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Abkirzungsverzeichnis

ACCN ... Acetonitril

Aquadest. .................l Aqua destillata, destilliertes Wasser
DMSO ..., Dimethylsulfoxid

EW . Einwaage

FL o Peakflache

HPLC ... High Performance Liquid Chromatography

= Hochleistungsflissigchromatographie

LLE .o Liquid-Liquid-Extraction, Fllssig-Flussig-Extraktion
LPS Lipopolysaccharid

MeOH ... Methanol

NL oo Nachlauf

NSAID ..., Non Steroidal Anti Inflammatory Drug

OBP .o, Olive Oil Biophenol

OLC . Oleocanthal

RP Reversed Phase, Umkehrphase

VL Vorlauf

EVOO ..., Extra Natives Olivenél (Extra Virgin Olive Oil)
35-DMP ... 3,5-Dimethylpyrazol (verwendet als interner Standard

zur Quantifizierung von Oleocanthal)



1. Einleitung

Seit mehreren tausend Jahren ist Olivendl ein wichtiger Bestandteil der
mediterranen Kiche. Belegt ist die Verwendung von Olivendl bereits in
Werken von Homer, der seine Verwendung bei der Diat der Athleten
erwahnt.

Das ,Native Olivendl* wird durch ausschlie3lich mechanische Verfahren aus
der ganzen Frucht (Olive) von Olea europea L. [1] gewonnen. Damit das
Produkt den Zusatz ,Extra“ tragen darf, muss, laut EU-Verordnung, der
Gehalt an freien Fettsauren, berechnet als Olsaure, bei hochstens 0,89 je
100g liegen [2]. Kaltgepresste Ole, die diesen Grenzwert nicht einhalten,
durfen nur unter den Namen ,Natives Olivendl” bzw. ,Lampantdl® verkauft
werden.

Niedrigere Qualitatsstufen von Olivendl sind ,Raffiniertes Olivendl®, ,,Olivendl
— bestehend aus raffiniertem Olivenol und nativem Olivenol®, ,Rohes
Oliventresterdl®, ,Raffiniertes Oliventresterdl” oder ,Oliventresterdl [2]. Diese
minderen Qualitatsstufen sind nicht ausschlief3lich durch mechanische
Extraktionsverfahren gewonnen, sondern raffiniert oder unter Einsatz von
Losungsmitteln hergestellt.

Dem Endverbraucher durfen nur die Guteklassen ,Natives Olivendl extra®,
,Natives Olivendl“, ,Olivendl — bestehend aus raffinierten Olivendlen und
nativen Olivendlen“ und ,Oliventresterdl“ verkauft werden.

Mit den gro3ten Anbaulandern Spanien, Italien und Griechenland, deckt die
EU nicht nur 80% des Weltbedarfs an Olivenél, sondern hat mit rund 70%
Anteil am Weltkonsum auch die grof3te Menge an Verbrauchern [3].

Als essentieller Bestandteil der mediterranen Kiiche wird in den
Mittelmeerlandern mit 10-20 Litern pro Person im Jahr das meiste Olivendl

verwendet.

Wissenschatftlich sind deshalb auch potentielle, gesundheitsférdernde
Wirkungen seit langerer Zeit von Interesse.
Neben der giinstigen Fettsaurezusammensetzung (55-83% Olsaure, 3,5-

21% Linolsaure, 7,5-20% Palmitinsaure, 0,3-3,5% Palmitoleinsaure, 0,5-



5,0% Stearinsaure) [4] enthélt Olivendl Tocopherole, Karotinoide und diverse
Phenole und Phenolcarbonséauren. Zuséatzlich zu bekannten Substanzen wie
Vanillinséure, Kaffeesaure, Gallussdure und Elenolsaure fand man bei einer
Charakterisierung der hydrolisierbaren Phenole vier bisher unbekannte
Komponenten [5]. Bei der spektroskopischen Charakterisierung der
Substanzen mittels H'-NMR- und C**-NMR-, IR- und UV-Spektroskopie
konnte ihre Struktur als Elenolsaurederivate vollstandig aufgeklart werden
[6].

Von besonderem wissenschatftlichen Interesse ist jene Substanz, die spéter
den Namen Oleocanthal (= 2-(4-Hydroxyphenyl)ethyl (3S,4E)-4-formyl-3-(2-
oxoethyl)hex-4-enoat bzw. (3S,4E)-4-Formyl-3-(2-oxoethyl)-4-hexenoic acid
2-(4-hydroxyphenyl)ethylester) erhielt (Oleo-Ol, canth-Stich, al-Aldehyd) [5]
und fur den kratzenden Geschmack mancher Olivenéle verantwortlich
gemacht wird. Dieses kratzende Gefuhl im Rachen wurde von Verkostern
ahnlich wie nach der Einnahme von Ibuprofen empfunden [7]. Andere
Bezeichungen fur Oleocanthal sind z.B. HPEA-EDA (HydroxyPhenyl-
EthylAlkohol-ElenolsaureDiAldehyd) [8] oder Deacetoxy-Ligstroside-Aglycon.
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Abb.1: Strukturformel von (-)-Oleocanthal

Eine Versuchsreihe sollte den Reiz, der von Oleocanthal ausgeldst wird,
genauer lokalisieren. Dabei wurde festgestellt, dass Oleocanthal nur in der
Oropharyngalregion ein kratzendes Empfinden auslost, wahrend die meisten
anderen irritierenden Stoffe die nociceptiven Neuronen in der gesamten
Mundhohle anregen [9][10].

Oleocanthal bindet nicht nur an denselben Rezeptor wie lIbuprofen, sondern
wirkt, trotz der deutlichen, strukturellen Unterschiede, ebenfalls inhibierend
auf COX-1 und COX-2, jedoch nicht auf Lipoxygenase. Deshalb wurde die



Substanz auch mit den positiven Wirkungen einer ,mediterranen Diat®, mit
niedrigen Raten an Herz-, bestimmten Krebs- und degenerativen

Erkrankungen in Verbindung gebracht [11][12].

Fur weitere pharmakologische Testungen wurde eine ,12-Schritte de-novo-
Synthese® [13] entwickelt, um die erforderlichen Mengen an Testsubstanz
bereitstellen zu kdnnen.

Eine verbesserte Synthesemethode, mit D-(-)-Lyxose anstatt D-(-)-Ribose
als Ausgangsprodukt, einer Reduktion auf 10 Schritte und doppelter
Ausbeute (von 7% auf 14%) wurde entwickelt [14].

Infolge wurde Oleocanthal auf verschiedene pharmakologische Wirkungen

getestet.

Durch Oleocanthal und strukturell &hnliche Derivate wird die INOS-
Proteinexpression in LPS-stimulierten Chondrozyten gesenkt, was zu einer
geringeren NO-Produktion fuhrt. Eine Uberschiel3ende NO-Produktion wird
mit degenerativen Knorpelerkrankungen in Verbindung gebracht. Daher
deuteten die Resultate dieser Studie auf knorpelschonende Wirkungen von
OLC [11].

Weiter konnte gezeigt werden, dass Oleocanthal die Fibrillisation von
Amyloid-B-Peptid und 1-Protein hemmte, die als Hauptursachen fur die
Alzheimer-Erkrankung interpretiert werden. Fir die Wirkung verantwortlich
schien die Bindung der beiden Aldehydgruppen des OLC an Lysin. Dadurch
verblieb T-Protein in seiner urspringlichen, ungefalteten Form, in der es in
seiner Funktion durch Oleocanthal nicht beeintrachtigt wurde. Im Ubrigen ist
dies eine Wirkung, die Oleocanthal nicht mit Ibuprofen und anderen NSAIDs
teilt [12] [15].

Tests zur Stabilitat von Oleocanthal im Ol zeigten, dass es nach 10 Monaten
Lagerung zu einem Riickgang der OLC-Konzentration um 15% gekommen
war. Ein Ol wurde sowohl Licht als auch Sauerstoff fir 10 Monate
ausgesetzt. Obwohl es unter diesen Lagerungsbedingungen zu einer
Abnahme von bis zu 37% des Oleocanthalgehaltes kam, zeigten sensorische
Tests die immer noch vorhandene biologische Aktivitat an. Es wurde auch
gezeigt, dass unter Licht- und Sauerstoffschutz die Abnahme des



Oleocanthalgehaltes deutlich niedriger war [16].

Eine Untersuchung zur Hitzestabilitat stellte fest, dass es nach 90 Minuten
Erhitzen bei 240°C zwar nur zu einer geringen Abnahme des
Oleocanthalgehaltes, allerdings zu einer deutlichen Abnahme der
biologischen Aktivitat kam. Deshalb wurde vermutet, dass auch die
gesundheitsfordernde Wirkung des Olivendls mit ibermafigem Erhitzen
nachlasst [17].

Oloecanthal liegt in Extra Nativem Olivendl mit einer Konzentration von bis

zu knapp 200ug/g vor, wie z.B. in der italienischen Sorte Falconero [18].

Als problematisch erweist sich bei Experimenten mit Oleocanthal die
Oxidationsanfalligkeit der Substanz, weshalb sie nur sehr bedingt lagerfahig
und nicht im Handel erhaltlich ist. Daher besteht neben der aufwendigen
Synthese mit geringer Ausbeute [14] nur die Mdglichkeit, Oleocanthal direkt

aus Extra Nativem Olivendl zu extrahieren.

Aus diesem Grund beschaftigte sich die vorliegende Diplomarbeit damit, eine
geeignete Methode zu etablieren, um maoglichst effektiv, ausreichende

Mengen Oleocanthal aus Olivendl zu gewinnen.
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2. Material und Methoden
2.1. Ole

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ausschliel3lich Extra Natives

Olivendl verschiedener Hersteller verwendet.

Markenname Herkunft
Sitia, Kreta D.O.P. Griechenland
Laudemio, Toskana Italien

Caelo, Oleum Olivae Spanien

Extra Vergine

Kloster Toplou, Bio- Griechenland
Olivendl
Punta Legnu d’Oro, Italien
Folelli
Nicolas Alziari, Nizza Frankreich

Tab.1: verwendete Olivendle, Herkunft

Abb.2: verwendete Olivenéle in handelsublicher Verpackung und zum

Farbvergleich in Erlenmeyerkolben
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2.2. Analytische HPLC
Pumpe: Shimadzu LC-20AD
Kontroller: CBM-20A
Detektor: Shimadzu SPD-M20A Diode Array Detektor

Saule: Phenomenex Luna C18 (2) 250mm x 4,6mm 5um, (Phenomenex,

Aschaffenburg, Deutschland)

Mobile Phase: Aqua dest./Acetonitril (3+1, isokratisch)
Durchflussrate: 1ml/min

Injektionsvolumen: 20pl

Temperatur: 25°C

Detektion: 278nm

Abb.3: analytische HPLC
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2.3. Semipréaparative HPLC
Pumpe: Shimadzu LC-20AD
Kontroller: CBM-20A
Detektor: Shimadzu SPD-M20A Diode Array Detektor

Saule: LiChroCART® 250-10 PUROSPHER ® STAR RP-18e 5um (Merck
Millipore, Darmstadt, Deutschland)

Mobile Phase: Aqua dest./Acetonitril (3+1, isokratisch)
Durchflussrate: 5ml/min
Injektionsvolumen: 200ul-1500ul

Detektion: 278nm

Abb.4: praparative HPLC

2.4.LC-MS

Die LC/MS Analysen wurden auf einem UltiMate 3000 RSLC-Series System
(Firma Dionex), gekoppelt an ein, mit einer orthogonalen ESI-Quelle (HCT,
Bruker Daltonics) ausgestattetem 3D-Quadrupol-lonenfallen

Massenspektrometer durchgefihrt.
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Angaben zur HPLC

Gerat: Dionex UltiMate 3000 RSLC-Series System

stationére Phase: Acclaim® 120 Cyg, 2,1 mm x 150 mm x 3 pm (Dionex,
Germering, Deutschland)

mobile Phase: Eluent A: 1 %ige wassrige Ameisenséaure

Eluent B: Acetonitril

Gradient: 10 % B (0 min), 10 % B (2 min) und 23 % B (15 min)
Temperatur: 25°C

Flussrate: 0,5 ml/min

UV-Detektion: 190-400 nm

Angaben zum Massenspektrometer

Gerat: Bruker Daltonics ESI-IT-MS
lonisation: Elektrospray
Kapillarenspannung: +3-7kV

Vernebler: 26 psi (N2)
Trocknungsgasfluss: 9 I/min (Ny)

Trocknungstemperatur. 340 °C

Kollisionsgas: Helium
Modus: DDA-Modus
Messbereich MS: m/z 80-1000

Messbereich MS(™234:  mj/z 40-1000
Anzahl Spektren/Scan:  durchschnittlich 3 Spektren
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2.5. NMR-Spektroskopie

Die NMR-Messungen wurden auf einem Bruker Avance DRX 600 NMR-
Spektrometer mit einem 5 mm QNP Probenkopf (*H, *C, *°F, *P) mit z-

Gradientenspule und automatischer Tuning- und Matching-Einheit

durchgefuhrt.

Messfrequenz: 600,13 MHz fiir 'H-NMR bzw. 150,92 MHz firr *C-NMR
Messtemperatur: 298 K

Losungsmittel: MeOH-d,4

Es wurden 1D- (*H-NMR, *C-NMR) und gradient enhanced 2D-Experimente
(COSY, NOESY, HMBC, HSQC) durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse
3.1. Methodenoptimierung zur Isolierung von Oleocanthal

In der Literatur wurden mehrere Extraktionsmethoden [15][18] beschrieben,
die sich sowohl in der Wahl der Losungsmittel, als auch in den verwendeten
Mengen unterschieden. Daher war es notwendig, die beschriebenen
Methoden auf ihre Effizienz, OLC anzureichern, zu erproben und

anschlieRend zu optimieren.

3.1.1. Optimierung der Extraktionsmethode
Zu Beginn der Arbeit standen zwei Extraktionsmethoden zur Wahl:
1. Methode A [18]

45 ml Extra Natives Oliven6l mit 3x 8ml Methanol ausschiitteln,
abzentrifugieren und die Methanolphase eindampfen. Den Rickstand
in Iml Methanol/Wasser (1:1) aufnehmen und durch Verteilung mit
3ml Hexan Olreste entfernen.

2. Methode B [17]

1g Extra Natives Olivendl mit 2ml Hexan mischen, mit 5ml Acetonitril
ausschatteln und zentrifugieren. Die Acetonitrilphase eindampfen und
den Ruckstand in 1ml Methanol/Wasser (1:1) aufnehmen und mit 5ml

Hexan Olreste durch Ausschitteln entfernen.

Beide Methoden wurden auf eine Olivenélmenge von 45ml berechnet, um die

Ergebnisse vergleichen zu kénnen.
Daraus resultierten folgende Vorgangsweisen:
Methode A:

45ml EVOO wurden 3x mit je 8ml MeOH 1min geschlittelt und anschlie3end
5min am Ultraschallbad behandelt.

Nach jedem Extraktionsdurchgang wurde die MeOH — Phase im
Scheidetrichter abgetrennt.

Die vereinigten MeOH — Phasen wurden bei 3500 U/min fur 10min
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zentrifugiert, die MeOH — Phase entnommen und am Rotavapor bei 39°C
und 200mbar zur Trockenen gebracht. Es resultierte ein 6liger Ruckstand,
der mit 1ml MeOH/Wasser (1:1) 1min geschdttelt und anschlie3end 5min am
Ultraschallbad behandelt wurde.

Diese Mischung wurde nochmals mit 5ml Hexan 1min geschuttelt, in
Eppendorffgefal3e tbergefuhrt, bei 13.000 U/min fir 10min zentrifugiert und

die MeOH/Wasser — Phase fur die Analyse entnommen.
Methode B:

45ml EVOO wurden mit 45ml Hexan 1min geschiittelt. Die Mischung wurde
mit 225ml Acetonitril 1min geschittelt und anschlie3end 5min im
Ultraschallbad behandelt.

Das Gemisch wurde bei 3500 U/min fir 10min zentrifugiert, die Acetonitril —
Phase enthommen und am Rotavapor bei 39°C und 200mbar zur Trockenen
gebracht. Es resultierte ein dliger Ruckstand, der mit 1ml MeOH/Wasser
(1:1) 1min geschittelt und anschlielBend 5min am Ultraschallbad behandelt
wurde.

Diese Mischung wurde nochmals mit 5ml Hexan 1min geschuttelt, in
EppendorffgefaRe Uberfihrt, bei 13.000 U/min fir 10min zentrifugiert und die

MeOH/Wasser — Phase fur die Analyse entnommen.

Phasenverteilung:

Olivendl ist mit Hexan homogen mischbar. Dagegen ergeben Olivendl und
Methanol bzw. Acetonitril ein 2-Phasensystem, das sich langsam trennt,
wobei das Olivendl die Unterphase bildet. Die Oberphase enthélt die in
Methanol bzw. Acetonitril gelésten Phenole.

Das zweiphasige Gemisch, das sich beim Ausschiitteln von Olivenél/Hexan
(2:1) und Methanol bzw. Acetonitril ergibt, trennt sich dagegen sehr rasch,
wobei die Olivendl/Hexan (1:1)-Mischung die Unterphase und Methanol bzw.
Acetonitril die Oberphase bildet.

Methanol/Wasser (1:1) und Olivendl/Hexan (1:1) ergeben ein 2-

Phasensystem, das sich ebenfalls schnell trennt, wobei die Methanol/Wasser

17



- Phase die Unterphase und die Olivendl/Hexan — Mischung die Oberphase
bildet.

Flassigkeit Relative Dichte
Olivendl 0,91 g/cm®
Hexan 0,66 glcm®
Methanol 0,79 g/cm®
Acetonitril 0,78 glcm®
Wasser 1,00 g/cm?®

Tab.2: Relative Dichte der verwendeten Flussigkeiten

Die Versuche zeigten, dass Methode B eine deutlich bessere Ausbeute an

Phenolen brachte als Methode A.

100] 100

75] L 75]

50] 50]

i WMM L\w ) LV
0l . M ey m oL/ . | . .
0 10 20 30 40 i 10 20 30 40 mn

Abb.5: Analysen der Extrakte von Methode A (links) und Methode B (rechts);
stationére Phase: Phenomenex Luna C18 (2) 250mm x 4,6mm 5um; mobile
Phase: Acetonitril/Wasser (1+3)
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Variationen der beiden Methoden

Da mit Methode B eine wesentlich bessere Ausbeute erhalten wurde, aber
auch ein sehr viel gréf3erer Losungsmitteleinsatz notwendig war, sollte
Uberpruft werden, ob Acetonitril durch das preisgiinstigere und weniger

toxische Methanol ersetzt werden kdnnte.
Die Ausbeute wurde anhand der Peakflachen der Phenolpeaks verglichen.

Es zeigte sich, dass mit Methanol ein ahnlich gutes Ergebnis wie mit
Acetonitril erzielt werden konnte, weshalb aufgrund der geringeren Toxizitéat
und Kosten in weiterer Folge ausschliel3lich Methanol als Losungs- und

Extraktionsmittel eingesetzt wurde.

Weiters wurden die 45ml Olivenél nicht einmal mit 225ml Methanol
ausgeschuttelt, sondern dreimal mit je 75ml. Durch die mehrmalige
Gewichtseinstellung bei der Verteilung von Oleocanthal zwischen den beiden

Phasen sollte eine gréRere Ausbeute erzielt werden.

Bei der Analyse mittels HPLC stellte sich jedoch heraus, dass lediglich in den
ersten beiden Extraktionszyklen eine relevante Menge an Oleocanthal
extrahiert wurde, weshalb in der Folge nur noch zweimal mit Methanol

ausgeschuttelt wurde.
Mit der optimierten Methode erfolgte die Aufreinigung des Olivendéls wie folgt:

45ml EVOO wurden mit 45ml Hexan 1min geschittelt. Die Mischung wurde
mit 75ml Methanol 1min geschittelt und anschlie3end 5min am
Ultraschallbad behandelt.

Die MeOH - Phase wurde im Scheidetrichter abgetrennt.

Um verbliebene Olreste abzutrennen, wurde die MeOH-Phase bei 3500
U/min far 10min zentrifugiert und die MeOH-Phase entnommen. Die
Olivendl/Hexan-Phase wurde wiederum mit 75ml MeOH versetzt und der
beschriebene Vorgang wiederholt. Die vereinigten MeOH-Phasen wurden am

Rotavapor bei 39°C und 200mbar zur Trockenen gebracht. Es resultierte ein

19



oliger Ruckstand, der mit Iml MeOH/Wasser (1:1) 1min geschuttelt und
anschlieRend 5min am Ultraschallbad behandelt wurde.

Diese Mischung wurde nochmals mit 5ml Hexan 1min geschuttelt, in
EppendorffgefalRe tberfihrt, bei 13.000 U/min fir 10min zentrifugiert und die

MeOH/Wasser — Phase fur die Analyse entnommen.

Zur Bereitung von Extrakten fur die Auftrennung mittels préaparativer HPLC
wurden jeweils 500ml Olivendl eingesetzt. Die verwendeten Losungsmittel
wurden aliquot aufgerechnet. Nur das Volumen an Methanol/Wasser (1:1) —
Mischung zur Aufnahme des 6ligen Riickstandes wurde niedrig gehalten, um
eine maglichst konzentrierte Injektionslésung zu erhalten. Auch die Menge
zugefuigten Hexans, um Olreste aus dem Extrakt zu entfernen, zeigte sich als

ausreichend und wurde nicht erhoht.

500mI EVOO wurden mit 500ml Hexan 1min geschuttelt. Die Mischung
wurde mit 850ml Methanol 1min geschuttelt und anschlieRend 5min am
Ultraschallbad behandelt.

Die MeOH - Phase wurde im Scheidetrichter abgetrennt.

Um Olreste abzutrennen, wurde die MeOH-Phase bei 3500 U/min fur 10min
zentrifugiert und die MeOH-Phase entnommen. Die Olivendl/Hexan-Phase
wurde wiederum mit 850ml MeOH versetzt und der beschriebene Vorgang
wiederholt. Die vereinigten MeOH-Phasen wurden am Rotavapor bei 39°C
und 200mBar zur Trockenen gebracht. Es resultierte ein dliger Riickstand,
der mit 3ml MeOH/Wasser (1:1) 1min geschdttelt und anschlieRend 5min am

Ultraschallbad behandelt wurde.

Diese Mischung wurde nochmals mit 5ml Hexan 1min geschuttelt, in
EppendorffgefaRe Uberfihrt, bei 13.000 U/min fir 10min zentrifugiert und die
MeOH/Wasser-Phase fur die Analyse entnommen.
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3.1.2. Optimierung der analytischen HPLC-Methode

Die analytischen HPLC — Laufe wurden an einer RP-Phase (Phenomenex
Luna C18) durchgefihrt.

Dabei wurden 2 Methoden verwendet:

Fur genaue Analysen des Biophenolprofils der Olivendle wurde ein
langsamerer Anstieg des Elutionsgradienten angewandt [17]. Die zweite

Methode diente ausschliel3lich der Analyse von aufgereingtem Oleocanthal.

Durchflussrate: 1ml/min

Minuten Mobile Phase

0-35 Acetonitril + Wasser (25 + 75)
35-36 auf Acetonitril + Wasser (80 + 20)
36 - 45 Acetonitril + Wasser (80 + 20)
45 - 46 auf Acetonitril + Wasser (25 + 75)
46 - 55 Acetonitril + Wasser (25 + 75)

Tab.3: Elutionsgradient der Methode A

Methode B wurde entwickelt, um bei Analysen von Fraktionen, bei denen
ausschlief3lich Oleocanthalmengen abgeschatzt werden sollten, Zeit und

FlielBmittel zu sparen.

Durchflussrate: 1ml/min

Minuten Mobile Phase

0-24 Acetonitril + Wasser (25 + 75)
24 - 25 auf Acetonitril + Wasser (90 + 10)
25-34 Acetonitril + Wasser (90 + 10)
34-35 auf Acetonitril + Wasser (25 + 75)
35-39 Acetonitril + Wasser (25 + 75)

Tab.4: Elutionsgradient der Methode
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3.1.3. Umsetzung auf die semipréparative HPLC

Semipraparative Laufe zur Anreicherung von Oleocanthal wurden auf einer
LiChro CART® 250-10, Purospher® STAR, RP — 18e, 5um durchgefihrt.

Es wurde Methode B tibernommen, wobei der Fluss mit 5 ml/min an den

groReren Saulendurchmesser angepasst wurde.

Berechnung ,Scale-up®
Faktor = (Radius semipraparative Saule)z/(Radius analytische Seiule)2

52/2.32=4,725 ~5 ml/min

Die Umsetzung dieser Methode auf die semi-praparative Saule zeigte
hervorragende Ergebnisse bei anndhernd gleichen Retentionszeiten der
Oleocanthalpeaks.

Minuten Mobile Phase

0-24 Acetonitril + Wasser (25 + 75)
24 - 25 auf Acetonitril + Wasser (90 + 10)
25-34 Acetonitril + Wasser (90 + 10)
34 -35 auf Acetonitril + Wasser (25 + 75)
35-39 Acetonitril + Wasser (25 + 75)

Tab.5: Elutionsgradient bei semipraparativer HPLC

Die Injektionsvolumina wurden schrittweise von 100ul bis auf 1500pl
gesteigert, wobei die Trennleistung erwartungsgemal mit ansteigendem

Injektionsvolumen abnahm.
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3.1.4. Umsetzung auf die praparative HPLC

Diese Methode wurde ebenfalls auf eine praparative Saule umgesetzt.
Hierbei wurde eine Hibar® 250-25, LiChrospher® 100 RP-18, 5um

verwendet.

Berechnung ,Scale-up”
Faktor = (Radius praparative Séule)Z/(RadiUS semipraparative Sé‘lule)2

1,252/0,5%=6,25 6,25 x5=31,25

Die Umsetzung von Methode B, bei einer Flussrate von 31,25 mil/min, auf
eine praparative Saule erbrachte nicht die gewilinschten Ergebnisse

bezuglich der Trennleistung, weshalb fir alle Anreicherungsschritte die semi-

praparative Saule verwendet wurde.
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3.2. Aufreinigung des Extraktes

3.2.1. Isolierung der Oleocanthal-Isomeren

Aus dem gewonnenen Extrakt aus dem Olivendl sollten beide Isomere des

Oleocanthals gemeinsam abgetrennt werden.

ﬂ?:f {1.00]
1001
751
Gesammelte
: Fraktion
50]
25
| L‘ MJ o
O- — i —
10 20 30 40  min

Abb.6: HPLC des Extraktes aus Olivendl; stationare Phase: LiChro CART®
250-10, Purospher® STAR, RP — 18e, 5um mobile Phase: Acetonitril/Wasser

(1+3)

Mittels semipraparativer HPLC wurden die beiden OLC-Peaks bei

tr 19 — 22min (siehe Abb.6) gesammelt und anschlieRend lyophilisiert.

Die Lyophilisate wurden in 200ul Methanol aufgenommen und umgehend

analysiert.

Es zeigte sich jedoch bei der Analyse (siehe Abb.7, S.24), dass aul3er den

beiden OLC-Peaks noch weitere Signale bei ca.10 Minuten Retentionszeit

sichtbar waren.
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Auffallig war dabei, dass es sich bei den Signalen bei 10 Minuten um zwei
Peaks handelte, die bereits im Extrakt detektiert worden waren und stets

paarweise auftraten wie auch Oleocanthal.

Da sie aufgrund der Retentionszeit kaum in dieser Menge aus der
Fraktionierung stammen konnten, lag die Vermutung nahe, dass es sich um

Oxidations- oder Abbauprodukte des Oleocanthals handeln kdnnte.

Eine Untersuchung mittels LC-MS ergab, dass die beiden Substanzen sich
im Molekulargewicht ([M-H]™ m/z 319) um m/z 16 von OLC ([M-H]” m/z 303)

unterschieden, was einem Sauerstoffatom entspricht.

U
[278nm,4nm (1.00)

2251
2001
1751
1501
1251

100

751

-

-254

o 1 20 3 4 50 m

Abb.7: HPLC der OLC-Fraktion nach semipraparativer HPLC
stationére Phase: Phenomenex Luna C18 (2) 250mm x 4,6mm 5um; mobile
Phase: Acetonitril/Wasser (1+3)

Offensichtlich war es durch Sauerstoff- und/oder Lichteinfluss zu einer

teilweisen Oxidation oder Umlagerung von Oleocanthal gekommen.

Trotzdem war mit dieser Methode eine rasche Anreicherung der OLC-

Isomeren mdoglich.
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Insgesamt wurde auf diese Weise aus 2 Litern Olivendl der Marke Sitia
(s.Kap. 2.1. S.10) eine Ausbeute von ca. 17mg Oleocanthal-Gemisch mit
einer Reinheit von ca. 60% gewonnen. Bei der Aufarbeitung von 1 Liter
Olivendl der Marke Laudemio (s.Kap. 2.1. S.11) betrug die Ausbeute 20,8mg
Oleocanthal-Isomeren, ebenfalls mit einer Reinheit von ca. 60%.

3.2.2. Versuche zur Trennung der Isomeren

Aus diesen angereicherten Fraktionen, die die OLC-lsomeren zu ca. 60%

enthielten, sollten Einzelsubstanzen gewonnen werden.

3.2.2.1. Trennung mittels semipraparativer HPLC

Um die beiden Komponenten rein darzustellen, wurde die hergestellte

Fraktion nach folgendem Schema aufgetrennt:

Abb.8: Trennschema der Fraktionierung der Oleocanthal-lsomeren mittels

semipaparativer HPLC
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Mit Vorlauf und Nachlauf wurden insgesamt 6 Fraktionen gesammelt. Auf
diese Weise sollten die Ubrigen Bestandteile des Extrakts abgetrennt werden

und die beiden Isomere separiert werden.

Durch die Aufteilung der 2 Peaks in 4 Fraktionen wurde eine gré3ere
Reinheit Komponenten in Fraktion 1 und 4 erwartet, da es wahrscheinlich
war, dass sich die Peaks in den Fraktionen 2 und 3 entsprechend uberlagern

kdnnten.

Die 6 Fraktionen wurden in Rundkolben gesammelt, sofort mit Stickstoff

uberlagert und lyophilisert.

Die Lyophilisate wurden am Folgetag in je 100ul Methanol gelést und

analysiert.

Abb.9: Ethanolbad (links) und Lyophilisator (rechts)
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Abb.10: Analyse der 6 Fraktionen nach semipraparativer Trennung der OLC-
Isomeren; stationare Phase: Phenomenex Luna C18 (2) 250mm x 4,6mm
5um; mobile Phase: Acetonitril/Wasser (1+3)

In allen Fraktionen wurden beide Isomere bei tr 20-22 min detektiert. Bei tg
10-12 min wurden aufRerdem wieder jene Peaks sichtbar, die bereits vor der

Fraktionierung detektiert worden waren und stets paarweise auftraten.
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3.2.2.2. Trennung ohne UV/Vis-Detektor

Die Analysen lie3en darauf schlie3en, dass sich die Isomere wiederum
ineinander umgelagert hatten. Aufgrund dieser Resultate wurde versucht,

systematisch Griinde fir die Umlagerung auszuschlief3en.

Deshalb wurde zuerst versucht, unter UV-Ausschluss zu arbeiten, was

bedeutete, dass auch keine UV/Vis-Detektion erfolgte.

Hierfr wurde vor jedem Fraktionierungslauf ein Lauf mit geringer
Einspritzmenge gemacht, um die Retentionszeit der Isomeren zu
bestimmen. Danach wurden die Fraktionen nach der Retentionszeit
gesammelt. Als Auffanggefal3e wurden entsprechende Braunglasgefalie

verwendet, welche zusatzlich mit Alufolie umwickelt waren.

Wiederum wurde das Lésungsmittel aus allen Fraktionen durch
Lyophilisation entfernt und die Fraktionen am Folgetag in je 100ul Methanol
geldst und analysiert. Parallel dazu wurde Fraktion 3 unter Stickstoff
eingeengt und 100ul sofort analysiert, wobei sich zeigte, dass nur unter
diesen Bedingungen ein einzelner OLC-Peak detektiert wurde (s.Abb.12
S.30).

Bei der Analyse der lyophilisierten Fraktionen war kaum eine Veranderung zu
den vorherigen Trennversuchen zu erkennen. Daraus wurde der Schluss
gezogen, dass die Umlagerung der Substanz nicht ausschlief3lich mit
Lichteinstrahlung oder Oxidationsprozessen, sondern auch damit

zusammenhangt, ob die Substanz zur Trockenen gebracht wurde oder nicht.

Aus diesem Grund wurde versucht, die Substanz lediglich einzuengen und

noch in Losung zu analysieren.
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Abb.11: Chromatogramm von Fraktion 3 nach Lyophilisation; stationare
Phase: Phenomenex Luna C18 (2) 250mm x 4,6mm 5um; mobile Phase:
Acetonitril/Wasser (1+3)
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Abb.12: Chromatogramm von Fraktion 3 nach dem Einengen unter
Stickstoffstrom; stationare Phase: Phenomenex Luna C18 (2) 250mm x

4,6mm 5um; mobile Phase: Acetonitril/Wasser (1+3)
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Abb.13: Chromatogramm von Fraktion 2 nach dem Einengen unter
Stickstoffstrom stationare Phase: Phenomenex Luna C18 (2) 250mm x

4,6mm 5um; mobile Phase: Acetonitril/Wasser (1+3)

Nach dem Einengen unter einem Stickstoffstrom wurde bei Fraktion 2 und 3,
sowohl bei tg 20-22 min, als auch bei tg 10-12 min nur eine einzelne
Substanz detektiert. Diese Resultate deuteten darauf hin, dass es beim

Lésen der eingedampften Fraktionen zu der Umlagerung gekommen war.

3.2.2.3. Einengen ohne Lyophilisation

Da diese Trocknungsmethode aufgrund des hohen N»-Verbrauchs fir das
Einengen fur grél3ere Mengen nicht in Frage kam, wurden die gesammelten
Fraktionen mit je 1ml DMSO unterschichtet. DMSO wird durch Lyophilisation
nur sehr langsam entfernt und ist somit nach Entfernung von Acetonitril und
Wasser noch vorhanden, um die Substanz in Lésung zu halten. Damit war es

moglich, eine entsprechende Aufkonzentrierung zu erreichen.

Die Fraktionen wurden umgehend analysiert.
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Abb.14: Chromatogramme der Fraktionen 3 und 4 in DMSO stationare
Phase: Phenomenex Luna C18 (2) 250mm x 4,6mm 5um; mobile Phase:
Acetonitril/Wasser (1+3)

Wie in den Abbildung 13 zu erkennen, lag in beiden Fraktionen nur ein
Oleocanthalpeak bei tg 20,7 vor und auch beim Abbauprodukt (tg 10,6)

zeigte sich nur ein Peak.
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Eine weitere Mdglichkeit bestand darin, die Fraktionen nicht zu lyophilisieren,
sondern durch Vakuumzentrifugation im GeneVac einzuengen. Dazu wurde
bei einem semi-praparativen HPLC-Lauf wieder ohne UV/Vis-Detektion
fraktioniert und je die Halfte der Fraktionen im GeneVac eingeengt, der Rest
unter Stickstoffstrom. Anschliel3end wurden beide Proben analysiert. Dabei
ergab sich, dass es beim Einengen im GeneVac, aufgrund der geringen
Flissigkeitsmenge, schwer war, den Abdampfvorgang rechtzeitig zu
stoppen, bevor die Substanz vollstandig zur Trockenen gebracht wurde. Das
Abblasen des Losungsmittels unter einem Stickstoffstrom konnte aufgrund
der hohen Verbrauchsmenge an Stickstoff nicht durchgefuhrt werden.
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3.3. Quantifizierung des Oleocanthalgehaltes in Olivendl
unterschiedlicher Herkunft

Als Basis fur weitere Versuche wurden hochwertige Oliventle mit hohem
Oleocanthalgehalt bendtigt. Aus diesem Grund wurden Olivendle
verschiedener Herkunft (s.Tab.1, S.11) mittels HPLC quantitativ untersucht
und der Oleocanthalgehalt bestimmt.

Extrahiert wurde nach der in Kapitel 3.1.1. (s.S.19) beschriebenen Methode
und auch die HPLC-Bedingungen von Methode B aus Kapitel 3.1.2. (s.S.21)
wurden beibehalten.

3.3.1. Kalibrierung des Systems

Zur Gehaltsbestimmung wurde 3,5-Dimethoxyphenol (Merck Schubhardt
OHG, Germany) als interner Standard verwendet, da dieses bereits zur
Quantifizierung von Biophenolen im Olivendl verwendet worden war
[15,16,17]. Aufgrund seiner Retentionszeit in der HPLC-Analyse wurde die
Analysenzeit nicht verlangert, es ist ginstig im Handel erhéltlich und zeigt
ausreichende Absorption bei der verwendeten Wellenlange von 278nm. Die

Reinheit wurde vom Hersteller mit 97% angegeben.

Es wurde eine Stammldsung des internen Standards mit einer Konzentration
von 19,64 mg/ml in Methanol hergestellt sowie eine Stammlésung von
Oleocanthal, wobei die beiden Isomere mit je 23%iger Reinheit vorlagen. Die
Konzentration dieser Losung betrug 5,46 mg/ml.

Mit den beiden vorliegenden Lésungen wurden 5 Eichldsungen mit
absteigenden Oleocanthalkonzentrationen hergestellt.
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1 2 3 4 5
3,5-DMP 50 50 50 50 50
OLC 200 100 50 25 13
MeOH 0 100 150 175 187
Gesamt 250 250 250 250 250
Tab.6: Eichlésungen in pl
1 2 3 4 5
3,5-DMP 3,81 3,81 3,81 3,81 3,81
OLC 4,37 2,18 1,09 0,55 0,27
OLC_ 1 1,01 0,50 0,25 0,13 0,06
OLC_2 1,01 0,50 0,25 0,13 0,06

Tab.7: Eichlésungen in pg/ul

Fur jede OLC-Konzentration wurden 2 Eichlésungen hergestellt und

vermessen. Aus den vorliegenden Chromatogrammen wurden

Korrekturfaktoren fir Oleocanthal berechnet und eine Eichgerade erstellt.
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Eichgerade OLC_1 R2=0,9963

EW(S)*FL(E)/FL(S)

EW(ug/ml)

Eichgerade OLC 2 Rz =0,9931

EW(S)*FL(E)/FL(S)

o
=
N
w
IN
al

EW(pg/ml)

Abb.15: Eichgeraden der OLC-Isomeren OLC_1 und OLC_2
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3.3.2. Vergleich der Ole

Zur Bestimmung des Oleocanthalgehaltes wurden von jedem Ol 2 Proben zu
je 10g aufgearbeitet, wobei je 500ul Extrakt erhalten wurden. Von jedem der
12 Extrakte wurden 2 Mal je 100ul entnommen, die einmal mit 50ul Methanol
und einmal mit 50l Stammlésung des Internen Standards (4,72 mg/ml)

versetzt wurden.
Die 24 Analysenlésungen wurden vermessen.

Es wurden die Peakflachen der beiden Oleocanthalpeaks sowie die

Peakflache des Internen Standards ermittelt.

AulRRerdem wurden die minimalen Peakflachen jener Peaks bestimmt, welche
in der Probe nach Methanolzusatz zur selben Retentionszeit wie der interne
Standard detektiert wurden. Dieser Wert wurde von der Peakflache des
internen Standards subtrahiert, um geringfligige Stérungen durch

Begleitstoffe zu korrigieren.

Der Oleocanthalgehalt wurde nach folgender Formel berechnet:

-"E"-DLC X EW|5T|:. X Fk ¥ 100

YooLe =

EWey % Ajso
AOLC vvviianaanns Peakflache Oleocanthal
EWistp .ovenennenn. Einwaage Interner Standard (0,236 mg)
FK oo, Korrekturfaktor
OLC 1 ........ 1,004
OLC 2........ 1,023
EWoL vovvieinennn. Einwaage Olivendl (2000 mg)
ASTD cvveveieinnnns Peakflache Interner Standard
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Sitia Laudemio | Aliziari | Punta Kloster Caelo

Legnu Toplou
OLC_1 10,5 10,4 3,5 9,9 7,9 2,1
OLC_2 9,1 10,2 2,5 9,5 7,2 1,4
OLC_Gesamt | 19,6 20,6 6,0 19,4 15,1 3,5

Tab.8: Oleocanthalgehalt verschiedener Olivendle in mg/l

Der OLC-Gehalt der Olivendle lag zwischen 3,5mg/l und 20,6mg/l. Zwar

konnte bei dem italienischen Olivendl Laudemio der hochste Gehalt an OLC

nachgewiesen werden, der in der Literatur angegebene Gehalt von

154,2ug/g (entspricht 140mg/l) [18] wurde aber nicht erreicht.

Bezuglich der Herkunft der Ole konnte festgestellt werden, dass die beiden

italienischen Ole (Laudemio und Punta Legnu) sowie die beiden griechischen

Ole (Sitia und Kloster Toplou) gegeniiber dem franzdsischen (Aliziari) und
dem spanischen Ol (Caelo) einen hoheren OLC-Gehalt aufwiesen.
Das Verhaltnis zwischen OLC_1 und OLC_2 lag immer bei ca. 1:1 ,aul3er

bei dem Muster von Caelo.
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Abb.16: Chromatogramme der Olivendlextrakte mit 3,5-DMP bei tg 16,8 min
als internem Standard; OLC_1 bei tg 20,6 min und OLC_2 tg 22,4 min;
stationare Phase: Phenomenex Luna C18 (2) 250mm x 4,6mm 5um; mobile
Phase: Acetonitril/Wasser (1+3)
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Das Phenolmuster ist bei allen sechs untersuchten Olen sehr dhnlich,
lediglich die Konzentration unterscheidet sich deutlich. Auch die
Retentionszeiten der jeweiligen Komponenten sind erwartungsgemals gleich.
So lassen sich bei allen sechs Olen die gleichen markanten Peaks erkennen,
jeweils paarweise auftretend, bei tg 3,8 min und tg 5,0 min, bei tg 11,2 min
und tg 12,0 min, sowie bei tg 20,6 min und tg 22,4 min.

3.4. Strukturklarung des Gemisches
3.4.1. Strukturklarung mittels LC-MS

Um die OLC-Isomeren eindeutig zuordnen zu kénnen, wurde im ersten
Schritt eine LC-MS durchgefuhrt.

?ﬂﬁj_ LD LCMS _DDAN_BA1_01_1410.4 UV Chromatogram, 190-400 nm
x‘lDﬁ—_ |

0.8 4
. beaupmdulﬂ

06 nd \, Oleocanthal

@ {

02 \ j l ;(n

0.0 IL, A Jmu’ -u“ __,ﬁJ . u__,f"k,
0 10 15 20 25 Time [min]

Abb.17: LC-MS Chromatogramm (TIC) von Olivenélextrakt; OLC-
Abbauprodukte bei tg 11,7 min und tg 12,6 min ; OLC bei tg 22,1 min und tg
24,2 min; stationare Phase: Phenomenex Luna C18 (2) 250mm x 4,6mm

5um; mobile Phase: Acetonitril/Wasser (1+3)
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Abb.18: ESI-Massenspektrum eines Oleocanthal-Isomers

Intens.
x106 1

[

-MS, 11.7-12.1min #1102-#1130

1 194.9
2.0

240.9 380
154

138.9
1.0
b 164.9

0.5

] 11110.9 | L 2558 9769
0@ : T
X109 -MS2(318.9), 11.8-12.2min #1105-#1132

[

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2 164.7
. 300.7
A

0.0

TTrrr [ rrrrrrtr T T o e T T
100 125 150 175 200 225 250 275 300 mz

Abb.19: ESI-Massenspektrum eines Oleocanthal-Abbauproduktes
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Abb.20: [M-H] Massenspektrum von Oleocanthal [17]

Die Messwerte von [M-H]" m/z 303,0 stimmen mit dem errechneten
Molekulargewicht von Oleocanthal von 304,34 g/mol Uberein. Auch der
Vergleich mit der Literatur zeigt eine Ubereinstimmung des Massenpeaks bei
[M-H] m/z 303.

Bei der MS-Analyse des Abbauproduktes zeigte sich, dass sich sowohl der
Massenpeak bei [M-H] m/z 318,9, als auch der MS? Peak bei m/z 194,9 um
das Gewicht eines Sauerstoffatoms (16 g/mol) von den entsprechenden
Peaks im Spektrum von Oleocanthal [M-H] m/z 303,0 bzw. m/z 178,9,

unterscheiden.

Daher kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei den Peaks bei tg
11,7 min und tg 12,6 min um Oxidationsprodukte der OLC-Isomeren mit einer

zusatzlichen Sauerstofffunktion handelt.
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3.4.2. Vergleich der UV-Spektren

Die UV-Spektren der Komponenten des Gemisches wurden mit den Daten

aus UV-Analysen aus der Literatur verglichen [6].

nﬂﬂi”‘“ o e ’.f'n
2251 > ; ;
1 190
200- oLC 2 [
1 ULC_1 :BD
1751 i
L70
1501 i
o :60
1254 © [
0
1 §2 150
100 5 [
140
751 :
] 30
50- [
: 120
25 \J i
_J M L K\J‘ﬂ._rj kﬂ'\-_/\q.. . Y -1 0
D:_.FLJ\M\.L- - L“—”‘”““"“H“-r——'
0 10 20 30 40 50  min

Abb.21: HPLC der OLC-Fraktion nach semipraparativer HPLC; stationare
Phase: Phenomenex Luna C18 (2) 250mm x 4,6mm 5um; mobile Phase:
Acetonitril/Wasser (1+3)
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Die in der Literatur erwdhnten UV-Daten fiir Oleocanthal beziehen sich auf

Vermessungen in Chloroform und Methanol. Da in unseren Analysen in

Acetonitril/Wasser (1+3) vermessen wurde, waren leichte Shifts zu erwarten

[6].

Lésungsmittel Amax Amin
Chloroform 242,277, 283 sh, 325 265
Methanol 225, 277, 284 sh, 330* | 208, 266

*
das Maximum bei 330nm wird als schwach und kaum ausgepréagt bezeichnet

Tab.9: UV-Daten Oleocanthal [6]

Retentionszeit Amax Amin
10,4 226, 281, 290sh 260
11,1 226, 281, 290sh 260
194 221, 276, 284sh 260
21,0 221, 276, 284sh 260

das Maximum bei ~330nm ist in den UV-Spektren nicht zu erkennen

Tab.10: UV-Daten der vier Analyten im angereicherten Gemisch

Sowohl bei den Maxima als auch bei den Minima lasst sich aber eine

Ubereinstimmung erkennen. Weiters fallt auf, dass sowohl die beiden Peaks
bei RT 10,44 und 11,10, als auch jene bei RT 19,45 und 21,08 idente Werte

bei den Minima und Maxima aufweisen.
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4.2.3. Strukturklarung mittels NMR-Spektroskopie

Die auf ca. 60% angereicherte Probe des Gemisches wurde zur
Substanzklarung mittels H-NMR und C**-NMR untersucht. In beiden Féllen
konnten gute Ubereinstimmungen mit den Angaben aus der Literatur [9]

festgestellt werden.

'H-NMR
Lit.[9] Protonen 3S/4E- 3S/4Z-
Oleocanthal | Oleocanthal

9,64 CHO- an CH, 9,64 9,64

s 1H
9,24 J=2,0Hz | CHO-an4 d1H 9,22 9,22
7,04 J=8,3Hz | Ar-H2,H6 d2H 7,04 7,04
6,74 J=8,5Hz | Ar-H3,H5 d2H 6,75 6,75
6,64 J=7,1Hz H-5 q 1H 6,64 6,62
4,19 H-1" m 2H 4,20 4,20
3,65 H-3 m1H 3,63 3,24
2,90 CHy-an C3 2,96

m 1H
2,78 J=7,0 Hz H-2" t2H 2,81 2,81
2,72* CH,-an C3 ml1H 2,75

von 3R/4E*

2,65 H-2d 2H 2,65 2,63
2,08 |J=7,1Hz H-6 d 3H 2,08 1,99

Tab.11: H-NMR-Daten von Oleocanthal

*
Dieses Signal wurde von Smith et al. [14] nicht zugeordnet und lasst darauf schlieen, dass in dieser

Untersuchung ebenfalls ein Gemisch aus dem 3S/4E und dem 3S/4Z Isomer vorgelegen hat.
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Im *H-NMR wurde eine sehr gute Korrelation mit den Daten von Smith et al.
[14] festgestellt.

Die Aldehydgruppe an Position 2 kam jeweils bei & 9,64 zur Resonanz. Die
zweite Aldehydgruppe an Position 4 kam bei 6 9,24 bzw. in unserer Analyse
bei & 9,22 zur Resonanz [14].

Ebenso gute Ubereinstimmung konnte die Protonen des Arylrestes, sowie fiir
H1‘ und H2' festgestellt werden. Bei den Protonen an C-2, C-3, C-5 und C-6
war kein Unterschied zu den Daten der Literatur feststellbar [14].

Fir Oleocanthal stimmten die die Shifts von & 2,96 und & 3,63 sehr gut mit
den publizierten Daten Uberein, wéahrend fur das 3S/4Z-Derivat die Protonen
bei 6 2,75 und ® 3,74 zu Resonanz kamen. Auch die Protonen der CHs-
Gruppe an C-6 zeigten einen grol3eren Unterschied zwischen der 3S/4E und
der 3S/4Z Konformation (Shifts von & 2,08 bei Oleocanthal bzw. & 1,99 fur
3S/4Z-1somer).

47



BC-NMR

Lit. [9] C-Atom 3S/4E-Oleocanthal 3S/4Z-Oleocanthal
1719 cC-1 171,96 172,47
36,9 C-2 36,08 37,32
27,3 c-3 27,17 29,46
143,4 cC-4 143,18 143,81
154,3 CcC-5 154,40 153,67
15,2 C-6 15,25 14,93
46,3 CH; - 46,14 46,21
65,2 c-71 65,16 65,02
34,2 cC-2 34,12 34,40
129,5 C-1Ar 129,62 129,73
130,1 C-2,C-6 Ar 130,01 130,01
1154 C-3,C-5 Ar 115,32 115,32
154,2 C-4Ar 154,36 154,36
200,4 CHOCH, 200,53 200,90
195,1 CHO -4 195,24 195,88

Tab.12: C-NMR-Daten von Oleocanthal

Auch im C**-NMR waren die Verschiebungen der C-Atome mit publizierten

Daten [14] des Arylrestes Ubereinstimmend. Die grél3te Abweichung gab es
bei C-2 und C-3, wobei die Shifts von & 36,08 und & 27,17 wieder gut mit den

publizierten Daten korrelierten.

Beim 3S/4Z-Isomer kamen diese bei 6 37,32 und 6 29,46 zur Resonanz.
Weitere geringfligige Unterschiede waren bei C-1, C-4, C-5 und C-6 zu

erkennen.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine Methode entwickelt werden,
Oleocanthal, einen phenolischen Inhaltsstoff aus Olivendl zu isolieren.
Oleocanthal l6st ein Kratzen im Rachenbereich @hnlich wie Ibuprofen aus
und hemmt ebenso wie Ibuprofen COX-1 und COX-2. Fur weitere Testungen
wurde eine entsprechende Menge an Testsubstanz benétigt, die isoliert
werden sollte.

Dazu wurde aus Extra Nativem Olivendl mit Methanol ein Extrakt hergestellt.
Mit Hexan wurden verbleibende Olreste entfernt. AnschlieRend wurde das
Extrakt mittels semipraparativer HPLC weiter aufgereinigt und einzelne
Fraktionen gesammelt und analysiert.

Da in den Fraktionen offensichtlich Abbau-und Umlagerungsprodukte
vorlagen, wurden verschiedene Versuche unternommen, um Belastungen zu
vermeiden.

Um den Extrakt vor UV-Licht zu schiuitzen, wurde ohne UV-Detektor
fraktioniert. Da trotzdem Abbau-und Umlagerungsprodukte auftraten, wurde
versucht, das Lésungsmittel so schonend wie mdglich zu entfernen und
anstatt zu lyophiliseren im Genevac oder unter Stickstoffstrom einzuengen
sowie bei der Lyophilisation mit DMSO zu unterschichten. Die besten
Ergebnisse konnten durch Einengen unter Stickstoffstrom und durch
Unterschichten mit DMSO bei der Lyophilisation erreicht werden.

Trotz aller getroffenen MalRBhahmen war es nicht méglich, Oleocanthal in
reiner Form zu erhalten. Dennoch konnte eine Strukturanalyse mittels NMR-
Spektroskopie und eine LC-MS-Analyse das Vorliegen von Oleocanthal
sowie eines Isomers bestatigen.

Um als Basis flir weitere Versuche ein geeignetes Ausgangsmaterial zu
finden, wurde der Oleocanthalgehalt 6 verschiedener Extra Nativer Olivendle
aus unterschiedlichen, mediterranen Regionen mit Hilfe des internen
Standards 3,5-DMP quantifiziert.

Obwohl mit der angewendeten Extraktionsmethode und der folgenden
semipréparativen HPLC die OLC-Isomeren zu 60% angereichert werden
konnten, war eine Reindarstellung der Einzelkomponente im Rahmen der

vorliegenden Arbeit nicht mdglich.
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5. Zusammenfassung

Es wurden Versuche zur Isolierung von Oleocanthal (= 2-(4-
Hydroxyphenyl)ethyl (3S,4E)-4-formyl-3-(2-oxoethyl)hex-4-enoat bzw.
(3S,4E)-4-Formyl-3-(2-oxoethyl)-4-hexenoic acid 2-(4-
hydroxyphenyl)ethylester) unternommen. Hierbei wurden etablierte
Methoden zur Extraktion aus der Literatur adaptiert und abgewandelt. Aus
Extra Nativem Olivendl wurde mit Methanol ein phenolreicher Extrakt
hergestellt und mittels semipraparativer HPLC fraktioniert. Es kam jedoch
auch unter UV-Abschirmung und Stickstoffliberschichtung der Fraktionen zu
einer Umlagerung und zu einem Abbau von Oleocanthal. Die Struktur von
Oleocanthal und das Vorliegen eines Isomers konnten mittels NMR-
Spektroskopie und LC-MS bestatigt werden. Mit einer optimierten HPLC-
Methode wurde der Oleocanthalgehalt 6 verschiedener Extra Nativer
Olivendle unterschiedlicher Herkunft mit Hilfe des internen Standards 3,5-

DMP quantifiziert.

Abstract

This diploma thesis, focussed on the isolation of oleocanthal (= 2-(4-
hydroxyphenyl)ethyl (3S,4E)-4-formyl-3-(2-oxoethyl)hex-4-enoat = (3S,4E)-4-
formyl-3-(2-oxoethyl)-4-hexenoic acid 2-(4-hydroxyphenyl)ethylester) from
extra virgin olive oil. For this purpose established methods were adapted and
modified. Semipreparative HPLC was performed with a methanolic extract to
obtain oleocanthal-enriched fractions. Despite UV-protection and overlay with
nitrogen a degradation of oleocanthal occured. The structure of oleocanthal
and the presence of an isomer was confirmed by NMR-spectroscopy and LC-
MS. The concentration of oleocanthal in 6 extra virgin olive oils of different

type and origin was quantified, by using the internal standard 3,5-DMP.
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7. Anhang

'H-NMR von Oleocanthal
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13C-NMR von Oleocanthal
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Fortsetzung *C-NMR
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Fortsetzung *C-NMR
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HMBC von Oleocanthal
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Fortsetzung HMBC
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Fortsetzung HMBC
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Fortsetzung HMBC

OLCO01 in edclld (HMBC), 6.2.2012

A | ppm

-112
~114
E 116

126

" Q O 130

F132

-134

T T T U

T T T T T T T T T T T T T T T
45 44 43 42 41 40 39 38 37 356 35 34 23 22 31 20 29 28 27 26 ppm

OLCOOY in edeld (HMBC), 6.2.2012

Lo

o P =15

—

75 74 73 72 71 7.0 69 68 6.7 8.6 ppm

64



Fortsetzung HMBC
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3S/4E-Konfiguration
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2-(4-hydroxyphenyl)ethyl (3S,4E)-4-formyl-3-(2-oxoethyl)hex-4-enoate

3S/4Z-Konfiguration
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2-(4-hydroxyphenyl)ethyl (4Z)-4-formyl-3-(2-oxoethyl)hex-4-enoate
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