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1. Einleitung und Zielsetzung

Achillea millefoliumzahlt zu den in Osterreich am meisten verwenddtgipflanzen. Bereits
seit dem Altertum werden die Blatter und Bluten B#anze fir medizinische Zwecke genutzt
(Hofmann et al. 1992).

Es handelt sich béhkchillea millefoliumum eine Sammelart, die Uber weite Teile der Erde
verbreitet ist. Im Folgenden soll, wenn véghillea millefoliumdie Rede ist, der gesamte
Komplex betrachtet werden. DeXchillea millefoliumKomplex gehort zur Familie der
Kompositen und ist durch eine hohe Diversitat apsighnet.

Innerhalb der Gruppe treten sehr oft Polyploidightitlisierung und Introgression auf, was
eine Unterscheidung der verschiedenen Arten und a®nomie der Gruppe sehr schwierig
macht.

Die grundlegende und richtungsweisende Einteilumy derschiedenen Taxa aufgrund
karyologischer und morphologischer Analysen (Ehoefedt 1953), die hauptsachlich auf den
verschiedenen Ploidiestufen der Taxa beruht, wdrdeh weitergehende Individualanalyse
unter  Einbeziehung  morphometrischer,  chemischer, ryokagischer,  klassisch
morphologischer Merkmale, sowie durch Kreuzungsempente in Frage gestellt und
erweitert. Die Beschreibung der AAchillea pratensis(Saukel & Langer 1992) ist ein
Beispiel, wie eingehendere Untersuchungen neuenitkisse auf dem Gebiet der Systematik
derAchillea millefoliumGruppe bringen.

Der Achillea millefoliumKomplex besteht aus zahlreichen Sippen, die sowghbt
abgrenzbare Taxa darstellen, als auch Hybridschejarndie vor allem im
Uberlappungsbereich der definierten Taxa auftratsutzutage wirdhchillea millefoliumals
Komplex betrachtet, dem Unterarten unterschiedti¢tayploidiestufe, von diploid (2n=18)
bis oktaploid (2n=72) angehoéren. Zu den diploidemnien gehodren z.BA. roseoalbaA.

asplenifoliaoderA. setacedEhrendorfer 1998).

Die haufige Verwendung vorchillea millefoliumals Arzneidroge erfordert parallel zur
Aufklarung des Wirkstoffspektrums eine genaue Keisntler Systematik der Gruppe. Nach
Chandler und anderen (Chandler et al. 1982) sind alem die Komponenten des
Atherischen Ols und die Sesquiterpene fur die nieidizhen, spasmolytischen und

antiphlogistischen Wirkungen verantwortlich.



Die Anforderungen gemaf3 Arzneibuch sind widersgiéieh ,Proazulenfihrend* wird als

entscheidendes Kriterium angegebgchillea millefoliums. str. erfillt diese Anforderung

aber nicht. Verschiedene andere Sippen aus derp&’uhillea millefoliumsind aber sehr

wohl reich an Proazulenen. Volksmedizinisch werdegist sowohl proazulenfiihrende als
auch proazulenfreie Pflanzen verwendet.

Ein anderes Faktum, welches die Notwendigkeit denagen Kenntnis der Gruppe
unterstreicht, ist das Auftreten von bestimmten alt#stoffen, Sesquiterpenen mit
exozyklischen Methylengruppen im Laktonring (z.Bazunolid Peroxide), die potentiell

allergene Wirkung aufweisen (Orth et al. 1994) wider Anwendung als Arzneipflanze
entgegenstehen. Diese bei Asteraceaen haufig vonlkemaie Inhaltsstoffgruppe tritt ebenfalls
nur in bestimmten Sippen auf, wahrend andere Sigp=beziglich unbedenklich sind.

Die auftretenden Probleme und Erweiterungen bei Simtematik der mitteleuropéischen
Taxa aus der Gruppe rechtfertigen und erforderne eiBetrachtung auch der
sudosteuropdischen Vertreter. Vor allem, da derpHeil der im Handel erhéltlichen

Arzneidroge aus sudosteuropéaischen Anbaugebietenngt Bulgarien und Albanien gelten
hier als die Hauptanbaulander.

Das Projekt ,The Achillea millefolium complex iro&th-Eastern Europe* setzte sich
zum Ziel die multidisziplinare Analyse der Gruppel auf die sidosteuropaischen Vertreter
anzuwenden, und so mit Hilfe morphometrischer, &agischer, cytologischer und
phytochemischer Methoden, sowie durch Kreuzungsewrpete, die Mannigfaltigkeit der
Gruppe in dieser Region erkennen und zu ordnen.

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ist es, im iRah dieses Projektes Vertreter von
bulgarischen Schafgarben mit verschiedenen chempnsdiethoden zu charakterisieren. Im
Mittelpunkt des Interesses steht die Analyse degreteiden Inhaltsstoffe, Monoterpene des
Atherischen Oles sowie hohermolekulare TerpenoBesquiterpe) mit den Methoden der
Gaschromatographie, HPLC, Diinnschichtchromatogeaphd Infrarotspektroskopie.

Die Infrarotanalyse zur Charakterisierung von Pftan aus demAchillea millefolium

Komplex durch Aufnahme von Spektren eines aufgagiin Extraktes ist eine relativ neue
Herangehensweise (Werner 2001). Die Anwendung di¥&fahrensweise auf weitere
Individuen und der Versuch der Korrelation mit demderen chemischen Methoden wird ein

wesentlicher Aspekt dieser Arbeit sein.



Die erwéahnten terpenoiden Inhaltsstoffe haben siclzahlreichen friheren Arbeiten als
taugliche Parameter zur Charakterisierung von ¥en aus defAchillea millefolium-
Gruppe herausgestellt (Eglseer et al.1988, Kastnalr 1992, Rauchensteiner et al. 2002).

Es stellt sich die Frage, inwieweit die in diesebdit untersuchten Vertreter in bestimmte
Gruppen ein- bzw. zugeordnet werden koénnen, ob rEmsnhange zwischen den
verschiedenen untersuchten chemischen Parametemkernen sind, und wie das eventuelle
Auftreten von Hybriden interpretiert werden kanim Eersuch der Korrelation mit weiteren
parallel untersuchten Parametern v.a. der Morphel@®auchensteiner 2002, Rauchensteiner
et al. 2002), soll weitere Aufschlisse Uber Eiotegl und Vielfaltigkeit der Sippen und die
Hybridbildung zwischen denselben geben.

Die Untersuchung der chemischen Merkmale erfaigBléiten von Einzelpflanzen, die
durch Rauchensteiner und Nejati in Bulgarien gesaltnwurden, nicht an der Sammeldroge.
Diese auch in zahlreichen vorherigen Untersuchurmektizierte Herangehensweise erklart
sich aus der Zielsetzung der Analyse. Charakteuisgeund Erkennen von Vielfaltigkeit, das
Verstandnis der Systematik kann nur auf der Untémsnig von einzelnen Individuen beruhen,
da diese die grundlegende Einheit bilden. Die ofmaraktizierte Untersuchung von
Atherischem Ol aus Sammeldroge wiirde Mischergebrisiigen. Gerade beim erwarteten
Auftreten von Hybridschwarmen und bei der hohemiMgfaltigkeit der Gruppe ist diese

Individualanalyse notwendig.



2. Zum gegenwartigen Stand der Forschung

2.1. (Bio-)systematik und Taxonomie

Das Verbreitungsgebiet voAchillea millefolium(s.l.) erstreckt sich weitgehend Uber die
gesamte nordliche Hemisphére, wo zahlreiche Arted Unterarten in unterschiedlichen

Polyploidiestufen zu finden sind (Saukel & La4ngée2).

Die Taxonomie der Gattunichilleaist sehr komplex und Gegenstand zahlreicher Agheit
Die Gattung wird dem Tribus Anthemidae in der Fanider Kompositen zugeordnet. Nach
Hegi (Hegi 1979) ist die Gatturchilleain 5 Sektionen untergliedert. Nach anderen Autoren
(Huber-Morath 1974) ist auch eine sechste Sektion unterscheiden. Die hier zu
behandelnden Pflanzen sind der Sektion Millefolzuuordnen. Es sind auch vor allem die
Vertreter dieser Sektion, die als Heilpflanzen gasalt und verwendet werden. Innerhalb der
Sektion Millefolium verdient dieAchillea millefoliumGruppe eine besondere Beachtung.
Nach den grundlegenden Arbeiten von Ehrendorfergiidorfer 1953) zeichnet sich diese
Gruppe durch eine besonders hohe Diversitat undégchiemdene Polyploidiestufen aus
(2x,4x,6x,8x). Ehrendorfer teilt die Gruppe haupkdich aufgrund der Polyploidiestufen in 5
Kleinarten ein A. setacea?2x, A. asplenifolia 2x, A. collina 4x, A. millefolium 6x, A.

pannonica 8x).

Diese grundlegende Einteilung wurde durch neueresdRangsergebnisse verfeinert und
erweitert. Viele Kleinarten kommen in unterschiedén Polyploidiestufen vor, eine
Abgrenzung ist insbesondere auf dem tetraploideredli schwierig. Nach Saukel und Langer
(Saukel & Langer 1992) ist es deshalb wesentlichi, taxonomischen Betrachtungen
bedeutend mehr Wert auf die Ausbildung der Blatdi® und Zungenbliten zu legen.
Zusatzlich zu den morphologischen und auf Polypésidifen basierenden Kriterien werden
auch phytochemische Merkmale fir Taxonomie und &ktarisierung herangezogen. Es sind
vor allem die Mono- und Sesquiterpene, die hierkaigerium dienen. Eglseer und andere
haben herausgefunden, dass die relativen Mengeéiltregse von a- und B-Pinen,
Caryophyllen, Sabinen, 1,8-Cineol, Campher und CGlzahen, allesamt Substanzen im
Atherischen Ol, als Parameter herangezogen weridiemek (Eglseer et al. 1988).



Nach Kastner, Rauchensteiner und anderen eignénzsic Charakterisierung aufgrund der
hohen Reproduzierbarkeit und einer kurzen Analyséalgende 13 Komponenten besonders
gut:

a-Pinen, Camphen, SabinghPinen, p-Cymol, 1,8-Cineoy;Terpinen, Campher, Borneak,

Terpineol, Bornylacetafi-Caryphyllen, Elemol.

Ebenso konnen folgende sich aus den Einzelmerkmaammierende Merkmale
herangezogen werden:

Summe lu-Pinen+Cineol

Summe 2: Sabineifi+Pinen+-Caryophyllen

Summe 3: Camphen+Campher+Borneol.

Rauchensteiner und andere flgten diesen 3 Summam 2wei weitere charakteristische
Summen hinzu, die Summen aus Camphen+Campher nedl€Borneol

(Kastner et al. 1992, Rauchensteiner et al. 2002).

Nach dem derzeitigen Stand der Wissenschaft weddenGruppeAchillea millefolium
folgende Kleinarten zugeordnet:

Diploide Kleinarten sindA. setacea@x, A. ceretanica2x, A. asiatica2x, A. roseaoalba2x
und A. asplenifolia2x. Diese Einteilung wurde morphologisch (SaukelL@&ger 1992) und
phytochemisch (Kastner et al. 1992, Kubelka efl@889) bestatigt. Nach Saukel und Langer
tretenA. setaceaindA. asplenifoliaaber auch als tetraploide Individuen auf. Alsalnide
Kleinarten gelterA. collina4x, A. pratensisix, A. ceretanicadx undA. asiaticadx. Achillea
millefolium s.str. gilt als hexaploider Vertreter der Gruppbenso wieA. distans A.
pannonicagilt als oktoploider Vertreter der Gruppe, komrbeaauch in hexaploider Stufe
vor (Saukel & Langer 1992).

Die Einteilung und Unterscheidung wird durch dasitweerbreitete Autreten von
Hybridisierungen erschwert. Die Hybridisierung égfonicht nur innerhalb der Gruppe
Achillea millefoliumsondern auch mit anderen Sektionen der Gatamhglea (Nedelcheva et
al. 1998, Nejati 2002).



Neben den morphologischen, karyologischen und gh@imischen Merkmalen wurde auch
AFLP-Analysen zur Verfeinerung der Systematik dett@gAchilleaund des Aggregats
Achillea millefoliumagg. verwendet (Guo et al. 2004, Guo et al. 2008).

Demnach hat sicAchillea durch Hybridisierung und Polyploidisierung ausgdet. Das
Aggregat selbst ist nach diesen Untersuchungen pigtetisch, und die diploide
Ursprungsart nahe verwandt mit der in der Nordask& und Georgie vorkommenden
diploidenAchillea latiloba Die diploiden Kleinarten haben sich daraus vika&ind entwickelt
und sind relativ klar abgrenzbar. Hybridisierungem weitere Differenzierungen lie3en aus
den basalen diploiden Kleinarten abgeleitete poigel Kleinarten des Aggregats enstehen.
Nach AFLP Analyse erscheinen die polyploiden Artemmit polyphyletischen Ursprungs.
Nacheinanderfolgende Zyklen von DifferenzierungbHgisierung und (Auto— und Allo-)
Polyploidisierung liessen die Art sich dann von Wéstasien und Europa aus weltweit

verbreiten und differenzieren..

Als Ausweitung der vorher beschriebenen Taxononmd Charakterisierung der Gattung
Achillea insbesondere auf das Balkangebiet kdnnen die #revon Rauchensteiner
(Rauchensteiner 2002) und Nejati (Nejati 2002¢bea werden.

Diese Arbeiten seien hier insbesondere deshalb atwhs prominenter erwahnt, da die
vorliegende Diplomarbeit Teil der Arbeitsgruppe wes Projekts war, aus denen heraus auch
diese Arbeiten entstanden. In den Arbeiten wurdenbliEke in die Diversitat und
Merkmalsauspragung vofchilleaSippen am Balkan gegeben. Es wurden 905 Belege von
AchilleaIndividuen in Bulgarien, Rumanien und Griechenlangesammelt und
morphologisch, phytochemisch und flowcytometrisabeusucht. Der Grof3teil der Individuen
wurde Achillea collina zugeordnet. Im Unterschied zu den mitteleurop&sckiertretern
wurde herausgefunden, dass die Vertreter Acillea collinaam Balkan nur zu einem Tell
proazulenfuhrend sind. Viele der gesammelten urtdrsachten Belege waren Hybride, die
mit Achillea collinain Zusammenhang gebracht wurden. NeBehillea collinaund deren
Hybriden wurden auch Belege voAchillea millefolium gefunden, die sich wie die
mitteleuropaischen Vertreter durch die starke Hefenitat auszeichneten.

Die Untersuchungen konnten die taxonomische Eigedgjkeit von Achillea distans
Achillea clypeolataund Achillea setaceauch im Balkangebiet belegen, bei den Belegen, die
Achillea colling Achillea millefolium Achillea asplenifolia und Achillea pratensis

nahestehen, konnte keine deutliche Abgrenzung defunwerden. Die Gruppen sind



morphologisch und phytochemisch sehr &hnlich, weere hohe Heterogenitat auf und sind
durch Hybridisierungen verbunden.

Nach Saukel et al. sind in Bulgarien 6 Kleinartes dggregatgchillea millefoliumvertreten
(A. asplenifolia, A. setacea, A. collina, A. millafo s.str, A. pannonica Das Auftreten von
A. asplenifoliawar eine neue Erkenntnis dieser Arbdit.setacedritt relativ selten aufA.
millefolium s.str undA. distanskommen vor allem in gebirgigen Regionen vAr. collina
wird in dieser Arbeit als die am weitesten veratei und am haufigsten vorkommende Art

angegeben (Saukel et al. 2003).

2.2 Inhaltsstoffe und medizinische Wirksamkeit

Nach Hofmann und anderen (Hofmann et al. 1992) die Schafgarbe seit dem Altertum far
medizinische Zwecke verwendet. Sie zahlt zu demaeisten verwendeten Heilpflanzen in
Europa (DellaLoggia 1998), in Osterreich stehtssier. Stelle unter den beliebtesten Pflanzen
(Saukel & Kubelka 1994).

Die wirksamen Bestandteile und Indikationen varhilleaahneln denen der Kamille (Orth et
al. 1994). Millefolii herba weist spasmolytischentiphlogistische und hamaostatische
Wirkungen auf (Kastner et al. 1995). Die wirksamBastandteile sind vor allem die
Bestandteile des Atherischen Ols und die SesgeitergChandler et al. 1982). Weiters sind
auch Flavonoide, Phenolcarbonséuren, stickstoiffealVerbindungen und Cumarine Teile

des breiten Spektrums von wirksamen Inhaltstoffem Achillea.

Die spasmolytischen Effekte riihren von Bestandiailes Atherischen Ols und Flavonoiden,
die antiphlogistischen Effekte werden den Azulemed Sesquiterpenen zugeschrieben. In
einer Untersuchung wurden die entziindungshemmerdigitAt von Sesquiterpenlaktonen

(Proazulenen) gezeigt (Zitterl-Eglseer et al. 1991)

Zu den Hauptbestandteilen des Atherischen Ols madik Mono- und Sesquiterpene, wobei
die Zusammensetzung der einzelnen Substanzentaekwariiert. Nach Eglseer et al. zahlen
z.B. Pinen, Campher, Caryophyllen und Proazulederu Hauptbestandteilen (Eglseer et al.
1988).



Die Monoterpene mit ihrem Gerust aus 10 Kohlenatofhen kdnnen nach der Anzahl der
Kohlenstoffringe in drei Untergruppen unterteilt nden, azyklisch, monozyklisch und
bizyklisch. Weitere Unterscheidungen zwischen desn®derpenen ergeben sich durch das
Vorhandensein von Doppelbindungen oder durch Alkohd&eton-, Aldeyhd- oder
Esterbildungen (Waterman 1993).

Sesquiterpene besitzen ein Gerlst aus 15 Kohléatstofen. Dadurch sind sie weniger
flichtig als die Monoterpene. Innerhalb déchillea millefoliumGruppe werden die
Sesquiterpene in Guaianolide, Eudesmanolide, Lamgiye und Germacrene unterteilt.
Zitterl-Eglseer und andere isolierten 1991 die Hsegquiterpene auschillea setaceaEs
handelte sich dabei um 11,13-Dehydroacetylmatn¢cd&upicolin A und Rupicolin B. Diesem
Matricarin und Rupicolin B konnten auch entziindimggsmende Effekte nachgewiesen

werden (Zitterl-Eglseer et al. 1991).

Aufgrund der pharmakognostischen Wirksamkeit wirdsdnderes Augenmerk auf das
Vorhandensein von Proazulenen gelegt. Proazulemé&ee zur Gruppe der Guaianolide und
sind dem Matricin &hnliche Sesquiterpene, die k€itmtzen und bei Zusatz von S&ure durch
Dehydratisierung oder Dehydrierung Azulene bilddie,eine charakteristische blaue Farbung
ergeben. Sowohl Proazulene (in der Pflanze entijalits auch Azulene (als Produkt bei
Erhitzung und Destillation) sind antiphlogistischrkgam. Aus verschiedeneAchillea
Individuen kénnen Proazulene isoliert werden, amdedividuen besitzen diese Proazulene
nicht. Bei proazulenhaltigen Individuen kann dem@e der Azulene im durch Destillation
entstandenen Ol bis zu 40% betragen, im Durchdchbétragt der Gehalt bei
proazulenfuhrenden Individuen 2-19% (Werner 2001).

Die Bildung von Proazulenen ist genetisch bedingt die Pflanzen fiihren die Biosynthese
der Proazulene auch unter den unterschiedlicheto@kchen Bedingungen weiter (Stahl
1952, Fischer et al. 2001).

Aus dem Vorhandensein oder der Abwesenheit vonzilteaen wurde versucht, ein weiteres
taxonomisches Unterscheidungskriterium zu bildeegiHHegi 1979) fiihrte in seiner Flora
nochA. millefoliumL. als proazulenhaltig. Da Proazulene relativieirachweisbar sind, und
ihre antiphlogistische Wirkung bekannt ist, wird halt an Proazulenen neben dem Gehalt
an Atherischem Ol in den Arzneibuichern als Qualkiterium gefordert (z.B. Europaisches
Arzneibuch 2000: Mindestgehalt von 2ml/kg an Atkeliem Ol und 0,02% Proazulene).



Dieser Forderung stehen aber 2 Dinge entgegen:

Erstens sind auch Sesquiterpene mit antiphlogisisiévirkung in der Pflanze enthalten, die
kein Azulen bilden.

Zweitens wird paradoxerweise aber gerade die in Aemeibichern als Stammpflanze
geforderteA. millefoliumL. bei neueren Untersuchungen als proazulenfreatietet. Nach
Kastner et al. und Orth et al (Kastner et al. 199¢h et al. 1994) besitzen die tetraplofle
collina sowie die diploiderA. asplenifoliaund A. roseoalbaProazulene, die hexaploide
millefoliumss. str., die diploidé\. distansund die oktoploidé\. pannonicehingegen nicht. Es

wurden aber auch Ausnahmen fir die Einteilung gégar(Orth et al. 1994).

Diese unterschiedlichen Angaben beruhen vor allerh eaner unklaren taxonomischen
Zuordnung der Sippen. In der Arbeit von RauchenstefRauchensteiner 2002) wurden aber
auch morphologisch z.BA. collina nahestehende Belege gefunden, die kein Proazulen

enhalten, womit die Einteilung noch weiter in Fragstellt wird.

Ebenfalls zu den Sesquiterpenen, zu der Gruppaidet-azulenogenen Guaianolide gehdren
die Guaianolidendoperoxide und die Rupocoline. ®iad&rbindungen sind durch das
Auftreten einesi-Methyleny-Laktonrings gekennzeichnet. Die exozyklische Mihgruppe

dieser Struktur ist hochreaktiv und kann durch Bmgl an korpereigene Proteine tber SH-

Gruppen allergene Reaktionen und Kontaktdermatitddsen (Ricker et al. 1991)

Glasl und andere entwickelten eine Methode derdkktrn und Auswertung von Material aus
Achillea-Individuen mittels HPLC, Dinnschichtchroimgraphie und Massenspektroskopie.
Zur Etablierung dieser Methode wurde die apolawaBulene fuhrenda. collina sowie A.
pratensis(die polare Eudesmanolide enthélt) verwendet. Dddist die Methode tauglich zur
gualitativen Bestimmung von Sesquiterpenen untédtibher Polaritat, und es kénnen aus
einem Individuum charakteristische Sesquiterpenenuséstimmt werden. Weiters kdnnen
dadurch die wesentlichen Sesquiterpenbestandtaitd guantifiziert werden (Glasl et al.
1999).

Rauchensteiner und andere stellten anhand einemasseriden morphologischen und
chemischen Untersuchung von 1523 Einzelpflanzen Garakteristika der Arten des

Aggregats Achillea millefolium in Mitteleuropa zusammen. Dabei wurde auf die



Zusammensetzung des Atherischen Oles in der Gasebographie und das
Sesquiterpenmuster anhand der Dunnschichtchronagioigr besonders Wert gelegt

(Rauchensteiner et al. 2002).

Werner (Werner 2001) beschrieb eine Methode zur lydea der

Sesquiterpenzusammensetzung in verschiedeékwnlleaArten mittels IR-Spektroskopie
eines Dichlormethanextraktes aus den Blutenkoptchddurch Darstellung der
Absorptionsbanden konnen verschiedene Arten detu@ntunterschieden werden. Diese
Methode kann somit erstens fir chemotaxonomischeeckev und Stichprobenanalyse
verwendet werden (als Erganzung zur Dunnschichichtographie), und liefert zweitens
einen Hinweis auf verschiedene vorhanden Strukiunei® zum Beispiel die oben

beschriebenen-Methyleny-Laktone.
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3. Analysenmethodik

3.1 Analysierte Individuen

Die 76 analysierten Individuen stammen aus Aufsamgen einer Exkursion nach Bulgarien
im Bluhzeitraum Juli 1996 durch Rauchensteiner Mlegati (Rauchensteiner 2002, Nejati
2002). Die Sammelorte sind in Tabelle 1 dargesteldrbarbelege der Individuen befinden

sich im Herbar des Departments fir PharmakognasdeaUniversitat Wien.

Tabelle 1: Analysierte Individuen (76), deren Farid und Funddaten

RN....Rauchensteiner, Nejati

Pflanze Funddatum Fundort Pflanze Funddatum Fundort
RN960021 02.07.1996 Siadlich vom Quartier RN960436 07.07.1996 Berg hinter
RN960022 RN960437 Rila-Kloster
RN960030 02.07.1996 Sofia, Stidpark RN960443
RN960031 RN960444
RN960040 RN960527 12.07.1996 Loss-Mountain
RN960041 RN960528 Kalkgestein
RN960042 RN960529
RN960043 RN960530
RN960044 RN960552
RN960175 05.07.1996 | Vitoscha Gebirge RN960573 13.07.1996 Vitoscha Gebirge
RN960183 Goldene Briicke RN960606 sudlich vom
RN960184 Autobusendstelle RN960607 Doppelmayer-Lift
RN960187 bis Alpenhitte Enzian RN960608
RR960189 RN960609
RN960191 RN960610
RN960192 RN960611
RN960196 RN960612
RN960200 RN960613
RN960201 RN960614
RN960203 RN960615
RN960205 RN960616
RN960206 RN960619
RN960208 RN960620
RN960210 RN960621
RN960217 05.07.1996 | Vitoscha Gebirge RN960623
RN960249 Goldene Briicke RN960624
RN960250 ab H. Enzian RN960625
RN960251 bis zum Doppelmayer- RN960626
RN960254 Lift RN960627
RN960255 RN960630
RN960258 RN960631
RN960259 RN960632
RN960272 RN960633
RN960273 RN960634
RN960281 RN960635
RN960282
RN960283
RN960286
RN960294
RN960295
RN960296
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Die Individuen RN960021 bis RN960044 wurden im Sésiien der bulgarischen Hauptstadt
Sofia in Parkanlagen gesammelt. Durch das FehlenRliassen in der Hauptstadt und dem
Gegensatz zwischen einem teilweise hohen Baumlzkstaoh den oberflachlichen trockenen
Bbden ergibt sich ein rascher Wandel in der VegetaDie auftretenden Steppenrasen im

Sudpark &hneln der Flora der pannonischen Gebiete.

Die Belege RN960175 bis RN960296, sowie RN960583RMN960635 wurden im Vitoscha-
Gebirge gesammelt. Das Gebirge wurde 1934 zum Nalpark erklart und umfasst eine
reiche Flora und Fauna. Die hdchste Erhebung dbgdes liegt auf 2290 m, das Gebirge ist
reich an Quellen und Flissen. Im hoéherliegendenigbedind sehr artenreiche Rasen zu
finden. Die unteren Teile des Gebirges sind vorpjsa, Fettwiesen sowie von Eichen-

Hainbuchen-Mischwaldern bedeckt. Es treten an §daidigen Stellen auch Felssteppen auf.

RN960436 bis RN960434 wurden in der Nahe des Kispgtda im Rila-Gebirge gesammelt.
Es handelt sich dabei um ein hauptséchlich grahiéis Gebirge mit einer sehr hohen
Niederschlagsmenge. Die Bergwaldstufe wird von &wotn-Eichenmischwald dominiert.
Daruber schliel3en sich Hochgraswiesen mit eineemodhrtenvielfalt an. Ab 2000 m sind

dann alpine Rasen und Zwergstraucheiden zu finden.

Das Lozen-Gebirge mit dem Loss-Mountain, indem Bigdege RN960527 bis RN960552
gesammelt wurden, befindet sich sudéstlich voneéSds besteht aus Sedimentgestein, das
auf Silikatgrund abgelagert ist. An der Nordseiteméhieren Eichen-Hainbuchen-
Mischwalder, am Sudhang sind gro3e Steppenrasemimgm Reichtum an Endemiten zu

finden (Rauchensteiner 2002).

Parallel zur Untersuchung der chemischen Merkmalaerden die Pflanzen auch
morphologisch und karyologisch durch Rauchensteingrd Nejati charakterisiert
(Rauchensteiner 2002, Nejati 2002). Dabei wurden altem habituelle Merkmale, die
Ausformung der Blattfiedern und der Zungenblitemisoder Ploidiegrad bertcksichtigt.
Unter Zuhilfenahme verschiedener Florenwerke wurdén in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Individuen durch Rauchensteiner unjdtiNlelgenden Gruppen/provisorischen

Taxa zugeordnet:
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Tabelle 2: Zuordnung zu Gruppen und provisorischibestimmung der 76 Individuen
(siehe Tab. 1, S.11) durch Nejati/Rauchensteinau¢Rensteiner 2002)

Belegnummer Zuordnung durch Belegnummer Zuordnung durch
Nejati/Rauchensteiner Nejati/Rauchensteiner

RN960021 COL RN960294 MILCOL
RN960022 COL RN960295 MIL
RN960030 COL RN960296 MILCOL
RN960031 COL RN960436 DIS
RN960040 COL RN960437 DIS
RN960041 COL RN960443 DIS?
RN960042 COL RN960444 DIS
RN960043 COL RN960527 COL
RN960044 COL RN960528 COL
RN960175 COL RN960529 COL
RN960183 COL RN960530 COL
RN960184 COL RN960552 MILCOL
RN960187 COL RN960573 MILCOL
RR960189 COL RN960606 COLSET
RN960191 MILCOL RN960607 MILCOL
RN960192 COL RN960608 MILCOL1
RN960196 coL? RN960609 COL
RN960200 COL RN960610 MIL
RN960201 MILCOL RN960611 MILCOL1
RN960203 COL RN960612 MIL
RN960205 COL RN960613 MILCOL
RN960206 COL RN960614 MILCOL
RN960208 COL RN960615 MILCOL1
RN960210 COL RN960616 MILCOL
RN960217 COL RN960619 MILCOL
RN960249 COL RN960620 MILCOL
RN960250 MiLcrith RN960621 MILCOL
RN960251 MIL RN960623 CRICOL?
RN960254 MiLcrith RN960624 CRICOL?
RN960255 COL RN960625 MILCOL
RN960258 COL RN960626 CRICOL?
RN960259 MIL RN960627 MILCOL
RN960272 COL RN960630 CRICOL?
RN960273 COL RN960631 MILCOL
RN960281 COL RN960632 COL
RN960282 COL RN960633 MILCOL
RN960283 MIL RN960634 DIS?
RN960286 COL RN960635 MILCOL

COL: A. collinas.l.

Relativ heterogen, Unterschiede zu mitteleurop&@&sd¥ertretern von A. collina sind erkennbar hinglich der Zungenbliiten
COL?:A. collinaaber unterschiedlich zu COL

MILCOL: Hybriden zwischerA. millefoliumundA. collina

MiLcrith: Hybriden zwischerA. millefoliumandA. crithmifolia

MIL: A. millefoliums.str.

DIS: A. distans

DIS?:A. distans aber unterschiedlich zu DIS

COLSET: Hybriden zwischeA. collinaundA. setacea

MILCOL1: Hybriden zwischerA. millefoliumundA. colling, anders als MILCOL

CRICOL?: wahrscheinlich Hybriden zwischAncrithmifoliaundA. collina
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3.2 Aufbereitung des Pflanzenmaterials

Zur Untersuchung wurden Extrakte aus den Bliterttigsf der herbarisierten Pflanzen
verwendet. Je 100 mg Blutenképfchen wurden mit Didhlormethan 15 Minuten im

Ultraschallbad extrahiert.

3.3 Gaschromatographie

Die Gaschromatographie eignet sich hervorragend, dien flichtigen Komponenten im
Monoterpenbereich des Atherischen Oles zu erfag&astner et al. 1992).

Zur Analyse gelangte direkt der Dichlormethanextiddr Blutenkopfchen, von dem capP
eingespritzt wurden (siehe Schema 1). Die GC-Amrabdolgte mit dem frischen und nur
kurzzeitig im Kihlschrank gelagerten Extrakt, une deeicht flichtigen Komponenten des

Atherischen Oles quantitativ richtig zu erfassen.

Schema 1. Die Aufbereitung der Droge fir die Gt&lse

Extraktion mit 1 ml Dichlormethan

100 mg Droge > 2l fur GC-Analyse
15 Minuten im Ultraschallbad

Das Hauptaugenmerk wurde auf 15 Komponenten desriddien Oles gelegt, die sich in
eingehenden friheren Untersuchungen als geeignelidiCharakterisierung von Individuen
derAchilleaGruppe erwiesen (Kastner et al. 1992) (siehe €aRitS. 5).

Verwendet wurden 3 GC-Systeme mit Flammenionisatletektor (System 1, System 2,
System 3). Zusatzlich zu diesen 3 Systemen wurde Sgistem mit GC/MS Kopplung

verwendet (System 4), welches weitere Aufschlisee Identifizierung verschiedener

Substanzen geben konnte. Die verschiedenen Sysiecheinten angefihrt (siehe Tabelle 3,
S. 15). Der Vergleich der Retentionszeiten mit den®n wiederholt eingespritzten

Reinsubstanzen machte die qualitative Bestimmumngsdbstanzen mdglich. Die gemittelten
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Retentionszeiten und Kovats-Indices der 15 wichtigemponenten sind unten tabellarisch

zusammengestellt (siehe Tabelle 4, S. 16).

Tabelle 3: Darstellung der verwendeten GC-Systeme

System 1 System 2 System 3 System 4
Gas- PE-Autosystem XL| PE-Autosystem XL  PE Sigma 300 GCMS-QP5050
chromatograph GC-IR Shimadzu
Séaule PE Elite Series HP-5 Zebron ZB-5 PE Elite Series
SE-54 SE-54
60m x 0,25mm 50m x 0,32mm 60m x 0,25mm 60m x 0,25mm
0,251 Filmdicke 0,52 Filmdicke 0,251 Filmdicke 0,251 Filmdicke
Tragergas Stickstoff 5.0 Stickstoff 5.0 Stickstoff 5.0 Helium 5.0
Temperatur 60° C-270 C 60° C-27C0 C 60° C-27C0 C 60° C-270 C
3° C/min 3°C/min 3°C/min 3° C/min
Injektor: 270 C Injektor: 270 C Injektor: 270 C Injektor: 270 C
Detektor: 280 C Detektor: 280C Detektor: 280C Interface: 280C
Septum Thermogreen LB-2| Thermogreen LB-2  Thermogreen LB-2 Thermogreen
LB-2
Detektor FID FID FID Massenspektro-
meter/El
Brenngase Wasserstoff 5.0 Wasserstoff 5.0 Wasserstoff 5.0 Wasserstoff 5.0
Synth. Luft Synth. Luft Synth. Luft Synth. Luft
KW-frei KW-frei KW-frei KW-frei
Software PE Turbochrom PE Turbochrom PE Turbochrom Clas$ 500
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Tabelle 4: Retentionszeiten und Kovats-Indicesudéersuchten Hauptkomponenten

Komponente System 1 System 2 System 37
des Oles Rt Kl Rt Kl Rt
o-Pinen 9,90 942 7,26 940 11,58
Camphen 10,45 958 7,76 956 12,25
Sabinen 11,28 979 8,56 977 13,24
B-Pinen 11,51 985 8,69 983 13,50
p-Cymol 13,47 1036 10,56 1034 15,86

1,8-Cineol 13,67 1040 10,69 1038 16,07
y-Terpinen 14,72 1065 11,75 1064 17,34
a-Thujon 16,14 1096 13,04 1094 18,92
B-Thujon 16,89 1115 13,77 1111 19,79
Campher 18,75 1158 15,44 1152 21,91
Borneol 19,69 1176 16,36 1173 22,90
o-Terpineol 20,75 1199 17,42 1193 24,16
Bornylacetat 24,97 1304 21,58 1301 28,96
B-Caryophyllen 30,82 1434 27,34 1429 35,70
Elemol 36,04 1563 32,50 1560 41,40

Rt..... Retentionszeit (min)

KI..... Kovats-Index

o Das System 3 erwies sich als nicht konske#tiglich der verschiedenen Parameter (v.a. Texhpirdie
Retentionszeiten waren verschoben. Die BestimmangSdbstanzen nach den Retentionszeiten erfolitivre
zum B-Pinen, welches einen immer vorhandenen und clarstischen Peak aufweist. Die Bestimmung der

Kovats-Indices war durch die fehlende Reproduzideiavon Retentionszeiten ebenfalls nicht moglich.

Das Mengenverhéltnis der verschiedenen Hauptkonmienedes Atherischen Oles zeigte
sich sehr charakteristisch fur bestimmte Taxa AehilleaGruppe. Sowohl der Anteil
einzelner Komponenten, als auch der Anteil von Semmwurde in friheren Arbeiten
erfolgreich als Parameter fur die Systematisieruregwendet (Kastner et al. 1992,
Rauchensteiner et al. 2002, siehe Kapitel 2, SD&mentsprechend wurde auch in dieser
Arbeit vorgegangen. Die chromatographisch bestimmtd®eakflachen der 15
Hauptkomponenten wurden addiert, und daraus deativel Anteil der einzelnen
Komponenten bestimmt. Durch diese Art der Berecgnwar die Absolutmenge des
eingespritzten Extraktes nicht entscheidend. Auahden durch Addition der Prozentanteile
~summenmerkmale® bestimmt. Diese veschiedenen mBigeé wurden dann einer

statistischen Auswertung unterzogen.
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Voruntersuchungen sollten die Reproduzierbarkeitr diei verschiedenen Systeme

hinsichtlich der quantitativen Analyse gewahrleiste

Insgesamt 19 gleiche Proben wurden an den versaeedSystemen (siehe Tabelle 3, S. 15)
hinsichtlich der relativen Anteile der 15 wesertéo Substanzen in % getestet. Die
Reproduzierbarkeitstests erstreckten sich im wesiteitiber den Verlauf der gesamten

Laborarbeitszeit.

Tabelle 5: Ergebnisse der Reproduzierbarkeitstests2 Individuen (RN960196, RN960254)
in 3 GC-Systemen (siehe Tabelle 3, S. 15) hingibhttler relativen Anteile der 15

Hauptkomponenten
RN960196 RN960196 RN960196 RN960254 RN960254 RN960254
Substanz Systeml System2 System3 Systeml System?2 System3

a-Pinen 4,02 4,03 3,33 5,69 5,02 4,70
Camphen 2,25 2,19 1,8] 12,46 11,24 10,99
Sabinen 11,8( 11,90 11,71 0,69 0,42 0,65
b-Pinen 20,46 22,25 20,01 8,12 7,66 7,03
p-Cymol 1,69 0,84 1,01 0,27 0,0d 0,23
1,8-Cineol 9,54 10,37 8,54 6,66 6,28 5,81
g-Terpinen 0,78 0,39 0,37 0,17 0,0d 0,00
a-Thujon 0,00 0,00 0,04 0,72 0,00 0,00
b-Thujon 0,00 0,00 0,0( 3,31 3,09 2,81
Campher 0,57 0,60 0,13 11,08 11,64 10,74
Borneol 41,85 39,33 45,04 8,38 8,65 7,54
a-Terpineol 1,82 2,07 1,98 0,60Q 0,63 0,64
Bornylacetat 0,0Q 0,0Q 0,0( 36,89 39,59 43,16
b-Caryophyllen 5,23 6,13 5,99 4,96 5,76 5,69
Elemol 0,00 0,00 0,0( 0,00 0,00 0,00
Summe 100,0( 100,0( 100,0 100,0( 100,0( 100,0(

Die Ergebnisse zeigten, dass die Analysen mit dgachiedenen Systemen reproduzierbar
waren, dennoch wurde aufgrund praktischer Grindeallem mit System 1 und System 2

gearbeitet.

3.4 DC-Analyse

Die in dieser Arbeit durchgefuhrte dunnschichtchatographische Analyse des
Pflanzenmaterials gibt eine gewisse Auskunft Ukees 8pektrum der Sesquiterpene in der

Pflanze. Durch den Vergleich der Laufstrecken undteRtion mit unterschiedlichen
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Reagentien sollte durch die Dunnschichtchromatdgeapin erster Linie auf das
Vorhandensein von Proazulenen getestet werden. i Baidéen verschiedene Proazulene
unterschieden werden, beziehungsweise auf das Ndehaein von weiteren Sesquiterpenen
geschlossen werden.

Die durch Ultraschallextraktion mit Dichlormetharn&tene Losung wurde eingedampft und
anschlieBend wiederum in 200-300Dichlormethan aufgenommen. Von dieser Ldsung
wurden 30ul punktférmig nach Zwischentrocknen an der Luft Miicrocaps auf eine DC-
Platte aufgetragen.

Voruntersuchungen zeigten, dass es notwendig istLdsungen kihl zu lagern, und so
schnell als méglich zu verwenden. Die Sesquiterdgadaiden relativ lange stabil, es treten
aber dennoch Zersetzungsprozesse bei langererniragauf.

Die Flecken sind bei alten Proben im allgemeinemiger stark ausgepragt, vereinzelt

verandert sich auch das Muster.

Die Dunnschichtchromatographie wurde aus praktiscBdinden 24 h nach der Extraktion
des Pflanzenmaterials durchgefiihrt. Dazwischen evalié Losungen eingedampft und im
Kuhlschrank gelagert.

Nach der Chromatographie erfolgte die Detektion tditraviolettlicht (Betrachten der
Floureszenzloschung bei 254 nm). Danach wurde th#ePmit EP-Reagens nach Stahl
bespriiht und anschliessend bei 160m Trockenschrank 3 Minuten erhitzt. Zur Detektio
weiterer Sesquiterpene wurde dieselbe Platte mitsadaehyd/Schwefelsaure Reagens
bespriht und eine weitere Minute erhitzt. Zu demafatern des DC-Systems und den

Reagentien siehe Tabelle 6, S. 20.
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Schema 2: Schema fir die Dunnschichtchromatographie

Dichlormethanextrakt

Eindampfei 24h gekuhlte Lagerung

Aufnahme in 200-
300ul

Dichlormethan

v

Auftragen von 3Qu
auf DC-Platte

v

Detektion UV 254 nm

Chromatographie

Detektion EP-Reagens

i

Detektion
Anisaldehyd/HSOy-
LOsung
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Tabelle 6:Parameter des verwendeten DC-Systems

Stationare Phase Fertigplatte Merck Kieselgel 60 F254
Laufstrecke: 9 cm

Mobile Phase Dichlormethan-Aceton 9:1

Referenzldsung Extrakt aus Flos Chamomillae

(gleiche Aufbereitung wie Probe)
Unter UV 254 nm und nach Bespriihen
mit EP- Reagens zeigt sich
charakteristischer Fleck von Matricin
(blaue Farbung mit EP #80,5)
Auftragsmenge und Art 30ul punktférmig mit zwischentrocknen
Detektion UV 254nm
EP-Reagens nach Stahl
1T...Dimethylaminobenzaldehyd
200T...Eisessig
20T...85 % Phosphorséure
80T...Wasser
Anisaldehyd/E50, - Reagens
17T...Ethanol
2T...konzentrierte Schwefelsdure
1T...Anisaldehyd

3.5 IR-Analyse

Die Untersuchung der IR-Spektren lasst Teilstridduvon Molekilen erkennen. Im Fall
dieser Arbeit wurden nicht Spektren von Reinsulzanaufgenommen, sondern das
Spektrum eines vorgereinigten Gesamtextraktes.afa Rufschluss Uber das Vorhandensein
von funktionellen Gruppen (und damit Verbindungstyp in der untersuchten Pflanze
gewonnen werden. Wie vorhergehende Arbeiten zeigtgmet sich dieses Verfahren zur
Analyse von Sesquiterpenen, auch eine Charaktengevon Pflanzenindividuen ist durch
diese Spektren mdoglich. Gegentiber der DC, bei dhenfalls der Sesquiterpenbereich
dargestellt wird, hat diese Methode den Vorteissddie Resultate besser vergleichbar sind.
Bei DCs lassen sich aufgrund des starken Einfluesésrschiedlicher Parameter (Alter der
Spruhlosung, Starke und Dauer des Erhitzens,t.nuwfProben, die zur gleichen Zeit auf der
selben Platte untersucht werden, wirklich verglerch
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Proazulene sind durch charakteristische Banderrkeneen, auch kann durch die Lage der
Banden zwischen verschiedenen Proazulenen und de&rschiedlichen Esterbildungen
unterschieden werden. Ebenfalls eine charaktesisisBande ergeben die exozyklischen
Methylengruppen ima-Methyleny-Laktonring, wodurch aus dem Spektrum auch das
Auftreten von potentiell allergenen Gruppen in B#anze erkennbar ist

(Werner 2001).

Abbildung 1: Absorptionsbereich verschiedener vt Teilstrukturen nach IR-Analyse
von ausgewahlten Reinsubstanzen (aus Werner 2001)

CH, | gesittigtes Lakton
& | 2970-2950 2880-2850 1480-1440 1385-1370
g R-CH2-R
o
S |2940-2915 2860-2840 1475-1440 CH,
8 | R-CH,-CH=CH;
2040-2010 2870-2820 1455-1435 o
| RrRG=CH B 1784-1770 1173-1156
2 —
3095-3070 1660-1640 £95-885 | x-Moethylen-y-Lakton
S |R-C=C-Rcis "")
D |3040-3010 1660-1630 730-650
s t—m————————e O Bt
E |R-C=C-Rtrans 2
S |3040-3010 1680-1650 980-966 o
2 |RR'C=CRH S 1770-1750_1150-1136
a8 |820-790 - %
[tn Ringen - ) | Veresterung mit Essigsaure
3075-3010 1680-1600 730-850 [0 o
OH primiir . J.L
o |3550-3250 1450-1320 1075-1000 0~ TCH,
£ | OH sekundsr =| 1740 1285
2 |3550-3250 1450-1270 1130-1000 :
< | OH tortidr . )
3550-3250 1450-1320 1210-1110 Veresl_tf;ung mit
Aliphatische Ether Angelikasdure

1130-1110 940-920

Ungesdttigte Ether
1205-1150 1080-1030

Cyclisch gesittigte Ether
1120-1085 800-815

Peroxide
1030-1100 890-880

Gesittigte Ketone
1720-1675 (1325-1210)

Cyclische Ketone
1780-1710 (1325-1210)

Einseitlg ungesiftigte Ketone
1685-1665 (1325-1210)

Beidseitig ungesittigte Ketone
1670-1650 (1325-1210)

Gesiittigte Carbonsédureester
1745-1735 1260-1180

Ungesiittigte Carbonsdurcester
1730-1650 1330-1160

o}

Ether und Peroxide

Carbonylverbindungen
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Der in 200-30Ql Dichlormethan aufgenommene eingedampfte Extrakirde durch
Fraktionierung aufgereinigt. Dazu wurden die Lésam@uf Kartuschen aufgebracht, die mit
je 1g Kieselgel 60 (Merck) gefullt waren. Die Kathhen waren nach oben und unten mit
Fritten verschlossen.

Die Elution erfolgte unter Anlegung von leichtemkdam. Die ersten Fraktion wurde mit 20
ml Dichlormethan eluiert. Diese Fraktion, die verfea wurde, enthielt die weniger polaren
Bestandteile des Extraktes, also auch die Kompenaies Atherischen Oles.

Die Elution der zweiten etwas starker polaren Foaktdie die Sesquiterpene enthielt, erfolgte
mit je 20 ml eines Dichlormethan-Aceton-Gemischies)erhaltnis 7:3. Die zweite Fraktion
wurde zur Trockene eingedampft.

Wesentlich ist, dass das Ldsungsmittel (DichlorraetAceton 7:3) vollstandig abgedampft
wird. Verbliebenes Aceton stort die IR-Analyse, dla Keto-Gruppe des Acetons bei einer
Wellenzahl von ca. 1700 chstarke Absorption zeigt. Der Niederschlag wurdesim paar
Tropfen Dichlormethan aufgenommen. Diese Losungdeufir die Aufnahme der IR-

Spektren herangezogen (zu den GerateparametemTabdielle 7).

Tabelle 7: Parameter fir die IR-Analyse

Gerat Perkin Elmer FT-IR Spectrometer
Software Spektrum 2000
Probentrager - Silizium-IR-Fenster 13mm, 1mm dick

Korth Kristalle
Wellenzahl 5200 cnit - 370 cnt

Die Darstellung der Ergebnisse aus der IR-Analydelgte mittels Spektren und daraus
ermittelten Blasendiagrammen (siehe Abbildung &5. In den Spektren zeigt die y-Achse
die prozentuelle Absorption, die x-Achse die Waettehi in cnt'. Die Blasendiagramme geben
ebenfalls sowohl die Lage der Banden, als auclstiieke der Absorption wieder. Die Starke
der Absorption wird fur jede Bande prozentuell Zande mit der starksten Absorption
angegeben. Der y-Wert des Blasendiagrammes zemt Ldige der Bande (enspricht
Wellenzahl der Absorption), die Grol3e der Blasesgmtht der prozentuellen Absorption

bezogen auf die Bande mit der starksten Absorptkiir. die Blasendiagramme wurde
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aufgrund der Aussagekraft fur die relevanten Stmgt der Absorptionsbereich zwischen
1900 und

700 cm* gewahlt (Werner 2001).

Abbildungen 2-6 (S.23-25) zeigen die UmwandlungiewlR-Spektren in Blasendiagramme.
Die geringfigigen Unterschiede in der angegebeneaklRge werden durch die

Berechnungsmodi der Software verursacht, besitaenlkeine praktische Relevanz.

Abbildung 2: IR-Spektrum von RN960031
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Abbildung 3: IR-Spektrum von RN960022

AN
N
Il'l‘?: \

14} |
LN
=T o / o
100 ]
Lol
ELCLN-
L

[Tl vatg,an 1793,

LN -
T - T T B r T T l
2w b e 2000 | 5o 100 L
um-|

Abbildung 4: Zoom aus dem Spektrum von RN96002RBg\bbildung 3, S. 24) im Bereich
von 1900 bis 700 cm
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Abbildung 5: Zoom aus dem Spektrum von RN96008hg\bbildung 2, S. 23) im Bereich
von 1900 bis 700 cm
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Abbildung 6: Blasendiagramm der IR-Spektren dedéeilndividuen RN960022 (siehe

Abbildung 3 und 4) und RN960031 (siehe Abbildung@5) mit Angabe der exakten
Wellenzahl in cf
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Gleiches wie fur die Dinnschichtchromatographi¢ gath hier, die Sesquiterpene unterlagen
vereinzelt Zersetzungsprozessen. Abbildungen B126¢27) zeigen die Unterschiede der IR-

Spektren von frischen und 5 Tage alten Proben €eliagpfte und gekihlte Lagerung).

Abbildung 7: IR-Spektrum von RN960031 frisch
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Abbildung 8: IR-Spektrum von RN960031 nach 5 Tagen
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Abbildung 9: IR-Spektrum von RN960030 frisch
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Abbildung 10: IR-Spektrum von RN960030 nach 5 Tagen
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Die Peaks sind teilweise bei den 1 Woche altenakie¢n weniger stark ausgepragt, es kommt
auch zu einer Veranderung des Musters. Die AufnatenéR-Spektren erfolgte demnach mit
frischem Extrakt (bis 1 Tag alt). Die Lagerung &fe eingedampft und gekihlt im

Kuhlschrank.

Schema 3: Schema fir die IR-Analyse

Dichlormethanextrakt

Eindampfen, l 24 h gekuhlte Lagerung

Aufnahme in 200-3Q@ Dichlormethan

v

Aufbringen auf Kartusche mit
Kieselgel 60 (Merck

Elution mit 20 rr
Dichlormethal
Elution mit 20 ml
Dichlormethan-Aceton 7:3
A 4

Eindampfen, Aufnehmen in etwas Dichlormethan

Aufbrirgen au
Scheibe bzw. Kriste

\ 4
Aufnahme des Spektrumg

'

Darstellung der Ergebniss
mittels Blasendiagram

A1
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3.6 HPLC-Analyse

Die Analyse mittels Hochleistungschromatographie rdeu verwendet um weitere
Erkenntnisse Uber das Sesquiterpenmuster bestinfil@nzen zu gewinnen. Die HPLC
wurde also nicht routineméssig angewendet, sondwrn bei einigen ausgewahlten
Individuen, deren DC eine genauere Analyse algesgant erscheinen liess. Vor allem von
Pflanzen der Gruppe ,Coll. D.“ (siehe Kapitel 4,1.86. 32) wurden HPLC-L&aufe

durchgeflhrt, und versucht charakteristische Sabkstazu identifizieren.

Das Extraktionsverfahren war das gleiche wie beail daderen Analysemethoden. Der
Dichlormethanextrakt wurde eingedampft und in 10®ichlormethan aufgenommen. Aus

dieser Losung wurden 20 eingespritzt.

Schema 4: Schema fiur die HPLC-Analyse

100 mg Droge

:

15 min Ultraschall-Extraktion mit 1ml Dichlormethan

'

Eindampfen, Aufnehmen
100yl DichIO(methal

|

20 ul far
Analyse

29



Zur ldentifizierung wurde die Co-Chromatographi¢ Reinsubstanzen herangezogen, wobei
hier entsprechende Verdinnungen und Einspritzmengewendet wurden (siehe Kapitel
4.1.1, S. 32).

Die Detektion erfolgte mit Hilfe eines UV-Detektonsobei auch Spektren bei 220nm und
255nm zur Charakterisierung der Substanzen aufgeromvurden.

Zur weiteren Identifizierung wurden die jeweiligemethanolisch-wéassrigen Fraktionen aus
der HPLC handisch gesammelt und mit der gleichemgéeDichlormethan ausgeschuttelt.
Die Dichlormethanphase wurde eingedampft, undrdietwvas Dichlormethan aufgenommene
Substanz dinnschichtchromatographisch kontrolbew. fir die Massenspektroskopie oder
andere Analysen (GC-Vergleich, IR) verwendet.

Der Vergleich der Retentionszeiten mit bereits bekan Verbindungen, das UV-Spektrum,
die massenspektrometrischen Untersuchungen undtzliclsé& Vergleiche mit anderen
Methoden (GC) sollten die Identifizierung der ctkaeaistischen Substanzen ermdglichen.

Die verwendeten HPLC-Systeme sind in nachsteheralezlle 8 dargestellt.

Tabelle 8: Parameter fir die HPLC

Geréat Niederdruckmischer
- Perkin Elmer Series 200 LC
- Perkin Elmer Series 10 LC

Stat. Phase LiChrocart 250-4 LiChrocart 100 RP-8 urh

Mobile Phase Methanol - Wasser

Gradient System 1: 20% Methanol ---> 80% Methandl80 min
(Gradient 0,33%/min)
System 2: 30% Methanol 30 min isokratisch --> 90%tihanol
in 180 min (Gradient 0,33%/min)
Fluss Iml/min
Detektor UV-Detektion: Perkin Elmer Diode Array Detector
PE LC 235 Wellenlangen: 220 nm und 286

Software Turbochrorf}
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3.7 Massenspektrometrie

Neben der oben beschriebenene GC-MS-Kopplung wudideMassenspektrometrie mit
direkter Probengabe fir die Identifizierung dersebiedenen charakteristischen Substanzen,
die mittels HPLC isoliert wurden, verwendet.

Die direkten massenspektrometrischen Analysen wunaé chemischer lonisation (CI)
durchgefihrt, die Detektion fur die GC-MS Kopplumg Elektronenstossionisation (El).

Die Parameter fur die Massenspektrometrie sindlgehder Tabelle zusammengestellt:

Tabelle 9: Parameter fir die Massenspektrometrie

Gerat: Shimadzu GCMS QP 5050

Software Class 5000

Reaktandgas fir Cl  Isobutan 4.QHg"

lonenquelle El: 6*18 Torr 70eV, 250°C bzw. Cl:5*I® Torr 200eV, 180°C
Aufheizrate 80 C/min

Scan 40-500amu/2sec

4. Ergebnisse

Im folgenden Kapitel sollen die Ergebnisse der efeieslenen chemischen Analysen
dargestellt werden. Es soll dies auch eine Bedumlngi der verschiedenen Individuen
bezlglich der in dieser Arbeit untersuchten Paramsein. Die Einteilung der Individuen

erfolgt grundsatzlich nach 2 verschiedenen Gegcinisten (1. Sesquiterpene bzw. DC-
Fingerprint; 2. Atherische Ol-Komponenten bzw. G@smatogramme) in Gruppen deren
Einfihrung uns als sinnvoll erschien - diese Elatej soll zur Ubersichtlichkeit dienen. Im

Rahmen dieser Arbeit kann nicht von einer ,systésohen” Gruppierung im taxonomischen
Sinne gesprochen werden, da die Anzahl der Paramiete ausreicht und ihre systematische
Relevanz als unsicher angesehen werden muss (3iskigssion der Ergebnisse Kapitel 5, S.
93).
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4.1 Einteilung nach Sesquiterpenmuster (DC-Fingerpnt)

Nach dem Sesquiterpenmuster der DC erschien emteildng in 8 Gruppen sinnvoll.
Die Einteilung und Bezeichnung der Gruppen erfalyth Charakteristika im DC-Muster und

darf nicht als systematisch missverstanden werden.

Tabelle 10: Einteilung der 76 Individuen (siehe @b 1, S.11) in 8 Gruppen nach dem

Sesquiterpenmuster in der DC

Nummer Gruppenname Anzahl der Individuen

1 Coll. D 5

2 EPblau 3

3 AASrot 4 23 proazulenfreie Individuen

4 Elemoldominiert 1

5 Proazulenfrei 10

6 EProsa 2

7 Collinoid 30 53 proazulenhéltige Individuen
8 Proazulenhaltig 21

76 untersuchte Individuen
Diese Gruppen sind unterschiedlich grof3 und urtiedtich homogen, so sind die Gruppen
.Proazulenfrei“ und ,Proazulenfuhrend” Misch- odRestgruppen, wahrend sich z.B die
Gruppen ,Coll. D* oder ,AASrot* als sehr homogenduklar abgegrenzt erweisen.
Die Gruppen 1-5 sind proazulenfrei, die Gruppen@eazulenfihrend.

4.1.1 Gruppe 1 ,Coll. D*

4.1.1.1 Spezielle Untersuchungen an der Gruppd., Dol

a) Problemstellung

Als ,Coll. D“ wurde von Saukel urspringlich eine der Wachau (Durnstein) vorkommende
Form aus derichilleaKomplex bezeichnet, die morphologisch sehr starkehillea collina
erinnert, die aber im Gegensatz Au collina keine Proazulene aufweist. Die Pflanze in
Durnstein zeichnete sich durch ein sehr charakiseises Sesquiterpenmuster aus, das durch

damals angefertigte Dinnschichtchromatogrammetelisic wurde.
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In weiteren Untersuchungen am Institut wurde diedewmakteristische Muster in Extrakten
aus Pflanzen aus Ungarn festgestellt. Glasl und erandcharakterisierten das
Sesquiterpenmuster dieser Pflanzen aus Ungarn imb$zhichtchromatographie und HPLC
an verschiedenen Systemen und bestimmten die dbastischen 5 Sesquiterpene als
Desacetexoymatricarin (Leucodinp-8ingeloxy-Leucodin, Desacetylmatricarin, Achillima

8a-Angeloxy-Achillin. Leucodin und Achillin sind Isoeme, die sich in der Stellung der
Methylgruppe unterscheiden (Glasl et al. 2003). Ber Untersuchung der bulgarischen
Pflanzen im Rahmen dieser Arbeit trat dieses Mustenfalls bei mehreren Individuen auf,
eine der charakteristischen Substanzen trat auchddre Analyse des Atherischen Oles
augenfallig in Erscheinung. Die Frage nach der esyatischen Relevanz dieses
charakteristischen Sesquiterpenmusters veranlasse die Inhaltsstoffe der bulgarischen
,Coll. D Individuen naher zu untersuchen und méneén aus Dirnstein und Siddungarn zu

vergleichen.

b) Analytik der Gruppe ,Coll. D“

Besonders charakteristisch erscheint der FleckRpe,85 im Diinnschichtchromatogramm,
eine zunachst unbekannte Substanz, die als PLZhee¢wird und bei der es sich um die in
friheren  Untersuchungen am Institut gefundene @obst PM1 (spater als
Desacetoxymatricarin bestimmt, siehe Glasl et @32 handeln kdnnte. Charakteristisch ist
auch der Fleck einer zweiten Substanz hed R die als PL1 bezeichnet wird und bei der es
sich um GT1 (spater als Desacetylmatricarin bestimsiehe Glasl et al. 2003) handeln
konnte, ebenfalls eine Substanz, die bei Untersugdtu an Individuen aus Durnstein und
Ungarn gefunden wurde. Hauptsachlich stellte siehFiage, ob die Substanz PL2 in den
bulgarischen Individuen dem PM21 entspricht. Es taoll auch Erkenntnisse zur

Strukturaufklarung von PL1 und PL2 gewonnen werden.

Tabelle 11: Vergleich der diinnschichtchromatographen Parameter der Substanzen PM1,
PL2, GT1 und PL1:

PM1 PL2| GT1 PL1

R=Wert 0,85 0,85 04 04

UV 254 + + + +

Farbung mit EP-Reagens - - - -

Farbung mit AnisaldehydA$0, braun braup - -
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Die dunnschichtchromatographischen Analysen zeidass die RWerte von PM1 und der
unbekannten charakteristischen Substanz PL2 bzw G/bl und PL1 Ubereinstimmen. Das
Verhalten der Substanz bei den verschiedenen diiichschromatographischen

Detektionsmethoden stimmt ebenfalls Gberein.

In den Gaschromatogrammen ist der charakteristifdtygpelpeak von PL2 ebenfalls zu
erkennen. Abbildungen 11 und 12 zeigen Gaschromatuoge aus Extrakten von 2
Individuen aus der Gruppe ,,Coll. D*:

Abbildung 11: Gaschromatogramm des Individuums RR98 aus der Gruppe ,Coll. D*
(System 2, Parameter siehe Tabelle 2, S. 15)
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Abbildung 12: Gaschromatogramm des Individuums RI298 aus der Gruppe ,Coll. D*
(System 2, Parameter siehe Tabelle 2. S. 15)

) Chromatogram N

: G:\TCA2\SASTNE\FETERLEI\RN 008D .RAW

3 2.2% man Bra Time : 61.89 min
.o fset: -5 mv

PL2

SpuisE [y

80

20

Time [min]

03 .04,2000 pv A0 2D

Der charakteristische Doppelpeak liegt bei beidefividuen bei einer Retentionszeit von 54
bzw. 55 Minuten. Als Reprasentant der Gruppe ,(dfl.wurde die Pflanze RN960294 der
weiteren Analyse unterzogen. Zunachst wurde eind.CHRAnalyse mit Fraktionierung

durchgefihrt.
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Abbildung 13: HPLC-Analyse eines Extraktes von RI298 (GC siehe Abbildung 12, S. 35,
HPLC-Parameter siehe Tabelle 8, S. 30)
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5 Fraktionen wurden gemal den in Abbildung 13 @agdineten Schnittstellen gesammelt,
anschlielend in Dichlormethan ausgeschittelt urel e@lnzelnen Fraktionen nach dem
Einengen zur Kontrolle dinnschichtchromatographiertder folgenden Abbildung sind die

Flecken der den Fraktionen 1-5 entsprechenden &utmst unter UV-Detektion zu erkennen.

Abbildung 14: DC-Kontrolle der Fraktionen 1-5 na&tPLC Fraktionierung des Extraktes
von RN960294 (siehe Abbildung 13, DC-Parameteresiedbelle 6, S. 20)
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Waéhrend des HPLC-Laufes wurden auch UV-Absorptipeksen der einzelnen Fraktionen
aufgenommen:

Abbildung 15: HPLC Analyse und UV-Spektrum desviddums RN960294 (siehe
Abbildung 13, S. 36) im Bereich der Fraktionen 1+2

B N Add Spectrum

Range Spectra

Clear Spectra
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s LEIPOO1@63.2422

Absorbance

Abbildung 16: HPLC Analyse und UV-Spektrum des viddums RN960294 (siehe
Abbildung 13, S. 36) im Bereich der Fraktionen &5
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Fraktion 1, bei einer Retentionszeit in diesem &wpsvvon 35-40 Minuten, beinhaltet PL1,
Fraktion 2, bei einer Retentionszeit von 60-70 Mém, beinhaltet PL2. Die UV-Spektren
zeigen ein Absorptionsmaximum von beiden Substabee@60 nm.

In einer zweiten Analyse der Pflanze RN960294 wardd-raktionen detaillierter isoliert um
Massenspektren aufzuznehmen. Bei dieser Fraktiomgebefindet sich PL1 in Fraktion 1, 2
und 3 und PL2 in Fraktion 4, 5 und 6. Diese 6 rahgen Fraktionen werden im folgenden

genauer dargestellt.

Abbildung 17: Detaillerte Fraktionierung des Exttak aus Individuum RN960294 (HPLC

Parameter siehe Tabelle 8, S. 30 ) Sammlung vaa&iBnen
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In den Abbildungen 18 bis 21 sind die Fraktioner3,14 und 6 (siehe Abbildung 17, S. 38)

dargestellt. (Parameter der Massenspektroskogie Jiabelle 9, S. 31)

Abbildung 18: Massenspektrum der Fraktion 1 (siébildung 17, S. 38) (Parameter der
Massenspektroskopie siehe Tabelle 9, S. 31):

SGPL1CIB.DO1l SGDIR.MET

Data : SGPLICIB.DOl 00/04/27 16:04:15

Sample : PL, RN960294/24min (HPLC 0.3%grad) DICI-Isobu, IQ 180°C, 80°C/m
Scan # s 4 86 - 121 )
Mass Peak # : 451 Ret. Time : ( 1.431 - 2.012 )
Base Peak : 57.00 ( 11200805)
i
i 7
|
|
;r 263
|
|
|
1
| 69
i
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i
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15 ] |
M“ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘1‘93 219 243 ‘ 301 apg 4o | 385‘ a3 %1 e
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Abbildung 19: Massenspektrum der Fraktion 3 (siébildung 17, S. 38) (Parameter der
Massenspektroskopie siehe Tabelle 9, S. 28)

SGPL3CIB,D01 SGDIR.MET

Data : SGPL3CIB.DO1 00/04/27 13:24:49

Sample : PL, RN960294/27min (HPLC 0.3%grad) DICI-Iscbu, IQ 180°C, 80°C/m
Scan # i (91 -218 ) B.G. Scan ¥ : 4
Mass Peak # : 304 Ret. Time : ( 1.517 - 3.633 )
Base Peak  : 263.15 ( 41250)
263 - - 7}
i
173 245 |
127 301 369
146 197 223 | ‘ 1274‘ 391 .

EAS PR W AT Lo et 4l .“‘.“.Lu\.,d ol Mg ol 33T, 355 17 419435451 469 493

100 150 200 250 300 350 400 450 500
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Abbildung 20: Massenspektrum der Fraktion 4 (siébildung 17, S. 38) (Parameter der
Massenspektroskopie siehe Tabelle 9, S. 31)

SGPLACIB.D0O1 SGDIR.MET

Data : SGPLACIB.DO1 00/04/27 11:44:22

Sample : PL, RN960294/60min (HPLC 0.3%grad), DICI-Isobu, IQ 180°C, 80°C/m
Scan # I ¢ 31 - 88 ) B.G. Scan # : 4
Mass Peak # : 413 Ret. Time : ( 0.517 - 1.467 )
Base Peak 1 247.15 ( 5239476) o
247 N
493
264 285
173 ' ‘ 74 391

P9 83 302 123 205 MD%as0 zur, || 2% %6 530 3s2369 PN we aarsey s

100 150 200 250 300 350 400 450 500

Abbildung 21: Massenspektrum der Fraktion 6 (si8bbildung 17, S. 38) (Parameter der
Massenspektroskopie siehe Tabelle 9, S. 31)

SGPL6CIB.DO1 SGDIR.MET

Data : SGPL6CIB.DO1 00/04/27 12:23:29

Sample : PL, RN960294/65min (HPLC 0.3¥grad), DICI-Tsobu, 10 180°C, B0°C/m
Scan # I | 64 - 101 ) B.G. Scan ¥ : 3
Mass Peak # : 340 Ret. Time : { 1.067 - 1.683 )
Base Peak  : 247.15 ( _ 1530100)
, 247
| 285
‘ 305 493
24 91 108 137 161, 189 217 | !‘2~77]‘ ‘M 1321 343 369 391 411428 449467 |
100 150 200 250 300 350 400 450
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Die Massenspektren zeigen, dass PL1 (Fraktion &ir&) Masse von 262 aufweist, PL2 weist
eine Masse von 246 auf (Fraktion 4+6) (siehe Ahlitgen 17, S. 38 und Abbildungen 18-21,
S. 39-40)

Es wurden von den Fraktionen 1+2 bzw. 5 auch IR«Bpe aufgenommen:

Abbildung 22: IR-Spektrum Fraktion 2 (siehe Abhkidul7, S. 38) (Parameter der IR-
Spektroskopie siehe Tabelle 7, S. 22)
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Abbildung 23: IR Spektrum Fraktion 5 (siehe Abhilgul7, S. 38) (Parameter der IR-

Spektroskopie siehe Tabelle 7, S. 22)
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Der Extrakt aus RN960294 wurde auch einer GC-MSlyseaunterzogen:

Abbildung 24: GC-MS Analyse des Extraktes von RR®é{Parameter siehe Tabelle 9, S.

31) mit Massenspektren bei zwei Fraktionen

SGETIEI.DO1 00/05/03 12:57:38
» GT1, GCMS-EI, SE-54, 60-270; 3°/min
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Abbildung 25: Massenspektrogramm der Fraktioniéh@ Abbildung 24, S. 42) (Parameter

siehe Tabelle 9, S. 31):

SGGT1EI.DOL AO.MET

Data : SGGT1EI.DO1 DO/05/03 12:57:38

Sample : GT1, GCMS-EI, SE-54, 60-270; 3°/min
Scan # r 3504
Mass Peak # : 210 Ret. Time : 63.383
Base Peak  : 246.15 ( 561973)
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Das GC MS des Extraktes bestétigte die Masse vénvieh 246. Die Retentionszeit fur die
beiden Peaks von PL2 lagen bei 63 bzw. 65 Mintécht so charakteristisch, aber ebenfalls

erkennbar ist der Doppelpeak bei ca. 70 Minuteer Hiirfte es sich um die Substanz PL1
handeln. Wie in der HPLC (siehe Abbildung 13, S). Bi&len PL1 und PL2 also auch in der

GC Doppelpeaks.

Als Vergleichssubstanzen wurde isoliertes PM1 b@Wl verwendet.

Die GC-MS Analyse dieser beiden Substanzen mit d&ithen System wie oben zeigte
folgende Ergebnisse (siehe Abbildungen 26-28, Si5)4
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Abbildung 26: GC-MS von isoliertem PM1 mit Maspatkéren (Parameter siehe Tabelle 9,
S. 31)
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Abbildung 27: Massenspektrumspektrum des Peak 2 Ridi (siehe Abbildung 26)
(Parameter siehe Tabelle 9, S. 31)

Data : SGPM1EI.DO1 00/05/03 11:30:24

Sample : PM1, GCMS-EI, 8E-54, 60-270; 3®/min
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Isoliertes PM1 zeigt wie vorher PL2 (siehe Abbilguit¥, S. 42) ebenfalls den Doppelpeak im
Bereich von 63-65 Minuten nach GC-MS-Analyse, digske betragt ebenfalls 246.
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Abbildung 28: GC-MS von isoliertem GT1 mit Masséinoen (Parameter siehe Tabelle 9, S.
31)

Data : SGGT1EI.D02 00/05/03 15:22:03
Sample : GT1l, GCMS-EI, SE-54, 60-270; 3°/min

Scan # : 38956
Mass Peak # : 180 Ret. Time : 69.900
Base Peak y 262.05 | 46990)

GT1 zeigt den Peak im Bereich von 70 Minuten na€iNES-Analyse, die molekulare Masse
betragt 262. Dies entspricht dem Verhalten von @idhe Abbildung 24, S. 42) Wie bei PL1
ist auch bei GT1 in diesem System der Doppelpeakvach aufgeldst, aber durch eine
Schulter im Peak zu erkennen.

Ein weiterer Vergleich wurde durchgefiihrt indemlissbes PM1 und die Fraktion 5 einer
GC- Analytik in 2 Systemen (die Parameter der Systeur Analyse des Atherischen Oles
siehe Tabelle 3, S. 15) unterzogen wurden. Dies¢ersichungen brachten folgendes
Ergebnis (siehe Abbildungen 29-32, S. 46-47):
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Abbildung 29: Gaschromatogramm PM1 im GC-Syste®atameter siehe Tabelle 3, S. 15)
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Abbildung 30: Gaschromatogramm HPLC-Fraktion 5 ligieAbbildung 17, S. 38) im GC-
System 1 (Parameter siehe Tabelle 3, S. 15)
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Abbildung 31:Gaschromatogramm PM1 im GC-System 2 (Parametbesiabelle 3, S. 15)
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Abbildung 32: Gaschromatogramm HPLC-Fraktion 5 ligieAbbildung 17, S. 38) im GC-
System 2 (Parameter siehe Tabelle 3, S. 15)
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Im ersten System liegen die Doppelpeaks der HPLa&tfem 5 (PL2, siehe Abbildung 17, S.
38) bei 59 bzw. 61 Minuten, die Doppelpeaks votiesiem PM1 weisen genau die gleichen
Retentionszeiten auf. Das gleiche gilt flir das mv8ystem. Sowohl HPLC-Fraktion 5 (PL2,
siehe Abbildung 17, S. 38) als auch isoliertes Rixisen Retentionszeiten der Doppelpeaks

von 53 bzw. 55 Minuten auf.

Der Extrakt aus RN960294 wurde mit isoliertem PMicbromatographiert, um weitere
Aufschlisse Uber die Identitat der fraglichen Vedoing zu erhalten. Zunachst wurden in
Einzelanalysen die Flachen unter der Kurve von Rh2Gesamtextrakt bestimmt (siehe
Abbildung 33), anschlieRend die Peakflache von ergigigtem PM1 (siehe Abbildung 34,
S.49).

Abbildung 33: HPLC Analyse des Gesamtextraktes Rbi®60294 (1014 Probeldsung)

(Parameter sieheTabelle 8)

Die Peakflache des ersten Peaks von PL2 betragE#teiten, die Peakflache des zweiten
Peaks von PL2 748 Einheiten.
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Abbildung 34: HPLC von 1pf Losung von aufgereinigtem PM1

Die Peakflache des ersten Peaks von PM1 betragirG&iten, die Peakflache des zweiten
Peaks 348 Einheiten.

Zur Co-Chromatographie wurde der Extrakt von RN®80auf das dreifache verdinnt, und
dann 10 pl dieses verdunnten Extraktes mit 15 8 w@nen Extraktes von PM1 co-
chromatographiert. In dem resultierendem Co-Chrogramm (siehe Abbildung 35) missten
sich somit bei Identitat der beiden SubstanzerPdigkflachen ca. auf das Doppelte addieren

und keine neuen Peaks entstehen.

Abbildung 35:
Co-Chromatographie RN960294 (10ul 3x verdinnt) isntlertes PM1 (15 pl)

PL2+
PM1
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Die Peakflache des ersten Peaks bei der Co-Chrgnaptue betragt 208 Einheiten, die

Flache des zweiten Peaks 756 Einheiten.

Die Gesamtpeakflache misste sich theoretisch siglficdgender Rechnung ergeben:

1. Peak:
440/3 = 147 Einheiten aus dem Extrakt (weil 3 faefdinnt)
+ 68 Einheiten aus dem isolierten PM1
Soll: 215 Einheiten
Ist: 208 Einheiten

2. Peak:
748/3 = 249 Einheiten aus dem Extrakt
+ 348 Einheiten aus dem isolierten Pkl
Soll: 597 Einheiten
Ist: 756 Einheiten

Somit zeigt sich qualitativ eine Addition der Pdaghen und somit wird ein Hinweis auf die
Identitdt der beiden Verbindungen gegeben. Der den bisher als PL2 bezeichneten
Verbindung stammende zweite Doppelpeak im Gesaratéx(siehe Abbildung 33, S. 48)

enstpricht also dem PM1. Es handelt sich dabei esabPetoxymatricarin (siehe Kapitel c)).

c) Auswertung der Ergebnisse

Vor allem Desacetoxymatricarin (PL2 bzw. PM1) zeaigh als besonders charakteristisch fur
die in der Gruppe Coll. D zusammengestellten Imtlien. Die Verbindung zeigt einen
charakteristischen Fleck im DC beir ®,85, und ist auch im GC sehr charakteristisch.
Auffallig hierbei ist die Aufspaltung in 2 Peaks tmgeringfligig unterschiedlichen

Retentionszeiten.

Die zunéachst unbekannten Substanzen PL1 (HPLC ifrakt 1,2,3) und PL2 (HPLC

Fraktionen 4,5,6) (siehe Abbildung 17, S. 38) stennmit GT1 bzw. PML1 in den relevanten

Parametern Uberein. DiecRNerte der DC sind gleich, ebenso das Verhalten desi
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verschiedenen Detektionsmethoden. Das Verhaltendbei HPLC-Analytik ist ebenfalls
vergleichbar, die Retentionszeiten in den untersuchGC-Systemen stimmen ebenfalls

Uberein.

PL1 und PL2 bzw. GT1 und PM1 setzen sich aus jei awgeschiedenen Substanzen
zusammen, die mittels GC bzw. HPLC in zwei Pealtegat werden kdnnen.

Die jeweils beiden Substanzen unterscheiden saft hinsichtlich ihrer Masse.

Sie betragt fur PL1 bzw. GT1 262 und fur PL2 bzWM1P246.

Aus den erhaltenen Ergebnissen kann geschlosselenvatass es sich bei der Substanz PL1
um GT1 handelt, bei der Substanz PL2 um PM1, also jane charakteristischen
Sesquiterpene die bereits vorher aus IndividuerGdeppe Coll. D. isoliert wurden.

Die Co-Chromatographie bestétigte die Identitat®lgvstanzen PL2 und PM1.

Die UV-Spektren der relevanten isolierten Fraktiomeeisen ein Maximum bei 260nm auf
und sind sehr ahnlich (siehe Abbildung 15, S. 8&yaus kann gefolgert werden, dass es
keine Unterscheidung am Chromophor der Substarnbén g

Das Verhalten in den HPLC-Systemen, das Verhalten den unterschiedlichen DC-
Detektionen sowie die UV-Spektren legen die Vermgtwnahe, dass es sich bei den
Substanzen um Matricarine handelt.

Die molekulare Masse von Matricarin betragt 304i Bel/GT1 (M=262) kdnnte es sich
demnach um Desacetylmatricarin handeln, bei PL2/RPME246) um Desacetoxymatricarin

(Leucodin bzw. Achillin)

Abbildung 36: Strukturformeln von Desacetylmatrinarnd Desacetoxymatricarin

CH, CH,

Desacetylmatricarin Desacetoxymatricarin
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Die Aufspaltung von PL1/GT1 und PL2/PM1 in 2 Peddes HPLC und GC lasst eine
Stellungsisomerie beziiglich der Methylgruppen vdemuwie bei Leucodin und Achillin)
(siehe Glasl et al. 2003).

Es sollte auch geniigend Substanz isoliert werdeNMR-Analysen durchfiihren zu kdénnen.
Das vorhandene Pflanzenmaterial war aber nichtealmnd. Auch fir aussagekréftige IR-
Spektren miusste mehr Substanz isoliert werden.

In weiterer Folge waren aber diese Analysen notwgendh endgultige Aussagen Uber die
Struktur von PM1/PL2 und GT1/PL1 treffen zu koénnensbesondere da ja je zwei
unterschiedliche Substanzen mit in HPLC und GCrdieeendem Verhalten (Doppelpeaks!)

vorliegen.
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4.1.1.2 Analysenergebnisse der Gruppe ,Coll. D*

Dunnschichtchromatogramme der Gruppe 1:

Nach den speziellen Untersuchungen an der GruppelCeoll jetzt auch fir diese Gruppe,
wie in weiterer Folge bei allen anderen Grupperufeneinteilung siehe Tabelle 10, S. 32),
das dinnschichtchromatographische Verhalten, di€géktren und die Zusammensetzung

des Atherischen Oles dargestellt und interpretierden.

Abbildung 37: Schematisches DC der Gruppe Coll. D

RF 0.85 a (% . PL2/
o — - PM1
RF 04 . 8 PL1/
GT1
@) O @) @]
Kamile  CollD.UV  CollD.EP  ColiD. AAS

Die oben dargestellte DC gibt schematisch die wgeint Flecken fiir die Einteilung wider.

Die Gruppe besteht aus 4 Individuen und ist anliemdC-Muster relativ homogen.
Charakteristisch fur diese Gruppe ist der Subskarizfbei R 0,85 . Dieser Fleck ist UV-
l6schend, zeigt mit EP-Reagens keine Farbung urat fait AAS-Reagens braun. Diese
Substanz PL2 konnte mit grof3er Wahrscheinlichkksit esacetoxymatricarin identifiziert
werden.. Weiters sind die UV-lschenden Substacizéie bei R 0,4 auffallend (PL 1). Hier
durfte es sich um Desacetylmatricarin handeln.

(siehe Kapitel 4.1.1.1 S. 32ff).
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IR-Spektren der Gruppe 1:

Abbildung 38: IR-Spektren der Gruppe Coll. D
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Als Darstellungsweise wurden Blasendiagramme gdw@hé GroRe der Blasen zeigt die
Peakgrosse (Starke der Absorption), die Lage desseBimittelpunktes die absorbierte
Wellenzahl. (siehe Kapitel 3.5, S.20ff)

Die IR-Spektren dieser Gruppe, die das Sesquitenpster reprasentieren sind gleichermafien
homogen. Die charakteristischen Absorptionsbanden 1780 -1782 cih (fir die
Laktonbande), bei 1683-1686 ¢mind bei 1617 bis 1619 ¢hweisen auf das Vorliegen von
Matricarinderivaten hin. RN960042 und RN960294 eriglie Esterbande bei 1736 bis
1738cm', ein Zeichen fiir das Vorliegen von Veresterungeh Essigsdure, wie sie das
Matricarin besitzt. RN960529 weist die Esterband® b715 crmt auf, was eher auf

Veresterung mit Angelikasaure hinweist.
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Zusammensetzung des Atherischen Oles der Gruppe 1:

Abbildung 39: Atherisches Ol Coll. D - Einzelmerkena
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Bezuglich der Zusammensetzung des AtherischensOldie Gruppe inhomogen. Gemeinsam
sind allen Vertretern der Gruppe die hohen Wertel@iCineol, zwischen 8 und 48%.
Camphen, p-Cymol, Thujomy-Terpineol, Bornylacetat und Elemol sind bei alledividuen
dieser Gruppe in nur ganz geringen Mengen vorhanBeminierend sind3-Pinen, 1,8-
Cineol und Borneol. Interessant ist auch der hadt@rféngehalt beim Individuum RN960044
mit fast 35%.

Bei den Summenmerkmalen dominiert bei 3 Individudieser Gruppe (RN960044,
RN960294 und RN960552) die Summe aus Sabiphren+Caryophyllen mit Werten
zwischen 40 und 59%. Beim Individuum RN960042 tredber Campher und Borneol mit
einem Prozentgehalt von 50% in den Vordergrundviddum RN960529 wird vom-Pinen
und 1,8-Cineol mit einem Prozentanteil von fast 5@¥miniert. Interessant ist beim

Individuum RN960552 die fast vollstandige Abwesanhtien Campher und Borneol.

Interpretation der Gruppe 1:

Die Individuen der ersten Gruppen weisen hinsichtihrer chemischen Zusammensetzung
eine groRe Ahnlichkeit mit den in Durnstein und dnmggefundenen Individuen auf, die als
,Coll. D* bezeichnet wurden. Insofern ist die Bezeiung der Gruppe berechtigt. Bezieht
man nun auch die morphologischen Kriterien mit each denen Rauchensteiner und Nejati
die Pflanzen zugeordnet haben, sieht man, dassheama Individuen handelt, die in die Nahe
von A. collina zu stellen sind. Bei RN960294 und RN960552 hanekelsich um Hybriden
zwischen A. collina und A. millefolium (siehe Tabelle 2, S. 13)A. collina ist
proazulenfihrend, insofern ist anzunehmen, dasssiels um Hybriden handelt, die
morphologisch anA. collina erinnern, in der chemischen Zusammensetzung jedech
proazulenfreierA. millefoliumé&hneln. Mitteleuropéaische Vertreter vAn collina weisen im
allgemeinen einen hohen Gehalt von Summenmerkmah&a#f-Pinen+Caryophyllen auf.
Bei den hier untersuchten Individuen ist dies adeh Fall, jedoch erreichen hier auch die

anderen Summenmerkmale teilweise sehr hohe Werte.
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4.1.2 Gruppe 2 ,Epblau“

Zu dieser Gruppe wurden 3 Individuen zusammengef&ss drei Individuen weisen ein

ahnliches Sesquiterpenmuster in der DC auf, urdimioazulenfrei (siehe Tabelle 10, S. 32)

Dunnschichtchromatogramme der Gruppe 2:

Abbildung 41: Schematisches DC der Gruppe Epblau
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Kamille v EP AAS

Die 3 Individuen der Gruppe ,Epblau” zeichnen silthich zwei charakteristische Flecken im
DC aus und sind recht einheitlich. Die beiden Fbeckiegen in etwa auf der Hohe des
Matricins. Der obere dieser Fleckens(®52) wird mit EP-Reagens rosa-braun gefarbt, der
untere (R 0,45) farbt hellblau.
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IR-Spektren der Gruppe 2:

Abbildung 42: IR-Spektren der Gruppe Epblau
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Die IR-Analyse ergab entsprechend der DC ebergailsehr einheitliches Bild der Gruppe.

In der Gruppe fallt auf, das es keine dominierebaldonbande gibt. Dafiir sind die Banden
im Bereich der Alkohole sehr stark ausgepragt. Dlestet auf das Vorhandensein von
Longipinendervaten mit Alkoholresten hin, z.B. ktsmmrglanin fir die Ausbildung dieser

Banden verantwortlich sein.
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Zusammensetzung des Atherischen Oles der Gruppe 2:

Abbildung 43: Atherisches Ol Epblau - Einzelmerkenal
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Abbildung 44: Atherisches Ol Epblau - Summenmer&mal
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Ebenfalls zeigen sich die Individuen in der Zusamsetzung des Atherischen Ols sehr
einheitlich, sowohl in der Analyse der 15 weseh#ic Einzelsubstanzen als auch bei
Betrachtung der Summenmerkmale. Auffallend ist ldene Gehalt a-Pinen (56-70%).

Campher und Borneol kommen nur in sehr geringezdptanteilen vor. So dominiert auch

das Summenmerkmal SabingaPinen+Caryophyllen mit einem mittleren Anteil vé8%.

Interpretation der Gruppe 2:

Obwohl die chemische Zusammensetzung in dieser gérigp homogen ist, missen die
Pflanzen morphologisch unterschiedlichen Gruppegeardnet werden. Es durfte sich auch
hier um Hybriden in der N&he vorA. collina handeln. RN960573 wird von
Rauchensteiner/Nejati in die Nahe vAn crithmifolia gestellt, RN960625 und RN960626
wurden als Hybride vo\. millefoliumund A. collina bestimmt (siehe Tabelle 2, S. 13).
Weder A. millefolium s.str. nochA. collina enthalten Arglanin, insofern kann diese
morphologische Einteilung durch die chemischen t$nighungsmethoden nicht bestéatigt.
werden. Es handelt sich also auch hier um Hybridig®,morphologisch miA. collina in
Zusammenhang gebracht wurden aber keine Proazeighalten. Auch fur diese Gruppe gilt,
das das Summenmerkmal von SabirfeRinen+Caryophyllen dominiert, was an die

mitteleuropéischen Vertreter vén collinaerinnert.
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4.1.3 Gruppe 3 ,AASrot*

Zur Gruppe ,AASrot”“ wurden 4 Individuen zugeordn€ennzeichnend ist ein Substanzfleck

knapp Uber dem Matricin aus der Kamille bei(R52. Auch diese Gruppe ist proazulenfrei

(siehe Tabelle 10, S. 32)

Dinnschichtchromatogramme der Gruppe 3:

Abbildung 45: Schematische DC der Gruppe AASrot
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Zu sehen ist der kennzeichnende Substanzfleck kalb@pdem Matricin aus der Kamille bei
RF 0,52. Diese Substanz ist weder UV-l6schend, médt sie sich mit EP-Reagens, aber sie

gibt einen charakteristischen roten Fleck mit Aliegd-Schwefelsaure.
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IR-Spektren der Gruppe 3:

Abbildung 46: IR-Spektrum der Gruppe AASrot
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Die IR-Spektren der Individuen weisen sehr charatteche Ahnlichkeiten auf. Auffallend
ist das Auftreten der Laktonbanden bei 1760-1762 ¢fir die Carbonylbindung) und ca.
1142-1143 cl (fiir die C-O-Bindung). Diese Absorptionsbereicheisen sehr deutlich auf
das Vorliegen von ungesattigten;Methyleny-Laktonringen aus Rupicolinen und/oder

Guaianolidendoperoxiden hin.
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Zusammensetzung des Atherischen Oles der Gruppe 3:

Abbildung 47: Atherisches Ol AASrot — Einzelmerlemal

AASTrot

o
e
Q
LG
*%‘ B RN960436
2 B RN960437
g O RN9O60443
© O RN960444
g B Mittelwert
R
(]
2
S

S &L &S &

D L & & &8
SR FL @
9 U §® @ Q\O
(od @0 o’b’
o
Abbildung 48: Atherisches Ol AASrot - Summenmerkmal
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% (bezogen auf Gesamtflache)
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Beziglich der Einzelmerkmale weisen alle Mitgliedier Gruppe einen hohen Gehalt von
1,8-Cineol (-72%) und/oder Campher (-52%) auf. ém &ummenmerkmalen aufert sich dies
durch einen hohen Gehalt an Campher+Borneol undnegbenfalls hohen, wenn auch
niedrigeren Gehalt an-Pinen+1,8-Cineol. Eine Ausnahme bildet RN960444, fder

Campher fast nicht vorhanden ist, und deshalb dasn&nemerkmal Campher+Borneol

nicht hervortritt.

Interpretation der Gruppe 3:

Die Individuen dieser Gruppe wurden morphologisehrinheitlich al\. distansbestimmt
(siehe Tabelle 2, S. 13). Die hexaploidle distansist proazulenfrei. Aul3ergewdhnlich im
Rahmen der gesamten Untersuchung ist bei dieserpp@rudie Dominanz von
Campher+Borneol, und der verschwindend geringe iAnteon Sabinenf-
Pinen+Caryophyllen.

Der hohe Cineol-Gehalt und der hohe Gehalt an Campind das daraus entstehende
komplexe Muster der Inhaltsstoffe kann ebenfalisHihweis fir die Zuordnung zA. distans
gesehen werden. Es dirfte sich also bei dieservidhugin tatsachlich um nahezu reine

Individuen vonA. distanshandeln.
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4.1.4 Gruppe 4 ,Elemoldominiert"

Die Gruppe 4 besteht aus einem einzigen Individmutrsehr hohem Elemolgehalt.

Dunnschichtchromatogramme der Gruppe 4:

Abbildung 49: Schematische DC Elemoldominiert
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Das so einzigartige und charakteristische Dunnbkttiicomatogramm einer Pflanze
rechtfertigt ihre alleinige Zuordnung zu einer Quap Kennzeichnend ist der Substanzfleck
von Elemol bei R 0,80, der nicht UV-loschend ist, aber bei Behanglumit EP und

Anisaldeyd-Schwefelsaure-Reagens eine blaue Farngyiiof.

IR-Spektren der Gruppe 4:

Von dieser Pflanze konnte aufgrund von Mangel agigyetem Material kein IR-Spektrum

erstellt werden.
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Zusammensetzung des Atherischen Oles der Gruppe 4:

Abbildung 50: Atherisches Ol der Gruppe Elemoldoernin Einzelmerkmale
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Auch in der Analyse des Atherischen Ols ist die D@nz von Elemol als Inhaltsstoff
erkennbar. Der Elemolgehalt betréagt mehr als 54&heben tritt aucf-Pinen noch stark auf,
mit einem Anteil von fast 25%. Nur dieser hohe Antrklart auch die Dominanz von

Sabinen$-Pinen+Caryophyllen bei den Summenmerkmalen.

Interpretation der Gruppe 4:

Die elemoldominierte Pflanze wurde morphologisahdeutigA. collina zugeordnet (siehe
Tabelle 2, S. 13). Das Auftreten einé. collina Pflanze mit einem derartig hohen
Elemolgehalt stellt eine Besonderheit dar. Bei deamndlegenden Untersuchungen zu den
Inhaltsstoffen des Atherischen Oles bei mitteleéisghen Schafgarben wurde der Inhaltsstoff
Elemol nicht erhoben. Insofern werden dadurch Framdgeworfen, wieweit Elemol bei den
mitteleuropéischen Vertretern ebenfalls immer wiedeso grof3er Menge vorkommt, oder

eine Besonderheit dieser suidosteuropaischen \aartstt
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4.1.5 Gruppe 5 ,Proazulenfrei”

Dinnschichtchromatogramme der Gruppe 5:

Die Gruppe 5 ist eine Sammelgruppe von 10 Indiuwidueren wesentliches und einziges
Ubereinstimmendes Merkmal die Abwesenheit von amgenen Verbindungen umfasst
(siehe Tabelle 10, S. 32). Insofern ist eine DHtsig einer schematischen DC hier nicht

sinnvoll.

IR-Spektren der Gruppe 5:

Abbildung 51: IR-Spektren der Gruppe Proazulenfrei
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Dementsprechen inhomogen ist auch die Lage derdBaimdden IR-Spektren und damit die
Zusammensetzung der Sesquiterpene. Das IndividuN®66634 ahnelt dem IR-Spektrum
nach sehr stark der Gruppe AASrot und weist charistische Absorptionen bei 1764 ¢m

und 1140crit auf, die auf das Vorhandensein weiviethyleny-Laktonen schlieRen lassen.
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Die Individuen RN960030, RN960031, und RN96018geeiAbsorptionen im Bereich der
Artabsinderivate bei 1774-1776 ¢mDie weiteren Banden bei ca. 1715 tiEsterbanden)
deuten auf ein Uberwiegen der Veresterungen miehRkasaure und somit auf das Vorliegen
von nicht-proazulogenen Artabsinangelikaten (zd@ABgeloxy-3-oxaartabsin) hin.

Die Individuen RN960530 und RN960528 hingegen weiseben der Laktonbande bei 1776-
1779 cn eine weitere Bande bei 1687-1688 tnauf und zeigen weiters starke
Absorptionsbanden im Bereich von ca. 1618'dryclische C=C-Doppelbindungen) auf, was
insgesamt der Absorption der Matricarinderivate spntht. RN960530 besitzt die
dominierende Esterbande bei 1738’cwas auf Veresterungen mit Essigsaure hinweist und
dem Matricarin entsprechen kénnte, die EsterbameRN960528 liegt bei 1716 cmwas
auf mehrheitliche Veresterungen der Matricarindegvmit Angelikaséure hinweist.

Die Ubrigen 5 Individuen dieser Gruppe zeigen keinsgepragte Laktonbande. Dies kdnnte

auf das Vorhandensein von Longipinenderivaten hiseve

Zusammensetzung des Atherischen Oles der Gruppe 5:

Abbildung 52: Atherisches Ol Proazulenfrei - Eimetkmale

Proazulenfreie Individuen

B RN960030
B RN960031
ORN960530
ORN960021
B RN960282
ORN960192
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ORN960634

% (bezogen auf Gesamtflache)
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Abbildung 53: Atherisches Ol der Gruppe ProazulerfrSummenmerkmale

Proazulenfreie Individuen

B Campher+Borneol
B a-Pinen+1,8-Cineol
O Sabinen+b-Pinen+Caryophyllen

& (bezogen auf Gesamtflache)

Als Sammelgruppe ist die Zusammensetzung des Attrexn Ols sehr inhomogen.
Gemeinsam ist, dass p-Cymol, Thujon underpineol bei den Individuen dieser Gruppe
praktisch nicht auftreten. Bei Individuum RN960182Sabinen (15%) ung-Terpinen (7%)
zu finden, sonst treten auch diese beiden Substabeiekeiner Pflanze in nennenswertem
Anteil auf.

Bei den Summenmerkmalen tritt bei RN960030, RN98003nd RN960530
Campher+Borneol sehr stark auf, mit Prozentanteilem 36 bis 64%. Bei den restlichen
Individuen tritt Campher+Borneol sehr stark in ddintergrund. Die Individuen RN960021,
RN960282, RN960192, RN960187 wund RN960249 werdenn v&abinenf-
Pinen+Caryophyllen dominiert. Diese Dominanz istretwf das Vorliegen vop-Pinen und
Caryophyllen zuriickzufihren, Sabinen tritt nur bémaiividuum RN960192 mit einem Anteil
von 15% in nennenswertem Anteil auf. Die Individu®&N960444, RN960528 und
RN960634 werden voa-Pinen+1,8-Cineol dominiert. Die Anteile dieses Suemmerkmales
liegen bei diesen Individuen zwischen 60 und 75%idE vor allem das 1,8-Cineol welches

das Hervortreten dieses Summenmerkmales ausmacht.
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Interpretation der Gruppe 5:

Morphologisch wurden alle bis auf ein Individuumeskr Gruppe zW. collina gestellt.
RN960634 wurde ehek. distanszugeordnet (siehe Tabelle 2, S. 13). Das IR-Spekiules
Individuums RN960634 bestatigt diese Einteilungchathier sind die charakteristischen
Banden fiir diex-Methyleny-Laktone zu erkennen. Hinsichtlich des Musters Akgrischen
Oles erinnert auch der niedrige Anteil des Summekmales Sabinerf+

Pinen+Caryophyllen eher an die Gruppe AASrot didzdistanggestellt wurde.

4.1.6 Gruppe 6 ,EProsa*

Die Gruppe 6 ist proazulenhdltig und besteht adad/iduen mit ahnlichem DC (siehe
Tabelle 10, S. 32)

Dinnschichtchromatogramme der Gruppe 6:

Abbildung 54: Schematische DC der Gruppe EProsa
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Bei R-0,8 sind 2 Flecken zu sehen, die sich bei EP-Dietekiau farben und beim Erwarmen
im Wasserbad eindeutig als Proazulenfleck auszuemasind. Es handelt sich hierbei um

Artabsinderivate. Knapp darunter bei ®75 ist ein Substanzfleck zu erkennen, der sich be
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EP-Detektion rosa farbt. Diese rosa Farbung istattteristisch fur die 3-Oxaderivate der

obigen Verbindungen.

IR-Spektren der Gruppe 6:

Abbildung 55: IR-Spektrum EProsa
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Die Laktonbande liegt mit 1774 und 1775 tim Bereich der Artabsine. Die Esterbande bei

1714 und 1716 cthweist auf das Vorliegen von Artabsinangelikatem hi
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Zusammensetzung des Atherischen Oles der Gruppe 6:

Abbildung 56: Atherisches Ol EProsa - Einzelmerlanal

% (bezogen auf Gesamtflache)

Abbildung 57: Atherisches Ol EProsa - Summenmerkmal

% (bezogen auf Geasamtflache)
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Die zwei Individuen dieser Gruppe zeigen auch binttich des Atherischen Oles
UbereinstimmungenB-Pinen ist mit 41% (RN960022) bzw. 56% (RN960178) beiden
Pflanzen dominierend. Bei RN960022 tritt mit 29%clawoch ein sehr hoher 1,8-Cineol-
Anteil auf. Dementsprechend zeigen sich auch drarBenmerkmale. Individuum RN960175
wird von Sabineng-Pinen+Caryophyllen dominiert (69%), beim IndividauRN960175
betragt diese Summe 47%, die Summe welRinen+1,8-Cineol aufgrund des hohen 1,8-
Cineol-Anteils 38%.

Interpretation der Gruppe 6:

Auch diese beiden Individuen wurden morphologiseh@ruppeA. collinazugeordnet (siehe
Tabelle 2, S. 13). Die Dominanz von Sabing#inen+Caryophyllen stimmt mit Erfahrungen
bei mitteleuropéaischen Untersuchungen Ubereinligviduum RN960022 ist aber auch der

Wert des Summenmerkmales a-Pinen+1,8-Cineol riaibh.
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4.1.7 Gruppe 7 ,Collinoid"

Die Gruppe Collinoid besteht aus 30 Individuen,edeDC der typischen DC vof. collina
ahnelt (siehe Tabelle 10, S. 32). Die groRe Gruppsde in weiterem noch in 5 kleinere
Gruppen unterteilt. Diese Unterteilung dient aber der Darstellung, und bezieht sich nicht

auf Ahnlichkeiten.

Dunnschichtchromatogramme der Gruppe 7:

Abbildung 58: Schematische DC der Gruppe Collinoid
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Die Dunnschichtchromatogramme der 30 Individuensetiegrol3en Gruppe &ahneln dem
typischen DC vonA. collina Charakteristisch dafur ist das Auftreten von drei
Substanzflecken, die eine positive Azulenreaktiehemn bei R 0,65 bis R 0,85. Es handelt

sich hierbei um Arabsinderivate (Angeloxyartabdiigloxyartabsin und Achillicin). Weiters

charakteristisch ist das Auftreten der 3-Oxadeevd¢r oben genannten Verbindungen, die
mit EP-Reagens eine charakteristische rosa Farigebgn. Bei verschiedenen Individuen
treten auch noch Matricarinderivate auf, oft bei B4, die UV-I6schend sind und keine

positive Azulenreaktion ergeben.

IR-Spektren der Gruppe 7:

Abbildung 59: IR- Spektren Collinoid 1+2+3
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Abbildung 60: IR Spektrum Collinoid 4+5
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Die Laktonbanden im Bereich von 1776 trbis 1779 crit zeigen das Auftreten der
Artabsinderivate. Bei den meisten Individuen doerien die Angelikasdurederivate, die eine
Esterbande von ca. 1713-1717 “tnhervorbringen. Beim Individuum RN960200 ist
auffallend, dass auch die Esterbande bei 1739, afie die Absorption durch Achillicin
(Essigsaureester der Artabsine) zu sehen ist. Rerifhist, dass die Matricarinbande bei ca.
1620 cm® nicht zu sehen ist, obwohl im Dunnschichtchromegogn Hinweise auf das
Vorliegen dieser Substanzen gegeben worden sird. Kdinnte auf die Dominanz der anderen
Absorptionen und die Methode der relativen Berealgen und Darstellung zurtickzufiihren
sein. Bei genauerer Betrachtung der Spektren s@ft dass bei 1620 ¢hrsehr wohl eine
Absorption zu erkennen ist, die aber aufgrund darst2llung im Blasendiagramm verloren
geht. Ebenfalls auffallig ist, das trotz der deitéin Hinweise in der DC im IR-Diagramm
oftmals die Laktonabsorptionsbanden nicht zu sedied. Auch hier dirfte die Dominanz

anderer Absorptionsbanden dafir verantwortlich.sein
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Zusammensetzung des Atherischen Oles der Gruppe 7:

Abbildung 61: Atherisches Ol Collinoid 1 — Einzethmale

% (bezogen auf Gesamtflache)

Collinoide Individuen 1

Abbildung 62: Atherisches Ol Collinoid 2 - Einzetkmaale

% (bezogen auf Gesamtflache)
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Abbildung 63: Atherisches Ol Collinoid 3 - Einzetkmaale

Collinoide Individuen 3
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Abbildung 64: Atherisches Ol Collinoid 4 - Einzetikmaale
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Abbildung 65: Atherisches Ol Collinoid 5 - Einzethraale

Collinoide Individuen 5
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% (bezogen auf Gesamtflache)

Abbildung 66: Atherisches Ol Collinoid 1 - Summerkmeale
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Abbildung 67: Atherisches Ol Collinoid 2 - Summerkmale
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Abbildung 68: Atherisches Ol Collinoid 3 - Summerkmeale
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Abbildung 69: Atherisches Ol Collinoid 4 - Summerkmale

% (bezogen auf Gesamtflache)

Collinoide Individuen 4
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Abbildung 70: Atherisches Ol Collinoid 5 - Summerkmale

% (bezogen auf Gesamtflache)
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Wie aus den obigen Diagrammen ersichtlich wirddistZusammensetzung des Atherischen
Oles dieser groRen Gruppe sehr uneinheitlich. Baédviduen RN960200, RN960203 und
RN960205 besitzen beinahe die gleiche ZusammemggtRa sie auch am gleichen Standort
gefunden wurden ist von einer direkten Verwandgcha$szugehen. Bei diesen 3 Individuen
dominieren vor allemp-Pinen (28-32%) aber auch Borneol (32-34%j)Pinen und
Caryophyllen sind ebenfalls in relativ grol3en Mengeorhanden (7-13%). Bei den
Summenmerkmalen dussert sich dies in einem hohégil Aker Summe Campher+Borneol
(37-40%) und in einer fast gleich hohen Summe vabirfg&n$-Pinen+Caryophyllen (37-
39%). Eine ahnliche Zusammensetzung weist auchlm#igsiduum RN960259 auf. Hier
erreicht der Borneolgehalt sogar 40%.

B-Pinen ist auch bei allen anderen Individuen iregirhohen Anteil vorhanden (19-67%)
Ausnahmen bilden hier mit einem gering@aPinengehalt die Individuen RN960609,
RN960610, RN960627 und RN960630 mit eingl¥Pinengehalt von unter 3%. Bei
RN960610, RN960627 und RN960630 tritt dafur Sabimeheinem Anteil von 47-70% in
den Vordergrund. Interessant ist die Zusammensgtzan RN960609. Hier ist es vor allem
Camphen, das am deutlichsten hervortritt. Der Canahteil betragt fast 70%. Das ist nicht
nur der hochste Camphenanteil dieser Gruppe sorakrigesamten untersuchten Pflanzen

Uberhaupt. Bei allen anderen Individuen liegt dem@henanteil meist unter 5%.

Bei den Summenmerkmalen dominiert auf3er bei dem @@mannten 3 Ausnahmen mit
hohem Borneolgehalt und RN960609 mit hohem Campdaaly Sabinen+b-
Pinen+Caryophyllen mit Anteilen von 40-84%. Beisdie Mehrheit der Pflanzen tritt daftr

die Summe aus Campher+Borneol in den Hintergruri}fd)

Interpretation der Gruppe 7:

Diese Gruppe wurde morphologisch grof3teils AZucollina gestellt, oder aber auch als
Hybriden zwischenA. collina und A. millefolium bestimmt. RN960250 und RN960630
wurden als Hybride zwischeh. collinaundA. crithmifolia bestimmt, bei RN960606 wurde
ein Hybrid zwischenA. collina und A. setaceavermutet. Die Individuen RN960610,
RN960612, RN960259 und RN960283 wurden morpholbgsagarA. millefolium ohne

Hybridisierung zugeordnet (siehe Tabelle 2, S. 1®)ch hier ist ersichtlich, dass die
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morphologische Zuordnung in diesen Fallen nicht d@memotyp entspricht, daA.
millefolium an sich nicht proazulenfuhrend ist. Die untersdiitee morphologische
Auspragung spiegelt sich hier weder im Atherisclidnnoch im IR-Spektrum wider. Im
Allgemeinen zeigt der hohe Gehalt an SabfPinen+Caryophyllen Ahnlichkeiten mé.
collina aus Mitteleuropa. In diese Gruppe fallen auchRflanzen die morphologisch anders
bestimmt wurden. Umgekehrt konnten die Ausnahmeasedi chemischen Musters

morphologisch nicht als Ausnahmen bestimmt werden.

4.1.8 Gruppe 8 ,Proazulenhaltig”

In diese Gruppe, die aus 21 Individuen besteht euiale Individuen zusammengefasst, bei
denen anhand der Dunnschichtchromatographie azygeeoVerbindungen nachgewiesen
werden konnten, deren DC-Fingerprint aber nicht dgpischenA. collina Fingerprint
entsprach. Meist wurde dies aufgrund des fehlentidiretens der bei EP-Detektion rosa
Substanzflecken der 3-Oxa-Derivate der Artabsingtiiment. Die Abgrenzung zur Gruppe
»Collinoid* gestaltete sich sehr schwierig, und &d fraglich ob diese Abgrenzung
aufrechterhalten werden kann, da die Artabsinderiv@gentlich immer mit ihren Oxa-
Verbindungen gemeinsam auftreten. Das fehlenderéteft der Oxa-Derivate kénnte durch
den Prozess der Dinnschichtchromatographie erki@arden. Sie waren demnach zwar
vorhanden, konnten jedoch nicht sichtbar gemachtdeve Auch in den DC der Gruppe
.Proazulenhaltig® dominieren die Artabsinderivatadusind durch ihre Substanzflecken
anhand der DC zu erkennen. Der UV-léschende Flemk Matricarine bei R 0,4 tritt
ebenfalls in den meisten Individuen auf.

Zum Zwecke der Ubersichtlichkeit wird aber die Treng zur Gruppe ,Collinoid*
aufrechterhalten. Eine Darstellung einer schentatiscDC ist auch bei dieser Gruppe

aufgrund der grof3en Unterschiedlichkeit nicht saihv

IR-Spektren der Gruppe 8:

Zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit wurde dieupe bei der Darstellung der

Blasendiagramme in 2 Diagramme aufgeteilt.
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Abbildung 71: IR-Spektrum Proazulenhéltig 1
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Abbildung 72: IR-Spektrum Proazulenhéltig 2
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Auch im IR-Spektrum sind die Banden der Artabsindge zu erkennen. Die Laktonbande
liegt bei allen Individuen im Bereich von 1773-17@®*. Bei den Individuen RN960041,
RN960043, RN960206, RN960208, RN960183, RN96018896R191 und RN960255
zeigen die Banden bei ca. 1738 tmind im Bereich von 1713-1715 dndass in diesen
Individuen die Acetat- und Angelikasaureester deasine auftreten, also Angeloxyartabsin
und Achillicin. Beim Individuum RN960210 tritt nebeder Esterbande bei 1738 Ctrdie
zweite Esterbande bei 1707 ¢mauf, hier dirften also Veresterungen mit Tiglimsdu
vorliegen. Ebenfalls Veresterungen mit Tiglinsawied beim Individuum RN960201
dominierend, hier ist die Bande der Tiglinsaure k@04 cnml die einzige erkennbare
Esterbande.

Bei den restlichen Individuen dieser Gruppe lieggt Esterbande bei ca. 1715 tmes
herrschen hier also vor allem Veresterungen mit efikgsaure vor, die Esterbande des
Achillicin ist nicht zu erkennen.

Die durch Matricarin verursachten Banden bei c2016m’ sind bei sehr vielen Individuen

zu erkennen, was auch mit den Befunden der DC iitstramt.

85



Zusammensetzung des Atherischen Oles der Gruppe 8:

Abbildung 73: Atherisches Ol Proazulenhaltig - Senmerkmale

Proazulenhéltige Individuen

B Campher+Borneol Ba-Pinen+1,8-Cineol OSabinen+b-Pinen+Caryophyllen

% (bezogen auf Gesamtflache)
D
o
o
o

Sabineng-Pinen+Caryophyllen sind bei den Summenmerkmalenistmdominierend,

Campher und Borneol treten grof3teils in den Himterd. Ausnahmen sind Individuum
RN960527 mit einem Campheranteil von 68% und Imilivim RN960196, hier ist der
Borneolanteil mit 42% sehr hoch. Die Individuen R254 und RN960255 weisen einen
sehr hohen Anteil an Bornylacetat auf (37 bz. 40B@durch ist bei den beriicksichtigten
Summenmerkmalen, bei denen Bornylacetat keine Rpilet, keines dominierend. Wie bei
allen untersuchten Individuen sind auch bei di&emppey-Terpinen und Thujon praktisch

nicht vorhanden.

Interpretation der Gruppe 8:

Fur diese Gruppe gilt ahnliches wie fiur Gruppe @éch\ hier wurden die meisten Individuen
morphologisch A. collina zugeordnet bzw. als Hybriden zwischén collina und A.
millefolium bestimmt. RN960251 und RN960295 wurden Au millefolium gestellt, bei
RN960254 ein Hybrid zwischef. millefoliumundA. crithmifolia vermutet, bei RN960624
eine Hybridisierung zwischeA. collina und A. crithmifolia (siehe Tabelle 2, S. 13). Auch

hier spiegeln die Unterschiede in der Morphologiehihdie Unterschiede im chemischen
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Muster wieder und umgekehrt. Weiters gilt auch ,hé&ss morphologisch proazulenfreien
Taxa zugeordnete Individuen eindeutig proazulemitir sind, und von der chemischen
Zusammensetzung der Sesquiterpene und MonotergereharA. collina dhneln. Der hohe
Bornylacetatgehalt von RN960254 koénnte ein Hinwaid eine Hybridiserung mitA.
millefolium sein, gleichzeitig kann aber bei Individuum RN9%®2welches ebenfalls einen

hohen Bornylacetatgehalt aufweist, morphologisdheélybridisierung ausgemacht werden.

4.2 Einteilung nach Atherischem Ol (Summenmerkmalger Hauptkomponenten)

Die zweite grundlegende Einteilungsform neben jeaehand der Sesquiterpene (siehe
Kapitel 4.1, S. 32ff) war jene nach der Zusammems® des Atherischen Oles. Es erwies
sich als sinnvoll, Prozentsummen zu bestimmen jelsedcharakteristisch fur bestimmte Taxa
sind. Durch die Einfuhrung dieser Prozentsummerdererdie 15 Merkmale (Prozentanteil
der einzelnen charakteristischen Substanzen) ausuBimenmerkmale (Prozentsumme
Campher+Borneol; Prozentsummen-Pinen+1,8-Cineol; Prozentsumme  Sabirfen+
Pinen+Caryophyllen) reduziert, was die Ubersichit erhoht, und eine Darstellung der
Individuen und ihre Gruppierung in einem 3-achsig@ordinatensystem ermdglicht. Bei der
neueren Erforschung der Systematik varhillea anhand verschiedenster Merkmale sind es

diese Summenprozente die in die Betrachtung e3dhe

87



Abbildung 74: Einteilung der 76 untersuchten Induen (siehe Tabelle 1, S. 11) nach

charakteristischen Summenprozenten des Atheri€olseis 8 Gruppen
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Anhand der oben beschriebenen Prozentsummen wudiiden6 untersuchten Individuen in

einem 3-achsigen Koordinatensystem dargestellt. @igopierung erfolgte anhand der Lage
in diesem 3-achsigen System. Jedes der drei Sumernkmale wird durch eine Achse
reprasentiert. Es wurde eine Einteilung der Indieid in 8 Gruppen durchgefuhrt. Eine
Gruppe (Nummer 4), die aus nur einem Individuumtddgs (RN960040) ist dadurch
gekennzeichnet, dass die Substanzen die die Achb##en nur zu einem sehr geringen
Prozentsatz vorhanden sind, und eine andere Subgtemol) stark dominiert. Zur
Darstellung der Gruppen wurden Boxplotdiagrammeveedet, die den Prozentgehalt der
Hauptkomponenten der Individuen der Gruppe zeigerhand der Boxplotdiagramme sind
der Mittelwert der Prozentgehalte zu sehen, diend&adabweichung des Gehaltes der

einzelnen Substanzen, sowie der minimale und magikvart der Anteile.
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Gruppe 1

RN960529
RN960436
RN960444
RN960528
RN960634

Die Gruppe 1 besteht aus 5 Individuen. Kennzeictirend mittlere bis hohe Anteile an
Pinen+1,8-Cineol, etwas Campher+Borneol und semigvSabinenfi-Pinen+Caryophyllen.
1,8-Cineol ist in dieser Gruppe die dominierendbs$anz, der Prozentgehalt liegt zwischen
45 und 53 %. Bezlglich des Gehaltes der einzelndst&nzen ist die Gruppe sehr homogen.
Das Individuum RN960436 weist einen relativ hohempPhergehalt auf, er betragt fast 27%.
Anhand der DC lasst sich erkennen, das in diesepi& nur proazulenfreie Individuen

vertreten sind.

Gruppe 2

RN960626
RN960625
RN960249
RN960258
RN960272
RN960281
RN960609
RN960630
RN960612
RN960627
RR960189
RN960183
RN960296
RN960201

Die groRe Gruppe 2 mit 14 Individuen weist einemrshohen Gehalt an Sabindgh+
Pinen+Caryophyllen auf. Die beiden anderen Promemtsen sind nur sehr gering.

Der Anteil der Prozentsumme von SabingiiPtnen+Caryophyllen liegt zwischen 76 und
84%, dementsprechend niedrig sind die anderen lanfeie Summe aus Campher+Borneol
liegt nur zwischen 0 und 9%. Bei manchen Individusin Sabinen dominerend, bei den
andererp-Pinen. Caryophyllen tragt nur wenig zu dieser Im8emme bei. Das Individuum
RN960609 ist ein Sonderfall. Hier ist der Anteilv€@amphen mit 70% sehr hoch, Camphen

ist ein Merkmal das nicht in die Summenberechnungémzug findet. Wie bei allen
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Individuen ist auch in dieser GruppeTerpinen und Thujon fast nicht im Atherischen Ol
enthalten. Die DC der Individuen lassen erkenneas dn dieser Gruppe sowohl

proazulenhéltige als auch proazulenfreie Individuerreten sind.

Gruppe 3

RN960042
RN960437
RN960443
RN960530
RN960255
RN960527
RN960254

Die Gruppe 3 besteht aus 7 Individuen. In diesarp@e dominiert das Summenmerkmal
Campher+Borneol. Die Summen liegen zwischen 43 @4fb. Ausnahmen bilden hier die
Individuen RN960254 und RN960255. Hier ist der Btainetatanteil sehr hoch, ein weiteres
Merkmal, das nicht in die Summenberechnungen efifliDeshalb ist Campher+Borneol mit
jeweils ca. 19% bei diesen Individuen ebenfalls imhienend. Die Anteile vom-Pinen+1,8-
Cineol liegen zwischen 12 und 33%, die Anteile vBabinen$-Pinen+Caryophyllen
zwischen 5 und 26%. Auch in dieser Gruppe sind zremfreie Individuen und

proazulenhéltige gemischt.

Gruppe 4

RN960040

Die Gruppe 4 besteht nur aus einem Individuum. Btagrische Ol dieser Pflanze wird mit
einem Anteil von 56% von Elemol dominiert. Diesehk Elemolanteil ist fiir das Atherische
Ol von Achillea eine Besonderheit. Dadurch sin@ @hderen Substanzen in nur geringem
Male vorhanden, lediglicB-Pinen mit einem Anteil von 25% sei hier noch zwé&hnen.
Dieses Individuum wurde auch in der Einteilung n&squiterpenmuster einer eigenen

Gruppe zugeordnet.
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Gruppe 5

RN960175
RN960286
RN960610
RN960614
RN960608
RN960611
RN960250
RN960624
RN960295

Die Gruppe 5 besteht aus 9 Individuen. Das Athkeés®| wird wie bei Gruppe 2 von
Sabinen$-Pinen+Caryophyllen dominiert, mit Anteilen von 88%. Die beiden anderen
Merkmale sind mit 0-13% nur sehr gering ausgepiaigt.Abgrenzung zur Gruppe 2 ist darin
begrindet, dass bei dieser Gruppe eine der bei@aren Merkmalssummen etwas hoher

liegt als bei Gruppe 2. In dieser Gruppe sind laligviduen proazulenhaltig.

Gruppe 6

RN960044
RN960294
RN960030
RN960031
RN960273
RN960200
RN960203
RN960205
RN960259
RN960613
RN960616
RN960615
RN960208
RN960217
RN960196
RN960191
RN960619

Die Gruppe 6 besteht aus 17 Individuen. Kennzeiotir@nd mittlere bis hohe Anteil an
Sabinen$-Pinen+Caryophyllen (35-50%), niedrige bis mittléneteile an Campher+Borneol
(2-42%) sowie eher niedrige Anteile vorPinen+1,8-Cineol (8-23%). Bei etwa der Halfte
der Individuen der Gruppe ist ein relativ hoher dhéin Bornylacetat (13-39%) zu erkennen,
bei den anderen ist Bornylacetat fast nicht vorleandn dieser Gruppe sind proazulenfreie

und proazulenhaltige Individuen vertreten.
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Gruppe 7

RN960573
RN960606
RN960283
RN960607
RN960633
RN960251
RN960621
RN960187

Die Gruppe 7 besteht aus 8 Individuen. Es handgittser um eine sehr homogenen Gruppe.
Kennzeichnend sind wiederum sehr hohe Anteile apin8a+-Pinen+Caryophyllen (65-
74%). Der Anteil voru-Pinen+1,8-Cineol liegt im mittleren Bereich (188Qund der Anteil
von Campher+Borneol ist sehr gering (0-6%). Bis da$ Individuum RN960573 sind in

dieser Gruppe alle Individuen proazulenhaltig.

Gruppe 8

RN960552
RN960282
RN960192
RN960021
RN960022
RN960632
RN960623
RN960620
RN960635
RN960631
RN960184
RN960210
RN960041
RN960043
RN960206

Die aus 15 Individuen bestehende Gruppe 8 ist ellendehr homogen. Der Anteil von
Sabinen$-Pinen+Caryphyllen ist mit 43-60% mittel bis hod®r Anteil vona-Pinen+1,8-
Cineol mit 28-45% ebenfalls. Mit 0-9% ist der Amteon Campher+Borneol sehr gering. In

dieser Gruppe sind sowohl proazulenfreie, als gmohzulenhaltige Individuen zu finden.
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5. Diskussion der Ergebnisse

Die anhand der DC-Fingerprints getroffene Eintaglugignet sich gut fur einen ersten
Uberblick, dennoch zeigt sich, dass sie, was dieByatik betrifft naturlich nicht aufrecht
erhalten werden kann. Insbesondere die Untersahgidewischen ,Collinoid“ und
.Proazulenhaltig” ist nicht moglich. Die anderen telisuchungen zeigten, d#s collina
zuzuordnende Individuen in praktisch allen DC-Griporhanden sind, und allgemein die
untersuchten Bestande va@n collina dominiert werden. Jede der Einteilungsformen weist
Vorteile auf, um Individuen zu charakterisieren uiteérschaubar darstellen zu kdnnen.
Uberschneidungen zwischen den verschiedenen Einggiformen sind aber nur in

bestimmten Punkten zu erkennen.

Vergleicht man die Gruppierung anhand des Atheeisobles mit der Gruppierung anhand
des DC-Fingerprints/Sesquiterpene fallt vor allei@ Atherische Ol Gruppe 1 auf. Alle 5
Individuen dieser Gruppe, deren Atherisches Ol wdtinen+1,8-Cineol dominiert wird, sind
proazulenfrei. Sie gehoren aber hinsichtlich der D@terschiedlichen Gruppen an
(Individuum RN960529 ,Coll. D“ Individuen RN960436ind RN960443 ,AASrot",
Individuen RN960528 und RN960634 ,proazulenfre)nsichtlich der Morphologie werden
die 3 Individuen RN960436, RN960444 und RN960@34distanszugeordnet, die beiden

anderen aber wiederuf collina.

Bei den meisten Individuen dominiert bei den Summerkmalen Sabinerfi+
Pinen+Caryphyllen, was den Erfahrungen bei mitteleéischen Vertretern voA. collina
betrifft. In den Gruppen 1+3, bei denen a-Pinenslijeol bzw. Campher+Borneol
dominieren, sind samtliche Vertreter beinhalteg diorphologischA. distanszugeordnet
wurden, aber auch viele Individuen, diecollinaangehdren.

Daraus ist zu erkennen, dassdistansauch chemisch sehr gut charakterisiert werdentegnn
mit einer komplexen Ausprdgung der Summenmerkmdiej denen Sabinefi+
Pinen+Caryphyllen eher in den Hintergrund tretereitéfs sind all diese Individuen auch
proazulenfrei. Zusatzlich konnten bei all den 5itidien dieA. distanszugeordnet wurden
anhand der Banden der IR-Spektroskapiglethyleny-Laktone nachgewiesen werden, und

diese charakteristische Banden treten auch nudieésen 5 Individuen auf.
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Die IR-Spektroskopie eignete sich hier also sefirugn einen Hinweis auf das Auftreten
dieser Strukturen zu finden, und damit auch weitdisweise fir die Systematik zu

bekommen.

Bei allen anderen Individuen entsprechen die Summeekmale den mitteleuropaischen
Erfahrungen vonA. collina mit hohen Anteilen von Sabinep-Pinen+Caryophyllen.
Proazulenhaltigkeit durfte hier kein entscheidendeserium sein, was die systematische
Zuordnung angeht. Das Verhaltnis von proazulergeittund proazulenfreien Individuen liegt
in etwa bei 2:1, und es sind keine Ubereinstimmargeischen diesem Kriterium und der
morphologischen Zuordnung bzw. der Zuordnung nasmr8enmerkmalen im Atherischen
Ol zu erkennen. Trotz der Abwesenheit von Proazuhéissen daher viele Individueh

collina zugeordnet werden bzw. als Hybriden Varcollinagesehen werden.

Anhand der DC und als Erganzung und Verbesserurg dahand des IR-Fingerprintes
konnte das Auftreten der verschiedenen Proazulemeggit gezeigt werden. Insbesondere die
Artabsine mit ihren unterschiedlichen Veresterungam durch die IR-Spektroskopie gut

auszumachen.

Die 6 Individuen die morphologiscA. millefolium s.str. zugeordnet wurden (RN960612,
RN960610, RN960259, RN960283, RN960295, RN9602B1) alle proazulenhdltig. Auch
bei den Summenmerkmalen des Atherischen Oles wigideén collinazugeordnet, und eine
Zuordnung zuA. millefoliumware nicht ersichtlich. Auch diese Erfahrung wesker auf
Hybridiserungen hin, und die eindeutige ZuordnungAz millefolium s.str. muss in Frage
gestellt werden. Da bei RN960250 und RN960254 nwiggisch Hybriden zwischei.
collina und A. crithmifolia ausgemacht wurden, die ein ahnliches Muster we atien
genannten aufweisen und ebenfalls proazulenhétig, &6nnten auch die oben genannten
Individuen ebenfalls Hybriden mi@. crithmifolia sein, was auch die Proazulenhéltigkeit

erklaren wirde.

Hervorzuheben ist das Individuum RN960040. Das #Asbhe Ol dieser Pflanze wird mit
einem Anteil von 56% vom Elemol dominiert, morptgikch wird sieA. collinazugeordnet.
Dieser hohe Elemolanteil ist fir das Atherisches@i Achilleaeine Besonderheit. Es miissen

weitere Untersuchungen folgen, um zu sehen ob dses®nderheit auch in Mitteleuropa
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auftritt oder speziell fir bestimmte Individuen vAncollinain Bulgarien ist. Es ist auf jeden
Fall bedeutsam, zuklnftig neben den anderen Haopgi&oenten auch den Elemolgehalt des

Atherischen Oles zu bestimmen.

Die Individuen der Gruppe ,,Coll D* weisen hinsidbtl ihrer chemischen Zusammensetzung
eine groRe Ahnlichkeit mit den in Diirnstein und dnggefundenen Individuen auf. Nach
morphologischen Kriterien werden die Individu&ncollinazugeordnet bzw. RN960294 und
RN960552 als Hybriden zwischén collinaundA. millefolium Es ist anzunehmen, dass es
sich um Hybriden handelt, die morphologisch An collina erinnern, in der chemischen
Zusammensetzung eher an die proazulenfeimillefolium Mitteleuropéische Vertreter von
A. collina weisen im allgemeinen einen hohen Gehalt von Summeekmal Sabinerp+
Pinen+Caryophyllen auf. Hier erreichen auch dieesmd Summenmerkmale teilweise sehr
hohe Werte.

Aus einem Individuum dieser Gruppe wurden zwei &arzen isoliert und analysiert. Die
Ergebnisse weisen sehr stark auf Desacetylmatmicaii einem Molekulargewicht von 262
und Desacetoxymatricarin mit einem Molekulargewiatrh 246 hin.

Die Aufspaltung dieser Substanzen in jeweils 2 Bebki HPLC und GC lasst eine
Stellungsisomerie beziiglich der Methylgruppen veenu

Das vorhandene Pflanzenmaterial war nicht ausrecchen NMR-Unteruchungen fir eine
genauere Bestimmung vorzunehmen, eine Isolierumgmehr Material hatte den Rahmen
dieser Arbeit gesprengt. In weiterer Folge warereradiese Analysen notwendig um

endgultige Aussagen Uber die Struktur dieser beRildstanzen zu gewinnen.
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6. Zusammenfassung

76 bulgarische Vertreter vonAchillea wurden anhand von Gaschromatographie,
Dunnschichtchromatographie und IR-Spektroskopie lyamat und hinsichtlich der
Zusammensetzung der Mono- und Sesquiterpene chesait. Die Einteilung der
Individuen erfolgte anhand der DC-Fingerprints tntsichtlich dreier Summenmerkmale der
Hauptkomponenten des Atherischen Oles in Gruppereitét¢ wurde auch eine
morphologische Bestimmung in die Interpretation lddividuen miteinbezogen. Hinsichtlich
der verschiedenene Einteilungsformen gab es nuktpeth Ubereinstimmungen. Die meisten
Individuen mussenA. collina zugeordnet bzw. als Hybriden m#. collina interpretiert
werden. Es wurde gezeigt, das die chemische Zusasetming dieserA. collina
zuzuordnenden Individuen sehr unterschiedlichdias, Verhaltnis von proazulenhaltigen und
prazulenfreien Individuen lag in etwa bei 2:1. Emmvurden mehrere Individuen gefunden,
die morphologisci\. millefoliumzugeordnet wurden, aber eindeutig proazulenhsiltid.
Insofern wurde bestétigt, dass beim Auftreten omrollinaund seiner Hybridisierungen ein
wesentliches Augenmerk auf die morphologische Besting gelegt werden muss, und die

chemische Charakterisierung hier nur bedingt Adtsse fur die Systematik bringt.

Bei einer anhand der DC bestimmten Gruppe handeki&éh um Individuen, die in ihrer
chemischen Zusammensetzung Ahnlichkeit mit in Wmgand Durnstein gefundenen
Individuen haben, die als ,,Coll. D“ bezeichnet wemd Es handelt sich dabei um Individuen,
die morphologischA. collina &hneln, aber proazulenfrei sind und chemisch eimeA.
millefolium erinnern. Eine genaue Bestimmung, ob es sichuneHybriden zwischen den
beiden genannten Taxa handelt oder wie diese Grsqps interpretiert werden kdnnte steht
noch aus. Aus einem Individuum dieser Gruppe wurdérHPLC zwei Substanzen isoliert,
bei denen es sich um Desacetylmatricarin und unaé®exymatricarin handelt. Eine genaue
Bestimmung mit NMR konnte aufgrund des geringerafdénmaterials nicht durchgefuhrt
werden. Die GC- und HPLC-Analysen lassen aber veamulass von den beiden Substanzen
je 2 Isomere vorliegen, die sich hinsichtlich deéelBng der Methylgruppen unterscheiden.
Wie Glasl und andere feststellten, handelt es lsgtlden Isomeren von Desacetoxymatricarin
um Leucodin und Achillin (Glasl et al. 2003).
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Achillea distanskonnte anhand der chemischen Charaktieriserungvgnt den anderen
Individuen abgegrenzt werden. 5 Individuen wurdésser Gattung zugeordnet, alle 5 sind
proazulenfrei und weisen potentiell allergemeéMethyleny-Laktone auf, die durch IR-

Spektroskopie nachgewiesen werden konnten.

Die IR-Spektroskopie zeigte sich als wesentlichgdBzung zur DC. Durch diese Methode
konnten a-Methyleny-Laktone nachgewiesen werden, die bei 5 Individuen Achillea
distansaufttraten. Bei allen anderen Indivduen zeigtelBiSpektroskopie die Abwesenheit
der potentiell allergenen-Methyleny-Laktone. Weiters gab die IR-Spektroskopie bei den
proazulenhéltigen Individuen Aufschluss Uber disafumensetzung der Artabsine und ihrer
Veresterungen, sowie der Matricarine. Es wurde sdiaiTauglichkeit der IR-Spektroskopie

zur eleganten und aufschlussreichen Charakterigjettes Sesquiterpenbereiches bestatigt.
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Anbhang 1: Zusammensetzung des Atherischen Oles der untersuchten Individuen - Einzelmerkmale
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Anhang 3

Peter Leidenmnhler
Johannitergasse 7/10
1100 Wien

Lebenslauf

geboren am 5. Mai 1976 in Haslach an der Muhl

Eltern: Leidenmiihler Franz, OBB-Bediensteter

Leidenmuhler Maria, geb. Kepplinger, Hausfrau

Ausbildung: 1982-1986
1986-1994
Juni 1994
WS 94/95

Marz-Juli 2000
Seit Méarz 2003

Berufliche Tatigkeit:
2001-2007
Seit 2007

Sonstige Tatigkeiten:
Seit 2003

Volksschule in Haslach enMuhl
Bundesrealgymnasium, 4150 Rohrbach
Matura
Beginn Studium Biologie/ Botanik undoBgie und
Erdwissenschaften-Lehramt an der Universit@n/\
praktische Arbeiten zur vorliegendiplomarbeit
Studium der Internationalen Eakiing/Afrikanistik

An der Universitat Wien

VIAS — Rollstuhlservice Flughafen Wien
Angestellter Baxter Innovations GesmbH

Experimentelle Pharmakologie

Sprecher und Vorstandsmitglied der exkiwngs- und
integrationspolitischen NGO ,Dar al Janub -
Verein fur Antirassistische und Friedenspolitische
Initiative“, verschiedene Auslandsaufenthalte inhRan

dieser Tatigkeit






