Phytochemische Aufarbeitung von Extrakten

5. Phytochemische Aufarbeitung von Extrakten aus

Pelargonium sidoides

5.1. Bearbeitung der Kraut-Extakte

P. sidoides Kraut Extrakt
Extraktionsmittel: Aceton-Wasser (4:1)
Losen in Wasser & Ausschiitteln

Cumarin I DCM-Phase I EtOAc-Phase 1-BuOH-Phase Wasser-Phase
Abtrennung (MeOH 16sl. Anteil) (Nachisolierung V3,

V4 und V5)

‘ SC: Kieselgel l l
DCM-MeOH Seite 18
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Nachtrennung: SC: Kieselgel; PE-Ethylacetat (4:1)
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SC: Sdulenchromatographie

Abbildung 5: Aufarbeitungsschema (mit Fraktionsnummern 1-403; Elutionsvolumina s. Tabelle 37) des
Krautextraktes von P. sidoides

5.1.1. Auftrennung der Dichlormethan-Fraktion

DC-Untersuchungen zeigten, dass neben Chlorophyll vor allem zwei Cumarine in der
Fraktion enthalten waren. Da bislang keine Cumarine aus dieser Fraktion isoliert worden

waren, bestand die Moglichkeit, dass es sich um bislang unbekannte Inhaltsstoffe handelte.
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Die Fraktion wurde sdulenchromatographisch erst iiber eine Kieselgelsdule mit Hilfe eines
Dichlormethan-Methanol-Gradienten (1 :O)*—>(97:3) aufgetrennt, anschlieBend die
angereicherte Cumarin Fraktion {iber eine weitere Kieselgelsdule [FlieBmittel: Petrolether-
Ethylacetat (4:1)] chromatographiert. Leider konnte so keine vollstindige Abtrennung der
Cumarine vom Chlorophyll erreicht werden. Weitere Aufreinigungsschritte konnten

aufgrund zu geringer Mengen nicht vorgenommen werden (Abbildung 5).

5.1.2. Cumarinabtrennung aus dem Gesamtextrakt

Um die Cumarine direkt aus dem Pelargonium Extrakt zu gewinnen, wurde 1g Extrakt in
1-Butanol geldst, und mit einer 5%igen, wissrigen Kalilauge ausgeschiittelt. Cumarine
gehen dabei durch Offnung des Lactonringes in eine gut wasserldsliche ionische Form
tiber, durch Anséduern der wéssrigen Phase mit 6%ig HCIl auf pH1 wird der Ringschluss
zum Lacton katalysiert. Erneutes Ausschiitteln mit 1-Butanol iiberfiihrte die Cumarine in

diese Phase, wo sie getrennt vom Chlorophyll und anderen Inhaltsstoffen vorlagen.
Durch zweifache priparative DC auf Kieselgel im unpolaren Fliefmittel Petrolether-

Ethylacetat (1:2), dann in Toluol-Aceton (2:1) konnten die beiden Cumarine V1 und V2

isoliert und als Umckalin und Scopoletin identifiziert werden (Abbildung 5).

5.1.3. Auftrennung der Ethylacetat-Fraktion

Die Ethylacetat Fraktion wurde iiber eine Sephadex LH-20 Siule im FlieBmittelgradienten
Wasser-Methanol (1:0)—(0:1) vorgetrennt.

Die so gewonnen Fraktionen wurden nach DC Priifung weiteren chromatographischen
Trennungsschritten unterworfen; es konnten die in Abbildung 6 aufgefiihrten

Verbindungen isoliert und charakterisiert werden.

* die Angaben zu Mischungsverhiltnissen beziehen sich immer auf (V/V); siehe Experimenteller Teil
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SC: Saulenchromatographie

I Ethylacetat-Phase (15 g) Eg NK?;::;;;ZF e

Seph.: Sephadex LH-20

Sephadex-LH20
Wasser-MeOH
(1:0)-(0:1)
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Abbildung 6: Aufarbeitungsschema der Ethylacetat-Fraktion (mit Fraktionsnummern 1-1000;
Elutionsvolumina s. Tabelle 36) des Krautextraktes von P. sidoides

5.1.4. Auftrennung der 1-Butanol-Fraktion

DC-Untersuchungen ergaben, dass sich in der 1-Butanol-Fraktion sowohl polyphenolische
Verbindungen befanden als auch polare Cumarine, unter anderem auch solche, die

diinnschichtchromatographischen Voruntersuchungen zufolge sehr stark polar waren, aber

keinen Kohlehydratrest besallen, was einen Hinweis auf sulfatierte Verbindungen gab.

Gute Trennergebnisse lieBen sich hier mit Polyamid als Sdulenmaterial erzielen (Silva et
al., 1996). Zum einen lieBen sich die polaren Cumarine mit dem FlieBmittelgradienten
Wasser-Methanol (1:0)—(2:3) in Fraktionen trennen. Im Extrakt enthaltene sulfatierte
Verbindungen blieben am Sédulematerial gebunden, konnten aber sehr einfach durch Zusatz

von 0,1% Ammoniumcarbonat zum FlieBmittelsystem von der Séule eluiert werden

(Lemmich und Shabana, 1984).
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Dartiber hinaus wurden polyphenolische Verbindungen irreversibel am Sadulenmaterial
gebunden und storten so bei der weiteren Aufarbeitung nicht mehr (Wall ef al., 1996). Um
eine zusétzliche Abtrennung von anderen gut wasserloslichen Komponenten wie Zucker zu
erreichen, wurde der Extrakt vor dem Auftragen auf die Sdule in Methanol geldst und
filtriert. Nur die in Methanol 16slichen Anteile des Extraktes wurden weiter bearbeitet.

Abbildung 7 zeigt das Aufarbeitungsschema und die aus der Fraktion isolierten und

charakterisierten Verbindungen.

SC: Saulenchromatographie
Wasser-Phase (10 g: davon der NT: Nachtrennung
5 .0 . KG: Kieselgel
in Methanol losliche Anteil) Seph.: Sephadex LH-20

Polyamid; Wasser-MeOH
(1:0)? (2:3) dann Zusatz von
0,1% Ammoniumcarbonat

1-5 30-149. 197-315 316-319 320-330 373-382
v A
6-29 150-180 181-196 331-350 | 351-372
60,5 mg 248,8 mg 101 mg 62,6 mg | 117,5 mg
NT: NT: NT: NT: NT:
SC (Seph) SC (Seph)  prép. DC (KG) SC (PA) SC (PA)
. NT: Isoorientin NT: NT:
prip. DC (KG) SC (Seph)  SC (Seph)

V3, Orientin,

V3+V4 Isoorientin V5 |

Abbildung 7: Aufarbeitungsschema der 1-Butanol-Fraktion (mit Fraktionsnummern 1-382;
Elutionsvolumina s. Tabelle 49) des Krautextraktes von P. sidoides

5.1.5. Auftrennung der Wasser-Fraktion als Nachtrennung der Substanzen V3-5

Wie bereits oben erwéhnt, wurde zur Aufarbeitung der Fraktion nur der methanolldsliche
Anteil verwendet, was letztlich zur Isolierung der Verbindungen in nur geringen Mengen
fiihrte. Aus diesem Grund wurden die polaren Verbindungen 3-5 erneut nach dem Schema

in Abbildung 8 aus der Wasser-Fraktion isoliert.
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Nachisolierung V3-5

aus der Wasser-Phase (10 g)

Polyamid; Wasser-MeOH
(1:0)-(2:3) dann Zusatz von
0,1% Ammoniumcarbonat

| } ‘ }

2-13 46-50
123,5 mg 254,1 mg

NT: NT:

prap. DC (KG) SC (Seph)

\

‘ NT:

SC (KG)

V3+V4 | |

NT:
HPLC

SC: Saulenchromatographie
NT: Nachtrennung |
KG: Kieselgel V5
Seph.: Sephadex LH-20

Abbildung 8: Nachisolierung von V3, V4 und V5 aus der Wasser-Fraktion (Fraktions-
nummer 1-54; Elutionsvolumina s. Tabelle 53) des Krautextraktes von P. sidoides

5.2. Bearbeitung der Wurzel-Extrakte

Die meisten aus P. sidoides schon bekannten Verbindungen wurden bisher aus dem

Wurzelmaterial isoliert (Kayser und Kolodziej, 1995). Die Bearbeitung der Wurzelextrakte

vorliegenden Arbeit beschrinkte sich daher in Anlehnung an DC

Voruntersuchungen, auf den Versuch der Isolierung noch unbekannter Verbindungen. Die

Aufarbeitung erfolgt grundsdtzlich wie in Abbildung 5, es werden 133,5 g des Extraktes

eingesetzt.

19



Phytochemische Aufarbeitung von Extrakten

5.2.1. Auftrennung der Ethylacetat-Fraktion

Die Aufarbeitung erfolgt hier in analoger Weise zur Ethylacetat-Fraktion des oberirdischen
Pflanzenteils. Aus der Ethylacetat-Fraktion des Wurzelextraktes konnten keine neuen

Verbindungen isoliert werden (Tabelle 29).

5.2.2. Auftrennung der 1-Butanol-Fraktion

Die Aufarbeitung der 1-Butanol-Fraktion erfolgt analog zur Aufarbeitung der
entsprechenden  Fraktion des  Extraktes der  oberirdischen  Pflanzenteile.
Aufarbeitungsschema und isolierte, sowie charakterisierte Verbindungen finden sich in

Abbildung 9.

1-Butanol-Phase
12 g

Polyamid; Wasser-Methanol
(9:1)-(0:1); danach
(1:1) und (1:0) + 0,1%

Ammoniumcarbonat l
21-26 40-109 l 148-163 | 170-172 l 177-224
110-147 173-176
v
1-12 13-20 27-39 164-166
~5g. | 117, mg. | 104,7 mg 262,0 mg
NTI: NT 3:
NT 2: NT 4:
HPLC HPLC
V6 | V1+V6
V2

SC: Séaulenchromatographie
NT: Nachtrennung

KG: Kieselgel

Seph.: Sephadex LH-20

Abbildung 9: Aufarbeitungsschema der 1-Butanol-Fraktion (Fraktionsnummern
1-179; Elutionsvolumina s. Tabelle 32) des Wurzelextraktes von P. sidoides
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