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1. Zusammenfassung

Dorema ammoniacum D. Don, Scrophularia lucida L. und Combretum zenkeri Engl. &
Diels sind Arzneipflanzen, die aufgrund ihrer entzindungshemmenden, antibakteriellen
oder antimykotischen Eigenschaften Anwendung in der traditionellen Medizin finden. Es
konnten schon einige aktive Verbindungen der Pflanzen wie Dshamirone (D. ammonia-
cum), Hispidulin (S. lucida), sowie Urolsaure und Oleanolsaure (C. zenkeri) isoliert wer-

den.

Ziel der vorliegenden Diplomarbeit war es, weitere Sekundarstoffe der drei Arzneipflan-

zen zu charakterisieren und Reinsubstanzen zu isolieren.

Verschiedene Fraktionen aus vorangegangenen Diplomarbeiten wurden mittels Dinn-
schichtchromatographie auf ihre Zusammensetzung sowie das Vorliegen bekannter
Substanzen Uberprift und deren Reinheit und die prozentuelle Zusammensetzung ver-

schiedener Fraktionen mittels HPLC ermittelt.

In Ethylacetatfraktionen aus einem methanolischen Extrakt von S. lucida konnten die
Flavonoide Nepitrin, Homoplantaginin und Kéampferol-3-O-rutinosid und die Phenolcar-
bonsaure Kaffeesdure nachgewiesen werden. Das Vorliegen von Quercetin, Naringenin-
7-O-glucosid und Verbascosid konnte ausgeschlossen werden.

Eine LC-MS-Analyse ergab Hinweise auf das Vorliegen einer Verbascosid-ahnlichen
Verbindung.

Weiters konnte Scrovalentinosid, ein seltenes Iridoidglykosid, mit Hilfe der Flash Chro-
matography aus der Chloroformfraktion aus einem methanolischen Extrakt von S. lucida

weitgehend aufgereinigt werden.

Mittels Saulenchromatographie konnte Substanz MIK1 aus einer Chloroformfraktion aus
dem methanolischen Extrakt von C. zenkeri isoliert werden, die zur Strukturaufklarung
mittels NMR-Spektroskopie untersucht wurde. Die Substanz erwies sich als eine Mi-
schung aus zwei Komponenten, Daucosterol und 24(R)-Ethylcholest-6-en-5a-o0l-3-O-3-D-
glucopyranosid, im Verhaltnis 1 : 0,35. Letztere Substanz wurde im Zuge dieser Diplom-

arbeit erstmals in der Familie der Combretaceae nachgewiesen.



2. Abstract

Dorema ammoniacum D. Don, Scrophularia lucida L. and Combretum zenkeri Engl. &
Diels are medicinal plants, which are used in traditional medicine due to their antiinflam-
matory, antibacterial or antimycotic properties. Some of their active compounds, such as
dshamirone (D. ammoniacum), hispidulin (S. lucida), ursolic acid und oleanolic acid (C.

zenkeri), have already been isolated.

The aim of this diploma thesis was to characterise further secondary metabolites from

these three medicinal plants and to isolate pure compounds.

The composition of fractions from previous work was investigated by TLC and compo-
nents were identified by comparison with authentic substances. By HPLC, their purity

and amounts in mixtures were determined.

The flavonoids nepitrin, homoplantaginin and kaempferol-3-O-rutinoside as well as caf-
feic acid were detected in ethylacetate fractions of a methanolic extract of S. lucida. The
presence of quercetin, naringenin-7-O-glucoside and verbascoside could be excluded.
By LC-MS analysis, the presence of a verbascoside-like compound was indicated.
Furthermore, the rare iridoide glycoside scrovalentinoside, was purified from a chloro-

form fraction by flash chromatography.

Column chromatography of a chloroform fraction from a methanolic extract of C. zenkeri
lead to the isolation of compound MIK1, which was further investigated by NMR-
spectroscopy. The analysis showed that MIK1 was a mixture of two compounds, namely
daucosterol and 24(R)-ethylcholest-6-ene-5a-0l-3-O-B-D-glucopyranoside, at a ratio of 1

to 0,35. The latter compound was proven for the first time in the Combretaceae family.



3. Einleitung

3.1. Dorema ammoniacum D. Don

Dorema ammoniacum D. Don gehort zur Familie der Apiaceae und kommt vor allem in
Nord-Indien, in Afghanistan und im Iran vor (Adhami et al., 2013). Die traditionelle Ver-
wendung des Harzes dieser Pflanze in der iranischen Medizin geht in der Geschichte
weit zurlck und es wird auch noch heute zur Behandlung verschiedener Krankheiten
eingesetzt. Dazu zahlen unter anderem Cystitis, Koliken sowie der Einsatz als Expek-

torans und als Antikonvulsivum (Buso et al., 2020).

Abbildung 1: Dorema ammoniacum D.Don’

Das verwendete Gummiharz hat in Studien eine hemmende Wirkung auf das Enzym
AChE gezeigt (Adhami et al., 2013). Eine der Hauptstrategien in der symptomatischen
Behandlung von Alzheimer ist die Hemmung der AChE (Dey. et al., 2017). Eine Ver-
bindung in D. ammoniacum, die flr diese Hemmung mitverantwortlich sein kénnte, wur-
de als Dshamirone identifiziert (Adhami et al. 2013).

3.2. Scrophularia lucida L.

Scrophularia lucida L. gehdrt zur Familie der Scrophulariaceae und ist weit verbreitet,
unter anderem in Sudwest-Asien und im Mittelmeerraum (Zengin et al.,, 2018;
Lewenhofer et al., 2018).

Verschiedene Arten der Gattung Scrophularia werden schon lange in der Volksmedizin
im Mittelmeerraum unter anderem zur Behandlung von entzindlichen Erkrankungen,
Hauterkrankungen wie Psoriasis, Ekzeme, Pruritus oder zur Wundheilung eingesetzt

(Lewenhofer et al., 2018; Giessrigl et al., 2012). In verschiedenen pra-klinischen Studien

! Bild lbernommen aus Zandpour et al., 2016



konnten antibakterielle, antimykotische, antitumorale, kardioprotektive und analgetische

Wirkungen gezeigt werden (Zengin et al., 2018).

Abbildung 2: Scrophularia lucida L.?

In einer Studie, in der flinf verschiedene Scrophularia-Arten auf ihre antiproliferative
Aktivitat getestet wurden, konnte gezeigt werden, dass Extrakte aus S. lucida die
Metastasierung von MCF-7 Krebszellen unterbinden kdnnen, indem die sogenannte ,gap
formation® in Schichten von endothelialen Lymphzellen inhibiert wurde. Diese Hemmung
konnte mittels CCID-Assay (Circular Chemorepellent-Induced Defects) nachgewiesen
werden (Giessrigl et al., 2012).

In einer weiteren Untersuchung wurde Hispidulin als Hauptkomponente in einer
wirksamen Fraktion des aktiven methanolischen Extrakt identifiziert (Lewenhofer et al.,
2018).

2 Quelle: http://portal.cybertaxonomy.org/flora-greece/cdm_dataportal/media/4ac2f582-c393-
45b7-848f-9a3cb26fd0f5 (letzter Zugriff 16.06.2021)



Desweiteren konnte in einer Studie die hemmende Wirkung eines Extraktes aus S./ucida
auf AChE und BChE, die eine bedeutende Rolle in der Behandlung von Alzheimer spie-
len, beobachtet werden. In derselben Arbeit wurde eine Reduktion der a-Amylase und a-
Glucosidase, die bei der Behandlung von Diabetes mafigeblich sind, ebenso wie eine
hemmende Wirkung auf Tyrosinase, welche bei Stérungen des Pigmentsystems wichtig

ist, nachgewiesen (Zengin et al., 2018).

3.3. Combretum zenkeri Engl. & Diels

Combretum zenkeri Engl. & Diels ist eine Kletterpflanze, die zur Familie der
Combretaceae gehort und weit verbreitet in Afrika von Guinea Uber Nigeria bis nach
Kamerun ist (Ujowundu et al., 2010).

Vertreter der Familie der Combretaceae zeigen ein weites Spektrum an bioaktiven Ver-
bindungen und werden in der Volksmedizin zur Behandlung verschiedener Krankheiten
wie Hepatitis, respiratorischen Infektionen, entziindlichen Erkrankungen (z.B. rheumatoi-
de Arthritis) oder Malaria angewandt (Wande, Babatunde, 2017; Ujowundu, et al., 2015;
Wande et al., 2020).

Abbildung 3: Combretum zenkeri Engl. & Diels®

5 S LT e}

In einer Studie, in der zehn Arten aus der Familie der Combretaceae auf ihre Antimala-
ria-Aktivitat getestet wurden, zeigte unter anderem das methanolische Extrakt aus Blat-
tern von C. zenkeri eine signifikante Aktivitdt verglichen mit dem Standard-
Antimalariamittel Chloroquin (Wande, Babatunde, 2017).

3 http://www.africanplants.senckenberg.de/root/index.php?page_id=78&id=2654#image=8502
(letzter Zugriff 12.03.2020)


http://www.africanplants.senckenberg.de/root/index.php?page_id=78&id=2654#image=8502

In einer weiterfUhrenden, aktivitatsgeleiteten Untersuchung von C. zenkeri konnte eine
Mischung der Triterpene Ursolsdure und Oleanolsaure nachgewiesen werden (Wande et
al., 2019).

4. Zielsetzung

Arzneipflanzen wurden bereits sehr frih in der Menschheitsgeschichte in der traditionel-
len Medizin zur Behandlung verschiedenster Krankheiten oder Symptome eingesetzt.
Ein wichtiges Ziel der Ethnopharmakologie ist es, verbesserte Arzneimittel aus den tradi-
tionell angewandten Pflanzen zu entwickeln bzw. die Plausibilitdt der traditionellen
Anwendungen wissenschaftlich zu belegen (Heinrich, Gibbons, 2001).

Zu diesem Zweck ist es unverzichtbar, das Inhaltsstoffspektrum einer Arzneipflanze und
deren wirksame Komponenten zu charakterisieren. Dazu sind phytochemische Untersu-
chungen der Pflanzenextrakte notwendig.

In vorangegangen Arbeiten konnten bereits einige bioaktive Inhaltsstoffe von D. ammo-
niacum, S. lucida und C. zenkeri identifiziert werden (Adhami et al., 2013; Lewenhofer et
al., 2018; Wande et al., 2019).

Ziel der vorliegenden Diplomarbeit war es, in zur Verfligung stehenden Fraktionen aus
Extrakten der drei Arzneipflanzen Sekundarstoffe zu charakterisieren und weitere In-
haltsstoffe zu identifizieren sowie Reinsubstanzen zu isolieren, die unter anderem fir

Screenings verwendet werden kdnnen.



5. Ergebnisse

5.1. Dorema ammoniacum D.Don
Es standen Fraktionen aus einer vorangegangenen Diplomarbeit zur Verfugung, die im
Rahmen einer aktivitatsgeleiteten Untersuchung zur Hemmung von Acetylcholinesterase

durch Extrakte aus D. ammoniacum hergestellt worden waren (Lutz, 2013).

5.1.1. DC-Uberpriifung vorhandener Fraktionen
Diese Fraktionen wurden dinnschichtchromatographisch untersucht, um festzustellen,

ob daraus weitere Sekundarstoffe isoliert werden kdénnten (s. Abbildung 4).

Abbildung 4: DC verschiedener Fraktionen aus D. ammoniacum

r

Front
g&% | -
ek B2
7 ‘.';(: e
—— — = Start
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Mobile Phase: DCM / EtOAc / MeOH 100+7+3; Detektion: AAS
Fraktion @ Menge Fraktion Menge Fraktion Menge Quelle
1 N3 35,2 mg 8 Q5 152mg | 15 R4 1,2 mg
2 N8 9,8 mg 9 JRL1 50mg | 16 R5 10,4 mg
3 N9 89mg | 10 JRL3 43mg | 17 R6 < 50,0 mg L
utz,
4 N10 79mg | 11 JRL4 35mg | 18 S1 <50mg 2013
5 P8 16,2mg | 12 R1 100,0mg | 19 S3 < 50,0 mg
6 JRL2 0,2mg | 13 R2 <50,0mg | 20 S4 <5,0mg
7 Q2 36,3mg | 14 R3 <50,0mg | 21 80% 6,8 mg

Die Bande der Fraktion 80% wies das gleiche Muster an Inhaltsstoffen auf wie Substanz
JRL1 und konnte daher als Dshamirone identifiziert werden, da die Struktur von JRL1

bereits als Dshamirone aufgeklart worden war (Lutz, 2013).



Die Fraktionen JRL3, R5 und S3 wurden in einem weiteren DC-System untersucht (s.
Abbildung 5).

Abbildung 5: DC der Fraktionen JRL3, R5 und S3

Front
1 R5
2 JRL3
S3
Start

Mobile Phase: DCM / EtOAc / MeOH 100+6+2, Detektion: AAS

Die drei Fraktionen wiesen die gleiche Hauptkomponente auf.

Die Struktur von JRL3 konnte in der Diplomarbeit Lutz, 2013, nicht aufgeklart werden, da
sich Nebenprodukte nicht hatten abtrennen lassen. Auch im Zuge der vorliegenden Ar-
beit waren aufgrund der geringen Menge der Fraktionen, keine weitere Trennungsschrit-
te zur Reindarstellung mdglich.



Fraktion R1 wies im verwendeten DC-System eine blauliche Bande im oberen Rf-
Bereich auf, wie sie typisch fur Sterole ist. Daher wurde diese Fraktion mit einigen Stero-
len verglichen (s. Abbildung 6).

Abbildung 6: DC-Vergleich von Fraktion R1 mit Sterolen

Front

1 Fucosterol
2 R1

3 Stigmasterol
4

Sitosterol

Start

1. 2 3 4

Mobile Phase: DCM / EtOAc / MeOH 100+6+2, Detektion: AAS

Anhand der DC konnten Fucosterol, Stigmasterol und -Sitosterol ausgeschlossen wer-
den. Da in Fraktion R1 relativ groRe Anteile polarer Substanzen in der Startzone detek-
tiert wurden, wurde fur die weitere Aufreinigung die Flash Chromatography gewahlt, um
die blauliche Hauptkomponente flir die zweifelsfreie Charakterisierung zu isolieren (s.
5.1.2.1, S. 10).

Die Fraktionen N8-N10 (s. Abbildung 4, S. 7) wiesen ein Ubereinstimmendes Muster an
Inhaltsstoffen auf und konnten daher zu einer Sammelfraktion vereinigt werden. Dadurch
ergab sich eine ausreichende Menge von 36 mg, um eine weitere Auftrennung durchzu-
fuhren (s. 5.1.2.2., S. 11).

Fraktion N3 (35 mg) (s. Abbildung 4, S. 7) wies eine deutliche Hauptkomponente mit Rf
0,8 auf, die mittels Flash Chromatography rein dargestellt werden sollte (s. 5.1.2.4., S.
14).

Die anderen Fraktionen wurden aufgrund des Fehlens von eindeutigen Hauptkomponen-

ten bzw. der geringen Mengen nicht weiter bearbeitet.



5.1.2. Fraktionierung mittels Flash Chromatography*

5.1.2.1. Auftrennung von Fraktion R1 (Flash Chromatography FC 1)

Die Auftrennung von Fraktion R1 (s. Abbildung 6, S. 9) diente dem Ziel, die blauliche
Hauptkomponente bei Rf 0,67 zu isolieren, um die Substanz charakterisieren zu kénnen.
Zur Fraktionierung mittels Flash Chromatography wurde ein Dryload mit 100 mg Sub-
stanz hergestellt und in FC 1 aufgetrennt. Die Herstellung des Dryloads und die verwen-
deten Parameter sind Kapitel 7.2.3. (S. 49) zu entnehmen.

Insgesamt wurden 100 Fraktionen zu je 5 ml gesammelt. Die Fraktionen, in denen mit-
tels ELSD und DAD Substanzen detektiert wurden, wurden zusatzlich diinnschichtchro-

matographisch Uberprift (s. Abbildung 7).

Abbildung 7: DC von Fraktionen aus FC 1

Front

— e se Start
12 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Mobile Phase: DCM / EtOAc / MeOH 100+6+2, Detektion: AAS

Fraktion Fraktion Fraktion
1 12 7 30 13 36
2 13 8 31 14 37
3 14 9 32 15 47
4 15 10 33 16 48
5 25 11 34 17 49
6 29 12 35

Wie aus der DC zu entnehmen ist, war es nicht moglich die blauliche Bande zu isolieren,
da es wahrend der Auftrennung vermutlich zur Zersetzung der Komponente gekommen

war.

4 Die Chromatogramme der FC-Analysen befinden sich im Anhang.

10



5.1.2.2. Auftrennung der Fraktionen N8 — N10 (Flash Chromatography FC 2)

Far die Auftrennung der Inhaltsstoffe aus Sammelfraktion N8-N10 (s. Abbildung 4, S. 7),
wurde ein Dryload mit 36 mg Substanz hergestellt, auf Kieselgel aufgebracht und in FC 2
aufgetrennt. Die genauen Parameter der FC 2 sind Kapitel 7.2.3. (S. 49) zu enthehmen.
Insgesamt wurden 120 Fraktionen zu je 5 ml gesammelt. Die Fraktionen, in denen mit-
tels ELSD und DAD Substanzen detektiert wurden, wurden zuséatzlich diinnschichtchro-
matographisch Uberprift und Fraktionen mit dhnlicher Zusammensetzung zu Sammel-

fraktionen vereinigt (s. Abbildung 8).

Abbildung 8: DC der Sammelfraktionen von FC 2

Front

1 N8-N10
2 FC2/SF1
3 FC2/SF2

Start

1 2 3

Mobile Phase: DCM / EtOAc / MeOH 100+7+3, Detektion: AAS

Tabelle 1: Sammelfraktionen der FC 2

Sammelfraktion Fraktionen Ausbeute
1 16-18 2,1 mg
2 19-24 4,9mg

Die DC zeigte nach Besprihen mit AAS, dass es sich bei Sammelfraktion 1 um eine
komplexe Mischung handelte. Da von dieser Fraktion nur eine sehr geringe Menge vor-
handen war, konnte diese nicht weiter bearbeitet werden.

In Sammelfraktion 2 war eine Hauptkomponente bei Rf 0,4 angereichert, daher wurde
diese Fraktion mittels HPLC untersucht. Die genauen Parameter fir die HPLC-Analyse
sind in Kapitel 7.2.2. (S. 48) angefuhrt, wobei in dieser Analyse eine Flussrate von

0,5 ml/min gewahlt wurde. Die Analyse wurde mit Saule 2, FlieBmittelsystem 2 und Gra-
dient 3 (s. Tabelle 8, S. 48 und Tabelle 9, S. 49) durchgeflihrt.
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Abbildung 9: HPLC-Chromatogramm von Sammelfraktion 2/FC 2 bei 315 nm;
Bedingungen s. Kapitel 7.2.2, S. 48 ff
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Abbildung 12: UV-Spektrum bei 39,37 min
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Die HPLC-Analyse ergab einen Hauptpeak bei 35,88 min und zwei weitere Nebenkom-
ponenten mit geringfligig hoherer Retentionszeit. Aus den UV-Spektren (s. Abbildungen
10 — 12) folgte die Annahme, dass es sich um nah verwandte Substanzen handeln kénn-
te. Daher wurde die Fraktion mittels LC-MS weiter analysiert (s. 5.1.2.3.). Sammelfrakti-
on 2 von FC 2 wurde als Substanz MK12 bezeichnet.

5.1.2.3. Strukturaufklirung von Substanz MK12 °

Da die drei Peaks bei der HPLC-Analyse ahnliche UV-Spektren aufwiesen, sollte mittels
LC-MS das Molekulargewicht der drei Substanzen ermittelt werden. Dabei wurden flr
die Flussigchromatographie die Parameter der HPLC-Analyse verwendet (s. Kapitel
7.2.2.,S. 48).

Bei der MS-Analyse von MK12 wurde fur alle drei Komponenten ein Molekulargewicht
von 808 g/mol ermittelt. Weder das Positivionen-MS noch das Negativionen-MS zeigten
eine Fragmentierung.

Zur eindeutigen Ermittlung der Summenformel der Verbindungen wurde die hochaufl6-
sende Massenspektrometrie herangezogen. Um eine bessere Trennleistung zu erzielen,
wurde die stationare Phase geandert und die Analysenparameter angepasst (s. 7.2.6.,
S. 53).

5 Die Spektren der LC-MS- und HRMS- Analysen fiir MK12 befinden sich im Anhang.
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Abbildung 13: HRMS-HPLC-Chromatogramm von Substanz MK12;
Bedingungen s. Kapitel 7.2.6, S. 53
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Mit den optimierten Bedingungen fur die LC-HRMS konnte eine Basislinientrennung der
drei Peaks bei Rt 26,3 min, 27,5 min und 28,3 min erzielt werden (s. Abbildung 13). Im
Positivionen-MS wurde das Molekulargewicht von 808 g/mol bestatigt. Aul’erdem konn-
ten bei der Analyse auch zwei weitere Hauptkomponenten bei Rt 5,9 min und 11,5 min
(s. Abbildung 13) in Substanz MK12 detektiert werden.

Substanz MK12 war somit ein Gemisch aus flinf Hauptkomponenten, wovon drei das
gleiche Molekulargewicht aufwiesen. Das wies darauf hin, dass es sich um sehr dhnliche
Substanzen mit gleicher Grundstruktur handelt, die sich offensichtlich in der Position
ihrer funktionellen Gruppen unterscheiden. Als Summenformel wurde Ca9HeoO10 ermittelt,
bisher wurden allerdings keine natlrlich vorkommenden Substanzen beschrieben.

Da es sich bei Substanz MK12 um eine Mischung handelte und nicht genigend Sub-
stanz flr eine weitere Auftrennung vorhanden war, konnten die Strukturen der Kompo-
nenten nicht aufgeklart werden.

5.1.2.4. Auftrennung der Fraktion N3 (Flash Chromatography FC 3)

Die Hauptkomponente bei Rf 0,8 von Fraktion N3 (s. Abbildung 4, S. 7) sollte mittels
Flash Chromatography isoliert werden. Dazu wurde ein Dryload mit 35 mg Substanz
hergestellt und in FC3 aufgetrennt. Die verwendeten Parameter sind Kapitel 7.2.3. (S.
49) zu entnehmen.
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Es wurden 115 Fraktionen gesammelt. Die Fraktionen, in denen mittels ELSD und DAD
Substanzen detektiert wurden, wurden zusatzlich diinnschichtchromatographisch Gber-

prift und zu Sammelfraktionen vereinigt (s. Abbildung 14).

Abbildung 14: DC der Sammelfraktion 1 aus FC 3

Front

1 N3
s

2 FC3/SF1

—i— Start

1 2
Mobile Phase: DCM / EtOAc / MeOH 100+5+1, Detektion: AAS

Mittels FC 3 konnte in SF 1 der Grolf3teil der Begleitsubstanzen aus Fraktion N3 entfernt
werden. Jedoch stellte sich bei der DC-Kontrolle der Fraktionen in dem etwas weniger
polaren FlieBmittel heraus, dass die Hauptkomponente von N3 ein Gemisch aus drei
Verbindungen ist.

Aufgrund der geringen Ausbeute von Sammelfraktion 1 aus FC 3 (6 mg) war es nicht

moglich eine weitere Fraktionierung durchzufuhren.
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5.2. Scrophularia lucida L.

5.2.1. DC-Uberpriifung vorhandener Fraktionen

Aus mehreren Diplomarbeiten waren unterschiedliche Fraktionen vorhanden, die aus der
Fraktionierung eines Extraktes aus S. lucida stammten. Aus einem methanolischen Ex-
trakt waren apolare Begleitsubstanzen und Gerbstoffe entfernt worden. Danach erfolgte
Verteilung zwischen Wasser und Chloroform bzw. Wasser und Ethylacetat. Diese beiden
Fraktionen waren mittels chromatographischer Methoden weiter aufgetrennt worden
(Ledermdller, 2015, Lewenhofer, 2014, Schweighofer, 2015, Spitznagl, 2015,
Sumetsberger, 2016).

5.2.1.1. Untersuchung von Fraktionen aus der Ethylacetatfraktion
Fir die Untersuchungen standen diverse Fraktionen aus drei Diplomarbeiten zur Verfi-
gung (Lewenhofer, 2014; Ledermdiller, 2015; Sumetsberger, 2016). Diese wurden dunn-

schichtchromatographisch untersucht. Diese Fraktionen enthielten vor allem Flavonoide.

Abbildung 15: DC-Kontrolle verschiedener Ethylacetatfraktionen
a) UV 366 nm
A

Front

Start
1 2 3 45 6 7 8 9 10 1112 13 14
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b) UV 245 nm

Front

Start

12 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14

Mobile Phase: EtOAc / FA conc. / AA conc. / H20 100+11+11+20, Detektion: NST A / PEG

Fraktion Menge Quelle
1 SPE/SF3 2,0 mg
2 SPE/SF4 5,2 mg
3 SPE/SF5 15,8 mg
4 SPE/SF6 12,5 mg
5 SPE/SF7 5,0 mg
6 SPE/SF9 6,8 mg
7 SPE/SF10 4,4 mg
8 SPE/SF11 pomg  ewennofer 2014
9 SPE/SF12 3,0 mg
10 SPE/SF13 1.4 mg
11 SPE/SF14ns 4,7 mg
12 SPE/SF16 2,3mg
13 SPE/SF17 6,0 mg
14 SPE/SF18 3,0mg

Die Fraktionen SPE/SF3-SF5, sowie SPE/SF7+SF9+SF11 konnten aufgrund des iden-
ten Bandenmusters vereinigt werden und wurden zur weiteren |dentifizierung mit Refe-
renzsubstanzen verglichen (s. Abbildung 19, S. 21).

Die Fraktionen SPE/SF10, SPE/SF12 sowie SPE/SF16-18 konnten aufgrund der jeweils
sehr geringen Menge nicht weiter bearbeitet werden.

Fraktionen SPE/SF13 und SPE/SF14ys enthielten dieselbe Substanz in chromatographi-
scher einheitlicher Form und konnten durch Vergleich mit Daten einer vorherigen Arbeit
(Lewenhofer, 2014) als 2“-O-Acetyl-homoplantaginin identifiziert und als Referenzsub-

stanz in die hauseigene Substanzdatenbank aufgenommen werden.
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Abbildung 16: DC-Kontrolle weiterer Ethylacetatfraktionen
S v 5 a0 8 e |

SC2/SF9 = 40,0 mg
SC2/SF10 29,3 mg
SC2/SF11 = 39,2mg

Front
Fraktion Menge Quelle
1 SC2/SF5  32,7mg
2 SC2/SF6 = 23,8 mg
3 SC2/SF7  19,5mg
Lewenhofer,
4 SC2/SF8 = 74,1 mg
2014
5
6
7

Mobile Phase: EtOAc / FA conc. / AA conc. / H20 100+11+11+20, Detektion: NST A/ PEG

Die Sammelfraktionen SC2/SF5 — SC2/SF8 wiesen eine blau fluoreszierende Haupt-
komponente bei Rf 0,66 auf. Im Vergleich mit den DC-Daten aus Lewenhofer, 2014
konnte festgestellt werden, dass es zu Zersetzungsprozessen der Substanzen
gekommen war. Einzelne der untersuchten Fraktionen waren in der Arbeit von
Lewenhofer, 2014 bereits mit den Phenolcarbonsauren Ferulasaure, Chlorogensaure,
Neochlorogensaure, p-Cumarsaure, Ellagsdure und Cryptochlorogensaure verglichen
und das Vorliegen dieser Substanzen ausgeschlossen worden.

Im Zuge dieser Diplomarbeit wurde ein Vergleich der Fraktion SC2/SF8 mit Verbascosid
durchgefuhrt, um auf das Vorliegen dieses Phenolcarbonsaure-Derivats zu uUberprifen
(s. Abbildung 23, S. 24).

Fraktion SC2/SF5 (Arbeitsbezeichnung MK10) wurde in weiterer Folge mittels LC-MS®
analysiert, um die Hauptkomponente dieser Fraktion zu identifizieren.

Dabei konnte fir MK10 ein Molekulargewicht von 668 g/mol ermittelt werden. Das Posi-
tivionen-MS? zeigte einerseits die Abspaltung eines Fragments mit einer Masse von 162
g/mol, was auf das Vorliegen einer Hexose bzw. von Kaffeesaure hinwies, anderseits
wurde ein Fragment mit der Masse 146 g/mol detektiert, wobei es sich vermutlich um
eine Desoxyhexose handelte. Im Vergleich zum Molekulargewicht von Verbascosid wies
MK10 ein Fragment mit einer Masse von 44 g/mol mehr auf, was auf eine zuséatzliche

Carboxylgruppe hinwies.

6 Die Spektren der LC-MS- Analyse fiir MK10 befinden sich im Anhang.
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Anhand des Fragmentierungsmusters konnte es sich bei MK10 um eine Verbascosid-
ahnliche Substanz handeln.

Um die Struktur vollstandig mittels NMR aufklaren zu kdnnen, musste die Fraktion weiter
aufgereinigt werden. Das war im Rahmen dieser Diplomarbeit aus zeitlichen Grinden

nicht mehr moglich.

5.2.1.2. Untersuchung von Fraktionen aus der Chloroformfraktion

Aus zwei Diplomarbeiten (Schweighofer, 2015; Spitznagl, 2015) standen Fraktionen aus
einer Chloroformfraktion des methanolischen Extraktes aus S. lucida zur Verfugung. Die
Fraktionen enthielten Uberwiegend terpenoide Substanzen. In der Diplomarbeit von
Schweighofer (2015) waren die Iridoidglykoside Koelziosid und Scrovalentinosid identifi-

ziert worden.

Abbildung 17: DC-Kontrolle verschiedener Chloroformfraktionen
a) Tageslicht b) UV 366 nm

Front

Fraktion Menge Quelle
1 SC2/F18 74,3 mg Schweighofer,
2 SC2/F19 88,6 mg 2015

Start
1 2 1 2

Mobile Phase: EtOAc / MeOH / FA conc. / H20 70+8+4+4, Detektion: AAS

Die Fraktionen SC2/F18 und SC2/F19 (Schweighofer, 2015) wiesen beide eine braune
Hauptkomponente bei Rf 0,44 auf. Diese konnte als Scrovalentinosid bestatigt werden.
Die Fraktionen enthielten allerdings noch weitere Komponenten im oberen Rf-Bereich
sowie polare Begleitsubstanzen. Da die beiden Fraktionen dasselbe Muster an Inhalts-
stoffen aufwiesen, wurden sie vereinigt (SC2/F18+19, 162 mg) und mittels Flash Chro-

matography zur Reindarstellung von Scrovalentinosid fraktioniert (s. 5.2.3.1., S. 25).
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Abbildung 18: DC-Kontrolle weiterer Chloroformfraktionen

a) Tageslicht b) UV 366 nm
PSR, N Front
Aad - -
Start
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Mobile Phase: EtOAc / MeOH / FA conc. / H20 70+8+4+4, Detektion: AAS

Fraktion = Menge Quelle
SC1/F12 246,0mg  Spitznagl, 2015
SC2/F16 120,9mg Schweighofer, 2015
SC1/F13 506,8 mg Spitznagl, 2015
SC2/F17 104,2 mg

Schweighofer, 2015
SC2/F15 133,4mg

a A WO N =

Die braunen Banden bei Rf 0,38 und Rf 0,48 in mehreren untersuchten Fraktionen (s.
Abbildung 18) wurden zweifelsfrei als Scrovalentinosid und Koelziosid bestimmt
(Schweighofer, 2015). Von Fraktion SC1/F13 (Spitznagl, 2015) waren 500 mg vorhan-
den, weshalb diese Fraktion zur Aufreinigung von Scrovalentinosid mittels Flash Chro-
matography herangezogen wurde (s. 5.2.3.2., S. 27).

5.2.2. Vergleiche mit Referenzsubstanzen

Mittels Dunnschichtchromatographie wurden Fraktionen, die Uberwiegend Flavonoide
bzw. Phenolcarbonsauren enthielten, mit diversen Referenzsubstanzen verglichen. Es
sollten die orange bzw. blau fluoreszierenden Banden identifiziert und somit das Inhalts-
stoffmuster an Sekundarstoffen von S. lucida weitgehend charakterisiert werden.

In einer vorhergehenden Diplomarbeit war Nepitrin in einer Fraktion aus dem methanoli-
schen Extrakt von S. lucida nachgewiesen worden (Ledermudiller,2015). Die vorliegende

Fraktion aus der Arbeit von Lewenhofer, 2014 sollte daher aufgrund der ahnlichen Fluo-
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reszenzfarbung und Laufstrecke ebenfalls auf das Vorliegen von Nepitrin Uberpruft wer-

den.

Abbildung 19: DC-Vergleich von Fraktion SPE/SF3-5 mit Nepitrin
a) UV 254 nm b) UV 366 nm

mmeeeen Front

1 SPE/SF3-5
2 Nepitrin

E— Otalt

1 2 1 2
Mobile Phase: EtOAc / FA conc. / AA conc. / H20 100+11+11+20, Detektion: NST A/ PEG

Die DC zeigte, dass das Flavonoid Nepitrin mit der orangen Fluoreszenzfarbung unter
UV 366 nm bei Rf 0,66 in Fraktion SPE/SF3-5 enthalten ist.

Unter UV 254 nm konnte man direkt Uber der Bande von Nepitrin eine weitere Bande bei
Rf 0,71 erkennen und es bestand die Annahme, dass es sich bei dieser Bande und Ho-
moplantaginin handeln kdnnte. Daher wurde diese Fraktion auch mittels HPLC analysiert
(s.5.24.1., S. 28).

Die orange fluoreszierende Bande bei Rf 0,78 in Sammelfraktion SPE/SF7+9+11
(Lewenhofer, 2014) sollte identifiziert werden. Der Vergleich wurde aufgrund der gerin-
gen Polaritat der orangefluoreszierenden Hauptkomponente in dieser Fraktion mit Nepe-

tin durchgefuhrt.
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Abbildung 20: DC-Vergleich von Fraktion SPE/SF7+9+11 mit Nepetin

Front

1 SPE/SF7+9+11
2 Nepetin

Start
1 2

Mobile Phase: EtOAc / FA conc. / AA conc. / H20 100+11+11+10, Detektion: NST A/ PEG

Die DC zeigte jedoch, dass diese Bande weder in der Fluoreszenzfarbung noch in der

Retention mit dem Vergleich Ubereinstimmte.

Fraktionen von SC3 (Lewenhofer, 2014) wurden aufgrund der Fluoreszenzfarbe der

Hauptkomponente auf das Vorhandensein von Kampferol-3-O-rutinosid Gberprift.

Abbildung 21: DC-Vergleich von Fraktionen mit Kdmpferol-3-O-rutinosid

Front
SC3/F11

SC3/F12
Kampferol-3-O-rutinosid
SC3/F13
SC3/F14

a W N -

Kampferol-3-O-rutinosid

Start

1 2 3 4 5
Mobile Phase: EtOAc / FA conc. / AA conc. / H20 100+11+11+20, Detektion: NST A / PEG

Das grun fluoreszierende Flavonoid konnte in Fraktion SC3/F11und SC3/F13 als

Hauptkomponente identifiziert werden. Um den Anteil von Kampferol-3-O-rutinosid in
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Fraktion SC3/F11 zu bestimmen, wurde diese einer HPLC-Analyse unterzogen (s.
5.2.4.2., S. 30).

Die Fraktionen SC3/F12 und SC3/F14 (Lewenhofer, 2014) zeigten jeweils eine orange
floureszierende Bande bei Rf 0,61 (s. Abbildung 21, S. 22), die aufgrund der

Fluoreszenzfarbung auf das Vorliegen von Nepitrin Gberprift wurde.

Abbildung 22: DC-Vergleich der Fraktionen SC3/F12 und SC3/F14 mit Nepitrin

Front

Homoplantaginin

—_

SC3/F12
Nepitrin
SC3/F14

Start

Mobile Phase: EtOAc / FA conc. / AA conc. / H20 100+11+11+10, Detektion: NST A/ PEG

Anhand der DC konnten die orange fluoreszierenden Banden in den Fraktionen SC3/12
und SC3/14 als Nepitrin idenzifiziert werden. Weiters zeigte die DC das Vorkommen
einer zweiten Hauptkomponente auf. Bei der braunschwarzen Bande handelt es sich um
das Flavonoid Homoplantaginin. Die beiden Substanzen sind in Fraktion SC3/12 und
SC3/14 jeweils ca. im Verhaltnis 1:1 enthalten.

Nepitrin und Homoplantaginin konnten anhand der Fluoreszenzfarbung und der
Laufstrecken in weiteren Fraktionen aus S. /lucida idenzifiziert werden. Eine
Reindarstellung dieser Komponenten wurde nicht durchgeflhrt, da sie kommerziell
erhaltlich sind.
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Die blau fluoreszierende Hauptkomponente in Sammelfraktion SC2/F8 (Lewenhofer,
2014) bei Rf 0,66 (s. Abbildung 16, S. 18) wurde aufgrund ihrer Fluoreszenzfarbung mit

Verbascosid verglichen.

Abbildung 23: DC-Vergleich von Fraktion SC2/SF8 mit Verbascosid
BN T

Front

1 SC2/F8

2 Verbascosid

Start

1 2

Mobile Phase: EtOAc / FA conc. / AA conc. / H20 100+11+11+20, Detektion: NST A /PEG

Anhand der unterschiedlichen Laufstrecke und Fluoreszenzfarbung konnte das Vorlie-

gen des Phenolcarbonsaure-Derivats Verbascosid ausgeschlossen werden.

Die Fraktionen SC1/10 und SC1/15 (Lewenhofer, 2014) wiesen mehrere orange und
blau fluoreszierende Banden auf, die auf das Vorliegen von Quercetin und Kaffeesaure

Uberprift werden sollten.

Abbildung 24: DC-Vergleich verschiedener Fraktionen mit Kaffeesdure und Quercetin

Front
SC1/F10
Kaffeesaure
Quercetin
SC1/F15

AW N -

Start

1 2 3 4
Mobile Phase: CHCI3/ MeOH/ AA / H20 60+12+32+8, Detektion: NST A / PEG
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Wie in Abbildung 24 zu sehen, konnte die blau fluoreszierende Bande von Fraktion
SC1/F10 bei Rf 0,71 mittels DC-Vergleich aufgrund der Laufstrecke und der Fluores-
zenzfarbung als Kaffeesaure bestatigt werden. Das Vorliegen des Flavonoids Quercetin

konnte in Fraktion SC1/F10 und SC1/F15 ausgeschlossen werden.

In einer vorangegangenen Diplomarbeit (Ledermdiller, 2015) konnte die gelb fluoreszie-
rende Bande in Fraktion SC2/F26 bei Rf 0,58 als Luteolin-7-O-glucosid identifiziert wer-
den. In der vorliegenden Diplomarbeit sollte die Bande bei Rf 0,7 charakterisiert werden.
Es wurde ein Vergleich mit Naringenin-7-O-glucosid durchgefuhrt, da aufgrund der ge-
ringeren Polaritat dieser Substanz ein hdherer Retentionsfaktor erwartet wurde.

Abbildung 25: DC-Vergleich von Fraktion SC2/F26 mit Naringenin-7-O-glucosid
[ i e |

Front

1 SC2/F26
2 Naringenin-7-O-glucosid

Start
1 2

Mobile Phase: EtOAc/ FA conc. / AA conc. / H20 100+11+11+10, Detektion: NST A / PEG

Anhand der DC konnte das Flavanon aufgrund der unterschiedlichen Fluoreszenzfar-
bung und des Retentionsfaktors jedoch ausgeschlossen werden. Fir eine Identifizierung
dieser Komponente waren weitere Untersuchungen notwendig, die aus zeitlichen Grin-

den in dieser Diplomarbeit nicht moglich waren.

5.2.3. Fraktionierung mittels Flash Chromatography’

5.2.3.1. Auftrennung der Fraktion SC2/F18+19 (Flash Chromatography FC 4)
In Sammelfraktion SC2/F18+19 (161 mg) war Scrovalentinosid als Hauptkomponente
nachgewiesen worden (s. Abbildung 17, S.19), das mittels Flash Chromatography rein

dargestellt werden sollte. Weiters diente FC 4 als Vorversuch fur FC 5, um eine geeigne-

" Die Chromatogramme der FC-Analysen befinden sich im Anhang.
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te FlieBmittelzusammensetzung und einen geeigneten FlieBmittelgradienten zu ermitteln,
da eine weitere Fraktion mit Scrovalentinosid als Hauptkomponente, in groRerer Menge
zur Verfugung stand, welche in FC 5 aufgereinigt werden sollte.

Es wurde ein Dryload mit 161 mg Substanz hergestellt und in FC 4 aufgetrennt. Die ver-
wendeten Parameter sind Kapitel 7.2.3. (S. 49) zu entnehmen.

Insgesamt wurden 208 Fraktionen zu je 5 ml gesammelt. Die Fraktionen, in denen mit-
tels ELSD und DAD Substanzen detektiert wurden, wurden zuséatzlich dinnschichtchro-
matographisch Uberprift und Fraktionen mit ahnlicher Zusammensetzung zu Sammel-

fraktionen vereinigt (s. Abbildung 26).

Abbildung 26: DC der Sammelfraktionen der FC 4
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Mobile Phase: EtOAc/ MeOH / FA conc. / H20 70+8+4+4, Detektion: AAS

Tabelle 2: Sammelfraktionen der FC 4

Sammelfraktion Fraktionen Ausbeute
1 SF1 F7 0,4 mg
2 SF2 F8 21,2mg
3 SF3 F9 1,8 mg
4 SF4 F19-21 0,8 mg
5 SF5 F22 2,7 mg
6 SFé F23 6,0 mg
7 SF7 F25+25 12,1 mg
8 SF8 F26 4,9 mg
9 SF9 F27-31 17,4 mg
10 SF10 F32-36 9,8 mg
11 SF11 F37-40 6,6 mg
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Die DC der Sammelfraktionen zeigte, dass die Anreicherung von Scrovalentinosid mit
dieser Methode gut funktionierte. Scrovalentinosid war in den Sammelfraktionen 7-9 am
starksten angereichert. Da die Ausbeuten jedoch gering waren und eine weitere Frakti-
on, die ebenfalls Scrovalentinosid enthielt, in groRerer Menge zur Verfigung stand, wur-

de eine weitere Fraktionierung durchgefihrt (s. 5.2.3.2.).

5.2.3.2. Auftrennung der Fraktion SC1/F13 (Flash Chromatography FC 5)

Ziel der Auftrennung war es, Scrovalentinosid bei Rf 0,38 zu isolieren (s. Abbildung 18,
S. 20). Es wurde ein Dryload mit 500 mg Substanz hergestellt und in FC 5 aufgetrennt.
Da bei FC 4 alle Substanzen in der ersten Stufe des FlieBmittelgradienten eluierten,
wurden bei FC 5 Anpassungen hinsichtlich FlieBmittelzusammensetzung und -gradient
durchgefiihrt, um eine Verlangsamung der Trennung und damit ein besseres Trenner-

gebnis zu erzielen (s. 7.2.3., Tabelle 14).

Es wurden 84 Fraktionen zu je 8 ml gesammelt. Die Fraktionen, in denen mittels ELSD
und DAD Substanzen detektiert wurden, wurden zusatzlich dinnschichtchromatogra-
phisch Uberpruft und Fraktionen mit ahnlicher Zusammensetzung zu Sammelfraktionen
vereinigt (s. Abbildung 27).

Abbildung 27: DC der Sammelfraktionen der FC 5
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Tabelle 3: Sammelfraktionen der FC 5

Sammelfraktion Fraktionen Ausbeute

1 SF1 F17+18 20,5 mg
2 SF2 F19+20 6,5 mg
3 SF3 F21 4,2 mg
4 SF4 F22 3,8 mg
5 SF5 F47-51 11,6 mg
6 SF6 F52-54 38,9 mg
7 SF7 F55-58 107,8 mg
8 SF8 F59-61 64,1 mg
9 SF9 F62-67 75,1 mg
10 SF10 F68-72 9,4 mg

Scrovalentinosid war in den Sammelfraktionen 7 — 9 am starksten und in chromatogra-
phisch weitgehend einheitlicher Form angereichert. Daher wurden diese Fraktionen wei-
ter mittels HPLC analysiert (s. 5.2.4.3., S. 31).

5.2.4. Untersuchung verschiedener Fraktionen mittels HPLC

Nachdem die DC-Untersuchungen in mehreren Fraktionen auf das Vorliegen bekannter
Komponenten schlieen lieRen, wurden diese Fraktionen mittels HPLC analysiert und
mit den entsprechenden Daten aus vorherigen Diplomarbeiten verglichen.

Die untersuchten Fraktionen in den Kapiteln 5.2.4.1. (S. 28) und 5.2.4.2. (S. 30) stam-
men aus der Arbeit von Lewenhofer, 2014. Die Bezeichnungen der Fraktionen wurden

hinsichtlich der besseren Nachvollziehbarkeit aus dieser Arbeit lbernommen.

5.2.4.1. Analyse von Fraktion SPE/SF3

Mittels DC konnte bereits das Vorliegen von Nepitrin bei Rf 0,66 bestatigt werden (s.
Abbildung 19, S. 21). Die Vermutung, dass es sich bei der Bande bei Rf 0,71 um Ho-
moplantaginin handeln kdnnte, sollte bestatigt werden.

Zur genauen ldentifizierung der Substanz bei Rf 0,71 sowie zur Berechnung des prozen-
tuellen Anteils dieser Komponente in der Fraktion wurde eine HPLC-Analyse durchge-
fuhrt. Die genauen HPLC-Parameter sind Tabelle 7 (s. S. 48) zu entnehmen. Fir die

Analyse wurde Saule 1, FlieBmittelsystem 1 und Gradient 2 verwendet (s. S. 48 ff).
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Abbildung 28: HPLC-Chromatogramm von SPE/SF3-5 bei 254 nm;

Bedingungen s. Kapitel 7.2.2, S. 48 ff
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Abbildung 29: UV-Spektrum bei 37,23 min
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Abbildung 30: UV-Spektrum bei 42,31 min
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Die HPLC-Analyse ergab zwei Hauptpeaks, wobei der Peak bei Rt 37,23 min durch Lite-

raturvergleich (Ledermdiller, 2015) als Nepitrin identifiziert werden konnte. Der Peak bei

42,31 min konnte als Homoplantaginin (Lewenhofer, 2014) bestimmt werden. Um die

prozentuelle Zusammensetzung der Mischung zu bestimmen, wurde die 100%-Methode
angewandt. Die Fraktion SPE/SF3-5 enthielt 58% Homoplantaginin und 42% Nepitrin.
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5.2.4.2. Analyse von Fraktion SC3/F11

Das Vorliegen des Flavonol-Glykosids Kampferol-3-O-rutinosid konnte in Fraktion
SC3/F11 (Lewenhofer, 2014) mittels DC nachgewiesen werden (s. Abbildung 21, S. 22).

Um die Reinheit von Kampferol-3-O-rutinosid in der vorhandenen Fraktion zu bestimm-
ten, wurde eine HPLC-Analyse durchgeflihrt. Die genauen HPLC-Parameter sind Tabel-
le 7 (s. S. 48) zu entnehmen. Fur die Analyse wurde Saule 1, FlieBmittelsystem 1 und
Gradient 2 verwendet (s. S. 48 ff).

Abbildung 31: HPLC-Chromatogramm von SC3/F11 bei 254 nm;
Bedingungen s. Kapitel 7.2.2, S. 48 ff
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Die HPLC-Analyse zeigte, dass es sich bei dieser Fraktion um eine Mischung aus zwei
Komponenten handelte. Anhand der Retentionszeit und des UV-Spektrums konnte der
Peak bei 42,02 min als Homoplantaginin identifiziert werden. Es handelt sich dabei um
die Hauptkomponente der Fraktion. Der Peak bei 37,75 min konnte als Kampferol-3-O-

rutinosid bestimmt werden (Ledermdiller, 2015).

5.2.4.3. Analyse der Sammelfraktionen SF7 — SF9 der FC 5

Mittels Flash Chromatography konnte Scrovalentinosid in weitgehend einheitlicher Form
isoliert werden (s. Abbildung 27, S. 27).

Die HPLC-Analysen wurden durchgefuhrt, um die Reinheit von Scrovalentinosid in den
Sammelfraktionen zu bestimmen. Die HPLC-Parameter sind in Tabelle 7 (s. S. 48) auf-
gefuhrt. Die Analyse wurde mit Saule 1, FlieBmittelsystem 2 und Gradient 1 durchgefuhrt
(s. S. 48 ff).

Abbildung 34: HPLC-Chromatogramm von FC5/SF7 bei 315 nm;
Bedingungen s. Kapitel 7.2.2, S. 48 ff
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Abbildung 36: HPLC-Chromatogramm von FC5/SF8 bei 315 nm;

Abbildung 35: UV-Spektrum bei 30,81 min
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Abbildung 37: UV-Spektrum bei 30,81 min

Abbildung 38: HPLC-Chromatogramm von FC5/SF9 bei 315 nm;
Bedingungen s. Kapitel 7.2.2, S. 48 ff
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Abbildung 39: UV-Spektrum bei 30,81 min
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In den HPLC-Chromatogrammen ist Scrovalentinosid jeweils als deutliche Hauptkompo-
nente bei einer Retentionszeit von 30,8 min erkennbar. Allerdings konnten in allen
Sammelfraktionen Nebenkomponenten festgestellt werden. Daher wurde jeweils mittels
100%-Methode der prozentuelle Anteil an Scrovalentinosid berechnet. Der grofite Anteil
mit 75% wurde in SF7 (108 mg) ermittelt. Damit steht eine weitgehend aufgereinigte

Menge von Scrovalentinosid fir die Substanzdatenbank des Departments zur Verfu-

gung.

5.3. Combretum zenkeri Engl. & Diels

Aus einer vorangegangenen Diplomarbeit standen Fraktionen aus einem methanoli-
schem Extrakt von Combretum zenkeri Engl. & Diels zur Verfugung, die im Rahmen ei-
ner phytochemischen Untersuchung von Sekundarmetaboliten aus C. zenkeri hergestellt
worden waren (Gobl, 2020).

5.3.1. DC-Uberpriifung vorhandener Fraktionen

Einige dieser Fraktionen wurden im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit dunn-
schichtchromatographisch untersucht.

Fraktion Fc7 enthielt hohe Anteile an Chlorophyll, das im Zuge dieser Diplomarbeit abge-
trennt werden sollte. Die Fraktion wurde in einer Mischung aus Chloroform und Methanol
im Verhaltnis 1:1 geldst und vorsichtig eingeengt. Das Chlorophyll sollte sich an der Kol-
benwand ablagern und so aus der Fraktion entfernt werden. Dabei bildete sich ein Nie-
derschlag, der abzentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde entfernt und die erhaltenen

Fraktionen Fc7ys und Fc7ns wurden dinnschichtchromatographisch Uberpruift.
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Abbildung 40: DC der Fraktionen Fc7usund Fc7ns
a) UV 366 nm b) AAS
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Mobile Phase: CHCls/ MeOH / H20 80+10+1, Detektion: UV 366 nm bzw. AAS

Unter UV 366 nm war anhand der intensiv rot fluoreszierenden Banden zu erkennen,
dass Chlorophyll aus beiden Fraktionen nicht vollstandig entfernt worden war.

Zur Charakterisierung der mit AAS violett bis braunlich gefarbten Zonen wurde ein Ver-
gleich mit den Substanzen CG1 und CG2 (Gobl, 2020) sowie mit R-Sitosterol durchge-
fuhrt.

Bei den Substanzen CG1 und CG2 handelte es sich um eine Mischung aus R-Sitosterol
mit einer Fettsaure im Verhaltnis 1:4 sowie um eine Mischung aus Urolsaure und Olea-

nolsaure im Verhaltnis 1:5.

Abbildung 41: DC-Vergleich von Substanz CG1, CG2 und R-Sitosterol mit Fc7us und Fc7ns
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Die DC zeigte deutlich, dass keine der Vergleichssubstanzen in Fraktionen Fc7ys bzw.

Fc7ns enthalten ist.

Daher wurde ein Vergleich mit weiteren vorhandenen Fraktionen, einigen Sterolen, da

diese nach dem Bespriihen blaulich-violette Banden aufweisen, sowie Madecassinsaure

durchgefihrt (s. Abbildung 42).

Madecassinsaure ist ein Triterpen vom Ursan-Typ und konnte bereits in Combretum

racemosum P. Beauv nachgewiesen werden (Wande et al., 2020).

Abbildung 42: DC-Vergleich verschiedener Fraktionen von C.zenkeri mit Sterolen
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Die DC zeigte, dass in den Fraktionen keine der Uberpruften Sterole enthalten waren. Da

die Banden von Madecassinsdure und der Fraktionen Fc7ns und Fc7ps kaum von der

Startzone eluierten, wurde ein weiterer Vergleich mit einem anderen DC-System durch-

gefluhrt.
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Abbildung 43: DC-Vergleich von Fc7ns und &Fc7us mit Madecassinsaure
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Anhand der DC konnte Madecassinsaure in beiden Fraktionen eindeutig ausgeschlos-
sen werden.
Es wurde ein weiterer Vergleich mit bereits isolierten, aber noch nicht identifizierten Sub-

stanzen aus einer vorherigen Arbeit (Wande et al., 2019) durchgefuhrt.

Abbildung 44: DC-Vergleich von Fc7nsund Fc7us mit Substanz CZ-B und CZ-C
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Die DC zeigte, dass sich in Fraktion Fc7ns sowohl die Substanz CZ-B als auch CZ-C

befand. Da von dieser Fraktion 100 mg vorhanden war, wurde eine Auftrennung mittels

Saulenchromatographie durchgefihrt (s. 5.3.2., S. 38).
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5.3.2. Fraktionierung mittels Saulenchromatographie

5.3.2.1. Auftrennung der Fraktion Fc7ns (Saulenchromatographie SC 1)

Ziel der Saulenchromatographie war die Auftrennung der beiden Komponenten aus
Fraktion Fc7ns bei Rf 0,5 und Rf 0,64 (s. Abbildung 44, S. 37). Es standen 100 mg der
Fraktion zur Verfugung. Die Saulenchromatographie wurde mit Kieselgel als stationarer
und einer Mischung von Chloroform, Methanol und Wasser als mobiler Phase durchge-
fuhrt. Die genauen Parameter der SC 1 sind Kapitel 7.2.4. (S. 52) zu entnehmen.

Ab Fraktion 30 wurde jede 10. Fraktion dinnschichtchromatographisch untersucht. Chlo-
rophyll konnte in den ersten 130 Fraktionen vollstandig entfernt werden.

Die beiden Hauptkomponenten konnten mit SC 1 in den Fraktionen 353-380 stark ange-
reichert werden (s. Abbildung 45 und Abbildung 46, S. 39).

Abbildung 45: DC 1 der Fraktionen von SC 1
a) Tageslicht b) UV 366 nm
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5 357 10 362
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Abbildung 46: DC 2 der Fraktionen von SC 1
a) Tageslicht b) UV 366 nm
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Mobile Phase: CHCI3/ MeOH 80+20, Detektion: AAS

Fraktion Fraktion
1 367 6 374
2 368 7 375
3 369 8 377
4 371 9 379
5 373 10 382

Die Fraktionen, die ein einheitliches Inhaltsstoffmuster aufwiesen, wurden zu Sammel-

fraktionen vereinigt.

Tabelle 4: Sammelfraktionen der SC 1

Sammelfraktion Fraktionen Ausbeute
SF1 353-358 3,3mg
SF2 359-360 0,7 mg
SF3 369-371 8,0 mg
SF4 373-380 13,0 mg

Aufgrund der geringen Ausbeuten konnten SF1 und SF2 nicht weiter bearbeitet werden.
In den Sammelfraktionen 3 und 4 war die Hauptkomponente bei Rf 0,45 stark angerei-
chert. Von beiden Fraktionen war eine ausreichende Menge vorhanden um weitere Ana-

lysen durchzufihren.
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Um festzustellen, welche der beiden Sammelfraktionen in dinnschichtchromatogra-
phisch einheitlicherer Form vorhanden war, wurde eine DC-Uberpriifung mit einer Kon-
zentration von jeweils 1 mg/ml in zwei verschiedenen DC-Systemen durchgefiihrt (s.
Abbildung 47 und Abbildung 48, S. 41).

Abbildung 47: DC der SF3 aus SC 1
a) b)
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b) Mobile Phase: EtOAc/ MeOH / H20 85+8+4, Detektion: AAS

Uber der Bande der Hauptkomponente bei Rf 0,51 wurde nach dem Bespriihen mit AAS
eine schwach violette Bande detektiert. Das wies darauf hin, dass sich noch mindestens
eine weitere Verbindung in SF3 befand, daher wurde diese Fraktion nicht weiter bearbei-
tet.
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Abbildung 48: DC der SF4 aus SC 1
a) b)
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b) Mobile Phase: EtOAc/ MeOH / H,O 85+8+4, Detektion: AAS

Die Chromatogramme zeigten nach Bespruhen mit AAS, dass die violette Bande bei Rf
0,42 in Abbildung 48a bzw. bei Rf 0,3 in Abbildung 48b in chromatographisch einheitli-
cher Form vorlag. Daher wurde die Substanz zur Strukturaufklarung mittels NMR-

Spektroskopie untersucht (s. 5.3.3.).

5.3.3. Strukturaufklarung von Substanz MIK1

Bei Substanz MIK1 handelte es sich um SF4 der SC 1 (s. Abbildung 48). Es standen 13
mg zur Strukturaufklarung zur Verfigung. Die Substanz wurde flr die NMR-Analysen in
MeOH-d, gelost?.

Es wurden 'H-NMR-, *C-NMR-, DQFCOSY-, HMBC-, HSQC-, NOESY- und TOCSY-
Spektren aufgenommen. Es stellte sich heraus, dass es sich bei Substanz MIK1 um ein
Gemisch aus zwei Komponenten im Verhaltnis 1 : 0,35 handelte.

Als Hauptkomponente konnte Daucosterol, das 3-O-glucosid von R-Sitosterol, identifi-
ziert werden (s. Abbildung 49, S. 42). Die zweite Komponente wies im Unterschied zu
Daucosterol eine zusatzliche Hydroxygruppe in Position 5 auf. Die 5,6-Doppelbindung in
Daucosterol war in der zweiten Komponente um eine Position nach C-6,7 verschoben (s.
Abbildung 50, S. 44).

8 Die NMR-Spektren von Substanz MIK1 befinden sich im Anhang.
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Die gemessenen NMR-Daten korrelierten mit den Daten der Literatur (Allaoua et al.,
2016, Agnihotri et al., 2008) und die Substanz konnte als 24(R)-Ethylcholest-6-en-5a-ol-
3-O-B-D-glucopyranosid identifiziert werden.

Diese Verbindung wurde bisher nur in Blattern von Nelumbo nucifera Gaertn. nachge-
wiesen (Agnihotri et al., 2008).

Im Zuge dieser Diplomarbeit wurde diese Verbinung erstmals in der Familie der

Combretaceae nachgewiesen.

Abbildung 49: Daucosterol (3-Sitosterol-3-O-glucosid)
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Chemical Formula: C35Hg0Og
Molecular Weight: 576,86
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Tabelle 5: "TH-NMR- und *C-NMR- Daten von Daucosterol in MeOH-d4

CH:2
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CH
CH2

CH
CH=

CH
CH

CH:2
CH:2

CH
CH:2

CH2

CH
CHs
CHs
CH
CHs
CH2

CH:z

H (ppm)

1.882
1.087
1.930
1.617
3.590
2.424
2.261

5.374
1.985
1.543
1.485
0.954

1.544
2.048
1.192

1.026
1.621
1.115
1.876
1.301
1.140
0.725
1.035
1.394
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1.378
1.047
1.212
0.953
1.688
0.861
0.841
1.321
1.257
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4.381
3.141
3.346
3.273
3.255
3.849
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38.56

30.73

~3333

1.4/t4.6 79.85
13.3/d46/d23 39.72

141.94
52/d23/d18 12277
33.07

33.26
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Abbildung 50: 24(R)-Ethylcholest-6-en-5a-0l-3-O-3-D-glucopyranosid
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Chemical Formula: C35HgqO7
Molecular Weight: 592,86

Tabelle 6: "TH-NMR- und "*C-NMR- Daten von 24(R)-Ethylcholest-6-en-5a-ol-3-O-f-D-
glucopyranosid in MeOH-d4

'H (ppm) JuH (Hz) 13C (ppm) '3C (Lit., pyridine-ds)
1 CHz  1.543 m 29.78 29.0
1.349 m
2 CHz  1.969 m a 2949 30.3
1.703 m
3 CH 4.153 m 75.80 75.6
4 CHz 2486 m 33.47 34.0
1.487 m
5 C - - 84.20 83.1
6 CH 5.615 d10.0/d28 131.56 133.9
7 CH 5.746 d10.0/d22 134.07 132.2
8 CH 1.967 m 40.21 394
9 CH 1.790 m 45.21 446
10 C - - 39.51 39.0
11 CHz 1.371 m 21.93 21.5
1.304
12 CH2 2.046 m 41.41 40.6
1.200 m
13 C - - 44.77 440
14 CH 1.286 m 55.05 54 .1
15 CH2 1.723 m 24 .84 244
1.286 m
16 CHz 1.921 m a 29.55 29.5
1.346 m
17 CH 1.160 m 57.37 56.5
18 CHs 0735 s 12.45 12.5
19 CHs 0975 s 15.70 15.7
20 CH 1.394 m 37.45 36.8
21 CH: 0949 d6.6 19.24 192
22 CH2 1.378 m 35.11 345
1.047 m
23 CH: 1.212 m 27.22 26.8
24 CH 0.953 m 47.28 46.4
25 CH 1.688 m 30.39 29.8
26 CHs 0.863 d 6.8 20.20 20.3
27 CHs 0.842 d 6.8 19.39 19.6
28 CHz  1.321 m 24.15 23.7
1.257 m
29 CHs 0873 t7.4 12.33 12,5
1 CH 4413 d7.8 102.8 104.0
2 CH 3.144 d7.8/d92 75.16 75.8
3y CH 3.353 m 78.13 78.9
4 CH 3.302 m 71.72 72.0
5 CH 3.250 m 77.88 78.5
6’ CHz 3.872 d11.9/d1.6 62.84 63.1

3.666 m



6. Diskussion und Schlussfolgerung

Die Verwendung von Arzneipflanzen ist schon lange ein unverzichtbarer Bestandteil der
traditionellen Medizin. Die Wirkungen konnen durch eine Hauptkomponente hervorgeru-
fen werden, ergeben sich aber sehr oft aus einem Synergismus von Sekundarstoffen,
die in den Arzneipflanzen enthalten sind. Daher ist die Charakterisierung des Profils an
Inhaltsstoffen einer Arzneipflanze ein wichtiges Forschungsgebiet in der Pharmakogno-

sie.

Ziel der vorliegenden Diplomarbeit war es, Sekundarstoffe von drei in der traditionellen
Medizin verwendeten Arzneipflanzen, Dorema ammoniacum D. Don, Scrophularia lucida
L. und Combretum zenkeri Engl. & Diels, zu charakterisieren und Reinsubstanzen zu

isolieren.

Mithilfe der Flash Chromatography konnte aus einer Fraktion aus einem Dichlormetha-
nextrakt von D. ammoniacum eine Substanz isoliert werden, die dinnschichtchromato-
graphisch einheitlich schien. Untersuchungen mittels LC-MS und HRMS zeigten jedoch,
dass es sich um ein Substanzgemisch handelte. Die Analyse ergab drei Hauptkompo-
nenten mit demselben Molekulargewicht von 808 g/mol. Als Summenformel wurde
CaoHe0O10 ermittelt. Bisher ist kein Naturstoff mit diesem Molekulargewicht und dieser
Summenformel bekannt. Zur weiteren Aufreinigung stand nicht genugend Substanz zur
Verfugung.

In verschiedenen Ethylacetatfraktionen eines methanolischen Extraktes von S. lucida
konnten mittels DC- und HPLC- Analysen die Flavonoide Nepitrin, Homoplantaginin und
Kampferol-3-O-rutinosid sowie das Vorliegen von Kaffeesaure bestatigt werden.

Eine LC-MS-Analyse einer weiteren Ethylacetatfraktion von S. lucida, die bei der DC
eine blau floureszierende Hauptkomponente bei Rf 0,66 aufwies, gab aufgrund des Ab-
spaltungsmusters im Positivionen-MS2 Hinweise auf das Vorliegen einer Verbascosid-
ahnlichen Struktur. Zur eindeutigen Strukturaufklarung ware eine Aufreinigung dieser
Fraktion notwendig, welche aus zeitlichen Griinden im Rahmen dieser Diplomarbeit nicht

mdglich war.

Aus einer Chloroformfraktion eines methanolischen Extraktes aus C. zenkeri konnte
Substanz MIK1 mittels Sdulenchromatographie isoliert werden. Zur Strukturaufklarung
wurde die Substanz mittels NMR-Spektroskopie analysiert. Es handelte sich bei MIK1

um ein Gemisch aus zwei Verbindungen. Als Hauptkomponente konnte Daucosterol
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identifiziert werden, bei der zweiten Komponente handelte es sich um ein Phyto-
steringlykosid, 24(R)-ethylcholest-6-ene-5a-0l-3-O-3-d-glucopyranosid, das bisher nur in
den Blattern der Indischen Lotusblume nachgewiesen wurde.

In der vorliegenden Diplomarbeit konnte dieser seltene Naturstoff erstmals in einem Ex-

trakt aus Blattern von C. zenkeri nachgewiesen werden.

Damit konnten in der vorliegenden Diplomarbeit einige bekannte und weit verbreitete
sowie einzelne sehr seltene Naturstoffe identifiziert und zum Teil isoliert werden. In wei-
terfUhrenden Untersuchungen der drei Arzneipflanzen ware die Isolierung weiterer Se-
kundarstoffe mdglich. Das war zum einem aufgrund der geringen Substanzmengen und

zum anderen aus Zeitgriinden im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht mehr méglich.
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7. Material und Methoden

7.1. Untersuchungsmaterial

Aus vorangegangen Diplomarbeiten waren Fraktionen aus einem Dichlormethanextrakt
von Dorema ammoniacum D. Don (Lutz, 2013), aus einer Ethylacetat- und einer Chloro-
formfraktion aus einem methanolischen Extrakt von Scrophularia lucida L. (Ledermdiller,
2015, Lewenhofer, 2014, Schweighofer, 2015, Spitznagl, 2015, Sumetsberger, 2016)
und aus einer Chloroformfraktion aus dem methanolischem Extrakt von Combretum
zenkeri Engl. & Diels. (Gobl, 2020) vorhanden. Aus ausgewahlten Fraktionen, die in ge-
nugender Menge vorhanden waren, sollten im Zuge dieser Diplomarbeit weitere Sekun-

darstoffe isoliert bzw. identifiziert werden.

7.2. Methoden

7.2.1. Dunnschichtchromatographie (DC)
Die Diinnschichtchromatographie wurde zur Uberpriifung einzelner Fraktionen und fir
den Vergleich mit Referenzsubstanzen herangezogen.

Es wurden verschiedene DC-Systeme verwendet:

Stationare Phase: Kieselgel Fertigplatten 60 F2s4 der Firma Merck

Mobile Phasen:

CHCI3/ AA conc. / MeOH / H,O: 60+32+12+8

CHCI3/ MeOH: 97+3 bzw. 95+5 bzw. 80+20

CHCI3/ MeOH / H,O: 80+10+1

DCM / EtOAc / MeOH: 100+7+3 bzw. 100+6+2 bzw. 100+5+1

EtOAc / FA conc. / AA conc. / H,O: 100+11+11+20 bzw. 100+11+11+10 bzw. 100+11+11+8
EtOAc / MeOH / FA conc. / H,O: 70+8+4+4 bzw. 70+8+4+2

EtOAc / MeOH / H,O: 85+8+4

Detektion:

Zur Detektion wurden unterschiedliche Sprihreagenzien verwendet:
Anisaldehyd-Schwefelsaure-Reagens (AAS)

Herstellung: 1,5 ml Anisaldehyd + 30 ml Essigsaure conc. + 255 ml Methanol + 15 ml

Schwefelsaure conc.
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Nach dem Bespriihen mit AAS wurden die DC-Platten 3-5 min im Trockenschrank bei
105°C getrocknet und bei Tageslicht ausgewertet.

Naturstoff A/Polyethylenglykol (NST A/ PEG)

Die DC-Platten wurden zuerst mit einer 1%igen methanolischen NST A Lésung und
nach kurzem Ubertrocknen mit einer 5%igen ethanolischen Lésung von PEG 400 be-

spruht. Danach konnten die DC-Platten unter UV 366 nm ausgewertet werden.

7.2.2. Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC)

Die HPLC wurde zur Reinheitsprifung isolierter Substanzen und zur Bestimmung der
prozentuellen Anteile der Hauptkomponenten in Gemischen eingesetzt. Aulierdem wur-
den HPLC-Analysen als Vorversuche fur optimale Trennungen fur nachfolgende LC-MS
Analysen durchgeflhrt.

Vor jeder Messung wurde die Saule 5 min lang mit 95% B gespult und danach 20 min

mit der Anfangskonzentration equilibriert.

Folgende HPLC-Parameter wurden verwendet:

Tabelle 7: HPLC-Parameter

Gerat Shimadzu Injektionsvolumen 10 ul
Pumpe LC-20AD Temperatur 25°C
Detektor Diode Array Detektor Konzentration der Unter- 1 mg/ml
SPD-M20A suchungslésung
Saulenofen CTO-20AC Flussrate 1 ml/min
Autosampler SIL-20AC HT Detektion 254 nm
315 nm

Es wurden zwei verschiedene Saulen und FlieRmittel verwendet:

Tabelle 8: Saulen und FlieBmittel HPLC

Saule 1 Luna 5p C18 FlieBmittel 1 A: 0,1% Ameisensaure (pH 3)
250 x 4.6 mm B: ACN/ 0,1% Ameisensaure (pH 3)
Phenomenex, USA (80+20)

Séule 2 Acclaim 3p 120 C18 FlieBmittel 2 A: 0,1% Ameisensaure (pH 3)
155 x 2.1 mm B: ACN

Thermo Scientific
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Es kamen verschiedene Gradienten zur Anwendung:

Tabelle 9: Gradienten HPLC

Gradient Konzentration Zeit
Gradient 1 5% B > 95% B 60 min
Gradient 2 5% B > 20%B 15 min
20% B isokratisch 10 min
20%B > 42,5% B 30 min
425%B > 95% B 1 min
Gradient 3 50% B > 75% B 30 min
75% B > 95% B 20 min

7.2.3. Flash Chromatography (FC)
Die Flash Chromatography wurde zur Auftrennung von verschiedenen Substanzgemi-

schen verwendet.

Herstellung des Dryloads:

Die jeweilige Fraktion wurde in einem geeigneten Losungsmittel geldst und gleichmafig
auf der doppelten Menge Kieselgel 60 (Maschenweite 70-230, Fa. Merck) verteilt. Das

Gemisch wurde in eine passende Kartusche gefillt und mit Kieselgel 60 aufgefillt.

Es kam das Gerat Interchim PuriFlash 4250 zur Anwendung.

Folgende FC-Parameter wurden verwendet:

Tabelle 10: Flash Chromatography 1 - Parameter

Saule Puriflash Column Silica HP 4 g

Detektor UV/VIS und ELSD

FlieRmittel A: Chloroform

B: Methanol
Flussrate 5 ml/min
Gradient Konzentration Zeit
100% A +0% B 20 min

9% A +1%B 20 min
98% A +2%B 20 min
97% A +3%B 5 min
96% A +4% B 5 min
95% A +5%B 10 min
94% A +6% B 10 min
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Tabelle 11: Flash Chromatography 2 - Parameter

Saule Puriflash Column Silica HP 4 g

Detektor UV/VIS und ELSD

FlieBmittel A: Chloroform

B: Methanol

Flussrate 5 ml/min

Gradient Konzentration Zeit
100% A + 0%B 30 min
9% A + 1%B 30 min
98% A + 2%B 12 min
97%A + 3%B 11 min
94%A + 6%B 10 min
91%A + 9%B 10 min
88% A +12%B 10 min
83% A +17%B 8 min

Tabelle 12: Flash Chromatography 3 - Parameter

Saule Puriflash Column Silica HP 4 g

Detektor UV/VIS und ELSD

FlieBmittel A: Chloroform

B: Methanol

Flussrate 5 ml/min

Gradient Konzentration Zeit
100% A+ 0%B 30 min
9% A + 1%B 25 min
98% A + 2% B 15 min
95% A + 5%B 15 min
92% A + 8%B 8 min
89% A +11%B 12 min
83% A +17%B 10 min
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Tabelle 13: Flash Chromatography 4 - Parameter

Saule
Detektor
FlieBmittel

Flussrate
Gradient

Puriflash Column Silica HP 12 g
UV/VIS und ELSD
A: Chloroform

B: Methanol

C: Aquadest.

15 ml/min
Konzentration Zeit
93% A+7%B 30 min

88% A+11%B+1%C 20 min

82% A+17%B+1%C 20 min

Tabelle 14: Flash Chromatography 5 - Parameter

Saule
Detektor
FlieBmittel

Flussrate
Gradient

Puriflash Column Silica HP 25 g
UV/VIS und ELSD
A: Chloroform

B: Methanol

15 ml/min
Konzentration Zeit
98% A +2%B 15 min
95% A+5%B 15 min
93% A+7%B 15 min
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7.2.4. Saulenchromatographie (SC)
Zur Auftrennung einer Fraktion aus Combretum zenkeri Engl. & Diels wurde die Saulen-

chromatographie verwendet.

Abbildung 51: Saulenchromatographie - Parameter

Durchmesser: 1 cm
Lange: 60 cm
Stationare Phase: Kieselgel 60
(Maschenweite 70-230)
FlieBmitttel:  A: CHCIs

B: MeOH

C: Aquagest.

Folgender FlieRmittelgradient wurde fir die Auftrennung eingesetzt:

Tabelle 15: Saulenchromatographie - FlieRmittelgradient

CHCIs MeOH H.O Zeit Fraktionen
95 1,5 0,1 44 Std 30 min  1-170

90 3 0,1 22 Std 30 min  171-273
85 8 0,45 73 Std 30 min  274-499

85 10 0,5 26 Std 30 min  500-553
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7.2.5. Flussigchromatographie-Massenspektrometrie (LC-MS)

Tabelle 16: LC-MS Parameter
Gerat Dionex Untimate
3000 UHPLC +
Thermo Fischer
LTQ-lon trap MS
FlieBmittel A: 0,1% Amei-
sensaure
B: ACN
Flussrate 500 pl
Temperatur 40 °C

Saule

Konzentration der

Untersuchungslésung

Injektionsvolumen

Gradient

Luna 5u C18
250 x 4.6 mm

Phenomenex, USA

1 mg/ml
10
Konzentration Zeit
5% B > 20% B 15 min
20% B isokratisch 10 min
20%B > 42,5% B | 30 min
425% B >95%B | 10 min

7.2.6. Hochauflosende Massenspektrometrie (HRMS)

Die hochauflésende MS wurde zur Bestimmung der Summenformeln verschiedener

Substanzen eingesetzt.

Tabelle 17: HRMS-Parameter

Geriat Dionex Untimate 3000  Séaule
UHPLC +
Bruker maXis Il — O-
TOF

FlieRmittel A: Aquadest. + 0.1%
Ameisensaure
B: ACN + 0.1%
Ameisensaure
Flussrate 0.3 ml/min

Temperatur 40 °C

Konzentration der

Kintex C8
150 x 2.1 mm

Phenomenex, USA

Untersuchungslésung

Injektionsvolumen

Gradient

1 mg/ml

5ul

Konzentration Zeit
50% B = 98% B 53 min
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7.2.7. NMR-Spektroskopie®

Die NMR-Analysen zur Strukturaufklarung wurden an einem Avance Ill HDX 700 MHz
NMR-Spektrometer (Bruker BioSpin, Deutschland) durchgefuhrt. Die Auswertung der
Spektren erfolgte mittels TopSpin (Bruker BioSpin, Deutschland).

Messfrequenz: "H-NMR: 700.40 MHz und *C-NMR: 176.12 MHz
Messtemperatur: 298 K

Lésungsmittel: MeOH-d,
Es wurden 1D-Experimente ("H-NMR, *C-NMR) und 2D-Experimente (DQFCOSY,
HMBC, HSQC, NOESY und TOCSY) durchgefuhrt.

9 Ich bedanke mich bei Herrn Ass.-Prof. Mag. Dr. Hanspeter Kahlig, Institut fiir organische Che-

mie, Universitat Wien, fir die NMR-Experimente und Strukturklarung.
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Anhang 1: Flash Chromatogramm von Fraktion R1 (FC 1)
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ion N8-N10 (FC 2)

Flash Chromatogramm von Frakt

Anhang 2
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Flash Chromatogramm von Fraktion N3 (FC 3)

Anhang 3
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Ubersicht LC-MS-Chromatogramme von MK12

Anhang 4
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Anhang 5



Anhang 6: HRMS-Spektren von MK12 im Positivionenmodus
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HRMS-2-Spektren von MK12

Anhang 7
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Ubersicht LC-MS-Chromatogramme von MK10

Anhang 8
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LC-MS-Chromatogramm (TIC) von MK10

Anhang 9

(unw) sy

OLMIN SN

Sul + 4
yesadaseqg

93rZ°€
N

oLey

6888 zgze L00E 9L'9T OVEL

¥8'LL

=3
wn
8OUBPUNQY BAlE|SY

0oL
9/ INS 0068 - 00°0-Ld



dus

im Positivionenmo

MS-1-Spektrum von MK10

Anhang 10
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Anhang 12: Flash Chromatogramm von Fraktion SC2/F18+19 (FC 4)

<GE <= 0§13 £ [puuey) 009°00Z <== NVIS:009AN © | [Buuey])

00:00:10 00:st 00:0¢ 00:gh 00:00

00~ 0'00z-
0l- i 00

0z- m 000z
oe- m 0°00F
ot | 0008
0% m 0'008
0s- _T 00001
0L | 00Tt
o8- m 0°00b1
06- _- _m._ 0°009}
0ot __ _, 00081

O I

(L0} 1$761 814 ydosoS HNFOZH-HOBIW-CIOHD DZL IS Bl2RYDIN

Xii



Flash Chromatogramm von Fraktion SC1/F13 (FC 5)

Anhang 13
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Anhang 14: "TH-NMR-Spektrum von MIK1
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Anhang 15:
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Anhang 16: DQFCOSY-Spektrum von MIK1
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Anhang 17: HMBC-Spektrum von MIK1
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Anhang 18: HSQC-Spektrum von MIK1
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Anhang 19: NOESY-Spektrum von MIK1
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Anhang 20: TOCSY-Spektrum von MIK1
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