsichtlich der Stoffausstattung ihrer Rhizome vergleichend analysiert. Die fur ihre
Bioaktivitat bekannten Inhaltsstoffe wie z.B. Curcuminoide und Sesquiterpene sind unpolar,
weshalb die aus den Methanolextrakten abgetrennten CHCI; Phasen genauer untersucht
wurden. Die Analyse erfolgte sowohl durch Dunnschichtchromatographie als auch durch
HPLC. Die diesbezlglichen Ergebnisse sind in Kapitel 5.1. genauer dargestellt. Dartber
hinaus wurde ein Infektionsversuch mit Petroetherphasen einer Herkunft von C. longa
durchgefuhrt, um eventuelle Einflusse auf die Konzentration der in diesen Phasen geldsten
Stoffe sowie ihre madgliche antifungale Wirkung in entsprechenden Bioassays

nachzuweisen. Zu den Ergebnissen dazu wird auf Kapitel 5.2. verwiesen.

5. 1. Phytochemische Charakterisierung

In allen untersuchten Herkinften konnten sowohl dinnschichtchromatographisch als
auch durch HPLC-Vergleiche die Hauptinhaltsstoffe aus den Stoffklassen der Curcuminoide
sowie Terpenoide nachgewiesen werden (Tab. 8.). Dabei erwies sich der DC-Vergleich als
deutlich weniger informativ, jedoch sehr niitzlich fiir eine erste Ubersicht (Abb. 13.). Durch
co-chromatographische Analyse mit bekannten Reinstoffen wie z.B ar-Turmeron,
Dihydrocurcumin und Curcumin konnte dernen Vorkommen auch in den Rhizomen der
untersuchten Individuen nachgewiesen werden. Zudem konnten zwei Reinstoffe (ST3 und
C3) aus den Individuen ZIN 060006 und ZIN 010001 isoliert werden. Bei der Substanz ST3
handelt es sich um das Sesquiterpen Curcumendiol, bei C3 um das Diarylheptanoid
Bisdemethoxycurcumin. Im Zuge dieser Arbeit wurden auch Inhaltsstoffe detektiert, die
aufgrund ihrer hohen Fluchtigkeit oder geringen Quantitat weder isoliert noch identifiziert
werden konnten. Hierzu zahlen beispielsweise die Verbindungen ST2 und DT1 die
vermutlich der Stoffklasse der Terpenoide zugeordnet werden kénnen. Das UV-Spektrum
der Substanz ST2 ahnelt jenem von Zerumbon, aufgrund der unterschiedlichen
Retentionszeiten kann aber davon ausgegangen werden dass es sich hierbei um ein
Zerumbonderivat handelt. Das UV-Spektrum der Substanz DT1 weist sehr grolde
Ahnlichkeiten mit jenem von (E)-8(17),(12)-labdadiene15,16-dial auf. Aufgrund der
unterschiedlichen Retentionszeiten im HPLC-Chromatogramm und den verschiedenen Rf-
Werten auf der DC-Platte kann ausgeschlossen werden dass es sich um idente
Substanzen handelt (Abb. 13.). Der Vergleich der UV-Spektren und die Literaturrecherche

beziglich Untersuchungen von Hexanphasen von C. longa (Roth et al., 1998) legen
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dennoch nahe dass es sich bei dem Inhaltsstoff DT1 um ein Diterpen vom Labdan-Typ
handeln durfte, wenngleich das Vorkommen dieser Substanzgruppe in der Gattung
Curcuma als eher selten beschrieben wird (Abas et al., 2005). Neben den bereits
besprochenen Inhaltsstoffen wurden noch vier weitere Substanzen detektiert, deren UV-
Spektren und Retentionszeiten keinen Aufschluss Uber die Zuordnung zu bekannten
Stoffklassen zulassen. Weiterfuhrende Informationen (wie Retentionszeiten, UV-Spektren,
IUPAC-Namen, ect.) Uber die in dieser Arbeit detektierten Verbindungen sind dem

Spektraldatenkatalog im Anhang zu entnehmen.

Die in der DC bereits erkennbare chemische Differenzierung der untersuchten
Herklnfte wurde durch vergleichende Auswertung der HPLC-Profile (siehe Abb. 14. bis
Abb. 17) wesentlich untermauert. Die aufgrund fehlender Infloreszenzen unbestimmbaren
Herkunfte ZIN 06001 wund ZIN 060004 =zeigten weitest gehende chemische
Ubereinstimmung mit C. longa (ZIN 070007 und C. longa NM. in Tab. 8.), was somit eine
Zuordnung zu dieser Art erlaubt. Dieses Ergebnis unterstreicht die Wertigkeit
phytochemischer Stoffausstattung als chemische Merkmale innerhalb Curcuma. Aufgrund
der Differenzierung der Stoffprofile lie3en sich insgesamt vier Gruppen erkennen (Tab. 8.),

welche in den nachfolgenden Kapiteln gesondert diskutiert werden.

Tab. 8. Auswertung der HPLC-Profile untersuchter Individuen.

Gruppe | Herbarnr. Curcuminoide Terpene Unbekannte
Verbindungen
ST1| ST2 | ST3 |DT1 | X1 | X2 | X3 | X4 | X5
ZIN 070007 o o o o
1 C.longaNM | o o o o
ZIN 060001 o o o o
ZIN 060004 o o o o
ZIN 060011 o o o o
2 ZIN 060016 | o o o o o
ZIN 060002 o o
3 ZIN 060005 | o o o
ZIN 010001 o
' ZIN 060006 o o

Legende: Details zu den Herbarnummern in Tab. 1.
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Abb. 13. Dinnschichtchromatographische Analyse der verschiedenen Herkiinfte und einiger Reinstoffe.

C1 — Curcumin. C3 - Bisdemethoxycurcumin. ST3 - Curcumendiol. DT2 - (E)-8(17),(12)-labdadiene15,16-
dial. A — 254 nm, B — 366 nm und C nach Detektion mit Anisaldehyd. Laufmittel: Et,O/PE/MeOH 60/40/5
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5.1.1. Gruppe 1

Die CHCIs-Extrakte der Individuen ZIN 060001, ZIN 060004, C. longa NM und ZIN
070007 zeigen bereits bei der dunnschichtchromatographischen Analyse deutliche
Ubereinstimmungen in ihrer Stoffausstattung (Abb. 19.). Diese Daten decken sich
grotenteils mit jenen der HPLC-Analyse (Abb. 14.). Der Anteil an Curcumin (C1) in den
aufgrund fehlender Infloreszenzen unbestimmten Arten ZIN 060001 und ZIN 060004
erscheint auf der DC-Platte etwas geringer als bei den beiden anderen untersuchten
Rhizomen (Abb. 19). lhre HPLC-Chromatogramme weisen sehr groRe Ahnlichkeiten mit
denen der eindeutig als C. longa identifizierten Individuen ZIN 070007 und C. longa
Naschmarkt auf (Abb. 14.). Ausgehend von den weitgehenden Ubereinstimmungen in der
Stoffausstattung, die durch die durchgefuhrten vergleichenden Analysen deutlich wurden,
konnten ZIN 060001 und ZIN 060004 eindeutig der Art C. longa zugeordnet werden (Tab.
5.).

Nach Xian-Guo et al. (1998) sind Curcuminoide und Sesquiterpene die
Hauptinhaltstoffe der Art C. longa. Diese Erkenntnis deckt sich gut mit den Ergebnissen
vorliegender Arbeit: Die Extrakte aller Individuen die eindeutig der Art C. longa zugeordnet
werden konnten (ZIN 060001, ZIN 060004, ZIN 070007 und C.longa NM) enthielten
allesamt Curcumin (C1), ar-Turmeron (ST1) und die Substanz DT1 (Abb. 19.). Durch Co-
Chromatographie und Vergleich von UV-Spektren wurde das Auftreten von
Dihydrocurcumin (C2) in allen vier Individuen bestatigt (Abb. 19., Tab.5.). Laut
Govindarajan (1980) kommen in Curcuma-Extrakten neben der Hauptkompenente
Curcumin auch Demethoxycurcumin und Bisdemethoxycurcumin vor. Das simultane
Vorliegen dieser drei Verbindungen konnte in dieser Arbeit nicht bestatigt werden was
moglicherweise an einer fur diese Stoffe zu geringen Trennkraft der angewandten HPLC-
Methode liegt. Eventuell kénnte eine Anderung der L&sungsmittelzusammensetzung nach

dem Vorbild von Jayaprakasha et al. (2002) eine adaquate Trennleistung ermoglichen.

27



Al DT

C1 |1
ZIN 060001
CHCIz Phase
ST1
C2
H 10 15 | 5 min
il DT1
ZIN 060004
CHCls Phase
ST ‘
ci
c2 |
L ~A_,J\JL_IJ\ 1
~N
§ L 15 1 5 min
il D';'1
cl
ZIN 070007 C. longa
CHCIs Phase
sT1
c2 ﬁ il \ ’1
§ 0 15 1 b min
Al cl DT

C.longa Naschmarkt
CHCIlz Phase ‘

Abb. 14. GRUPPE 1. HPLC-Profile der CHCIs-Phasen verschiedener Individuen.
C1 - Curcumin. C2 - Dihydrocurcumin. ST1 — ar-Turmeron. DT1 — unbekanntes Diterpen. Die Detektion
von Curcuminoiden erfolgte bei der HPLC-Analyse bei 400 nm, jene der Stoffe ST1 und DT1 bei 230 nm.

28



5.1.2. Gruppe 2

Zwischen den Individuen ZIN 060011 und ZIN 060016, die aufgrund fehlender
Infloreszenzen nicht bestimmt werden konnten, wurden durch die Ergebnisse der
Diinnschichtchromatographie viele Ahnlichkeiten im Inhaltsstoffmuster deutlich (Abb. 19),
die anschlieffend auch bei der HPLC-Analyse detektiert werden konnten (Abb. 15). Dies
betrifft zunachst das Vorkommen der Substanz ST2 bei der es sich vermutlich um ein
Sesquiterpen handelt, dessen UV-Spektrum Ahnlichkeit mit dem von Zerumbon aufweist.
Die unterschiedlichen Retentionszeiten dieser beiden Stoffe konnten darauf hin deuten
dass ST2 ein Zerumbonderivat ist. Auch Curcumin (C1) und Dihydrocurcumin (C2) konnten
in den CHCI3-Phasen beider Herklnfte nachgewiesen werden. Beide Arten der Gruppe 2
weisen zudem die Substanz X1 auf, welche jedoch aufgrund zu geringer Quantitat nicht
isoliert werden konnte (Abb. 15.). Das Individuum ZIN 060016 enthalt als Hauptinhaltsstoff
die Substanz X5, die aber aufgrund ihrer hohen Fluchtigkeit nicht isoliert und idientifiziert
werden konnte. Im Gegensatz zu den Arten der Gruppe 1 konnten bei ZIN 060011 und ZIN
060016 weder ar-Tumeron noch die Substanz DT1 detektiert werden (Vgl. Abb. 14). Die
vergleichende Analyse durch DC und HPLC lasst darauf schliefen, dass es sich auch hier

mit hoher Wahrscheinlichkeit um zwei Individuen der gleichen Art handelt.
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Abb. 15. GRUPPE 2.

HPLC-Profile der CHCI3-Phasen von ZIN 060011 und ZIN 060016 im Vergleich. C1 - Curcumin. C2 —
Dihydrocurcumin. ST2 - nicht identifizierte Substanz, vermutlich ein Sesquiterpen. X1, X5 — unbekannte
Substanzen. Die Detektion von Curcuminoiden erfolgte bei der HPLC-Analyse bei 400 nm, jene der
Stoffe ST2, X1 und X5 bei 230 nm.
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5.1.3. Gruppe 3

Auch die beiden Individuen ZIN 060002 und ZIN 060005 konnten wegen fehlender
Bluten nicht exakt bestimmt werden. Beide HerklUnfte zeichnen sich jedoch durch einen
geringen bis nicht nachweisbaren Gehalt an Curcuminoiden aus (Abb. 19). Die
dunnschichtchromatographische Analyse der Arten ZIN 060002 und ZIN 060005 fuhrte
selbst nach mehreren Versuchen mit unterschiedlichen Stoffmengen zu keinem deutlichen
Ergebnis. Der CHCIs;-Extrakt von ZIN 060005 wies bei keiner der aufgetragenen
Konzentrationen detektierbare Fluoreszenzléschungen auf. Auch das Bespruhen der DC-
Platte mit Anisaldehyd zog keinerlei Reaktion nach sich. Das Gleiche war auch bei dem
Individuum ZIN 060002 zu beobachten. Erst nach Auftragen von 40ul (80ug) CHCIs-Extrakt

konnte ein einziger Substanzfleck detektiert werden (Abb. 19).

Die anschlieRend durchgefuhrte HPLC-Analyse zeigte dass die CHCI;-Phase der
Probe ZIN 060005 zwar Curcumin (C1) enthalt, jedoch nur in sehr geringen Mengen. In ZIN
060002 konnte es hingegen gar nicht detektiert werden (Abb. 16.). Das Dihydrocurcumin
(C2) wurde in keiner der beiden Proben nachgewiesen. Beide CHCIs;-Phasen enthielten
jedoch die Substanzen X2 und X3 (Abb. 16.). Die Profile der Herkuinfte ZIN 060002 und ZIN
060005 weichen sowohl unter DC als auch unter HPLC-Detektion deutlich von allen
anderen Individuen die in vorliegender Arbeit untersucht wurden ab. Die dominierende
Substanz X2 konnte aufgrund ihrer hohen Flichtigkeit nicht identifiziert werden. Auch der
Versuch mittels Dunnschichtchromatographie nahere Informationen zu erhalten scheiterte
vermutlich aus selbigem Grund. Curcumin (C1) konnte - wenn auch nur in sehr geringer
Menge - im Rhizom des Individuums ZIN 060005 eindeutig detektiert werden. Andere
Curcuminoide wie beispielsweise Demethoxycurcumin oder Dihydrocurcumin traten in
keiner der beiden Proben auf. Die Substanz X3 wurde zwar mittels HPLC in beiden
Herklnften nachgewiesen (Abb. 16.), konnte aber aufgrund der geringen Quantitat weder
genauer identifiziert werden, noch mittels Dunnschichtchromatographie detektiert werden.
Zwar konnten die beiden Individuen aufgrund fehlender Infloreszenzen nicht eindeutig
bestimmt werden, dennoch ist es trotz der geringen Menge an vorkommenden
Curcuminoiden nicht auszuschlieBen, dass auch sie der Gattung Curcuma zugeordnet
werden konnen. Dunnschichtchromatographische Untersuchungen an verschiedenen
Curcuma-Arten durch Zhang et. al (2008) ergaben dass Curcumin, Bisdemethoxycurcumin
und Demethoxycurcumin vor allem in Curcuma longa vorkommen. In anderen Arten wie

beispielsweise Curcuma kwangsiensis Lee & Liang und Curcuma wenyujin Chen &. Ling
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konnten im Zuge der Studie von Zhang et. al (2008) wenn Uberhaupt nur sehr geringe

Spuren von Curcuminoiden detektiert werden.

ZIN 060002
CHClz Phase

X3

.

ZIN 060005
CHClz Phase

X3

I TV W Y.L P,

Abb. 16. GRUPPE 3.

HPLC-Profile der CHCI;-Phasen von ZIN 060002 und ZIN 060005 im Vergleich. C1 - Curcumin. X2, X3 —
nicht identifizierbare Substanzen. Die Detektion von Curcuminoide erfolgte bei der HPLC-Analyse bei 400
nm, jene der Stoffe X2 und X3 bei 230 nm.
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5.1.4. Gruppe 4

Die Individuen ZIN 060006 und ZIN 10001 zeigen auch bei
diinnschichtchromatographischen Analyse keinerlei Ahnlichkeiten mit jenen die in den
vorhergehenden Gruppen erwahnt wurden. Die aus den Rhizomen isolierten Stoffe ST3
beziehungsweise C3 konnten durch Vergleich mit den CHCL;-Extrakten auf der DC-Platte
nachgewiesen werden (Abb. 19.). Andere Inhaltsstoffe wie bespielsweise ar-Turmeron oder
die nicht naher identifizierte Substanz ST2 die in den Gruppen 1-3 vorkamen, konnten hier

nicht detektiert werden.

Auch die HPLC-Analyse zeigte dass sich die Stoffausstattung von ZIN 060006 und
ZIN 10001 deutlich von denen der vorherigen Gruppen unterscheidet. Die
Strukturaufklarung anhand spektroskopischer Methoden ergab, dass
Bisdemethoxycurcumin (C3) das dominierende Curcuminoid in der CHCI;-Phase der Probe
ZIN 10001 ist. Andere Inhaltsstoffe, wie beispielsweise ar-Turmeron (ST1) oder die
Substanzen ST2 und Dihydrocurcumin (C2), die in den Gruppen 1-3 nachgewiesen werden
konnten, wurden hier nicht detektiert. Aus der CHCI3;-Phase von ZIN 060006, welche als
Hauptsubstanz den nicht naher identifizierbaren Stoff X4 enthalt, konnte Curcumendiol
(ST3) isoliert werden. Das Ergebnis der Strukturaufklarung durch NMR-Spektroskopie kam
zu dem Schluss dass es sich hierbei um ein Sesquiterpen Guaian-Typ handelt (Lou et. al,
2009). Die Hauptsubstanz X4 ist zwar mittels HPLC nachweisbar, durch
Dunnschichtchromatographie und Detektion mit UV-Licht oder Anisaldehyd jedoch nicht.
Auch Versuche diese Substanz zu isolieren scheiterten trotz dem Vorliegen relativ groler
Mengen. Dies konnte daraufhin deuten dass es sich hier um einen Inhaltsstoff mit sehr
hoher Fluchtigkeit handelt.

Im Rhizom des Individuums ZIN 10001 konnte neben der Substanz Curcumin (C1)
auch relativ groRe Mengen an Bisdemethoxycurcumin (C3) detektiert und isoliert werden.
Nach Tayyem et. al (2006) bilden Curcumin, Demethoxycurcumin  und
Bisdemethoxycurcumin die Hauptbestandteile im Rhizom von Curcuma Arten, wenngleich
ihre Zusammensetzung variieren kann (Katsuyama et. al, 2009). Die im Falle von ZIN
10001 hohe Konzentration an Bisdemethoxycurcumin kdnnte sich demnach aus der
uberwiegenden Expression der Curcuminsynthase 3 erklaren. Ein weiterer Grund konnte
die geringe Expression des Enzyms  O-Methyltransferase sein, welches
Bisdemethoxycurcumin in Demethoxycurcumin und Curcumin transformiert. Zugleich ist

dieses Enzym auch bei der Umwandlung von p-Coumaroyl-CoA in Feruloyl-CoA beteiligt.
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Wahrend die Curcuminsynthasen 1 und 2 hauptsachlich die Formation von Curcumin und
Demethoxycurcumin katalysieren, produzieren Curcucuminsynthase 3 bei Vorhandensein
von Malonyl-CoA und p-Cumaroyl-CoA vor allem Curcumin und Bisdemethoxycurcumin
(Katsuyama et. al, 2009).

- a
ZIN 10001
CHClz Phase
5 1 1 bl b min
il X4
ZIN 060006
CHCls Phase

i lu\A\
i} 1§ 20 -] min

Abb. 17. GRUPPE 4. HPLC-Profile der Individuen ZIN 10001 und ZIN 060006.
C3 - Bisdemethoxycurcumin. ST3 - Curcumendiol. X4 - nicht identifizierte Substanz. Die Detektion von
C3 erfolgte bei der HPLC-Analyse bei 400 nm, jene der Stoffe ST3 und X4 bei 230 nm.
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5.2. Bioaktivitat unpolarer Substanzen

Nachdem das antifungale Potential von CHCIl;—Phasen ausgewahlter Curcuma-Individuen
bereits durch Adriane Raninger (2009) untersucht wurde, war es Ziel vorliegender Arbeit die
Auswirkung einer Pilzinfektion durch C. sphaerospermum auf die Konzentration unpolarer
Stoffe von C. longa zu erhalten. In Anlehnung an die von Pacher et al. (2001)
durchgefuhrten Versuche an Glycosmis, wurden die im Zuge dieser Arbeit gewonnenen
Petroletherphasen (0,5 mg/ml) zunachst durch HPLC analysiert. Die aus den
Chromatogrammen errechneten Peakflachen der Substanzen Ar-Turmeron und DT1

wurden aufgrund der besseren Ubersicht als Histogrammen dargestellt. (Abb. 18.).
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Abb. 18. Konzentrationsdnderungen von ar-Turmeron und der Substanz DT1 im

Versuchsverlauf

Die Menge der Substanz DT1 in der nicht infizierten Kontrolle ist sehr hoch, wohingegen ar-
Turmeron in relativ geringem AusmaR vorhanden ist. Uberraschenderweise ging die Menge
an DT1 vier Tage nach der Infektion stark zurick, kontrar dazu stieg jene des ar-
Turmerons. Zwischen Tag vier und Tag elf der Infektion konnten keine deutlichen
Anderungen der Konzentrationen festgestellt werden. Siebzehn Tage nach Infektion zeigte
sich jedoch ein starkes Ansteigen beider Stoffe, die sich im Falle von DT1 bis zum Tag 24
fortsetzte. Im Gegensatz dazu zeigte sich ein leichter Ruckgang an ar-Turmeron. Am Tag
39 war die Menge beider Stoffe hingegen sehr stark gesunken: der des ar-Turmerons lag
unter jenem, der in der nicht infizierten Kontrolle gemessen wurde. Die Menge an DT1 ging
hingegen auf ahnliche Werte zurlck wie sie bereits an Tag 4 und 11 gemessen wurden

(Abb.18.). In den Petroletherphasen die zur Ermittlung des antifungalen Potentials von C.
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longa im Zuge dieser Arbeit herangezogen wurden, konnten zwei dominierende
Inhaltsstoffe detektiert werden: ar-Turmeron (ST1) und DT1.

In Anlehnung an die von Engelmeier (2002) durchgeflhrten Biotests wurde
anschliefend eine Bioautographie mit C. sphaerospermum durchgefihrt (Abb. 19.), um
Aufschluss Uber eventuell veranderte antifungale Wirkungen, die mit der anteilsmafigen
Anderung von ar-Turmeron und DT1 in den verschiedenen Proben einhergehen konnten,
zu ermitteln. Hierzu wurden alle Petroletherphasen, die im Versuchsverlauf zwischen Tag 4
und Tag 39 entstanden waren, in Mengen von 250 pg bis 31,25 pg auf eine DC-Platte
aufgetragen und dann mit Sporen von C. sphaerospermum bespruht. Als Negativkontrolle
diente der Reinstoff Juglon der in Mengen von 25 ug bis 3,125 ug eingesetzt wurde. Auch
Petrolether und Aceton wurden auf ihre antifungale Wirkung getestet, um Hemmhofe
aufgrund von Losungsmitteleffekten, auszuschlieBen zu koénnen. Selbst bei niedrigen
Verdinnungen der PE-Phasen (31,25 ug) sind Hemmhofe detektierbar wenngleich ihre
GrolRe geringer ist als jene der hochkonzentrierten (250 ug). In der Kontrolle 1asst sich eine
schrittweise Abnahme der HemmhofgroRe erkennen. Die antifungale Wirkung des
Stoffgemisches aus ar-Turmeron und der Substanz DT1 ist bei einer Menge von 250 ug
relativ hoch wohingegen sie bei 125 yg und 62,5 pg absinkt und schlieBlich bei 31,25 ug als
gering eingestuft werden kann. Das Gleiche trifft auf jene Petroletherphasen zu, die im
Versuchsverlauf an Tag 4, 24 und 39 hergestellt wurden. Auch die Proben von Tag 11 und
17 zeigen bei einer aufgetragenen Stoffmenge von 250 ug die groten Effekte, jedoch
konnen im Bereich zwischen 125 pg und 31,25 pg keine deutlichen Unterschiede in der

HemmhofgroRe festgestellt werden (Abb. 19.).
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Abb. 19. Bioautographie mit Petroletherphasen unterschiedlicher Konzentration die wahrend des

Infektionsversuches mit C. longa gewonnen wurden. Die detaillierte Beschreibung der hier verwendeten
Abklrzungen, aufgetragenen Stoffmengen und die ermittelten Gro3en der entstandenen Hemmhdfe sind

Tab. 9. zu entnehmen.
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Tab. 9. Ubersicht ber HemmhofgréBe und Diffusion der aus dem Infektionsversuch entstandenen

Petroletherphasen bei verschiedenen aufgetragenen Stoffmengen.

Probe Lésungsmittel Izgf, Stoffmenge in | @ Hemmhof |  piffusion
Infektion Hg ih cm

J1 Juglon - 25 1,25 sehr stark
J2 Juglon - 12,5 0,7 mittel
J3 Juglon - 6,25 0,5 gering
J4 Juglon - 3,125 0,6 keine
AK Aceton - n.a. 0 keine
PEK PE - n.a. 0 keine
K1 PE - 250 1,1 gering
K2 PE - 125 0,6 gering
K3 PE - 62,5 0,35 gering
K4 PE - 31,25 0,25 gering
PE 4T 1 PE 4 250 0,85 mittel
PE 4T 2 PE 4 125 0,65 gering
PE 4T 3 PE 4 62,5 0,5 gering
PE 4T 4 PE 4 31,25 0,25 gering
PE 11T 1 PE 11 250 1,1 mittel
PE 11T 2 PE 11 125 0,4 gering
PE 11T 3 PE 11 62,5 0,45 gering
PE 11T 4 PE 11 31,25 0,4 gering
PE 17T 1 PE 17 250 0,8 mittel
PE 17T 2 PE 17 125 0,5 gering
PE 17T 3 PE 17 62,5 0,45 gering
PE 17T 4 PE 17 31,25 0,4 gering
PE 24T 1 PE 24 250 0,85 mittel
PE 24T 2 PE 24 125 0,45 mittel
PE 24T 3 PE 24 62,5 0,35 gering
PE 24T 4 PE 24 31,25 0,25 gering
PE 39T 1 PE 39 250 0,85 mittel
PE 39T 2 PE 39 125 0,65 mittel
PE 39T 3 PE 39 62,5 0,15 gering
PE 39T 4 PE 39 31,25 0,1 gering
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Die im Zuge dieses Bioassays getesteten Petroletherphasen wiesen allesamt antifungale
Aktivitat auf (Abb. 20.), was sich gut mit Ergebnissen in der Literatur (Roth et. al, 1998; Kim
et. al, 2003) deckt. Ein Teil des pilzhemmenden Potentials der getesteten Petrolether
Phase ist eindeutig auf das in allen Proben detektierte Sesquiterpen-Keton ar-Turmeron
zurlckzufihren, welches nach einer Studie von Lee et al. (2003) bereits in geringen
Mengen antifungale Aktivitat zeigt. Das Vorkommen von Labdan-Diterpenen in der Familie
der Zingiberaceae wurde bereits durch zahlreiche Studien bestatigt (Chimnoi et al., 2009;
Sirat et al.,, 1994; Xu et al., 1996). Durch Firman et al. (1988) konnten Diterpene vom
Labdan-Typ auch in Curcuma heyneana Valeton & Zijp nachgewiesen werden. Eine
Untersuchung (Sirat & Meng, 2009), die sich mit der Zusammensetzung rhizomaler Ole
dieser Art befasste, bewies die bioaktive Wirkung von Labdan-Diterpenen gegen den Pilz
Cladosporium cladosporoides De Vries. Durch Roth et al. (1998) gelang zudem der
Nachweis dieser Substanzgruppe in C. longa. Die Autoren bestatigten in dieser Studie die

antifungale Aktivitat von Labdan-Diterpenen gegen Pilze der Gattung Candida Berkhout.

Ein Zusammenhang zwischen antifungaler Wirkung und den anteilsmafligen
Anderungen von ar-Turmeron und der Substanz DT1, die wéahrend des Versuchsverlaufes
mit HPLC untersucht wurden, konnte nicht exakt festgestellt werden. Abweichungen finden
sich in niedrigen Verdinnungen (32,25ug) der Petroletherphasen. Die Hemmhdfe der
Proben von Tag 11, 17 und 24 sind im Vergleich zu allen anderen (K, 4T, 39T)
ausgepragter. Weiters zeigt die Petroletherphase von Tag 11 bei einer aufgetragenen
Stoffmenge von 125ug im Gegensatz zu den restlichen Proben (K, 4T, 17T, 24T, 39T)
gleicher Konzentration eine sehr geringe antifungale Wirkung (Abb. 20.). Die GrolRe der
entstanden Hemmbhofe scheint bei diesem Versuch hauptsachlich von der aufgetragenen
Stoffmenge abzuhangen und nicht vom Verhaltnis der Konzentration zwischen ar-Turmeron
und der Substanz DT1. WeiterfUhrende Bioassays unter Einsatz von verschiedenen
Reinstoffgemischen der beiden Inhaltsstoffe konnten jedoch zu aussagekraftigeren

Ergebnissen fuhren.
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7. Anhang
7.1. Spektraldatenkatalog

Im Spektraldatenkatalog wurden alle relevanten Substanzen zusammengefasst die
wahrend vorliegender Arbeit isoliert oder durch Co-Chromatographie identifiziert werden
konnten. In Tab. 10. sind jene Verbindungen angefuhrt, die aufgrund ihrer geringen
Quantitdt oder hohen Flluchtigkeit nicht identifiziert werden konnten. Neben den
Trivialnamen sind auch UIPAC-Namen, Strukturformeln und UV-Spektren angegeben. Auch
weiterfuhrende Informationen wie CAS-Nummern, Herkunft und Herbarnummern,
Schmelzpunkte und Retentionszeiten sowie Molekulargewicht und Summenformeiln
angefihrt. Des Weiteren wurden (falls detektierbar) Fluoreszenzléschungen unter UV-Licht

(254nm und 366nm) und Farbreaktionen nach Besprihen mit Anisaldehyd angefihrt.
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C1 Curcumin

(1E,6E)-1,7-Bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione

MeO _ N OMe

HO OH

Nachgewiesen in den Rhizomen von:

ZIN 060001
ZIN 060004
ZIN 070007
C. longa Naschmarkt
ZIN 060011
ZIN 060016
ZIN 060005

mAU

250 300 350 400 450 500 nm

CAS Nummer: 458-37-7 UV-VIS A (MeOH/H20)
Schmelzpunkt: 183°C
Molekulargewicht: 368,38g/mol

Summenformel : Co1H505

Maximum 1: 250 nm

Maximum 2: 424 nm

Retentionszeit: 16,3 min
Farbreaktion Anisaldehyd: gelb-braun
Farbreaktion UV3g6nm: hellblau

Farbreaktion UV2s4nm: gelb-gran
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C2 Dihydrocurcumin

(4Z,6E)-5-Hydroxy-1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-4,6-heptadien-3-one

@) OH
MeO NS OMe

HO OH

Nachgewiesen in den Rhizomen von:

ZIN 060001
mAU
ZIN 060004
ZIN 070007
C. longa Naschmarkt
ZIN 060011
ZIN 060016
ZIN 10001
200 300 400 500 nm
CAS Nummer: 76474-56-1 UV-VIS A (MeOH/H20)
Schmelzpunkt:
. Max.1: 220 nm

Molekulargewicht: 370,41g/mol

Max.2: 286 nm
Summenformel: C1H2206

Max. 3: 368 nm

Retentionszeit: 15,91
Farbreaktion Anisaldehyd: gelb-orange
Farbreaktion UVsgenm: gelb-weildlich

Farbreaktion UV2s4nm: grunlich
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C3 Bisdemethoxycurcumin

(1E,6E)-1,7-Bis(4-hydroxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione

HO

Isoliert aus dem Rhizom von
ZIN 10001

CAS Nummer: 24939-16-0
Schmelzpunkt: 222°C
Molekulargewicht: 308,34 g/mol
Summenformel: C19H1604
Retentionszeit: 16,3 min
Farbreaktion Anisaldehyd: orange
Farbreaktion UV3genm: weilllich

Farbreaktion UV2s4nm: dunkelgrin

O

OH

N

mAU

OH

300 400

UV-VIS A (MeOH/H20 nm)

Maximum 1: 248 nm

Maximum 2: 422 nm
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ST1 ar-Turmeron

(R)-2-Methyl-6-(4-methylphenyl)-2-heptene-4-one

O

Nachgewiesen in den Rhizomen von:

ZIN 060001
ZIN 060004
ZIN 070007
C. longa Naschmarkt

CAS Nummer: 38142-58-4
Siedepunkt: 159°C
Molekulargewicht: 202,30 g/mol
Summenformel: C14H1s0
Retentionszeit: 18,5 min
Farbreaktion Anisaldehyd: n.d.
Farbreaktion UV3genm: n.d.

Farbreaktion UV254,m: n.d.

mAU
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240 260 280

UV-VIS A (MeOH/H20 nm)

Maximum 1: 220 nm

Maximum 2: 240 nm

300

320



ST3 Curcumendiol

(5S,5aS,8S,8aS)-1,5,8-trimethyl-4,5a,6,7,8a,9-hexahydroazuleno[6,7-b]furan-5,8-diol

Isoliert aus dem Rhizom von
ZIN 060006

CAS Nummer: k.A.
Schmelzpunkt: k.A.
Molekulargewicht: 250,34 g/mol
Summenformel: C45H2203
Rententionszeit: 15,5 min
Farbreaktion Anisaldehyd: violett
Farbreaktion UV3eenm: dunkelblau

Farbreaktion UV2s54nm: dunkelblau

mAU

220 240 260 280 300 320 nm

UV-VIS A (MeOH/H20 nm)

Maximum 1: 222nm
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Tab. 10: UV-Spektren der nicht identifizierten Verbindungen

Substanz | Rt [min] | Individuen UV-VIS A UV-Spektrum
(MeOH/H20 nm)
mAU
ZIN 060001
ZIN 060006
DT1 19,44 Max. 1: 234 nm
ZIN 070007
C. longa NM
200 250 300 350 nm
mAU
ZIN 060011 Max. 1: 214 nm
ST2 15,51
ZIN 060016 Max. 2: 250 nm
200 250 300 350 400 nm
mAU
ZIN 060011
X1 19,15 Max. 1:214 nm
ZIN 060016

200 250 300 350 nm
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Tab. 10: UV-Spektren der nicht identifizierten Verbindungen

Substanz | Rt [min] | Individuen UV-VIS A UV-Spektrum
(MeOH/H20 nm)
mAU
ZIN 060002 | Max. 1: 202 nm
X2 20,17
ZIN 060005 | Max. 2: 224 nm
200 250 300 350 nm
mAU
ZIN 060002 | Max. 1: 204 nm
X3 21,33
ZIN 060005 Max.2 : 226 nm
200 250 300 350 nm
X4 17,39 | ZIN 060006 | Max. 1:218 nm

200 220 240 260 280 nm
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Tab. 10: UV-Spektren der nicht identifizierten Verbindungen

Substanz | Rt [min] | Individuen UV-VIS A UV-Spektrum
(MeOH/H20 nm)
mAU
Max. 1: 212 nm
X5 17,95 | ZIN 060016
Max. 2: 242 nm

200

250 300 350

nm
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7.5. Zusammenfassung

Im Zuge dieser Diplomarbeit wurde der unpolare Anteil der Stoffausstattung der
Rhizome zehn verschiedener Individuen aus der Gattung Curcuma mit
chromatographischen Methoden analysiert. Der Vergleich der HPLC-Chromatogramme der
aus den Extrakten gewonnenen CHCI;-Phasen erlaubte die Einteilung in vier Gruppen.
Zwei Individuen, die aufgrund fehlender Infloreszenzen nicht bestimmt wurden, konnten
durch die vergleichende Analyse somit der Art C. Jlonga zugeordnet werden. Die
Hauptinhaltsstoffe der CHCI3-Phasen waren Curcuminoide und Sesqui — bzw. Diterpenoide.
Die Strukturen von weiteren 4 Inhaltsstoffen konnten nicht naher bestimmt werden. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Reinstoffe aus den Rhizomen der Herkinfte ZIN
010001 und ZIN 060006 isoliert und ihre Struktur bestimmt: Bisdemethoxycurcumin (C3)
und das bisher unbekannte Sesquiterpen Curcumendiol (5S,5aS,8S,8aS)-1,5,8-trimethyl-
4,5a,6,7,8a,9-hexahydroazuleno[6,7-b]furan-5,8-diol (ST3). Die Substanzen Curcumin (C1),
Dihydrocurcumin (C2) und ar-Turmeron (ST1) wurden durch Co-chromatographie mit

bekannten Testsubstanzen und den Vergleich von UV-Spektren identifiziert.

Parallel dazu wurde ein Bioassay mit einer Herkunft von C. longa durchgefihrt. Hierzu
wurden Rhizomstlicke mit Sporen von C. sphaerospermum infiziert und in einer feuchten
Kammer unter Lichtausschluss insgesamt 39 Tage gelagert. Nach den Tagen 4, 7, 11, 17,
24, und 39 wurden Proben der infizierten Rhizomstlicke entnommen, mit Methanol
extrahiert, und die aus dem Extrakt gewonnenen Petroletherphasen dber HPLC analysiert.
Die HPLC-Profile zeigten Konzentrationsanderungen der unpolaren Verbindungen ar-
Turmeron und des unbekannten Diterpens DT1, was als eine Reaktion auf die Infektion
interpretiert werden konnte. Anschlie®end wurde eine Bioautographie auf DC-Platten
durchgefuhrt, um eine allfallige Korrelation zwischen dieser Konzentrationséanderung und
dem Ausmall der antifungalen Aktivitdt in einem Bioassay nachzuweisen. Alle
Petroletherphasen, die wahrend des 39-tagigen Versuchsverlaufes gewonnen wurden,
zeigten auf der DC-Platte antifungale Wirkung gegen den Pilz C. sphaerospermum. Die
Grole der bei diesem Infektionsversuch entstandenen Hemmhdfe scheint jedoch nur von
der aufgetragenen Menge der Petroletherphasen abzuhangen, nicht aber von der
Zusammensetzung dieser Phasen und den damit in Zusammenhang stehenden
Konzentrationsanderungen von ar-Turmeron oder dem Diterpen DT1 im Laufe des

Infektionsversuchs.
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7.6. Abstract

In course of this diploma thesis, rhizomes of ten individuals belonging to the genus
Curcuma were analysed for their composition of apolar compounds. Comparative HPLC-
chromatography of the CHCI;-phase from methanolic rhizome extracts allowed for a
classification into four groups. Two individuals, which could not be determined due to
missing inflorescences, were identified as C. longa by this method. HPLC analysis showed
that the main compounds in the CHCIs;-phases of these individuals were curcuminoids,
sesqui- and diterpenoids. The structures of 4 further compounds could not be determined.
However, within the framework of this study, two compounds were isolated from the
rhizomes of the individuals ZIN 010001 and ZIN 060006. They were identified as
bisdemethoxycurcumin (C3) and the novel sesquiterpene curcumendiol (5S,5aS,8S,8aS)-
1,5,8-trimethyl-4,5a,6,7,8a,9-hexahydroazuleno[6,7-b]furan-5,8-diol (ST3), respectively. The
structures of curcumin (C1), dihydrocurcumin (C2) und ar-turmerone (ST1) were confirmed
by co-chromatography (HPLC, TLC) and by comparison of their UV-spectra with authentic

samples.

In order to detect the bioactive potential of the apolar substances ar-turmerone (ST1)
and the diterpenoid DT1, bioautographical tests with petroleum ether phases obtained from
a rhizome extract of one collection of C. longa were carried out. Rhizomes were cut into
pieces, infected with spores of C. sphaerospermum and stored in a dark and humid
environment for 39 days. After days 4, 7, 11, 17, 24 and 39, samples were taken and
extracted with methanol. The petroleum ether phases separated from these extracts were
then analysed by HPLC. The HPLC profiles showed changes in the concentrations of the
apolar terpenoids ar-turmerone and the diterpene DT1 of yet unknown structure. These
changes could be interpreted as a reaction towards the infection with C. sphaerospermum.
A bioassay on TLC-plates was carried out in order to investigate a possible correlation
between changes of concentrations and bioactivity. All of the petroleum ether phases from
extracted rhizomes sampled during the infection experiment showed antifungal activity
against C. sphaerospermum. However, no context was obvious between different
concentrations of ar-turmerone (ST1) and DT1 in the petroleum ether phases and the
inhibition of the fungal growth. The size of inhibition zones appearing on the TLC-plates

seemed to be related rather to the quantity of the applied petroleum ether phases.
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