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ZUSAMMENFASSUNG

Darwin-Finken, welche auf den Galapagos-Inseln beheimatet sind, schiitzen sich mit
den Blattern von Psidium galapageium Hook. f. gegen eingeschleppte Ektoparasiten,

wie z.B. Mosquitos oder die Larven von Philornis downsi.

Um genauere Informationen Uber die bisher wenig untersuchten Inhaltsstoffe der
Pflanze zu erhalten, wurde das dtherische Ol der Blatter sowie ein Ethanol-Extrakt als
auch ein Hexan-Extrakt der Blatter untersucht. Die Zubereitungen wurden mittels GC-
MS analysiert, um die fllichtigen Komponenten zu identifizieren. Alle Zubereitungen
enthielten hauptsichlich Sesquiterpene, vor allem das itherische Ol aber auch Mo-

noterpene. Die Hauptkomponente des therischen Ols war Nerolidol.

Das Ethanol-Extrakt und das dtherische Ol wurden mit Hilfe der Flash-Chromatogra-
phie fraktioniert und die daraus gewonnenen Fraktionen mit der DC und GC-MS cha-
rakterisiert. Auf Basis dieser Ergebnisse wurden jene Fraktionen, die sich in ihrer Zu-
sammensetzung signifikant unterschieden, fir die Repellentien-Testung an Mosqui-

tos ausgewahlt.

Das atherische Ol, die beiden Extrakte sowie jeweils vier Fraktionen des Ols und des
Ethanol-Extrakts wurden in verschiedenen Konzentrationen in Repellentien-Tests un-

tersucht.

Das atherische Ol zeigte bei einer Konzentration von 6,25 mg/ml die beste Wirksam-
keit. Die Fraktionen E, H und J waren ebenfalls als Repellentien aktiv. Fraktion E ent-
hielt hauptsachlich Nerolidol, wahrend Fraktion H vorwiegend Guaiol und Fraktion J

B-Eudesmol beinhaltete.

Auch das Ethanol-Extrakt wirkte als Repellent auf die Insekten, jedoch nicht so inten-
siv wie das atherische Ol. Hier zeigte die Fraktion B, welche Nerolidol, Guaiol und B-
Eudesmol enthielt, die beste Wirksamkeit. Das Hexan-Extrakt zeigte zwar auch Insek-
ten-abwehrende Wirkung. Diese war aber wesentlich schwacher als jene der beiden
zuvor erwdhnten Zubereitungen, weshalb auf eine weitere Fraktionierung verzichtet

wurde.
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Um auf den Galapagos-Inseln auf einfachem Wege eine grofRere Menge eines Aus-
zugs, der der Fraktion B des Ethanol-Extrakts dahnelt, herzustellen, wurden entspre-
chende Versuche durchgefiihrt. Dazu wurde ein Ethanol-Extrakt durch Behandlung
der Blatter mit Ethanol 96% hergestellt. Das gewonnene Extrakt wurde anschliefend
destilliert, um die Wirkstoffe anzureichern und inaktive Begleitsubstanzen zu entfer-

nen.
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ABSTRACT

Darwin finches, which live on the Galapagos Islands, protect themselves from re-
cently introduced ectoparasites, e.g. mosquitos or the larvae of Philornis downsi, with

the leaves of Psidium galapageium.

To get detailed information about the so far unknown active compounds in P. gala-
pageium, the essential oil from the leaves as well as an ethanol and a hexane extract
were investigated. The preparations were analysed by GC-MS to identify the volatile
substances. All preparations mainly contained sesquiterpenes, while the essential oil

also included monoterpenes. The major compound of the essential oil was nerolidol.

The ethanol extract and the essential oil were fractionated by flash chromatography
and the resulting fractions were characterised by TLC and GC-MS. Based on these
results, fractions with significant differences in their composition were selected for

the repellency trials.

The essential oil, both extracts and four fractions, each, of the essential oil and the

ethanol extract, were tested in the repellency trials at different concentrations.

The essential oil showed the best efficacy at a concentration of 6,25 mg/ml. Fractions
E, H and J also had repellent activity. Fraction E mainly contained nerolidol, while the

major component of fraction H was guaiol and of fraction J B-eudesmol.

The ethanolic extract had also a repellent effect on mosquitos, although to a lesser
extent as compared to the essential oil. Fraction B of the extract, which contained
nerolidol, guaiol and B-eudesmol, showed the best efficacy. The repellent effect of
the hexane extract was significantly lower compared to the other preparations. Thus,

no further fractionations were performed with this extract.

For the easy preparation of an effective extract, which is similar to fraction B of the
ethanolic extract on the Galapagos Islands, several experiments were performed. An
ethanolic extract was prepared by sonification of the leaves. The obtained extract
was distilled to enrich the active compounds and to eliminate concomitant sub-

stances.






1 ZIELSETZUNG

Verhaltensbiologen der Universitat Wien konnten beobachten, wie sich Darwinfinken
auf den Galapagos-Inseln mit den Blattern des dort heimischen Baums Psidium gala-
pageium Hook. f. gegen Ektoparasiten, wie z.B. verschiedene Mosquito-Arten oder
die Larven der eingeschleppten parasitdren Fliege Philornis downsi, schiitzen

(Cimadom et al., 2016).

Die Inhaltsstoffe von P. galapageium sind bisher nur wenig charakterisiert. Daher war
das Ziel dieser Diplomarbeit, die maRgeblich an der Wirkung als Repellent beteiligten

Substanzklassen bzw. Einzelsubstanzen zu identifizieren.

In einem aktivitatsgeleiteten Ansatz sollten ein ethanolisches Extrakt, ein n-Hexan-
Extrakt sowie das dtherische Ol der Blitter hergestellt und in unterschiedlichen Ver-
diinnungen gegen Mosquitos getestet werden. In weiterer Folge sollten das Ethanol-
Extrakt sowie das Ol mittels Sdulenchromatographie aufgetrennt werden. Einzelne
Fraktionen, die zuvor durch DC und GC-MS zu charakterisieren waren, sollten erneut
auf ihre Wirkung als Repellent tiberprift werden. Auf Basis dieser Ergebnisse sollten

die potentesten Fraktionen fiir Feldversuche ausgewahlt werden.

Zudem sollte versucht werden, eine Methode zu generieren, die es vor Ort auf den
Galapagos-Inseln auf einfachem Weg moglich macht, die aktiven Komponenten zu

isolieren und fiir den Schutz der Vogel vor den Parasiten einzusetzen.

Diese Diplomarbeit fand in Kooperation mit dem Department fiir Verhaltensbiolo-
gie, Universitdt Wien, sowie dem Universitats- und Forschungszentrum Tulln (UFT)
der Universitat fir Bodenkultur, Wien, statt und ist Teil des Projekts ,Self medica-
tion in Darwin’s finches: identifying the mosquito repellent components of Psidium

galapageium”.



2 EINLEITUNG

2.1 PSIDIUM GALAPAGEIUM

Psidium galapageium Hook. f. gehort zur Familie der Myrtaceae und wird im Volks-
mund auch Galapagos-Guave oder Guayabillo-Baum genannt. Hierbei handelt es sich
um einen kleinen Baum bzw. Strauch mit glatter grauer bis rotbrauner Rinde und el-
liptisch bis ovalen griinen Blattern. Die Pflanze ist nahe verwandt mit der Echten Gu-
ave (Psidium guajava Linné). Man unterscheidet die Varietaten P. galapageium var.

galapageium und P. galapageium var. howellii D.M.Porter (Porter, 1968).

Tabelle 1 — Taxonomie Psidium galapageium

Taxonomie (inaturalist, 2019)

Reich Plantae
Stamm Tracheophyta
Unterstamm Angiospermae
Klasse Magnoliopsida
Ordnung Myrtales
Familie Myrtaceae
Gattung Psidium

Art galapageium

var. galapageium
Varietat

var. howelli
P. galapageium var. galapageium wird etwa 8 Meter hoch und einen Meter breit,
wahrend P. galapageium var. howellii mit einer Hohe von 2-6 Metern etwas kleiner
ist. Auch die Bliten und Friichte der letzteren Varietat sind im Vergleich kleiner. Au-
Rerdem gibt es Unterschiede in der Behaarung der Knospen und der Blatter wie auch
in der Dehiszenz der Kelchblatter. Die Unterschiede sind jedoch eher gering, weshalb
meist nur die Rede von Psidium galapageium ist. Die reifen, gelben Friichte sind ge-
nieBbar. Es wurde aber beschrieben, dass sie einen leicht an Terpentin erinnernden

Geschmack besitzen (Porter, 1968).



Beide Subspezies sind auf den Galapagos-Inseln Isla Floreana, Isla Villamil, Isla Santa
Fe, Isla Santa Cruz und Isla Santiago endemisch. Dabei gibt es keine geographische

Trennung der beiden Varietaten (inaturalist, 2019; Porter, 1968).

Abbildung 1 - getrocknete Bldtter von P. galapageium

Ein Ethanol-Extrakt der Blatter war bereits mittels GC-FID analysiert worden. Dabei
wurden Monoterpene und Sesquiterpene, allen voran B-Caryophyllen, als Hauptkom-
ponenten identifiziert. Als weitere Inhaltsstoffe wurden z.B. D-Limonen, Linalool oder

Nerolidol nachgewiesen (Cimadom et al., 2016).

2.2 DARWINFINKEN

Auch als Galapagos-Finken oder Geospizinae bekannt, stellen die Darwinfinken ein

Paradebeispiel fiir adaptive Radiation dar:

LAdaptive radiation is a rapid increase in the number of species with
a common ancestor, characterized by great ecological and morpholo-
gical diversity. The driving force behind it is the adaptation of orga-

nisms to new ecological contexts.” - (Neige, 2015)

Auf den Galapagos-Inseln sind 14 endemische Arten bekannt. Eine weitere lebt auf
Costa Ricas Kokos-Insel. Auffallig sind vor allem die unterschiedlich geformten Schna-
bel: Je nachdem, ob sich die Vogel von Kérnern oder Insekten erndhren, sind die

Schnabel kraftig und stumpf oder fein und spitz ausgepragt. Fir diese Heterologie



wird das Gen ALX1, welches bei der Entwicklung von Gesichtszligen beteiligt ist, ver-

antwortlich gemacht (Kronberg, 2015).

Durch die Globalisierung werden immer mehr exotische Schadlinge und Pathogene —
und folglich auch Krankheiten — auf den Galapagos-Inseln eingeschleppt. Das bedeu-
tet auch eine neue Herausforderung fiir die Darwinfinken, da beispielsweise Mosqui-
tos oder die Larven von Philornis downsi die Fitness und das Uberleben der Végel
bedrohen kénnen. Um sich vor diesen Parasiten zu schitzen, haben die Tiere eine
innovative Technik entwickelt: Die Blatter von P. galapageium werden in Form klei-
ner Stlicke durch das Federkleid gerieben bzw. zerkaut als eine Art Lotion aufgetra-
gen. Dieses Verhalten ist unter Vogeln sehr selten und spiegelt die Anpassungsfahig-

keit der Darwinfinken wider (Cimadom et al., 2016).

2.3  ATHERISCHE OLE UND DEREN KOMPONENTEN ALS REPELLENTIEN

Zahlreiche itherische Ole wurden auf ihre Inhaltsstoffe sowie deren repellierende
und larventdtende Aktivitit analysiert. So wurde z.B. das Ol von Eucalyptus nitens
(H.Deane & Maiden) Maiden, Myrtaceae, gegen die beiden Mosquito-Arten Aedes
aegypti und Aedes albopictus getestet. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeig-
ten, dass das therische Ol dieser Eucalyptus-Art als Repellent besser wirksam ist als
dessen Hauptkomponente 1,8-Cineol allein. Im Vergleich zu der synthetischen, po-
tentiell toxischen Substanz DEET war die Aktivitdt des dtherischen Ols aber deutlich
schwacher ausgepragt. Grundsatzlich wurde angenommen, dass zyklische B-Trike-
tone fir die repellierende Wirkung (mit)verantwortlich sind. Die larventdtende Akti-
vitat durfte hauptsachlich auf Monoterpene, wie beispielsweise D-Limonen oder a-
Terpineol, zuriickzufihren sein, da diese kleinen, hydrophoben Molekile eher durch
die hydrophobe Cuticula der Insektenlarven dringen und so ihre Toxizitat auf die Lar-
ven ausliben. Bei dieser Untersuchung konnten bessere Ergebnisse fir die larvento-
tende Wirksamkeit auf A. albopictus als auf A. aegypti erzielt werden, was auf physi-
ologische Unterschiede zwischen den beiden Arten zuriickzuflihren war (Alvarez

Costa et al., 2017).

Ein weiteres Beispiel fiir ein dtherisches Ol als Repellent ist jenes von Adenosma buch-
neroides Bonati, Plantaginaceae. Diese Pflanze wird in Asien traditionell zum Schutz

vor Stechmiicken angewandt. Hier wurde das Ol fraktioniert und danach gegen A.
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albopictus getestet. Dabei zeigten jene Fraktionen, die Carvacrol, Carvacrolmethyles-
ter oder die neu entdeckte Substanz Adenosmin A enthielten sowie das gesamte
dtherische Ol Wirkung. Dabei waren einige Fraktionen sogar aktiver als die Positiv-
kontrolle DEET. Bezliglich der larventotenden Aktivitat konnte man ebenfalls positive
Effekte erzielen, die wiederum auf Monoterpene — in diesem Fall vor allem auf Car-

vacrol — zurickzufihren waren (Ma et al., 2018).

Atherische Ole mit repellierender Wirkung sind durchaus verbreitet. Der Mensch
macht sich diesen schiitzenden Effekt schon lange zu Nutze. Griinde dafiir sind vor
allem das weit verbreitete Vorkommen dieser repellierenden dtherischen Ole in gro-
Ren Pflanzenfamilien, wie z.B. Lamiaceae, Asteraceae, Myrtaceae, Rutaceae oder Cu-
pressaceae. Aber auch die geringe Toxizitat sowie die pflanzliche Herkunft dieser Pro-
dukte und Inhaltsstoffe machen &therische Ole zu einer guten Alternative, um sich

vor Insekten zu schiitzen (Alvarez Costa et al., 2017; Ma et al., 2018).

P. galapageium wurde bereits im Feldversuch, aber auch im Labor gegen verschie-
dene Mosquito-Arten getestet. Im Feldversuch wurden zerkleinerte Blatter auf Arme
und Beine gerieben, wahrend im Labor mit Rinderblut praparierte ,,Wirste” mit Etha-
nol-Extrakt aus den Blattern von P. galapageium benetzt wurden. Beide Versuche lie-
ferten positive Ergebnisse. Das dtherische Ol war aber noch nicht auf seine Aktivitat
als Repellent untersucht. Da die Pflanze ein Mitglied der Familie der Myrtaceae ist
und einige Inhaltsstoffe enthilt, welche in anderen dtherischen Olen wirksamkeits-
mitbestimmend sind, sollte geklart werden, wie stark die repellierende Wirkung des

dtherischen Ols ist (Cimadom et al., 2016).



3 MATERIALIEN UND METHODEN

3.1 PFLANZENMATERIAL

Die Blatter von P. galapageium wurden im Februar 2019 von S. Tebbich, R. Hood-
Nowotny und T. Schwemhofer im Hochland von Isla Santa Cruz bei Los Gemelos, Ecu-
ador, auf etwa 500 Hohenmetern gepfliickt. AnschlieRend wurden die Blatter fiir 48
Stunden in einem Trockenschrank getrocknet. Ungefahr 500 g des getrockneten

Pflanzenmaterials wurden lichtgeschiitzt nach Wien transportiert.

Am Department fiir Pharmakognosie in Wien wurden die Blatter mit einer Mihle der
Marke Retsch vom Typ ZM 100 auf eine KorngréRe von 0,75 um gemahlen. Das Dro-

genpulver wurde luft- und lichtgeschiitzt gelagert.

3.2 ZUBEREITUNGEN

3.2.1 Ethanol-Extrakt

Das Ethanol-Extrakt wurde auf den Galapagos-Inseln von R. Hood-Nowotny und T.
Schwembhofer hergestellt. Dafiir wurden 70 g der getrockneten, grob zerkleinerten
Blatter mit 750 ml Ethanol 96% versetzt und sieben Tage lang mazeriert. Das Losungs-
mittel wurde am Department fiir Pharmakognosie Wien unter vermindertem Druck
entfernt. Die Restfeuchte konnte durch Trocknung Uber Silicagel entfernt werden.
Die Ausbeute betrug 7,53 g. Der Geruch des Extrakts erinnerte an eine Krauterlimo-

nade. Dieses Extrakt wird in weiterer Folge auch als EtOH-G bezeichnet.

3.2.2 Atherisches Ol

Wie das Ethanol-Extrakt wurde auch das dtherische Ol auf den Galapagos-Inseln ge-
wonnen. Die getrockneten Blatter wurden im Verhaltnis 1:10 1,5h lang ab Erreichen
des Siedepunkts einer Wasserdampfdestillation unterzogen. Insgesamt wurden 34
Wiederholungen dieses Prozesses mit jeweils 30 g der Blatter, welche zuvor mit ei-
nem Morser auf eine GroRRe von 1-2 mm zerkleinert worden waren, durchgefiihrt.
AnschlieBend wurde das dtherische Ol in 50 ml DCM ausgeschiittelt. Dieses Gemisch
wurde eine Stunde lang im Kihlschrank gelagert und die Wasserphase danach vor-
sichtig abpipettiert. Um das Volumen fir den Transport zu verringern, wurde die
DCM-Phase auf etwa 25ml eingeengt. Am Department fiir Pharmakognosie wurde
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das Ol vorsichtig zur Entfernung von Wasserresten iber Natriumsulfat filtriert und
der Filter mit DCM nachgewaschen. Das DCM wurde in einem Sample Concentrator
unter leichtem Luftstrom entfernt, bis man DCM organoleptisch nicht mehr wahrge-

nommen hat. Es resultierten 3,66 g atherisches Ol.

3.3 EXTRAKTIONSMETHODEN

Um das breite Spektrum der Inhaltsstoffe abzudecken bzw. um Alternativen zu kon-
ventionellen Extraktionsmethoden zu untersuchen, wurden im Zuge dieser Diplom-

arbeit folgende Verfahren angewendet:

3.3.1 Wasserdampfdestillation nach EuUAB

Zur Gehaltsbestimmung des dtherischen Ols in den Blattern wurde die Destillations-
apparatur nach EuAB (Abb. 2) verwendet. Dazu wurden 30 g des Blattpulvers in einen
1l-Rundkolben eingewogen und mit 500 ml Wasser versetzt. Die Destillationsappara-
tur wurde auf den Kolben gesetzt (A) und gekihlt (G). 0,2 ml Xylol wurden als Hilfs-
phase zugefligt. Das Droge-Wasser-Gemisch wurde zum Kochen gebracht und zwei

Stunden destilliert.

240

Abbildung 2 — Apparafur zur Wasserdampfdestillation nach EuAB
(Europdisches Arzneibuch 9. Ausgabe Band 2 Kapitel 8.12, 2017)



Die Bestimmung der Menge an dtherischem Ol erfolgte 10 Minuten nach dem Ende
der Destillation unter Bertiicksichtigung der zugegebenen Hilfsphase. Hierbei wurden

2,1% &therisches Ol gewonnen.

3.3.2 Einfache Wasserdampfdestillation

Nach dem Prinzip der Destillation auf den Galapagos-Inseln wurde das dtherische Ol
nochmals nachisoliert. Zum Einsatz kamen 30 g gepulverte Droge, welche mit 300 ml
Wasser versetzt wurde. 40 ml DCM dienten als Vorlage. Nach Ende der Destillation
wurde das Destillat geklhlt und nach etwa einer Stunde mit einem Scheidetrichter
ausgeschittelt. Die DCM-Phase wurde abgenommen und die Wasser-Phase zweimal
mit je 10 ml DCM gewaschen. Das DCM-AO-Gemisch wurde mittels Sample Concent-

rator eingeengt. Dabei wurden 0,86% &therisches Ol gewonnen.

SUC G g

Abbildung 3 — Aufbau der Destillationsapparatur

3.3.3 Supercritical Fluid Extraction (SFE)

Die Supercritical Fluid Extraction ist eine Extraktionsmethode, bei der unter sehr apo-
laren Bedingungen mit superkritischem CO; als Losungsmittel extrahiert wird. Im
Zuge dieser Diplomarbeit wurde ein Gerat des Typs MV-10 ASFE der Firma Waters

verwendet.

Fir die Extraktionsversuche wurden je 2 g gepulverte Blattdroge in eine Extraktions-
zelle aus Metall eingefiillt. Im ersten Schritt ,Dynamic Duration” wurde kontinuierlich
Losungsmittel durch die Extraktionszelle gepumpt. Im ,Static State” wurde die Probe

in der Extraktionszelle mit dem Losungsmittel unter Druck belassen. Darauf folgte ein
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weiterer Schritt ,Dynamic Duration”, in welchem wieder durch die Extraktionszelle

gepumpt wurde. Alle Eluate wurden lGber das Make-up-Solvent gesammelt.
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Abbildung 4 — Schematische Darstellung eines SFE-Apparats

(1) CO,-Flasche, (2) CO,-Pumpe, (3) und (6) Mikrodosierventil, (4) Co-Solvent-Reser-
voir, (5) Co-Solvent-Pumpe, (7) Heizspirale, (8) Extraktionszelle, (9) elektronische
Temperaturkontrolle, (10) Auffanggefdfs, (11) Flowmeter, (12) Riickdruck-Regulie-
rungsventil, (13) Manometer (McHugh, Krukonis, 2013)

Zwei Versuche mit unterschiedlichen Einstellungen wurden durchgefiihrt:

Tabelle 2 - Gerdteeinstellungen wéihrend des 1. Versuchs

S.- D . . D .
Co-S CO:-Flow = Temperatur = Druck yna.mlc Stat!c yna'mlc
Co-Solvent Flow (ml/min) °C) (bar) Duration1 Duration @ Duration 2
(ml/min) (min) (min) (min)
EtOH 0,00 10,00 40 200 5,00 5,00 5,00
EtOH 0,30 9,70 40 200 5,00 5,00 5,00
EtOH 0,60 9,40 40 200 5,00 5,00 5,00
EtOH 1,00 9,00 40 200 5,00 5,00 5,00

Im ersten Experiment (Tab. 2) wurde mit Ethanol als Co- und Make-up-Solvent gear-
beitet, wahrend im zweiten Versuch ganzlich auf ein Co-Solvent verzichtet wurde und
Methanol als Make-up-Solvent verwendet wurde. Zudem wurde die Extraktionszeit

verdoppelt (Tab. 3, s. S. 10).

Make-up
Flow
(ml/min)
2,00
1,70
1,40
1,00



Tabelle 3 - Gerdteeinstellungen wéihrend des 2. Versuchs

COz-Flow  Temperatur Druck Dyna.mlc Statl.c Dyna.mlc Make-up
Step (ml/min) °C) (bar) Duration1 Duration Duration 2 Flow
(min) (min) (min) (ml/min)
1 10,00 40 200 10,00 10,00 10,00 2,00
2 10,00 40 200 10,00 10,00 10,00 2,00
3 10,00 40 200 10,00 10,00 10,00 2,00
4 10,00 40 200 10,00 10,00 10,00 2,00

3.3.4 Ultraschallextraktion
Als sehr schnelle und kostenglinstige Methode ist die Ultraschallextraktion eine gute
Alternative zur Mazeration oder Soxhlet-Extraktion, weil auch thermolabiles Pflan-

zenmaterial effizient extrahiert werden kann.
Dazu wurde ein Ultraschallbad der Firma Elma Type Transsonic 460 verwendet.

Diese Extraktionsmethode wurde zur Herstellung eines Ethanol-, eines Hexan- und
eines DCM-Extrakts verwendet. Fiir das Ethanol-Extrakt wurden 50 g Drogenpulver
mit 500 ml Ethanol 96% flir zwei Stunden im Ultraschallbad extrahiert. AnschlieRend
wurde der Ansatz fir vier Tage dunkel bei Raumtemperatur gelagert. Nach dem Ab-
nutschen wurde das Ethanol unter vermindertem Druck entfernt. Es wurden 17,3 g

Extrakt erhalten.

Flir das Hexan- bzw. DCM-Extrakt wurden je 2 g gepulverte Blattdroge mit 20 ml des
jeweiligen Lésungsmittels versetzt und anschlieRend flr 15 Minuten mittels Ultra-
schall extrahiert. Die gewonnenen Extrakte wurden 10 Minuten bei 13400 rpm zent-
rifugiert und anschlieBend zur Trockene gebracht. Dabei betrug die Ausbeute

41,5 mg bzw. 194,3 mg.

3.4 CHROMATOGRAPHISCHE METHODEN

Wahrend dieser Diplomarbeit wurden verschiedene chromatographische Verfahren

zu analytischen, aber auch zu praparativen Zwecken verwendet.
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3.4.1 Diinnschichtchromatographie

Flr diese Untersuchungen wurden folgende Materialien verwendet:
Stationare Phase: DC Kieselgel 60 F2s4 Folien von Merck
Mobile Phasen: a) Toluol-Ethylacetat 96:4

b) Toluol-Ethylacetat 90:10

c¢) Chloroform-Methanol-Wasser 85:8:0,5
Sprihreagens: Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagens (AAS)

Herstellung: 0,5 ml Anisaldehyd, 10 ml Essigsdureconc. und 85 ml
Methanol vermischen. Anschliefend 5 ml Schwefelsaureconc.
vorsichtig zugeben. Nach dem Bespriihen wird die Platte fiir
etwa 5min bei 105 °C in den Trockenschrank gelegt. Die DC-

Platte kann danach im Tageslicht ausgewertet werden.
Kamera: CAMAG TLC Visualizer

Foto-Software: Vision CATS CAMAG TLC Software

3.4.2 Flash-Chromatographie
Fir alle im Zuge dieser Diplomarbeit durchgefiihrten Fraktionierungen wurde ein Ge-

rat der Marke Interchim vom Typ PuriFlash® 4250 verwendet.

Vom Ethanol-Extrakt wurden zwei Portionen von 0,5 g und 1 g Probenmaterial auf-
getrennt. Dementsprechend wurden Puriflash Column 30 Silica HP-25g- bzw. Purif-
lash Column 30 Silica HP-40g-Saulen verwendet. Fiir die Herstellung des Dryloads
zum Probenauftrag verwendete man Kieselgel der KorngrofRe 0,063-0,200 mm von
der Firma Merck (Chargennummer: TA637234) als Sorbens, wobei 0,5 g Extrakt auf
1 gund 1 g Extrakt auf 2 g Sorbens aufgebracht wurden. Als mobile Phase dienten n-
Hexan, DCM und Methanol, welche in folgenden Gradienten gemischt wurden (Tab.

4,s.S.12; Tab.5,s.S. 12):
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Tabelle 4 — Lésungsmittelgradient fiir die Auftrennung von 0,5 g Ethanol-Extrakt

Zeit (min) Losungsmittel Verhaltnis (%) Flow Rate
0-15 n-Hexan, DCM 50:50 15 ml/min
15-25 n-Hexan, DCM 50:50 auf 100 15 ml/min
25-45 DCM 100 15 ml/min
45-60 DCM, Methanol 100 auf 90:10 15 ml/min
60-70 DCM, Methanol 90:10 15 ml/min
70-90 DCM, Methanol 90:10 auf 70:30 15 ml/min

Tabelle 5 — Lésungsmittelgradient fiir die Auftrennung von 1 g Ethanol-Extrakt

Zeit (min) Losungsmittel Verhiltnis (%) Flow Rate
0-12,6 n-Hexan, DCM 50:50 26 ml/min
12,6-21,0 n-Hexan, DCM 50:50 auf 100 26 ml/min
21,0-37,9 DCM 100 26 ml/min
37,9-51,1 DCM, Methanol 100 auf 90:10 26 ml/min
51,1-58,9 DCM, Methanol 90:10 26 ml/min
58,9-75,7 DCM, Methanol 90:10 auf 70:30 26 ml/min

Als Detektoren dienten in beiden Versuchen ein PDA und ein ELSD in der Puriflash-

Anlage.

Bei der Fraktionierung des dtherischen Ols wurde 1 g Probenmaterial (iber eine Puri-
flash Column 30 Silica HP-40g-Saule aufgetrennt. Auch hier wurde ein Dryload mit2 g
Kieselgel hergestellt. Als mobile Phase dienten n-Hexan und DCM in folgenden Ver-

héltnissen:

Tabelle 6 — Lésungsmittelgradient fiir die Auftrennung von 1 g dtherischen Ol

Zeit (min) Losungsmittel Verhiltnis (%) Flow Rate
0-10 n-Hexan 100 26 ml/min
10-20 n-Hexan, DCM 75:25 26 ml/min
20-30 n-Hexan, DCM 50:50 26 ml/min
30-55 DCM 100 26 ml/min

12



3.4.3 Gaschromatographie und Massenspektrometrie

Folgendes Gerat wurde zu Analysezwecken im Zuge dieser Diplomarbeit verwendet:

Tabelle 7 — GC-MS-Hardware und Einstellungen

GC
Gerat Shimadzu GCMS-QP2010
Marchery Nagel Optima 5; 50 m x 0,25 mm;
Stationare Phase Filmdicke: 0,5 pum
Phenyl-Methyl-polysiloxan
Mobile Phase Helium
Fluss 1,39 ml/min
Temperaturgradient 50-270 °C, Rate 6 °C/min
Injektortemperatur 270°C
Injection mode Splitless
Software LabSolutions GCMS Real Time Analysis,
LabSolutions GC Postrun Analysis
Autosampler
Gerat Shimadzu AOC-20i+s
# of rinses with solvent (post-run) 1
# of rinses with sample 2
MS
Temperatur lonenquelle 250 °C
Cut-Time 7 min

Scan-Bereich 40-70 Om/z

Eine Analyse dauert ca. 47 min.
Die Zuordnung der Peaks erfolgte tiber drei Methoden:

- Vergleich mit Bibliotheken

Die Massenspektren aller Peaks wurden mit den in der GC Postrun Analysis
Software zur Verfligung stehenden Bibliotheken analysiert: WILEY229.LIB,
NIST147.LI1B, ETHOEL.LIB, SZTERP.LIB

- Rechromatographie mit Reinsubstanzen

Jede Komponente des Ethanol-Extrakts, die durch den Vergleich mit Literatur-
daten (Cimadom et al., 2016) und Bibliotheken identifiziert wurde, wurde als

Reinsubstanz mittels GC-MS analysiert und die Retentionszeiten verglichen.
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- Ermittlung der Kovats-Indices

Durch Analyse eines Alkangemisches Cs-Cyo in der GC-MS nach dem Tempera-

turprogramm in Tabelle 7 (s. S. 13) wurden die Retentionszeiten normalisiert.

Die Kovats-Indices wurden bei der Verwendung eines Temperaturprogramms

nach folgender Formel berechnet: (Wikipedia, 2019)

[=100* |x+ (X — X)

| Kovats Index

X Kohlenstoffatome im kleineren Alkan

X Kohlenstoffatome im groReren Alkan

tr Retentionszeit

Tabelle 8 — Vergleich der Kovats-Indices

o-Pinen
B-Pinen
a-Phellandren
D-Limonen
Eucalyptol
a-Terpinolen
Linalool
a-Terpineol
Caryophyllen

Nerolidol

Retentionszeit (min)
11,95
13,22
13,87
14,52
14,67
16,13
16,22
18,58
24,77
27,23

tr(unbekannt) - tr(x)

treoy — tro

Kl

944

990
1014
1038
1043
1097
1100
1192
1452
1564

Kl bekannt
(Cimadom et al., 2016)
936

980
1007
1034
1036
1093
1101
1197
1442
1572

Die Kovats-Indices der Analysen stimmten weitgehend mit der Literatur (Cimadom et

al., 2016) tberein.
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3.5 REPELLENTIEN-TEST

Die Repellentien-Tests wurden am Universitats- und Forschungszentrum Tulln (UFT)
der Universitat fir Bodenkultur, Wien von C. Martina durchgefiihrt. Fiir die Durch-
fihrung eines solchen Tests wurden Kollagennetze mit entfibrinisiertem bovinem
Blut, welches auf Kérpertemperatur erwarmt wurde, gefiillt. Pro Durchgang wurden
zwei ,,Blutwirste” bendtigt, welche in einem Plexiglas-Kubus platziert wurden
(Abb.5). Je eine dieser Wiirste wurde mit dem zu testenden Extrakt, die andere mit
dem Losungsmittel unvergallter Ethanol 96% benetzt. Pro Wiederholung wurden
mindestens 20 weibliche Mosquitos in dem Kubus gebracht. Ein Versuch dauerte drei
Minuten, wobei jeweils bei Minute 1 und Minute 3 die Mosquitos, die aktuell auf den

jeweiligen Attrappen saRen, gezahlt wurden.

Abbildung 5 — Versuchsaufbau Repellentien-Testung
©Claudia Martina, PhD
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3.6 LOSUNGSMITTEL UND REINSUBSTANZEN

Samtliche verwendete Lésungsmittel entsprachen den OAB-Richtlinien.

Tabelle 9 - Reinsubstanzen

Name Firma/Chargennummer
Alkangemisch Cs-Cao Sigma Aldrich / BCBW1946
Caryophyllen Dragoco / 4/114355
D-Limonen Sigma Aldrich / MKCD9298
Eucalyptol Merck / 9030706

Guaiol Extrasynthese / 3819S
Linalool Roth / 2160036

Nerolidol Roth / 2160036
a-Phellandren Sigma Aldrich / MKCG0041
a-Pinen Sigma Aldrich / SHBK3116
o-Terpineol Roth / 4270036
a-Terpineolen Dragoco / 3/078930

B-Eudesmol Sigma Aldrich / BCBX4301
B-Pinen Dragoco / 11/7
y-Terpinen Sigma Aldrich / STBH9503
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4 ERGEBNISSE

4.1 ETHANOL-EXTRAKT

Das Ethanol-Extrakt lieferte in der GC-MS folgendes Chromatogramm (Abb. 6):
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: \ a-Terpineol
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Abbildung 6 — GC-Chromatogramm Ethanol-Extrakt, Bedingungen s. S. 13

In diesem Extrakt wurden als Hauptkomponenten Sesquiterpene detektiert, wahrend
nur geringe Anteile an Monoterpenen enthalten waren. Grund fiir die geringe Menge
an Monoterpenen ist vermutlich, dass diese leicht flichtigen Verbindungen bei der
Herstellung des Extrakts bzw. beim Entfernen des Lésungsmittels teilweise abge-
dampft waren. Zur Identifizierung der Wirkstoffe wurde das komplexe Gemisch an
Inhaltsstoffen durch Fraktionierung mittels der Flash-Chromatographie weiter aufge-

trennt.

4.1.1 Fraktionierung

In einem ersten Experiment wurden 0,5 g des Ethanol-Extrakts aufgetrennt, um zu
testen, ob die in Tabelle 4 (s. S. 12) beschriebene Methode zu einer zufriedenstellen-
den Trennung des Gemisches fuhrt. Dabei hat man folgendes Fraktionierungsmuster

erhalten (Abb. 7, s. S. 18):
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Fraktionierung 0.5 g EfOH-G-Exirakt

Chlorophyll

Abbildung 7 — Fraktionierung des EtOH-G-Extrakts im 1. Experiment
x-Achse: Fraktionen
y-Achse: Signalintensitdt

Abbildung 8 — DC der Fraktionen A-C
FlieBmittel: Toluol-Ethylacetat 96:4
Detektion: AAS

Car... Caryophyllen

EtOH-G... Ethanol-Extrakt

2, 5, 6... Zwischenfraktionen
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e j 1 B ]
Car D EtOH-G
Abbildung 9 — DC der Fraktion D
Fliemittel: Chloroform-Methanol-Wasser 85:8:0,5
Detektion: AAS
Car... Caryophyllen
EtOH-G... Ethanol-Extrakt

Die einzelnen Fraktionen wurden anhand der ELSD-Detektion vereinigt. Nach dem
Entfernen des Losungsmittels wurden die Sammelfraktionen mit Hilfe der DC kon-
trolliert (Abb. 8, s. S. 18 und Abb. 9). Folgende vier sollten aufgrund der deutlichen
Unterschiede in ihrer Zusammensetzung im Repellent-Test untersucht werden
(Tab. 10):

Tabelle 10 — Mengen der relevanten Fraktionen im 1. Experiment

Sammelfraktion Subfraktionen Menge
Fraktion A 16-19 37,8 mg
Fraktion B 30-34 13,2 mg
Fraktion C 35-47 10,6 mg
Fraktion D 58-72 37,1mg

Da die Mengen der Sammelfraktionen fir die Testung nicht ausreichten, wurde der
Versuch mit 1 g Ethanol-Extrakt unter den in Tabelle 5 (s. S. 12) angegebenen Bedin-

gungen wiederholt.
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Fraktionierung 1 g EFOH-G-Exirakt
A 8 c D

11980

soe0 /

Chlorophyll

Abbildung 10 — Fraktionierung des EtOH-G-Extrakts im 2. Experiment
x-Achse: Fraktionen
y-Achse: Signalintensitdt

AEBBRRREEEIEEE

Die Trennung des Ethanol-Extrakts war weitgehend reproduzierbar (Abb. 10) und es

wurden folgende Fraktionen gebildet (Tab. 11):

Tabelle 11 — Mengen der relevanten Fraktionen im 2. Experiment

Sammelfraktion Subfraktion Menge
Fraktion A 9-17 48,5 mg
Fraktion B 30-45 75,7 mg
Fraktion C 46-67 68,2 mg
Fraktion D 90-109 105,6 mg

Diese Fraktionen zeigten in der DC weitgehende Ubereinstimmung mit den Sammel-
fraktionen des ersten Experiments, so dass die jeweils gleichnamigen Fraktionen aus
beiden Trennschritten kombiniert wurden. AbschlieBend wurden diese mittels DC

(Abb. 11, s.S. 21 und Abb. 12, s. S. 21) und GC-MS untersucht.

20




Abbildung 11 — DC vereinigte Fraktionen A-C
Fliefmittel: Toluol-Ethylacetat 96:4
Detektion: AAS

EtOH-G... Ethanol-Extrakt

Abbildung 12 — DC vereinigte Fraktion D
FliefSmittel: Chloroform-Methanol-Wasser 85:8:0,5
Detektion: AAS

EtOH-G... Ethanol-Extrakt
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Abbildung 13 — GC-Chromatogramm der vereinigten Fraktion A, Bedingungen s. S. 13
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Abbildung 14 — GC-Chromatogramm der vereinigte

n Fraktion B, Bedingungen s. S. 13
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Abbildung 15 — GC-Chromatogramm der vereinigten Fraktion C, Bedingungen s. S. 13

Eine GC-MS-Analyse der Fraktion D war nicht moglich, da diese relativ polar und

somit nicht ausreichend fliichtig war.

Wahrend Fraktion A (Abb. 13, s. S. 21) neben groRen Mengen an Nerolidol und B-
Eudesmol auch kleine Anteile an a-Phellandren, Copaen, Caryophyllen, a-, B-Selinen
und Guaiol enthielt, beschrankte sich das Inhaltsstoffspektrum der Fraktionen B (Abb.
14, s. S. 21) und C (Abb. 15) hauptsachlich auf drei Substanzen, namlich Nerolidol,
Guaiol und B-Eudesmol. Dabei enthielt Fraktion B groBe Mengen an Nerolidol und
Guaiol. Aber auch B-Eudesmol und kleine Anteile an a- und B-Selinen wurden
detektiert. Fraktion C beinhaltete hauptsachlich B-Eudesmol, wahrend Nerolidol und
Guaiol nur in kleineren Anteilen zu finden waren. Das Monoterpen a-Terpineol sowie

a- und B-Selinen waren nur in Spuren enthalten.

4.1.2 Ethanol-Extrakt in der Repellentien-Testung
Das Ethanol-Extrakt wurde in zwei Konzentrationen (25 mg/ml und 50 mg/ml) ge-
gen die Mosquitos getestet (Abb. 16, s. S. 23). Dabei konnte bei beiden Verdiinnun-

gen eine sehr gute Wirksamkeit ohne signifikanten Unterschied festgestellt werden.
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Abbildung 16 — Ergebnisse der Testung des Ethanol-Extrakts

Im nachsten Schritt wurden die Fraktionen A, B, C und D in einer Konzentration von

ungefahr 26 mg/ml getestet (Abb. 17).

Fraktionen des Ethanol-Extrakts

60
53

50 a7
Z 43
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g 30 26 Fraktionen
'g M Kontrolle EtOH
g 20
Q
= 10 ?
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A B C D

Abbildung 17 — Ergebnisse der Testung der Fraktionen A-D des Ethanol-Extrakts
A-26,7mg/ml
B-25,7mg/ml
C-26,3mg/ml
D-26,7mg/ml

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigten, dass Fraktion B mit einer Wirksamkeit
von 100% am effektivsten war. In dieser Fraktion finden sich hauptsachlich die
Sesquiterpene Nerolidol, Guaiol und B-Eudesmol. Alle anderen Untersuchungsldsun-
gen wirkten auf die Insekten zwar auch abstoRend, aber nicht im Ausmald von Frak-

tion B.
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Aufgrund der guten Wirksamkeit von Fraktion B wurde diese auf 0,5 mg/ml verdinnt
und nochmals getestet. Da die Fraktion B 33,6% Nerolidol, 25,7% Guaiol und 21,1%
B-Eudesmol enthielt, sollte ermittelt werden, ob die Wirkung ausschlieBlich auf diese
drei Komponenten zuriickzufiihren war. Dazu wurde eine Mischung aus den drei
Sesquiterpenen im Verhaltnis 1:1:1 — d.h. 0,17 mg/ml pro Substanz — hergestellt und

in der gleichen Konzentration wie die Fraktion selbst (0,5 mg/ml) getestet (Abb. 18).

Vergleich Fraktion B und Sesquiterpen-Mix
40

35
35 33

30

25
20 Probe

15 B Kontrolle EtOH

MOSQUITO-LANDUNGEN

10

%]

Fraktion B 0,5 mg/ml Sesquiterpen-Mix 0,5 mg/ml
Abbildung 18 — Ergebnisse der Testung der Fraktion B und des Sesquiterpen-Mix
Bei Betrachtung der Ergebnisse zeigte sich, dass Fraktion B eine etwas bessere Wirk-
samkeit als die Sesquiterpen-Mischung aufwies. Moglicherweise lag dies an den Men-
genverhaltnissen in Fraktion B, da die drei Hauptinhaltsstoffe nicht im Verhaltnis
1:1:1 vorhanden waren und durch die hoheren Anteile an Nerolidol eine bessere
Wirksamkeit zustande kam. Eine weitere Erklarung fir diesen Unterschied kdnnte die

Wirksamkeit von Nebenkomponenten in Fraktion B sein.

4.1.3 Vereinfachte Herstellung und Testung eines der Fraktion B &ahnlichen
Gemisches

Da die technische Ausstattung im Labor auf den Galapagos-Inseln keine Fraktionie-

rung mittels Flash-Chromatographie zulasst, bestand groRes Interesse an der Etablie-

rung einer einfachen Methode, die ein Produkt liefert, dass vergleichbar mit der stark

wirksamen Fraktion B ist.

Dazu wurde erneut ein Ethanol-Extrakt durch Ultraschallextraktion hergestellt (s. Ka-

pitel 3.3.4, S. 10). Dieses Extrakt wird in weiterer Folge als EtOH-W bezeichnet. Nach
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Entfernung des Loésungsmittels wurden 5 g des gewonnenen Extrakts mit 500 ml Was-
ser versetzt und 1,5 h einer vereinfachten Wasserdampfdestillation unterzogen. Als
Vorlage dienten 40 ml DCM, welches nach mehrmaligem Ausschiitteln abgedampft

wurde. Die Ausbeute des Destillats betrug 91,6 mg.

Anhand der Analyse mittels Dinnschichtchromatographie erkannte man, dass der
aus den gepulverten Blattern hergestellte Ethanol-Extrakt im Inhaltsstoffmuster der
apolaren Komponenten gut vergleichbar mit jenem, welcher auf den Galapagos-In-

seln produziert worden war, war (Abb. 19).

EtOH-G EtOH-W A0 Destillat Ner

Abbildung 19 — DC Vergleich Ethanol-Extrakte, AO und Destillat
FliefSmittel: Toluol-Ethylacetat 96:4

Detektion: AAS

EtOH-G... Ethanol-Extrakt-Galapagos

EtOH-W... Ethanol-Extrakt-Wien

Ner... Nerolidol

Bei der Analyse mit der GC-MS (Abb. 20, s. S. 26) fiel auf, dass im Extrakt EtOH-W
keine Monoterpene mit Retentionszeiten von 10-20 min detektiert wurden. Griinde
dafiir kdnnten im Zuge des Herstellungsprozesses die Trocknung, die thermische Be-
lastung wahrend der Zerkleinerung sowie die Lagerung im Zusammenhang mit der

leichten Fllichtigkeit dieser Verbindungen sein.

25



ity 800,535

(x100,000) . B M ninrsity | $09.5
JrC o0y Time 7016 Scand £ I T ET f.'w-fv"p!?is

‘”’ Guaiol
Nerolidol
154
in ||
254! ||
I‘h
1\ Caryophyllen B-Eudesmol |||
15+ LLY
b \ / I
N |
1.4 \\ | .
| |
R " | _ |
o Lt LA
ot et W V1 CAY N LY e lw.—..mlr\i-J\,,\..a.w...v_...___,_..,,___‘_,r'\___“_'_‘_’____,' A l

100 125 150 1 a0 25 20 e o 2 %o LI 0. 25 L1

Abbildung 20 — GC-Chromatogramm des EtOH-W—Ext-rakts, Bedingungen s. S.- 13

Nach der Destillation dieses Extrakts wurden ebenfalls chromatographische Analysen
durchgeflhrt. Durch die Destillation konnten Chlorophyll und andere polare Begleit-
stoffe abgetrennt werden. Das Destillat war leicht gelblich und in seiner Konsistenz
6lig. Geruch und Aussehen dhnelten stark dem atherischen Ol. Anhand der DC (Abb.
19, s. S. 25) erkannte man, dass das Destillat in seiner qualitativen Zusammensetzung
dem Ol sehr dhnlich war. Bei R¢ 0,4 zeigte das Ol eine pinke Bande, wihrend die des
Destillats schwacher und leicht braunlich war. Die rétlich-pinke Bande bei Rf 0,3 war
beim Destillat intensiver ausgepragt. Zwischen dem Start und Rt 0,2 wurden beim
Destillat mehr polare Substanzen, welche als braunlich-griine Banden erschienen, de-

tektiert.

Das GC-Chromatogramm (Abb. 21, s. S. 27) zeigte, dass die Sesquiterpene im Destillat
angereichert waren. Nerolidol, Guaiol und B-Eudesmol, welche die Hauptkomponen-
ten in Fraktion B darstellten, waren auch in diesem Destillat in gréBeren Mengen ent-
halten. Lediglich das Mengenverhaltnis zwischen Guaiol und B-Eudesmol hatte sich

umgekehrt. Zusatzlich fand man auch Caryophyllen.
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Abbildung 21 — GC-Chromatogramm des Destillats, Bedingungen s. S. 13

In der Repellentien-Testung zeichnete sich das Destillat in einer Konzentration von

6,25 mg/ml durch eine Wirksamkeit von 100% aus (Abb. 22).

Destillat

60

54

50

40

m Destillat 6,25 mg/ml
30
M Kontrolle EtOH

20

MOSQUITO-LANDUNGEN

10

0

Abbildung 22 — Ergebnisse der Testung des Destillats
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4.2 ATHERISCHES OL

Im Vergleich zum Ethanol-Extrakt enthielt das dtherische Ol ein wesentlich breiteres
Spektrum an Monoterpenen (Abb. 23). Unabhingig von der Gewinnung des Ols mit-
tels Wasserdampfdestillation nach EUAB oder der vereinfachten Methode wurde ein
Ubereinstimmendes Inhaltsstoffmuster nachgewiesen. Der Bereich der Sesquiter-
pene war beim Vergleich von Ol und Extrakt nahezu deckungsgleich. Mit einem Anteil

von 12,8% wurde Nerolidol als Hauptkomponente bestimmt.
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Abbildung 23 — GC-Chromatogramm dtherisches Ol, Bedingungen s. S. 13

Auch dieses komplexe Inhaltsstoffgemisch wurde mit Hilfe der Flash-Chromatogra-

phie aufgetrennt.

4.2.1 Fraktionierung
Zur Fraktionierung wurde 1 g des dtherischen Ols eingesetzt. Als mobile Phase dien-

ten n-Hexan und DCM. Die genaue Methode ist aus Tabelle 6 (s. S. 12) entnehmbar.
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Anhand der folgenden Auftrennung wurden die Fraktionen kombiniert (Abb. 24):

Fraktionierung 1 g étherisches Ol
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Abbildung 24 — Fraktionierung des dtherischen Ols
x-Achse: Fraktionen
y-Achse: Signalintensitdt

Nach der DC-Kontrolle (Abb. 25 und 26, s. S. 30) resultierten 13 Sammelfraktionen,
die jeweils mit der GC-MS untersucht wurden. Aus den Sammelfraktionen wurden
vier Fraktionen, die sich signifikant in ihrer Zusammensetzung unterschieden, ausge-

wahlt (Tab. 12):

Tabelle 12 — Mengen der relevanten Fraktionen des dtherischen Ols

Sammelfraktion Subfraktion Menge
Fraktion B 9-21 116,7 mg
Fraktion E 80-86 93,4 mg
Fraktion H 91-94 37,9 mg
Fraktion J 97-99 48,2 mg
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Abbildung 25 — DC der Fraktionen A-G
Fliefsmittel: Toluol-Ethylacetat 96:4
Detektion: AAS
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Abbildung 26 — DC der Fraktionen H-O
FliefSmittel: Toluol-Ethylacetat 90:10
Detektion: AAS
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Abbildung 28 — GC-Chromatogramm der Fraktion E, Bedingungen s. S. 13
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Abbildung 30 — GC-Chromatogramm der Fraktion J, Bedingungen s. S. 13

Wahrend Fraktion B (Abb. 27, s. S. 30) noch groRe Mengen an Caryophyllen und Nero-
lidol sowie kleinere Anteile an a- und B-Selinen enthielt, beinhalteten die anderen
Fraktionen jeweils eine Hauptkomponente. In Fraktion E (Abb. 28, s. S. 30) war neben
kleinen Mengen an Linalool, Caryophyllen und Juniper camphor hauptsachlich Nero-
lidol enthalten. Fraktion H (Abb. 29) bestand grofStenteils aus Guaiol und enthielt nur
kleine Anteile an Linalool, a-Terpineol und Nerolidol, wahrend in Fraktion J (Abb. 30)
B-Eudesmol sowie dessen Strukturisomer a-Eudesmol den Hauptanteil ausmachten.

In dieser Fraktion fand man auch kleine Mengen an Guaiol.

4.2.2 Atherisches Ol in der Repellentien-Testung
Das atherische Ol wurde in einem ersten orientierenden Versuch aufgrund der guten
Wirksamkeit in drei unterschiedlichen Verdiinnungen — 6,25 mg/ml, 12,5 mg/ml und

50 mg/ml — getestet (Abb. 31, s. S. 32).
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Abbildung 31 — Ergebnisse der Testung des dtherischen Ols
Im Vergleich zu den Ergebnissen des Ethanol-Extrakts zeigte sich, dass das dtherische
Ol in Konzentration von 6,25 mg/ml dieselbe Wirksamkeit wie der Extrakt in einer
Konzentration von 25 mg/ml hatte. Die Wirksamkeit von Dosierungen > 12,5 mg/ml

lag bei 100%.

Die Ergebnisse der Testung der Fraktionen B, E, H und J zeigten Unterschiede bezlig-
lich der Wirksamkeit. Jede Fraktion wurde zuerst in einer Konzentration von

6,25 mg/ml getestet (Abb. 32).
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Abbildung 32 — Ergebnisse der Testung der Fraktionen des dtherischen Ols

MOSQUITO-LANDUNGEN

Jene Fraktionen, die eine Hauptkomponente enthielten, zeigten eine Wirksamkeit

von 100%, wahrend die ,,Mischfraktion” B eine weniger starke Effektivitat aufwies.
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Die Fraktionen E, H und J wurden im nachsten Versuch in einer Konzentration von
0,5 mg/ml getestet, um Unterschiede zwischen den Fraktionen detektieren zu kon-
nen (Abb. 33). Fraktion E, welche hauptsachlich Nerolidol enthielt, zeigt die beste

Wirksamkeit im Vergleich zu den anderen Fraktionen.
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Abbildung 33 — Ergebnisse der AO-Fraktionen E, H und J bei 0,5 mg/ml|

MOSQUITO-LANDUNGEN

4.2.3 Testung von Reinsubstanzen

Weil die Fraktionen E, H und J jeweils nur eine Hauptkomponente enthielten, wurden
auch die drei Reinsubstanzen Nerolidol, Guaiol und B-Eudesmol in der Repellentien-
Testung untersucht. Wie die drei Fraktionen wurden auch die Reinsubstanzen in einer
Konzentration von jeweils 0,5 mg/ml getestet. Nerolidol wurde der Fraktion E, Guaiol

der Fraktion H und B-Eudesmol der Fraktion J gegenlibergestellt.

Reinsubstanzen vs. Fraktionen

80
70

60

71
co 57
50 a4 B Reinsubstanz
40 B Kontrolle EtOH
30 )8 "
30 Fraktionen
19

5 18 15 M Kontrolle EtOH

10 10
1

| K

0

Nerolidol - E Guaiol - H B-Eudesmol -

MOSQUITO-LANDUNGEN
o

=]

Abbildung 34 — Ergebnisse der Reinsubstanzen-Testung in Gegeniiberstellung mit
den dazugehérigen Fraktionen des dtherischen Ols

33



Nerolidol wies die beste Wirksamkeit unter den Reinsubstanzen auf (Abb. 34, s.
S. 33). Auffallend war auch, dass die Fraktionen jeweils besser wirksam waren als die
entsprechenden Reinsubstanzen. Durch den Vergleich der Reinsubstanzen mit den
Fraktionen konnte festgestellt werden, dass jene Testlosungen, die hauptsachlich
Nerolidol enthielten, die beste Wirksamkeit zeigten und Fraktionen bzw. Loésungen

mit groBen Mengen an Guaiol oder B-Eudesmol schwacher wirksam waren.

4.2.4 Testung eines Monoterpen-Gemisches

In der GC-MS-Analyse des dtherischen Ols wurden auch leicht fliichtige Monoterpene
identifiziert. Diese waren aber aufgrund ihrer Flichtigkeit nach der Fraktionierung
mit der Flash-Chromatographie in den erhaltenen Sammelfraktionen kaum zu detek-
tieren. Um auszuschlieRen, dass diese Verbindungen fiir die Wirkung hauptverant-
wortlich waren, wurde eine Mischung aus Reinsubstanzen entsprechend der Men-
genverhiltnisse im &therischen Ol hergestellt. Darin enthalten waren o-Pinen
(10,6%), B-Pinen (2,5%), a-Phellandren (13,2%), D-Limonen (17,0%), Eucalyptol
(12,7%), y-Terpinen (3,7%), Linalool (8,0%) und a-Terpineol (5,7%). Wie die anderen
Fraktionen wurde auch diese Mischung in einer Konzentration von 6,25 mg/ml getes-

tet.
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Abbildung 35 — Ergebnisse der Testung der Monoterpen-Fraktion

Wie man in Abbildung 35 erkennen kann, wirkte die Mischung aus den Monoterpe-
nen nicht als Repellent auf die Mosquitos. Der Grund dafiir liegt moglicherweise in

der leichten Fliichtigkeit dieser Verbindungen. Aufgrund dieses Ergebnisses konnte
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ausgeschlossen werden, dass die Monoterpene fir die Wirkung notwendig sind. Sie

konnten nur wirksamkeitsmitbestimmend sein.

4.3 VERSUCHE ZUR GEWINNUNG DER AKTIVEN KOMPONENTEN MITHILFE UNTER-

SCHIEDLICHER LOSUNGSMITTEL

Da die Herstellung des dtherischen Ols eher aufwendig und die Ausbeute gering war,
bestand Interesse an der Ausarbeitung einer alternativen Methode zur Gewinnung
eines Wirkstoffgemisches, das im Vergleich zum Ethanol-Extrakt kein Chlorophyll ent-
halt und dem Ol somit ndherkommt. Dabei wurden die drei apolaren Lésungsmittel

CO,, Dichlormethan und n-Hexan in Erwagung gezogen.

4.3.1 CO»-Extrakt

Mithilfe der SFE wurde ein CO,-Extrakt aus 2 g des gepulverten Blattmaterials herge-
stellt. Dabei diente Ethanol als Co-Solvent und Make-Up-Flissigkeit. Die exakte Me-
thode ist aus Tabelle 2 (s. S. 9) entnehmbar. Das Material wurde in vier Schritten ex-
trahiert und jede Fraktion einzeln zur Trockene gebracht und nach dem Entfernen
des Losungsmittels mithilfe der DC untersucht. Die DC (Abb. 36, s. S. 36) zeigte, dass
die erste Fraktion, die mit reinem CO; extrahiert worden war, in ihrer Zusammenset-
zung mit dem &therischen Ol am besten (ibereinstimmte. Polare Begleitstoffe wie in
der Fraktion 2 und 3 wurden in Fraktion 1 nicht erfasst. Die schwachen Banden von
Fraktion 4 zeigten, dass das Pflanzenmaterial erschopfend extrahiert worden war.

Fraktion 1 lieferte eine Ausbeute von 36,1 mg.
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Abbildung 36 — DC der Fraktionen des 1. SFE-Experiments
FliefSmittel: Toluol-Ethylacetat 96:4

Detektion: AAS
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1-4... SFE-Fraktionen

Daher wurde in einem zweiten Versuch auf ein Co-Solvent verzichtet und nur mit CO>
extrahiert. Hier wurde Methanol als Make-Up-Flissigkeit verwendet, da es leichter
zu entfernen ist als Ethanol. Die genauen Bedingungen dieser Methode sind aus Ta-
belle 3 (s. S. 10) entnehmbar. Aber auch hier zeigte die Auswertung des Chromato-
gramms (Abb. 37, s. S. 37), dass nur die erste Fraktion in ihrer Zusammensetzung dem
dtherischen Ol dhnelte. Alle weiteren Fraktionen enthielten deutliche Mengen an
Chlorophyll, wahrend Sesquiterpene kaum zu detektieren waren. Fiir die Extraktion
dieser Wirkkomponenten war der erste Extraktionsschritt ausreichend. In dieser
Weise konnten 48,8 mg von Fraktion 1 erhalten werden. Die Banden aller weiteren
Fraktionen erschienen auf der DC deutlich schwacher, was auf eine erschopfende Ex-

traktion hindeute.
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Abbildung 38 — GC-Chromatogramm der SFE-Fraktion 2_1, Bedingungen s. S. 13
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Abbildung 37 — DC der Fraktionen des 2. SFE-Experiments
Fliefsmittel: Toluol-Ethylacetat 96:4

Detektion: AAS
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Da die erste Fraktion kaum Chlorophyll enthielt, konnte man eine Analyse mit der GC-
MS durchfiihren (Abb. 38). Dabei stellte sich heraus, dass nur Nerolidol und B-Eudes-
mol in nennenswerten Mengen neben kleinen Anteilen an Caryophyllen in diesem
Extrakt enthalten waren. Zusatzlich wurden hohe Anteile an Begleitsubstanzen, die

zwischen Minute 24 und 31 mit den Sesquiterpenen eluierten, nachgewiesen.

4.3.2 DCM-Extrakt
Das DCM-Extrakt wurde mit Hilfe der Ultraschallextraktion wie in Kapitel 3.3.4 (s.
S. 10) hergestellt. Die erhaltene Ausbeute betrug 194,3 mg, wobei man anhand der

DC (Abb. 39, s. S. 38) sofort erkennen konnte, dass hohe Mengen an polaren
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Begleitstoffenim Extrakt enthalten waren, weshalb eine GC-MS-Analyse aufgrund der

zu geringen Flichtigkeit ausgeschlossen wurde.

4.3.3 Hexan-Extrakt

Das Hexan-Extrakt wurde ebenfalls mittels Ultraschallextraktion (s. Kapitel 3.3.4,
S. 10) gewonnen. Die Ausbeute betrug dabei 41,5 mg. Aufgrund der Farbe des Extrak-
tes wurde angenommen, dass kein Chlorophyll enthalten war, was durch eine diinn-
schichtchromatographische Analyse bestatigt werden konnte (Abb. 39). Im Bereich

von Rf 0,2-0,4 gab es groRe Ubereinstimmungen mit dem &therischen Ol.

| car AO CO2 Hex DCM

Abbildung 39 — DC alternative Lésungsmittel
FlieSmittel: Toluol-Ethylacetat 96:4
Detektion: AAS

Car... Caryophyllen

AO... dtherisches Ol

CO2... CO5-Extrakt

Hex... Hexan-Extrakt

DCM... DCM-Extrakt

Da durch das Fehlen von Chlorophyll und anderen Ballaststoffen eine ausreichende
Flichtigkeit gegeben war, war eine Analyse mit der GC-MS moglich. Das Chromato-
gramm (Abb. 40, s. S. 39) liel auf eine deutlich geringere Konzentration der Kompo-
nenten im Vergleich zum Ethanol-Extrakt oder zum &therischen Ol schlieRen. Nur ge-
ringe Anteile an Nerolidol und B-Eudesmol wurden detektiert. f-Eudesmol machte
den Hauptanteil aus, wihrend Nerolidol, welches im dtherischen Ol die Hauptkom-
ponente war, nur in geringerer Menge vorhanden war. Zusatzlich wurden auch kleine

Mengen an Copaen, Caryophyllen sowie a- und B-Selinen nachgewiesen.
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Abbildung 40 — GC-Chromatogramm des Hexan-Extrakts, Bedingungen s. S. 13

Das Hexan-Extrakt erwies sich im Vergleich zum CO,- und DCM-Extrakt dem &atheri-

schen Ol dennoch als am dhnlichsten, weshalb es auch in einem Repellentien-Test in

einer Konzentration von 25 mg/ml untersucht wurde.
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Abbildung 41 — Ergebnisse der Testung des Hexan-Extrakts

Hexan-Extrakt

B Kontrolle EtOH

Im Vergleich mit den Ergebnissen des atherischen Ols zeigte sich, dass das Hexan-

Extrakt in einer Konzentration von 25 mg/ml dieselbe Wirksamkeit wie das Ol in einer

Konzentration von 6,25 mg/ml aufwies (Abb. 41). Deshalb wurden keine weiteren

Fraktionierungen sowie Repellentien-Tests mit diesem Extrakt durchgefiihrt.
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5 SCHLUSSFOLGERUNG

5.1 DIE WIRKSAMSTE FRAKTION

Die Ergebnisse der Testung der Fraktionen des dtherischen Ols zeigten, dass vor allem
Nerolidol, Guaiol und B-Eudesmol fiir die Wirkung als Repellent verantwortlich wa-
ren. Die Testung dieser Reinsubstanzen zeigte, dass Nerolidol in seiner Wirkung den

beiden anderen Substanzen deutlich Gberlegen war.

Die Testung der Fraktionen des Ethanol-Extrakts hatte gezeigt, dass Fraktion B, wel-
che diese drei Sesquiterpene enthielt, am aktivsten war. Deshalb wurde die Hypo-
these aufgestellt, dass eine Kombination dieser drei Substanzen am effektivsten ge-
gen Mosquitos wirken misste. Fraktion B war in einer Konzentration von 0,5 mg/ml

wirksamer als die drei einzelnen Reinsubstanzen (Abb. 42).
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Abbildung 42 — Vergleich der Ergebnisse der Reinsubstanzen und der Fraktion B
des EtOH-G-Extrakts in einer Konzentration von jeweils 0,5 mg/ml

Daher wurde eine Mischung aus Nerolidol, Guaiol und B-Eudesmol zu je 0,17 mg/ml
sowie das Destillat, das der Fraktion B in der Zusammensetzung stark dhnelte, in einer
Konzentration von 0,5 mg/ml jeweils gegen Nerolidol ebenfalls in einer Konzentra-
tion von 0,5 mg/ml als Kontrolle getestet, um festzustellen, ob die Gemische im Ver-

gleich zu Nerolidol besser wirkten.

Dabei stellte sich heraus, dass der Sesquiterpen-Mix im direkten Vergleich zu Nero-

lidol eine starkere Wirksamkeit zeigte. Aber auch die Kontrolle Nerolidol hatte eine
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starke repellierende Wirkung auf die Mosquitos. Im Vergleich zum Destillat wirkte

Nerolidol deutlich besser (Abb. 43).
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Abbildung 43 — Vergleich der wirksamsten Zubereitungen
Im direkten Vergleich erzielten sowohl der Sesquiterpen-Mix als auch Nerolidol sehr
gute Ergebnisse in der Repellentien-Testung. Das Destillat war erst in héheren Kon-

zentrationen von 6,25 mg/ml dhnlich wirksam.

5.2 AusBLIcK: EINE MOGLICHKEIT FUR DEN SCHUTZ DER DARWIN-FINKEN

Da drei Zubereitungen bzw. Testlésungen gute Ergebnisse in der Repellentien-Tes-
tung lieferten, waren folgenden Vorgangsweisen fiir eine umweltfreundliche und
auch kostenglinstige Lésung zum Schutz der Darwinfinken auf den Galapagos-Inseln

moglich:

Nerolidol ist kommerziell glinstig zu erwerben und die Herstellung einer Repellen-
tien-Losung ist einfach. Allerdings zeigte es im Vergleich zum Sesquiterpen-Mix eine
etwas schwachere Wirksamkeit. Dabei sollte das Kosten-Nutzen-Verhaltnis abgewo-
gen werden, da Guaiol und B-Eudesmol hohe Kosten verursachen wiirden. Fiir den
flaichendeckenden Schutz der Vogel stellt sich die Frage, ob es nicht am sinnvollsten
ware das Destillat einzusetzen. Dieses ware einfach herzustellen und verursacht
keine allzu hohen Kosten, da es aus dem vor Ort verfligbaren Pflanzenmaterial ge-
wonnen werden kann. Allerdings sind fir die optimale Wirksamkeit h6here Konzent-
rationen (> 6,25 mg/ml) im Vergleich zum Sesquiterpen-Mix oder zu Nerolidol not-

wendig.
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Eine weitere Alternative stellt das dtherische Ol dar, welches in einer Konzentration
von 6,25 mg/ml ebenfalls gute Ergebnisse lieferte. Durch den Vergleich der verein-
fachten Wasserdampfdestillation, welche auf den Galapagos Inseln durchgefihrt
worden war, und der Wasserdampfdestillation nach EUAB konnte gezeigt werden,
dass beide Methoden dasselbe Inhaltsstoffmuster liefern. Die Wasserdampfdestilla-
tion lieferte zwar eine hohere Ausbeute, allerdings ware Xylol als Hilfsphase zu to-
xisch (GESTIS-Stoffdatenbank, 2019) und daher nicht einsetzbar. Da man mit der ver-
einfachten Methode eine geringere Ausbeute erhalten hat, ist auch in diesem Punkt
die Herstellung eines Destillats zu bevorzugen. Dabei waren im Endprodukt keine to-
xischen Losungsmittel enthalten, was von Vorteil ware, wenn man das Destillat in der

Natur ausbringen mochte.

Ein weiterer Aspekt, der fiir das Destillat spricht, ist, dass aus grob zerkleinertem
moglichst frischem Pflanzenmaterial auch vermehrt Monoterpene extrahiert werden
wirden und im Destillat enthalten waren. Orientierende Versuche an A. aegypti und
A. albopictus (Alvarez Costa et al., 2017; Ma et al., 2018) lieRen darauf schlieRen, dass

die Monoterpene an der larviciden Wirkung maRgeblich beteiligt sein konnten.

Im nachsten Schritt ist geplant, dass sowohl das Destillat als auch Nerolidol auf den
Galapagos-Inseln gegen die Larven von P. downsi, welche die grofRte Bedrohung fir
die Kiken der Darwin-Finken darstellen, getestet werden. In der dortigen Untersu-
chungsstation steht ein Gaschromatograph, der an ein Olfaktometer gekoppelt ist,
zur Verfligung. Damit kann die Reaktion der Fliegen auf die fllichtigen Komponenten

gemessen werden.

Wenn auch in diesen Untersuchungen positive Ergebnisse erhalten werden, wird man
im ndchsten Schritt eine geeignete Formulierung bzw. Methode suchen, um diese
Losung in den Nestern der Darwin-Finken auszubringen und die Vogel damit langfris-

tig vor den Parasiten zu schiitzen.
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