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1. Einleitung

Die Ingwergewachse gehoren zu einer der wichtigsten Komponenten der
nicht verholzten Pflanzen in den Tropen von Sud-Ost Asien. Sie sind sowohl in den
Hohenlagen der Gebirge als auch in Bambuswaldern und Plantagen im Tiefland
anzutreffen. Es gibt nur wenige Pflanzengemeinschaften in diesen Gebieten in
denen keine Ingwergewachse vorkommen. Einer der Hotspots dieser wundervollen
Pflanzen ist die kontinentale Monsunregion von Asien, hier spielt Thailand eine
bedeutende Rolle als Heimat fur die grofte Diversitat der Flora an Zingiberaceae.
DarUber hinaus prasentieren die Ingwergewachse einen grof3en Anteil der Pflanzen
in SU0d-Ost Asien mit wirtschaftlicher Bedeutung fur Nahrungsmittel, Medizin,
Kosmetik und Zierpflanzen (LARSEN, 2006).

Phytochemisch werden die Zingiberaceae durch das Vorkommen von
Curcuminoiden, Gingerolen, Phenylbutenoiden, Phenylpropenen, Sesquiterpenen,
Diterpenen und Flavonoiden charakterisiert. Die Gattung Zingiber Miller zeichnet
sich vor allem durch die Synthese von Gingerolen aus, die auf’erhalb dieser
Gattung bis jetzt nur in den Samen von Aframomum melegueta K. Schum.
entdeckt wurden. Durch diese scharfschmeckenden Inhaltsstoffe ist Zingiber
officinale Roscoe weltweit bekannt und als Gewulrz und Heilmittel hoch geschatzt.
Eine weitere wichtige weltweite Bedeutung in der Kiche und Medizin erreichte
die Gattung Curcuma Linn. durch die Stoffklasse der Curcuminoide. Die in der
Natur nur selten vorkommenden Phenylbutenoide sind ein typisches Merkmal der
Gattung Zingiber, vor allem Zingiber montanum (J. Konig) Link ex A. Dietr.. Die
drei bis jetzt besprochenen Stoffklassen inklusive der Terpene haben ein breites
biologisches Wirkungsspektrum wie zum Beispiel antifungale, antibakterielle,
entziindungshemmende, antioxidative und anticancerogene Eigenschaften.

Die vorliegende Arbeit soll einen chemosystematischen Einblick in die grol3e
Familie der Zingiberaceae geben. Mit Hilfe von verschiedenen Bioassays werden
die biologisch aktiven Inhaltsstoffe, durch welche die behandelten Gattungen
eine so grolde wirtschaftliche Bedeutung erlangten, detektiert, isoliert und auf lhre
antifungale Wirksamkeit getestet.



2. Systematik und Morphologie

21. Systematik der Ordnung Zingiberales

Die Ordnung Zingiberales werden aufgrund der Anzahl der fertilen Staubblatter
in acht Familien und zwei morphologische Gruppen eingeteilt. Die vier Familien
der Musaceae, Strelitziaceae, Lowiaceae und Heliconiaceae sind durch funf fertile
Staubblatter und bananenahnliche Laubblatter gekennzeichnet und sind auch als
.banana-families” bekannt. Die Cannaceae und Marantaceae mit je einem fertilen
Staubblatt und einem Antherensack und die Zingiberaceae und Costaceae mit je
einem fertilen Staubblatt und zwei Antherensacken werden in die zweite Gruppe
der ,ginger-families“ gestellt (KRESS et al., 2001). Die Zingiberaceae wurden
von DAHLGREN et al. (1985) zur Ordnung der Zingiberales gestellt, die eine
charakteristische monophyletische Gruppe in den Monokotyledonen darstellt. Die
Anwesenheit von ultraviolett fluoreszierenden Inhaltsstoffen, das Epikutikularwachs
des Strelitzia-Typs und das starkereiche Endosperm unterstreichen die
Verwadtschaft der Zingiberales mit den Commeliniden, Bromeliniden, Graser und
Seggen (APG, 1998). Die Beziehungen zwischen den Familien der Zingiberales
wurde von morphologischen, anatomischen, phytochemischen, cytologischen,
palynologischen und molekularen Analysen bestatigt (LARSEN & LARSEN, 2006).

—— Marantaceae

—— Cannaceae

— Zingiberaceae

L Costaceae

Heliconiaceae

—— Lowiaceae

— Strelitziaceae

Musaceae

Abb. 2.1.: Stammbaum der acht Familien der Zingiberales aus KRESS
et al., 2001



2.2. Systematik und Verbreitung der Familie
Zingiberaceae

Die Zingiberaceen bilden die groflite Familie der Ordnung Zingiberales. Sie
sind pantropisch verbreitet, wobei die Gattung Renealmia auch in den Neotropen,
vier Gattungen (Aframomum K. Schum. , Aulotandra Gagnep. , Siphonochilus J.
M. Woods & Franks und Renealmia L.) in Afrika und die restlichen in Ost-Asien
und den Pazifischen Inseln verbreitet sind (KRESS et al., 2002). Keine der 45 in
Asien vorkommenden Gattungen sind in Afrika und Amerika heimisch, auch die im
nordlichen tropischen Australien vorkommenden Gattungen stammen urspriinglich
aus Asien (LARSEN & LARSEN, 2006). In friheren Studien war die Familie
Costaceae in den Zingiberaceae inkludiert, durch das Fehlen der aromatischen
Ole, die verzweigten Achsen und der spiralen monostichen Blattstellung gilt sie
heute als Schwesternstamm der Ingwergewachse (SPECHT et al., 2001). Die
zur Zeit anerkannte Klassifikation der Zingiberaceae enthalt vier Unterfamilien
(Siphonochiloideae, Tamijioideae, Alpinioideae, Zingiberoideae) und sechs Triben
(Abb. 2.2.) (KRESS et al., 2002).

FAMLIE /71 gibere<\
UNTERFAMILIE Alpinioideae Tamijioideae Zingiberoideae Siphonochiloideae
(Link) (W. J. Kress) (Haask.) (W. J. Kress)
TRIBUS Alpinieae  Riedelicae Tamijieae Zingibereae Globbeae Siphonochileae
(A. Rich) (W. J. Kress) (W. J. Kress) (Meisn.) (Meisn.) (W. J. Kress)
GATTUNG Aframomum Burbidgea Tamijia Boesenbergia Globba Siphonochilus
Alpinia Riedelia Camptandra Gagnepainia
Amomum  Siamanthus Cautleya Hemiorchis
Elettaria  Pleuranthodium Curcuma Mantisia
Etlingera Haniffia
Aulotandra Haplochorema
Elettariopsis Hedychium
Cyphostigma Hitchenia
Geocharis Kaempferia
Geostachys Cornukaempferia
Hornstedtia Curcumorpha
Leptosolena Distichochlamys
Paramomum Laosanthus
Plagiostachys Nanochilus
Renealmia Paracautleya
Vanoverberghia Parakampferia
Pommereschea
Pyrgophyllum
Rhynchanthus
Roscoea
Scaphochlamys
Smithatris
Stadiochilus
Stahlianthus
Zingiber

Abb. 2.2.: Anordnung der Unterfamilien, Triben und Gattungen der Familie Zingiberaceae nach
KRESS et al. 2002. 3



2.21. Die Gattung Alpinia Roxb.

Der Gattungsname Alpinia Roxb. wurde als erstes von Linne" fur die
neotropische Alpinia racemosa L. verwendet und in die Tribus Alpinieae eingegliedert
(KRESS et al., 2005). Alpinia ist mit ca. 230 Arten die groRte und am weitesten
verbreitete Gattung der Zingiberaceae, ihr heutiges Verbreitungsgebiet erstreckt
sich von Sri Lanka und den westlichen Ghats in Indien bis China, Japan, dem
gesamten sud-ostlichen Asien, dem Pazifik bis Fiji, Samoa, Caroline Islands und
in Australien bis New South Wales. Die meisten Arten wachsen in niederen und
mittleren Waldlagen und erreichen eine Hohe von einem bis drei Meter, jedoch
konnen sie wie z.B. A. regia R.M. Smith und A. boia Seem. auf den Fiji-Inseln auch
Wuchshohen von bis zu acht Meter erreichen. Einige Arten wurden in Neu Guinea
und Sulawesi auch in montanen Waldern bis 2000m Seehohe gefunden. Die am
nordlichsten vorkommende Art ist A. japonica (Thunb.) Miqg., welche auch die
strengen Winter im Norden Tokyos ubersteht. Die Mehrheit der Arten der Gattung
Alpinia sind in der Region von Malaysia zu finden. Charakteristisch fur Alpinia sind
grolde immergrune Blatter, ein starkes Rhizom und eine terminale Infloreszenz. Die
Ausbildung der Infloreszenz ist vielfaltig und reicht von einer wenigblitigen Ahre
(A. oxymitra K. Schum.) zu vielverzweigten Thyrsen (A. galanga (L.) Willd. und
A. javanica Blume), ebenso variiert die Blitengrof3e von sehr klein (A. conchigera
Griff.) zu sehr grol® (A. zerumbet (Pers.) B.L.Burtt & R.M.Sm. und A. malaccensis
(Burm.f.) Roscoe (LARSEN & LARSEN, 2006).

Phytochemisch wird die Gattung Alpinia durch Terpenoide, Diarylheptanoide,
Phenylpropanoide und Flavonoide gekennzeichnet. Davon sind die Mono-
und Sesquiterpene in der Familie weiter verbreitet, die Gattungen Alpinia,
Aframomum und Hedychium bilden weiters Labdan-Diterpene. Phenylpropanoide
werden aullerhalb der Gattung Alpinia in der Gattung Kaempferia synthetisiert
(PANCHAROEN et al., 2000).

Abb. 2.3.: A. galanga Infloreszenz Foto: Christian Gilli
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2.2.2. Die Gattung Curcuma Linn.

Das Diversitatszentrum der Gattung Curcuma Linn. liegt im kontinentalen
Asien, vor allem in Thailand ist sie haufig vertreten. Die Blatter sind eiférmig
bis elliptisch, an der Basis verschmalert und an der Spitze zugespitzt. Das stark
verzweigte Rhizom besitzt die fur die Gattung typische gelb-orange Farbung
und bildet an den Enden Knollen. Die Infloreszenz steht meist terminal an der
Blattachse oder bildet einen lateralen Bllitenspross. Bei den meisten Arten besteht
der distale Teil der Infloreszenz aus sterilen Hochblattern (Coma) welche haufig
auffallend gefarbt sind, jedoch nicht in derselben Farbe wie die fertilen Bluten (Abb.
2.4.). Die in den nordlichen Gebieten vorkommenden Arten wie C. ecomata Craib
und C. glans K. Larsen & Mood bilden die Infloreszenz bereits in der Trockenzeit
vor der Blattentwicklung, jedoch die Vielzahl der Arten bilden die Infloreszenz
gleichzeitig mit dem Blattsprold aus. Einige Arten wie C. alismatifolia Gagnep. mit
dunkelvioletten Blaten und pinkfarbigen Coma und C. racemosa mit rot-orangen
Tragblattern, weilden Bluten und fehlendem Coma haben weltweit einen grof3en
Stellenwert als Zierpflanzen. Durch die Verwendung als Gewdurz und Heilpflanze in
der traditionellen chinesischen Medizin ist C. longa L. die am haufigsten kultivierte
Art der Gattung (LARSEN & LARSEN, 2006).

Phytochemisch wird die Gattung Curcuma charakterisiertdurch die Stoffklassen
der Curcuminoide und Sesquiterpene. Die Curcuminoide aus der Gruppe der
Diarylheptanoide sind gelb gefarbte Substanzen die fur ihre antioxidantiven und
entzindungshemmenden Eigenschaften bekannt sind. Diarylheptanoide sind in
den Gattungen Alpinia, Curcuma und Zingiber vertreten. Die Curcuminoide sind flr
die Verwendung von Curcuma-Arten als Arzneidroge und Gewdulrz verantwortlich
(PANCHAROEN et al., 2000).

Abb. 2.4.: C. australasica Hook. F. Infloreszenz Foto: Christian Gilli
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2.2.3. Die Gattung Zingiber Miller

Die Gattung Zingiber wurde 1754 von Miller erstmals als Zinziber erwahnt, die
geanderte Schreibweise wurde sechs Jahre spater durch den deutschen Botaniker
Georg Bohmer veroffentlicht. Verbreitet ist die Gattung von Sud bis Std-Ost Asien
Uber China und Japan bis zum ndrdlichen tropischen Australien und besitzt ca. 150
Arten (THEILANDE, 1999). Zingiber-Arten sind mittelgrof3e (30 bis 180 cm) Pflanzen
und tragen ihre Infloreszenz auf einem kurzen separaten Blutenspross der direkt
aus dem Rhizom entspringt (Abb. 2.5.), mit Ausnahme von Z. pellitum Gagnep.,
Z. junceum Gagnep. und Z. gramineum Noronha, die eine terminale Infloreszenz
besitzen (BRANNEY, 2005). Die zahlreichen Blatter besitzen an der Basis der
Lamina eine charakteristische Verdickung (Pulvinus), diese Struktur wurde bis jetzt
nur bei der Gattung Zingiber und einigen Arten der Marantaceae gefunden. Das
deutlichste Bestimmungsmerkmal der Gattung Zingiber ist die Anthere, welche eine
langliche, den Griffel umfassende Struktur besitzt und Uber die Anthere ragt (Abb.
2.5.). Z. officinale Roscoe ist die bekannteste und am haufigsten verwendete Art
der Familie. Durch die haufige Anwendung von Ingwer in Speisen, Getranken und
auch medizinischen Produkten ist er eine der wichtigsten wirtschaftlichen Pflanzen
im asiatischen Raum. Grol3e Bedeutung in der traditionellen asiatischen Medizin
haben auch die Arten Z. zerumbet (L.) Roscoe ex Sm., Z. ottensii Valeton und Z.
montanum (J.Konig) Link ex A. Dietr. (LARSEN & LARSEN, 2006).

Phytochemisch ist die Gattung Zingiber gekennzeichnet durch die Stoffklassen
der Phenylbutenoide, Gingerole (Arylalkanoide), Curcuminoide, Sesquiterpenoide
und Flavonoide. Dabei treten Phenylbutenoide in der Natur sehr selten auf, bisher
wurden diese ausschlielich in der Gattungen Zingiber und in wenigen Alpinia-
Arten nachgeweisen (KIKUZAKI et al., 2001). Bei Z. montanum (J. Koénig) Link ex
A. Dietr. (Synonym Z. cassumunar Roxb.) stellen diese den Hauptbestandteil der
Stoffausstattung dar. Gingerole und deren Derivate treten als Hauptbestandteil in
Z. officinale auf. Aullerhalb der Gattung Zingiber wurden Gingerole auch in den
Samen von Aframomum melegueta K. Schum. (Synonym Amomum melegueta
Roscoe) gefunden. Flavonoide und deren verwandte Derivate sind in der Familie
aullerhalb der Gattung Zingiber auch in den Gattungen Alpinia, Aframomum,
Boesenbergia und Kaempferia vertreten (PANCHAROEN et al., 2000).



Abb. 2.5.: links oben: Z. ottensii ZIN 060013, rechts oben: Z. montanum ZIN 060024, links unten:
Z. ottensii ZIN 060013, rechts unten: cf. Z. newmanii Fotos: Christian Gilli, Johann Schinnerl



3. Material und Methode

3.1. Pflanzenmaterial

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die unterirdischen Organe (Rhizome)
verschiedener Arten der Familie Zingiberaceae aus den Gattungen Zingiber,
Alpinia und Curcuma untersucht. Das Pflanzenmaterial wurde im Rahmen einer
phytochemischen Exkursion nach Thailand im Februar 2006 auf Markten gekauft.

Die Pflanzen wurden im Botanischen Garten der Universitat Wien (HBV)
kultiviert und anhand der morphologischen Merkmale die Art bestimmt. Zur
Dokumentation wurden von allen Aufsammlungen Herbarbelege angefertigt.
Abbildungen des Herbars sind im Anhang (Kap. 7.2.) zu finden.

Art Herkunft Garten-, Herbarnr.
Zingiber officinale Thailand, Ubon Ratchathani Warin Market ZIN 090042
—— Thailand, Province Trang, Trang Market ZIN 070005
—— China, gekauft in Wien, Gemisemarkt ZIN 060054
Donauzentrum
Z. montanum Thailand, Province Nakhon Ratchisma ZIN 060024
Pak Thong Chai Market
ol —l— ZIN 060032
—— Thailand, Bangkok, Chatuchak Market ZIN 090004
== Thailand, Province Nakhon Ratchisma ZIN 060036
Pak Thong Chai Market
—— Thailand, Bangkok, Chatuchak Market ZIN 060035
Z. ottensii —I— ZIN 060013
Z. spectabile Thailand, Kaset Fair Market ZIN 090008
Curcuma longa Thailand, Bangkok, Chatuchak Market ZIN 060037
ol —l— ZIN 060038
—I— —I— ZIN 060039
—I— —I— ZIN 060040
el —I— ZIN 060041
Curcuma sp. —— ZIN 060001
ol —l— ZIN 060004
—I— —I— ZIN 060028
—I— —I— ZIN 060014
—I— —I— ZIN 060006
Alpinia galanga —— ZIN 060021
—— Thailand, Province Nakhon Ratchisma ZIN 070006
Pak Thong Chai Market
A. roxburghii Thailand, Province Chiang Mai, Doi Ang Khang ZIN 070010
A. nigra Thailand, Province Chiang Mai, Ban Louang Lia ZIN 070009
A. malaccensis Thailand, Province Chiang Mai, near Chiang Dao ZIN 070008
Kaempferia parviflora Thailand, Bangkok, Chatuchak Market ZIN 060017

Tab.3.1.: Herklinfte der untersuchten Arten




3.2. Testorganismen

3.2.1. Cladosporium sphaerospermum Penz.

Fungi imperfecti oder Deuteromycetes sind Vertreter hdherer Pilze
(Ascomyceten und wenige Basidiomyceten) in deren Entwicklungszyklus die
Phase der sexuellen Befruchtung fehlt. Die Vermehrung erfolgt durch asexuell
gebildete Sporen (Konidien) oder rein vegetativ. Sie gehdren zu den bis jetzt am
haufigsten isolierten Pilzen und Ubernehmen grof3e Bedeutung in der Pilzflora von
Bdden und Luft. Die Gattung Cladosporium wurde erstmals durch Link (1816)
mit nur vier Arten beschrieben. Durch die heute Ublichen DNA-Analysen wurden
die wesentlich komplexeren Verwandtschaftsverhaltnisse bekannt. Phylogenetisch
ist C. sphaerospermum in der monophyletischen Gruppe der Davidiellaceae
eingegliedert. Isoliert und beschrieben wurde dieser erstmals von Zitrusblattern
in Italien durch Penzig (1882) (ZALAR et al., 2007). C. sphaerospermum (Abb.
3.1.) ergibt durch die Ausbildung dunkler Sporen und der hohen Empfindlichkeit
gegenuber bestimmter Pflanzeninhaltsstoffen einen idealen Testpilz.

Der Testpilz C. sphaerospermum wurde von Gunter Kraus in Wien aus der
Luft isoliert und am Institut flr Botanik, Abteilung Systematik und Phylogenie von
Alexander Urban und Carolin Rebernig mittels ITS-Primer sequenziert.

Abb. 3.1.: Reinkultur von Cladosporium sphaerospermum
auf Malzextraktagar 2% Foto: Christian Gilli



3.3. Phytochemische Methoden

3.3.1. Extraktion

Die zerkleinerten Rhizome wurden mit flussigem Stickstoff Ubergossen, mit
Methanol (MeOH) Uberschichtet und im dunklen bei Raumtemperatur aufbewahrt.
Nach funf Tagen wurde der Erstextrakt abfiltriert, ein Zweitextrakt angesetzt und
ebenfalls im dunkeln bei Raumtemperatur extrahiert. Nach weiteren funf Tagen
wurde der Zweitextrakt abgefiltert und mit dem Erstextrakt vereint. Der MeOH-
Extrakt wurde am Rotovapor bei 30°C eingeengt und mit Chloroform:Aqua dest.
(2:1, vv) ausgeschuttelt, wobei in der Chloroformphase der Uberwiegende Anteil
der zu analysierenden Stoffe enthalten ist. Zur weiteren Verwendung wurde eine
Konzentration von 10mg/ml MeOH eingestellt, die Zwischenlagerung erfolgte bei
—20°C im Kuhlschrank.

3.3.2. High-Performance-Liquid-Chromatography (HPLC)

Durch die hohe Trennleistung der Hochdruckflissigkeitschromatographie kann
durch die Auftrennung der Gesamtextrakte ein erster Uberblick der vorhandenen
Substanzen gewonnen werden. Mit dem UV-Diodenarraydetektor werden die UV-
Spektren gemessen, zusammen mit den Retentionszeiten geben diese Auskunft
uber die enthaltenen Stoffe.

Gerat: Agilent 1100 Series mit UV-Diodenarraydetektor

Saule: Agilent Hypersil® BDS-C 4,6x250mm, 18,5um

Laufmittel: Gemisch aus wassrigem Puffer (o-Phosphorsaure 0,015mol und
Tetrabutylammoniumhydroxid 0,0015mol, pH=3; nach REISCH
et al., verandert) und MeOH (Gradient-grade) entsprechend Tab. 3.2;
Flow: 1ml/min

Probe: Gesamtextrakt in Konzentration von 10mg/ml MeOH, iber Merck

Kieselgel RP-8 (KorngroRe 25-40um) filtriert;
Einspritzvolumen 10l

Zeit [min] MeOH [Vol.%] Puffer [Vol.%]
0,01 50 50
20 80 20
23 100
30 100

Tab. 3. 2. Laufmittelgradient HPLC

10




3.3.3. Praparative Methoden

3.3.31. Dinnschichtchromatographie DC

Begleitend zu den phytochemischen Methoden wurden DC-Analysen auf
ALUGRAM SIL G/UV254 (0,20mm Kieselgel 60 Machery-Nagel GmbH & CO. KG)
durchgefuhrt. Fur die Detektion der vorhandenen Inhaltsstoffe mit chromophoren
Gruppen wurde die DC-Platte unter UV-Licht bei 254nm (fluoreszenzléschende
Eigenschaft der Stoffe) und bei 366nm (Eigenfluoreszenz der Substanzen)
analysiert. Mit dem Bespriihen des Reagenzes Anisaldehyd (85ml Methanol, 10ml
Eisessig, 8ml Schwefelsaure, 0,5ml Anisaldehyd) und anschlielliender Erwarmung
konnten auch Substanzen ohne chromophore Gruppen sichtbar gemacht werden.

3.3.3.2. Trockensaule

Eine erste Auftrennung der Gesamtextrakte erfolgte durch Eluation mit
steigenden Polaritaten der Losungsmittel (Tab. 3.3.) mittels Saulenchromatographie
(Lange: 70cm, Durchmesser: 20mm, 60g Kieselgel 60, Korngréfe 0,2-0,5mm, Fa.
Merck). Das Eluat wurde in 50ml Fraktionen geschnitten und am Rotovapor bei
30°C eingeengt. Die Menge wurde bestimmt und eine Konzentration von 5mg/
ml Methanol eingestellt. Die einzelnen Fraktionen wurden mittels HPLC und DC-
Platten analysiert und verglichen.

Petrolether (PE) Aceton [ml] MeOH [ml] Fraktionen
[ml] [ie 50ml]
100 = = 1+12
85 15 = 11+112
70 30 = [11+1112
50 50 = IV1+IV2
20 80 = V1+V2

- 100 - VI1+VI2
= 85 15 VIIM+VII2
= 70 30 VII+VII2
= 50 50 IX1+IX2
= = 100 X1+X2

Tab. 3.3.: Laufmittel Trockenséaule
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3.3.3.3. Mitteldruckflussigkeitschromatographie (MPLC)

Eine weitere Auftrennung der einzelnen Trockensaulenfraktionen erfolgte
durch die praparative MPLC. Die Fraktionen wurden am Rotavapor bei 30°C
eingeengt, die Menge bestimmt und eine Konzentration von 1mg/ml MeOH oder
Diethylether (Et,0) eingestellt. Weiters wurden die einzelnen MPLC-Fraktionen
durch HPLC und DC-Platten auf ihre Reinheit analysiert.

Detektor: ISCO UA-6 UV/VIS Detektor

Saule: Lobar® Glassaule 440x37mm, befullt mit Merck Kieselgel
LiChroprepTM SI 60 (Korngré3e 40-63um)

Pumpe: Taumelkolbenpumpe QD-1 SSY (1-10bar) Fluid Metering, Inc.
Fluss: 30ml/min bei 2,0-3,0bar
Laufmittel: Petrolether (PE)/Ethylacetat (EtOAc)-Mischungen mit

steigender Polaritat in 5%-Schritten bis 100% EtOAc

3.3.3.4. Praparative Diinnschichtchromatographie

Substanzen, die als Gemisch vorlagen, wurden mit Hilfe der praparativen DC
(TLC Silica gel 60 F254 Glassplates 20x20cm, Fa. Merck KgaA) nachgereinigt. Die
verwendeten Laufmittelgemische wurden experimentell ermittelt. Bei den erhaltenen
Reinstoffen wurde die Menge bestimmt und eine Konzentration von 1mg/ml MeOH
oder Et,O eingestellt. Die Kontrolle auf Reinheit erfolgte durch HPLC-Analysen und
DC.

3.3.4. Spektroskopische Methoden
3.3.41. UV-VIS-Spektroskopie

Die UV-VIS-Spektren wurden durch den UV-Diodenarraydetektor der HPLC
aufgenommen.

3.3.4.2. IR-Spektroskopie

Die Messung der Reinstoffe erfolgte in CCl, durch ein NaCl-Fenster (Weite:
0,5mm) an einem 16PC FT IR-Spektrometer von Perkin Elmer. Die Einteilung der
Intensitat der Absorptionssignale wurde mit s (strong), m (medium) und w (weak)
im Spektralkatalog (Kap. 7.1.) vorgenommen.
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3.3.4.3. NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektren wurden am Institut flir Organische Chemie der Universitat
Wien an einemAM-400 WB und WM 250 FT-Spektrometer von Bruker in deuteriertem
Chloroform gemessen und ausgewertet.

3.3.4.4. Massenspektrospopie

Die Massenspektren wurden ebenfalls am Institut fir Organische Chemie
der Universitat Wien an einem Varian MAT 311 A Spektrometer durchgeftihrt und
ausgewertet.

3.4. Bioassay Cladosporium sphaerospermum

3.41. Kultivierung und Sporengewinnung

Far die langfristige Lagerung werden Mycelstickchen in einem
Konservierungsmedium in Cryoréhrchen (Nunc, InterMed) bei —80°C gelagert.
Zur Kultivierung werden je drei Mycelblocke auf Malzextraktager (MEA)-Platten
aufgebracht und Uber drei Tage unter Lichtausschluf} gelagert. Das sporulierende
Mycel wird vor der Ernte mit dem Mikroskop auf ausreichende Anzahl an Sporen
untersucht. Die Platten werden mit 5ml 0,9%iger NaCl-Losung Uberschichtet, die
Sporenldsung filtriert, zentrifugiert, der Uberstand abdekantiert, der Rickstand in
Malz-Bouillon aufgenommen und bis zur weiteren Verarbeitung bei —80°C gelagert.
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Konservierungsmedium: 500ml Aqua dest.

(14% Saccharose, 1% Pepton)  70g Saccharose
59 Pepton aus Sojamehl Fa. Merck KGaA
Sterilisation: 15min bei 121°C (1atm)

Malzextraktagar (MEA): 500ml Aqua dest.
10g Malzextrakt fir Mikrob. Fa. AppliChem GmbH
10g D-Glucose Monohydrat p.a. Fa. Loba Feinchemie
0,59 Pepton aus Sojamehl Fa. Merck KGaA
10g Agar Fa. Merck KGaA
Sterilisation: 15min bei 121°C (1atm)

Malz-Bouillon (2%): 500ml Aqua dest.
109 Malzextrakt fur Mikrob. Fa. AppliChem GmbH
Sterilisation : 15min bei 121°C (1atm)

NaCl-Lésung (0,9%): 500ml Aqua dest.
4,5g NaCl p.a. Fa. Merck KGaA

Sterilisation: 15min bei 121°C (1atm)
Tab. 3.4.: Zusammensetzung der Medien fur Bioassay

3.4.2. Keimzahlbestimmung

Die Sporensuspension wird in einer Verdinnungsreihe mit Malz-Bouillon um
den Faktor 1:10 verdinnt und 20ul auf einer MEA-Platte strichférmig aufgetragen.
Nach drei Tagen werden die Kolonien der kleinsten sichtbaren Verdinnung
ausgezahlt und auf die Vollkonzentration aufgerechnet. Fir die Bioautographie und
Elisa-Essays werden Sporenkonzentration von 108 bzw. 10* pro 10ml Malz-Bouillon
eingestellt.
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3.4.3. Bioautographie auf Dinnschichtplatten

3.4.31. Bioautographie auf DC mit Gesamtextrakten

Um einen ersten Uberblick der antifungalen Inhaltsstoffe zu bekommen
wurden parallel zu den DC-Platten der phytochemischen Untersuchungen (vgl.
Kapitel 3.3.3.1.) DC-Platten mit Sporensuspension bespriht. Nach dreitagiger
Inkubation bei Raumtemperatur unter Lichtausschlul} erfolgt eine Bestrahlung der
Platten mit UV-Licht und Fixierung mittels transparenter Klebefolie.

3.4.3.2. Bioautographie auf DC konzentrationsabhangig

Gesamtextrakte und Reinstoffe werden in verschiedenen Konzentrationen
punktférmig aufgetragen und die DC-Platten wie in Kapitel 3.4.3.1. beschrieben
behandelt. Fur die Einstellung der Konzentrationen wurde eine Verdunnungsreihe
hergestellt (Tab. 3.5.).

Konz. Gesamtextrakt [ug/20ul Aceton p.a.]: 2000 1000 500 250 125
Konz. Reinstoff [ug/20ul Aceton p.a.]: 200 100 50 25 12,5

Tab. 3.5.: Konzentrationsangaben Gesamtextrakte und Reinstoffe

3.4.4. Stoffwechselaktivitat mittels MTT

MTT  (3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium  Bromid) st
ein gelbes Tetrazoliumsalz das durch ein mitrochondriales Enzym (Succinat-
Dehydrogenase) in lebenden stoffwechselaktiven Zellen wasserunldsliche blaue
Formazankristalle bildet (ALTMANN, 1976) (Abb. 3.4.). Durch diesen Assay wird
die Stoffwechselaktivitat des Pilzes unter Beeinflussung der Gesamtextrakte und
Rohstoffe gemessen. Die Absorption des gebildeten Formazans wird bei 560nm
an einem Spektrophotometer (Elisa Sunrise-Basic Tecan) bestimmt und mittels
Statistikprogramm SPSS 10 ausgewertet.
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Abb. 3.3.: Synthese des gelben MTT durch die mitochondrielle Dehydrogenase zu blauen
Formazankristallen, HPLC-Chromatogramm und Spektren von MTT und Formazan.

FUr die Praparation der Stammldsung werden je 2mg Testsubstanz der
Reinstoffe und 20mg Testsubstanz der Gesamtextrakte in 250ul Aceton p.a.
aufgenommen. Eine 2%-Malzboullion-Lésung und eine Reaktionslésung mit 5mg
MTT/ml Aqua dest. werden vorbereitet. Flr die Erstellung der Verdliinnungsreihen
werden jeweils 50yl der Malzbouillon-Losung in die Wells der Mikrotiterplatten
pipettiert, wobei die erste Reihe der Wells frei bleibt. Die Stammlésung wird in
4750l 2%-Malzbouillon aufgenommen und mit einem Tropfen Tween 80 (Serva,
Feinbiochemica) versetzt, 100ul dieser Lésung werden in die erste Reihe der Wells
pipettiert. Um die Verdunnungen 1:2 zu erhalten entnimmt man 50pl aus dem
ersten Well und pipettiert sie in das zweite, von diesem entnimmt man ebenfalls
50ul und pipettiert sie in das dritte Well, das wird bis zum letzen Well durchgeflhrt.
50ul Sporensuspension (vgl. Kapitel 3.4.2.) werden jedem Well zugefugt. Die
Endkonzentration sollte 0,5g/mIMTT (FREIMOSER et al., 1999) und 5% organisches
Losungsmittel (ENGELMEIER, 1997) nicht Uberschreiten, ansonsten kdnnte eine
Hemmung des Pilzwachstums auftreten. Nach achtstindiger Inkubationszeit
unter Lichtausschlu® und Raumtemperatur werden jedem Well 15ul MTT-Lésung
zugesetzt.

16



Nach weiteren acht Stunden Inkubation unter Lichtausschluf3 und
Raumtemperatur erfolgt eine Zentrifugation (15.000xg fiir 5min), der Uberstand
wird vorsichtig abpipettiert. Durch Zugabe von jeweils 200ul Isopropanol werden die
Formazankristalle extrahiert, die Mikrotiterplatten 15min geschuttelt und abermals
zentrifugiert. 150l des Uberstandes (iberfiihrt man in neue Mikrotiterplatten. Die
Messung der Extinktion erfolgt an einem Elisa bei 560nm (Referenzmessung bei
690nm), ein Blank mit Isopropanol wird abgezogen. Die Berechnung erfolgt durch
das Programm SPSS 10.
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4, Stoffklassen

41. Stoffklasse der Gingerole

Gingerole sind die typischen scharfschmeckenden Inhaltsstoffe von Zingiber
officinale. Diese biologisch aktiven Stoffe sind im wesentlichen fiir die medizinische
Anwendungdes Ingwers verantwortlich. Die Gingerole und Gingerolderivate kommen
als Strukturen mit aliphatischen Seitenketten (n= 4,6,8,10) in den Rhizomen vor,
wobei [6]-Gingerol den mengenmalig groften Anteil aufweist (Abb.4.1.) (ZARATE
et al., 1996).

MeO
(C Hz)nMe

HO

Abb. 4.1.: Gingerol-Grundstruktur

Gingerole sind durch die Anwesenheit der benachbarten Hydroxy- und
Ketogruppe thermisch und in saurer Umgebung sehr labil und bilden durch
Dehydratisierung Shogaole. In frischen Rhizomen ist der Uberwiegende Anteil der
aktiven Komponenten Gingerol, hingegen bei getrockneten Rhizomen Shogaol,
also das dehydrierte Produkt von Gingerol (BRANOWSKY, 1985; GOVINDARAJAN,
1982). Durch Hydrierung des Shogaols entsteht ein weiterer mengenmalig
beachtlicher Bestandteil der Scharfstoffe, das Paradol. Das Auftreten von Gingerolen,
Shogaolen und Paradolen im Rhizom von Z. officinale ist von mehreren Faktoren
abhangig wie geographischer Lage, Erntezeitpunkt, dem Alter des Rhizoms und
der Methode der Extraktion (GRZANNA et al., 2005).

In letzter Zeit gab es einen deutlichen Anstieg an kommerziellen Ingwer-
produkten flr die Behandlung von chronischer Arthritis, Magenbeschwerden,
Ubelkeit, Reisekrankheit, Asthma, Atembeschwerden, Zahnschmerzen und Gingivitis
mit Gingerolen und Shogaolen als Wirkstoffe. Die Stabilitat dieser Inhaltsstoffe im
Darm und Magen ist fur die Wirkung und das pharmakologische Verstandnis flr die
Anwendung mafdgeblich entscheidend. Durch den Unterschied in der chemischen
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Struktur zwischen Gingerol und Shogaol ist anzunehmen, dass diese Stoffe in
ihrer Wirkung unterschiedlich auftreten. Shogaol besitzt durch den Verlust der
Hydroxylgruppe eine deutlich héhere lipophile Eigenschaft als Gingerol, resultierend
aus der unterschiedlichen Polaritat tritt auch in der Wirkung eine Differenz auf
(BHATTATAI et al., 2006). Studien von KIMURA et al., 1989 und PANCHO et
al., 1989 ergaben, dass Gingerole die PGF2a-induzierte Muskelkontraktion in
isolierten Mesenterienvenen von Mausen erhéht, wohingegen Shogaol bei gleichen
Versuchsbedingungen hemmend wirkt. Eine Kombination von Gingerol und Shogaol
wirkt ebenfalls hemmend, dadurch kann die Aussage getroffen werden, das die
Wirkung von Shogaol potenter ist als jene von Gingerol.

O OH
MeO
(CH5),Me
HO Gingerol n=4, 6, 8, 10
J
/
O
MeO \/\
(CH»),Me +H,0
HO
Shogaol n=4, 6, 8
O
MeO
(CH»),Me
HO Paradoln=4, 6, 8

Abb. 4.2.: Schematische Darstellung des Prozesses der Dehydratisierung und
Hydrierung von Gingerol verandert, aus GRZANNA et al., 2005



Gingerole und Gingerolderivate sind nicht nur wegen ihrer medizinischen
Wirkung interessant, sie besitzen auch antifungale, antibakterielle,
antihepatotoxische und insektizide Wirkung. Die Wirkung ist abhangig von der
Lange der Alkylketten, wobei [8]-Gingerol die hoéchsten Aktivitaten aufweist, je
kirzer und langer die Seitenketten sind, umso geringer fallen die Wirkungen aus.
Ein Vergleich der antifungalen Eigenschaften mit Microsporum gypseum zwischen
[6]-Gingerol und [6]-Gingerdiol ergab keine signifikanten Unterschiede (FICKER
et al., 2003). Gingerole treten auch als Agonist der Vanilloidrezeptoren auf. Diese
Rezeptoren werden durch Capsaicin aktiviert und verdachtigt, fir das Auftreten von
Gelenkschmerzen verantwortlich zu sein. Gingerole und Zingerone als Agonisten
der Vanilloidrezeptoren eingesetzt konnen so wirksam als Analgetikum bei
Gelenkschmerzen verwendet werden (DEDOV et al., 2002).
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4.2. STOFFKLASSE DER CURCUMINOIDE

Curcuminoide sind hauptsachlich in den Rhizomen verschiedener Curcuma
Arten anzutreffen. Sie bestehen aus drei Hauptkomponenten wobei Curcumin
(Abb. 4.4.) als mengenmaldig grofite Substanz auftritt. Demethoxycurcumin und
Bisdemethoxycurcumin sind meist in geringeren Konzentrationen vorhanden.
Curcuminoide sind aufgrund ihres konjugierten Doppelbindungssystems
auffallend gelb-orange gefarbt und finden haufigen Einsatz als Gewirz und
Lebensmittelfarbstoff. Curcumin ist bekannt fir ein breites Spektrum an biologischen
Aktivitaten wie entzindungshemmende, antioxidative und antikarzinogene
Eigenschaften. In der traditionellen orientalischen Medizin wird C. longa bereits
seit tausenden Jahren als Medizinalpflanze verwendet (HOEHLE et al., 2006). Die
therapeutische Wirkung von Curcumin bei Alzheimer, alkoholinduzierten oxidativen
Schaden von Leber, Nieren, Gehirn und Herz und myocardinalen ischaemischen
Schaden wurde an Tierversuchen erfolgreich nachgewiesen (SOMPARN et al.,
2007).

HO OH

Abb. 4.4.: Grundstruktur Curcuminoide

Wie in Abb. 4.5. dargestellt bestehen Curcuminoide aus einer konjugierten
Grundstruktur mit einer Diketofunktion welche zu einer Keto-Enol Tautomerie fuhrt.
In Lésung tritt ausschlieldlich die Enolform auf. Die antioxidativen Eigenschaften
von Curcumin sind u.a. auf diese Reaktionen und der Formation von relativ stabilen
freien Radikalen zurlckzufihren. Mdglicherweise werden die antioxidativen
Eigenschaften nicht hauptsachlich vom Curcumin, sondern von dessen Metaboliten
(vgl. Abb. 4.6.) herbeigeflhrt. Der Metabolismus von Curcumin und dessen Derivate
wurde an Ratten in vivo und in vitro, an menschlichen Leber- und Inestinalzellen
in vitro und Krebspatienten untersucht (HOEHLE et al., 2006). Durch fortlaufende
Reduktion der vier Doppelbindungen des Heptadien-3,5-dion-Systems bilden sich
die Metaboliten (Abb. 4.6.) mit Tetrahydrocurcumin und Hexahydrocurcumin als
Hauptbestandteile. Dihydrocurcumin (auch bekannt unter Hexahydrocurcuminol)
und Octahydrocurcumin treten nur in geringen Mengen auf. Die fur die Bioreduktion
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Curcumin: R =R’'= OMe
Demethoxycurcumin: R = H, R'= OMe

Bisdemethoxycurcumin: R = R’'=H

Abb. 4.5: Keto-Enol Tautomerie der Curcuminoid-Strukturen
aus C. longa, verandert aus HOEHLE et al., 2006

von Tetrahydrocumarin und Hexahydrocumarin verantwortlichen Enzyme
befinden sich im Cytosol der Leber und des Darms (Alkoholdehydrogenase),
bei der weiteren Reduktion von Hexahydrocurcumin zu Octahydrocurcumin sind
Microsome beteiligt. Demethoxycurcumin und Bisdemethoxycurcumin folgen dem
selben Biosyntheseweg bei der Bildung von reduktiven Metaboliten wie Curcumin
(HOEHLE et al., 2006).

Die Minderungen von chronischen Krankheiten wie DNA-Schaden,
Mutagenesen, Karziogenesen und Hemmung von pathogenen Bakterienwachstum
stehen oftin Verbindung mitder Einschrankung der Ausbreitung von freien Radikalen
in biologischen Systemen. Die antioxidative Kapazitat wird haufig als Parameter
fir medizinische bioaktive Komponenten verwendet. Curcuminoide treten als

23



IR OH O
YO —
—_—

HO OH HO o
Curcumin Dihydrocurcumin
OH O OH O
MeO. OMe MeO N OMe
HO OH HO oH
Hexahydrocurcumin Tetrahydrocurcumin
OH OH
M GOME OMe
HO l OH
Octahydrocurcumin

Abb. 4.6.: Reduktion von Curcumin aus HOEHLE et al., 2006

Radikalfanger von Hydroxyl- und Stickstoffdioxid-Radikalen auf und hemmen
die Lipidperoxidation. Die Lipidperoxidase steht in direktem Zusammenhang mit
verschiedenen Arten von biologischen Schaden. Durch die Positionierung der
Curcuminoide in der Zellmembran hemmen sie die freien Radikale und reagieren
zu Phenoxylradikalen. Diese sind polarer als die Curcuminoide und wandern zu
der Oberflache der Membran wo diese durch wasserlosliche Antioxidantien wie
Ascorbinsaure unschadlich gemacht werden. Curcuminoide besitzen auch hohe
antioxidative Eigenschaften gegen Wasserstoffperoxid (H,O,), dieses wirkt toxisch
und induziert bei in vitro Versuchen Zelltod. Zweiwertige Eisenionen (Fe?*) reagieren
mit H,0, zu Fe*, OH- und OH. (siehe Abb. 4.7.). Durch die hohe Kapazitat
der Curcuminoide Fe?" zu binden kann die Wirkung als Peroxidationsinhibitor
erklart werden. Fe®" ist haufig in Nahrungsmittel vorhanden, die Wirkung als
Radikalproduzent ist jedoch um mehr als das 10-fache geringer wie bei Fe?* (AK et
al., 2008).
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Curcumin
+ 3 Fe?"

Curcumin-Fe" Komplex

Abb. 4.7.: Wahrscheinlicher Curcumin-Fe+ Komplex, verhindert die
Entstehung freier Radikale von Fe?* und H,O,, abgeandert aus
AK et al., 2008
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4.3. STOFFKLASSE DER PHENYLBUTENOIDE

Phenylbutenoide (Abb. 4.8.) kommenin der Natur sehrseltenvor. Inder Gattung
Zingiber, vor allem in Z. montanum, bilden sie den Hauptbestandteil der sekundaren
Inhaltsstoffe (PANCHAROEN, 2000). Sie treten als Monomere und Dimere (Abb.
4.9.) in den Rhizomen auf und besitzen antifungale, entziindungshemmende,
antitumor und insektizide Wirkung.

MeO
OMe

Abb. 4.8.: Grundstruktur Phenylbutenoide

Rezente Studien ergaben, dal3 Phenylbutenoide die Aktivitat der
Cyclooxygenase-2 (COX-2) hemmen. COX-2 steht in Verbindung mit
entzindungshemmenden Prozessen und wirkt auf das Zellwachstum. Durch
die Minderung der COX-2 Aktivitat kdnnen diese Prozesse und Tumorwachstum
gehemmt werden. Phenylbutenoid-Dimere zeigten eine starkere Wirkung als COX-
2 Hemmer als die Monomere mit Butadien-Substitution. Keine Hemmung zeigten
dagegen die Monomere mit Buten-Seitenkette. Die Konjugation der Seitenketten
scheint fur die Wirkung malfdgeblich zu sein (HAN et al., 2005).
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44. BIOSYNTHESE DER CURCUMINOIDE UND
GINGEROLE

Curcuma longa, Zingiber officinale und Z. montanum akkumulieren in den
Rhizomen grolle Mengen wichtiger pharmakologischer aktiver Inhaltsstoffe.
Bei Z. officinale sind es vorwiegend Gingerole und Curcuminoide, bei C. longa
Curcuminoide und bei Z. montanum Phenylbutenoide. Durch die haufige Anwendung
in der Medizin und als Nahrungsmittel wurden schon frihe Studien der Biosynthese
durchgefuhrt. Diese weisen darauf hin, dass die Gingerole und Curcuminoide
durch die Interaktion von Zwischenprodukten der Phenylpropanoid-Synthese und
Derivaten der Acetat- und Fettsauresynthese entstehen (DENNIFF et al., 1976;
1980). Ebenso sind Enzyme ahnlich der Poliketid-Synthase, welche mit Derivaten
von Coenzym A aus Zwischenprodukten agieren, vermehrt an der Biosynthese
beteiligt (SCHRODER, 1997).

Basierend auf diesen Angaben koénnen zwei Biosynthesewege fur die
Entstehung der Gingerole und Curcuminoide angegeben werden. Die Curcuminoide
konnen durch die Polyketid-Synthase (oder ahnlichem Enzym) aus zwei Molekulen
p-Cumaroyl-CoA und einem Molekul Malonyl-CoA entstehen. Durch Hydroxylierung
und O-Methyltransferase wird das entstandene Bisdemethoxycurcumin zu
Demethoxycurcumin und zum Curcumin. Alternativ ist es moglich, dass die
Curcuminoid-Synthase CoA-Ester von der p-Cumarsaure und Ferulasaure als
Substrat verwendet. Die Hydroxylierung und O-Methylierung, die die funktionalen
Gruppen des Curcumin bilden, waren dann die gleichen Reaktionen wie bei der
ursprunglichen Phenylpropanoid-Biosynthese. Fur die Synthese des Gingerols ist
eine Reduktion der Doppelbindungen der p-Cumar-Saurederivate notwendig. Diese
ReduktionkannvorodernachderVerbindung der CoA-Esterdeskorrespondierenden
aliphatischen Alkohols und der derivatisierten Phenylpropanoid-Reste stattfinden
(RAMIREZ-AHUMADA et al., 2006).
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4.5. STOFFKLASSE DER TERPENOIDE

Terpene sind sehr heterogen und stellen eine der groten Gruppe der
Naturprodukte dar. Sie bauen sich durch Aneinanderlagerung von C5-Isopren-
einheiten auf (Abb. 4.11.) und besitzen eine grol3e Vielfalt an Kohlenstoffgrund-
gerusten. Zur Zeit sind ca. 30.000 Terpenoide bekannt. Eine Unterteilung der
Stoffklasse erfolgt durch die Anzahl der Isopreneinheiten. Zwei Isopreneinheiten
werden als Monoterpene bekennzeichnet, drei als Sesquiterpene, vier als
Diterpene, sechs als Triterpene, acht als Tetraterpene und daruber als Polyterpene
(GERSHENZON & CROTEAU, 1991). HARBORNE (1993)illustrierte die Verbreitung
der Terpenoide im Pflanzenreich wie in Tab. 4.1. aufgelistet.

Z

Isopren

Abb. 4.11.: C5-Grundbaustein der Terpene

Stoffklasse Anzahl Derivate Verbreitung
Monoterpene 1000 weit verbreitet, vor allem in
atherischen Olen
Sesquiterpene 3000 grolte Klasse der Terpene, vor allem
in GefaRpflanzen
Diterpene 2000 weit verbteitet, vor allem in Harzen
und Balsamen
Triterpene
Saponine 600 in ca. 70 Pflanzenfamilien vorkommen
Limonoide 100 vor allem in Rutaceae, Meliaceae und
Simaroubaceae
Cucurbitacin 50 Curcubitaceae
Cardenolide 150 Apocynaceae, Asclepiadaceae,
Scrophulariaceae
Tetraterpene
Carotenoide 600 universell in Blattern, oft auch in

Bliten und Friichten

Tab. 4.1.: Verbreitung Terpene nach HARBORNE (1993)
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Terpene sind fir die Biologie, Medizin, Landwirtschaft etc. von grolder
Bedeutung. lhr Wirkumsspektrum reicht von der Anwendung als Insektizide,
Fungizide und Bakterizide bis hin zur Verwendung als Geruchsstoffe in der
Kosmetikindustrie. Mono- und Sesquiterpene treten als Hauptbestandteil von
atherischen Olen auf, somit haben sie groRe industrielle und o©kologische
Bedeutung als Riech- und Aromastoffe (BREITMAIER, 1999). Dazu kommt die
biologische Funktion von Vitamin A als Photorezeptor bei Tieren, von Carotinoiden
als lichtschitzende Pigmente in Pflanzen, von Pheromonen und Steroiden etc. Ein
weiterer wichtiger Vertreter ist Ubichinon (Coenzym Q) das am Elektronentransport
der Photosynthese in Bakterien und Chloroplasten beteiligt ist (LATZEL, 2000).

4.6. Biosynthese Terpene

Von SCHWARZ, 1994 konnte durch Applikationsexperimente mit
8C-markierter Glucose an Gingko biloba gezeigt werden, daf in hheren Pflanzen
der Mevalonat- und Desoxyxyluloseweg gemeinsam auftreten. Die Sterole der
Samlinge werden hauptsachlich Gber den Mevalonatweg, Ginkolide hingegen Uber
den Desoxyxyluloseweg gebildet. Die daraus resultierende Schlul3folgerung war,
dal} die beiden Terpen-Biosynthesewege in unterschiedlichen Zellkompartimenten
ablaufen. Der Mevalonatweg im Cytosol und der Desoxyxyluloseweg in den
Plastiden (Abb. 4.12.).

Isopentenyldiphosphat (IPP) und das Isomer Dimethylallyl-diphosphat
(DMAPRP) stellen die ,aktivierten® Terpenoidmonomere dar. Durch Kopf-Schwanz-
Addition von einem IPP und einem DMAPP wird Geranyl-diphosphat (GPP)
gebildet. Mit einem weiteren IPP entsteht Farnesyl-diphosphat (FPP), welches
das Ausgangsprodukt fur fast alle Sesquiterpene ist. Bei Addition eines dritten IPP
entsteht Geranyl-geranyl-diphosphat (GGPP), welches die Vorstufe fur Diterpene,
Tetraterpene und Polyterpene darstellt (Abb. 4.13.) (GERSHENZON & CROTEAU,
1991; CHAPPELL, 1995). Die Polymerisationsreaktionen werden durch die
Prenyltransferase katalysiert, wobei durch Abspaltung eines Diphosphat-Restes
von einem Substrat ein Kohlenstoffkation entsteht. An dieses kondensiert IPP, wobei
erneut ein Carbokation gebildet wird, aus dem durch Abspaltung eines Protons
GPP entsteht (Abb. 4.12.). Die Prenyltransferasen katalysieren eine C-C-Bindung
zwischen zwei Molektlen, wohingegen die Cyclasen intramolekulare Zyklisierung
bewirken (CHAPELL, 1995).
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Cytoplasma
Mevalonsaureweg
ACoS Me Me SCoA
_|_
0 0 0
Acetyl-CoA Acetoacetyl-CoA

l HMG-CoA-Synthase

SCoA

HOOC

Me OH 0
3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA

HMG-CoA-Reduktase
(NADPH)

OH

HOH,C

Me OH 0

Mevalonsaure

Mevalonat Kinase -Co2

Phosphomevalonat Kinase (ATP)

Mevalonat-5-diphosphat Decarboxalase

@ HOH,C

Isopentenyldiphosphat

Plastiden

Desoxyxyluloseweg
OH

ono(P)

Me COOH O

0 H
Pyruvat

Desoxyxylulose-Synthase
-Co2

OH
MeWCHQO @
o OH

1-Desoxyxylulose-5-phosphat

l (NADPH)

Me OH

cr0(P)
HOH,C
OH

2-Methyl-D-erythritol-4-phosphat

e

Abb. 4.12.: Biosynthese und Kompartimentierung von Isoprenyldiphosphat in der Pflanze

(SCHWARZ, 1994)
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Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) Isopentenyldiphosphat (IPP)
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Geranyldiphosphat (GPP)

lIPP € Y
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Sesquiterpen <*—— —E Triterpene
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Farnesyldiphosphat (FPP)

l IPP
2X

Diterpen <=—— Geranylgeranyldiphosphat ———> Tetraterpene

5-5000x l IPP

Polyterpene

Abb. 4.13.: Uberblick (iber die Biosynthese der Terpene (GERSHENZON & CROTEAU, 1991)
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5. ERGEBNISSE

Zur Erfassung charakteristischer Stoffausstattungen der Zingiberaceen-
Gattungen Zingiber, Curcuma und Alpinia und ihrer antifungalen Aktivitaten wurden
CHCI,-Fraktionen von methanolischen Rhizom-Extrakten von 26 verschiedenen
Herkinften mit DC und HPLC-UV Detektion vergleichend analysiert. Genauere
Angaben zu den einzelnen Herklnften sind dem Herkunftsverzeichnis (Tab. 3.1.) zu
entnehmen. Parallele Biotests auf Dunnschichtplatten bespriht mit Konidiosporen
von Cladosporium sphaerospermum (Bioautographie) informieren dabei gleichzeitig
Uber das Auftreten antifungaler Stoffe. In der Bioautographie ergaben sich demnach
deutliche Hemmhofe flr die Herklnfte der beiden Zingiber-Arten Z. officinale (ZIN
070005, 060054) und Z. montanum (ZIN 060032, 060024) und den beiden Alpinia-
Arten A. galanga (ZIN0O60021, 070006) und A. roxburghii (ZIN 070010) (Abb. 5.1.).
Die aus der Literatur bekannte antifungale Wirkung von Curcuma-Arten konnte zwar
in der Ubersichts-Bioautographie (Abb. 5.1.) nicht eindeutig festgestellt werden,
ergibt aber bei entsprechenden Trockensaulen-Fraktionen deutliche (gelbe)
Hemmhofe. (Abb. 5.16.). Nachdem in einer parallel durchgefuhrten Diplomarbeit
von Christian Gilli die artenreiche Gattung Alpinia genauer untersucht wird, sollen
in der vorliegenden Arbeit nur die antifungalen Stoffe von Zingiber und Curcuma
eingehender analysiert werden. Die beiden Individuen A. galanga (ZIN 070006)
und Curcuma sp. (ZIN 060001) wurden wegen Pilzinfektion der Rhizome in zwei
getrennte Extrakte aufgeteilt, Teil a beinhaltet die infezierten Rhizomteile, Teil b
die nicht betroffenen. Bei der chromatographischen Analyse konnte dabei kein
signifikanter Unterschied beobachtet werden.

Insgesamt konnten vier Phenylbutenoide, drei Curcuminoide und drei
Gingerole aus drei Arten (Z. montanum, Z. officinale und C. longa) mittels
MPLC und praparativer DC isoliert werden. Die Aufklarung der Molekulstruktur
der isolierten Substanzen erfolgte mit spektroskopischen Methoden ('H-NMR-,
BC-NMR und Massenspektroskopie) in enger Zusammenarbeit mit dem Institut fur
Organische Chemie an der Universitat Wien. Die sehr lipophilen Sesquiterpene
wurden durch Co-Chromatographie mit entsprechenden Vergleichssubstanzen und
Literaturvergleich identifiziert.
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Die HPLC-UV-Analyse der Extrakte erfolgte mit einem MeOH-H,O-Gradienten
(Tab. 3.2.). Zur besseren Erfassung der Retentionszeit wurde die Detektion der
Individuen der Gattung Curcuma bei 254nm durchgefihrt, die Profile der Gattungen
Zingiber bei 230nm. Die Peaks der isolierten bzw. identifizierten Substanzen wurden
zur besseren Ubersicht mit Kurzbezeichnungen und Farbcode fir die jeweilige
Stoffklasse versehen:

PB = Phenylbutenoide = Curcuminoide

ST = Sesquiterpene G = Gingerole

Zusatzlich folgt nach den farbigen Abklrzungen eine fortlaufende Nummer,
die eine eindeutige Zuordnung der Peaks zu den im Anhang aufgelisteten Stoffen
im Spektraldatenkatalog (Kap. 7.1.) ermoglicht. Substanzen, die nur wegen
ihres charakteristischen UV-Spektrums einer Stoffklasse zugeordnet werden
konnten, aber nicht eindeutig identifiziert wurden, sind mit Stoffklassenkurzel ohne
Nummernangabe versehen.

5.1. Phytochemische Ergebnisse

5.1.1. Z. montanum (J. Konig) Link ex A. Dietr.

Die hier analysierten funf Individuen von Z. montanum stammen von
verschiedenen Markten in Thailand (siehe Herkunftsverzeichnis Tab. 3.1.). Alle
Individuen zeigten ein nahezu identisches Derivatenmuster (Abb. 5.2.), wobei
quantitativ die Stoffklasse der Phenylbutenoide vorherrschte. Vier Phenylbutenoide
(E) 4-(3",4"-Dimethoxyphenyl)but-1,3-dien (PB1), (E) 4-(2",4",5 -Trimethoxyphenyl)
but-1,3-dien (PB2), (E) 4-(3',4-Dimethoxyphenyl)but-3-en-1-ol (PB3) und (E)
4-(3°,4’-Dimethoxyphenyl)-3-buten-1-ylacetat (PB4) konnten aus ZIN 060024
isoliert werden (Abb. 5.2.). Bei acht weiteren Verbindungen handelt es sich
wahrscheinlich aufgrund des UV-Spektrums ebenfalls um Phenylbutenoide (PB).
Wegen zu geringer Menge konnten sie aber nicht isoliert und identifiziert werden. (E)
4-(3°,4’-Dimethoxyphenyl)but-1,3-dien (PB1) und (E)4-(2",4",5 -Trimethoxyphenyl)
but-1,3-dien (PB2) erwiesen sich bei allen Individuen als Hauptsubstanz. In den
Individuen ZIN 060035 und ZIN 060036 konnten zusatzlich Spuren von einem
Sesquiterpen (ST) nachgewiesen werden (Abb. 5.2.). Dieses Sesquiterpenistin den
Individuen ZIN09004, ZIN060024 und ZINO60032 nicht detektierbar. ZINO60024 und
ZIN060032 enthalten zusatzlich in Spuren noch einen Stoff, dessen UV-Spektrum
auf ein Curcuminoid schlielen 1aRt.

36



[mAU]

[mAU]

[MAU]

[mAU]

[mAU]

PB1+2

ZIN 060035
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(
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(
(

vermutlich ein Phenylbutenoid

20

E) 4-(3",4"-Dimethoxyphenyl)but-1,3-dien

E) 4-(2°,4",5"-Trimethoxyphenyl)but-1,3-dien
E) 4-(3",4"-Dimethoxyphenyl)but-3-en-1-ol
E) 4-(3",4"-Dimethoxyphenyl)-3-buten-1-ylacetat
C
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vermutlich ein Curcuminoid

Abb. 5.2.: HPLC-Vergleich der CHCI,-Phase der Rhizome von funf Individuen von Z. montanum.
Die Formelbilder sind aus Abb. 4.9. zu entnehmen.
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Der Gesamtextrakt des Individuums ZIN 060024 wurde in grofReren
Zeitabstanden wiederholt mit der gleichen HPLC-Methode gemessen (Abb.
5.4.). Daraus ergab sich eine geringe quantitative Anderung der Stoffmengen (E)
4-(3°,4’-Dimethoxyphenyl)but-3-en-1-ol (PB3) und (E) 4-(3",4"-Dimethoxyphenyl)-
3-buten-1-ylacetat (PB4). Es ist anzunehmen dal3 mit fortlaufender Zeit (E)
4-(3°,4’-Dimethoxyphenyl)-3-buten-1-ylacetat (PB4) durch Hydrolyse in (E)
4-(3°,4’-Dimethoxyphenyl)but-3-en-1-ol (PB3) Ubergeht (Abb. 5.3.). Ebenso konnte
ein Zuwachs von einem vermutlichen Curcuminoid (C) festgestellt werden.

\ O\H/
(0]
OMe
OMe q
» +HO
Y
\ OH HO
g
(0]
OMe
OMe

Abb. 5.3: Vermutliche Hydrolyse von (E) 4-(3",4"-Dimethoxyphenyl)-3-buten-1-ylacetat
(PB4) zu (E) 4-(3",4"-Dimethoxyphenyl)but-3-en-1-ol (PB3).
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PB1 (E)4-(3",4’-Dimethoxyphenyl)but-1,3-dien

PB2 (E)4-(2',4°,5-Trimethoxyphenyl)but-1,3-dien
PB3 (E)4-(3",4’-Dimethoxyphenyl)-but-3-en-1-ol

PB4 (E) 4-(3",4’-Dimethoxyphenyl)-3-buten-1-ylacetat
PB  vermutlich ein Phenylbutenoid

C vermutlich ein Curcuminoid

Abb. 5.4.: HPLC-Vergleich des Gesamtexteaktes von Z. montanum ZIN 060024 (Thailand, Pak
Thong Chai Markt) gemessen am 18.06.2006, 22.02.2007 und 18.02.2008. Die Fomelbilder sind
Abb. 4.9. zu enthehmen.
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Der Vergleich von HPLC-Profilen eines Individuums einer adulten Pflanze (ZIN
060035) und einer Jungpflanze (Abb. 5.5.) zeigen nur leichte Differenzen im HPLC-
Chromatogramm. Als Hauptsubstanz tritt dabei (E) 4-(3",4"-Dimethoxyphenyl)
but-1,3-dien (PB1) auf, wahrend (E) 4-(2°,4",5"-Trimethoxyphenyl)but-1,3-dien
(PB2) in der Jungpflanze nicht detektiert werden konnte. Aul3erdem scheinen im
jungen Rhizom neben (E) 4-(3",4"-Dimethoxyphenyl)but-3-en-1-ol (PB3) und (E)
4-(3",4"-Dimethoxyphenyl)-3-buten-1-ylacetat (PB4) auch die anderen vermutlichen
Phenylbutenoid-Derivate mengenmaldig zurtckzutreten. In der Jungpflanze wurden
weiters zwei Curcuminoide (C) detektiert, welche in der Adulten nicht nachweisbar
waren. Spuren von vermutlichen Curcuminoiden (C) sind auch in den Rhizomen
von ZIN 060032 und ZIN 060024 feststellbar, bei denen es sich aufgrund der
unterschiedlichen Retentionszeit um anderen Derivate als in der Jungpflanze
handeln durfte (Abb. 5.2.).

PB1+2
adultes Rhizom
PB3
PB4
PB PB PB
{ PB /P Y ST
A A PAB PB L\—-ANJAA L
5 10 15 20 25 [min]
PB1
junges Rhizom
PB C
PB3
PE&\(R PB PB PB ST
A N J B\ JU |
10

15 20 25 [min]

PB1 (E) 4-(3',4-Dimethoxyphenyl)but-1,3-dien

PB2 (E)4-(2',4",5-Trimethoxyphenyl)but-1,3-dien
PB3 (E) 4-(3",4-Dimethoxyphenyl)but-3-en-1-ol

PB4 (E) 4-(3",4-Dimethoxyphenyl)-3-buten-1-ylacetat
PB  vermutlich ein Phenylbutenoid

C vermutlich ein Curcuminoid

ST  vermutlich ein Sesquiterpen

Abb. 5.5.: HPLC-Vergleich der Rhizome von einem Individuum von Z. montanum ZIN 060035
adult und Jungpflanze. Die Formelbilder sind Abb. 4.9. zu entnehmen.

40



5.1.2. Z. officinale Roscoe

Die hier analysierten Individuen von Z. officinale stammen von zwei
verschiedenen Markten in Thailand (ZIN 070005 Trang, ZIN 090042 Ubon
Ratchathani) und einer unbekannten Herkunft in China (gekauft in einem
Gemusemarkt Wien). Wie Abb. 5.6. zeigt, haben alle drei Individuen ahnliche
HPLC-Profile. Auffallend ist, dal® ZIN 070054 aus China einen deutlich hoheren
Anteil an Sesquiterpenen (ST) aufzeigt. Ganz allgemein ist fur Z. officinale die
Ausbildung von Gingerolderivaten charakteristisch. (6)-Gingerol (G1) tritt bei allen
drei Chromatogrammen als Hauptsubstanz auf, wesentlich schwacher sind die
Derivate (6)-Shogaol (G2) und (8)-Gingerol (G3) ausgebildet. Gingerole sind durch
die Anwesenheit der benachbarten Hydroxy- und Ketogruppe thermisch und in
saurer Umgebung sehr labil und bilden durch Dehydration Shogaole. Die Synthese
der Gingerolderivate ist von der Extraktionsmethode und weiteren Faktoren (siehe
Kap. 4.1.) abhangig, deshalb kann das Strukturprofil der Gingerole bei ein und
demselben Individuum variieren. In kleinen Mengen konnte das Curcuminoid
Hexahydrocurcumin (C1) isoliert werden, weitere vermutliche Curcuminoide
konnten wegen geringer Substanzmenge nicht isoliert, aber durch ihr UV-Spektrum
identifiziert werden.
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G1 ST

cf.8T2 ZIN 060054
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ZIN 090042
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G1 (6)-Gingerol C vermutlich ein Curcuminoid
G2 (6)-Shogaol ST2 Zingiberen
G3 (8)-Gingerol ST  vermutlich ein Sesquiterpen

C1 Hexahydrocurcumin
Abb. 5.6.: HPLC-Vergleich der CHCI,-Phase der Rhizome von drei Individuen von Z. officinale

ZIN 060054, 070005 und 090042. Die Formelbilder sind Abb. 4.9. zu enthehmen. cf. ST2 wurde
aufgrund von UV-Spektrum und Literaturvergleich identifiziert.
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InAbb. 5.7. ist ein Vergleich aus HPLC-Profilen der CHCI,-Fraktion des MeOH-

Extraktes, der H,O-Phase und des Atherisches Ol aus Wasserdampfdestillation
abgebildet. Das Atherische Ol besteht zum Grofteil aus Sesqui- und Monoterpenen.
Als Haupsubstanz tritt mit grolRer Wahrscheinlichkeit aufgrund der UV-Spektren
Zingiberen (ST2) auf. Durch die hohe Flichtigkeit dieser Stoffe konnte trotz grolRer
Ausgangsmengen keine Substanz isoliert werden. Die weiteren im Atherischen
Ol enthaltenen Sesqui- und Monoterpene (Camphen, 1,8-Cineol, Borneol, Neral,
Geranial, a-Curcumen, a-Farnesen, B-Bisabolen, B-Sesquiphellandren) (MARTINS
et al., 2001) sind durch fehlenden Chromophor in der UV-Detektion nicht ersichtlich.
Die Hauptsubstanzen der CHCI-Phase (Gingerole) sind im Atherischen Ol und in
der H,0O-Phase nicht detektierbar, ebenso wie Hexahydrocurcumin (C1).
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cf. ST2

[min]

Wasserdampfdestillation

(Atherisches Ol)
[

20 25 [min]

HZO-Phase

A A

(

G1
G2
G3

5

(6)-Gingerol
(6)-Shogaol
(8)-Gingerol

15

C1
ST2
ST

20 25 [min]

Hexahydrocurcumin
Zingiberen
vermutlich ein Sesquiterpen

Abb. 5.7.: HPLC-Vergleich Rhizom CHCI,-Phase, Wasserdampfdestillation (Atherisches Ol) und
H,O-Phase aus Z. officinale ZIN 070005, die Formelbilder sind Abb. 4.9. zu entnehmen. cf. ST2
wurde aufgrund von UV-Spektrum und Literaturvergleich identifiziert.
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5.1.3. Z. ottensii Valeton und Z. spectabile Griff.

Sehrcharakteristisch fur Z. ottensii (ZIN 060013) und Z. spectabile (ZIN 090008)
ist die Ausbildung von dem Sesquiterpen Zerumbon (ST1) als Hauptsubstanz. Die
weiteren Inhaltsstoffe wie Flavonoide (z.B. Kaempferol und Derivate), Diterpene
(z. B. Zerumin A, Coronarin B, Coronarin D) und Diarylheptanoide (AKIYAMA et
al., 2006) sind wegen zu geringer Quantitat nicht detektierbar oder wegen des
fehlenden Chromophors im HPLC-Chromatogramm nicht ersichtlich.

ST1
[mAU]

ZIN 060013
Z. ottensii
Chatuchak-Markt

5 10 15 20 25 [min]

ST1

[mAU]
ZIN 090008

Z. spectabile
Kaset Fair-Markt

5 10 15 20 25 [min]

ST1 Zerumbon

Abb. 5.8.: HPLC-Profile im Vergleich CHCI,-Phase Rhizom Z. ottensii und Z. spectabile. Bei ST1
handelt es sich durch Literaturvergleich und UV-Detektion vermutlich um Zerumbon.
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5.1.4. Curcuma longa L.

Die Rhizomextrakte von C. longa werden von Curcuminoiden und
Sesquiterpenen dominiert. Charakterisiert wurden die HPLC-Profile curch das
Vorherschen von Curcumin (C2), Demethoxycurcumin (C3) und ar-Turmeron (ST3).
Anhand des charakteristischen UV-Spektrums kdénnen auch noch kleine Mengen
an Curcuminoiden (C) und Sesquiterpenen (ST) vermutet werden (Abb. 5.9.).

Die HPLC-Chromatogramme der einzelnen Individuen unterscheiden sich
nur geringfugig. Bei ZIN 060037, ZIN 060038 und ZIN 060039 bestehen die
Hauptpeaks der Curcuminoide aus Curcumin (C2) und Demethoxycurcumin (C3),
wahrend bei ZIN 060040 und ZIN 060041 nur Curcumin (C2) detektiert werden
konnte. Ebenso stellt ar-Turmeron (ST3) bei ZIN 060037, ZIN 060028 und ZIN
060039 die Hauptsubstanz unter den Sesquiterpenen dar, bei ZIN 060040 und ZIN
060041 dominiert ein nicht identifiziertes Sesquiterpen. Ar-Turmeron (ST3) tritt hier
in kleineren Mengen auf. Weiters tritt in ZIN 060040 und ZIN 060041 ein weiteres
in ZIN 060037, ZIN 060038 und ZIN 060039 nicht detektierbares Sesquiterpen (ST)
auf.
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C3

[mAU]

[mAU]

[mAU]

[MAU]

oo ZIN 060037
N[ sT3
ST
C
A LG
5 10 15 20 25 [min]
c2 ST3
53 ZIN 060038
vgl. Abb. 5.1.
ST
cC\ ST h
J‘_“cu-d\\ \.>U ST
5 10 15 20 25 [min]
c2 ST3
3 ZIN 060039
ST
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\ \_)\J ST
5 10 15 20 25 [min]
ST
c2 ZIN 060040
ST3 ST
1 ) \—.LJLK—AJ.—
y A S VLY
5 10 15 20 25 [min]
c2 sT
ZIN 060041
. ST3
ST
5 10 15 20 25 [min]
C2 Curcumin ST3 ar-Turmeron
C3  Demethoxycurcumin ST  vermutlich ein Sesquiterpen
C vermutlich ein Curcuminoid

Abb. 5.9.: HPLC-Profile im Vergleich CHCI,-Phase Rhizom C. longa ZIN 060037, ZIN 060038,
ZIN 060039, ZIN 060040 und ZIN 060041 aus verschiedenen Markten in Thailand, Bangkok. ST3
konnte mit einer Vergleichssubstanz durch Co-Chromatographie und UV-Spektrum identifiziert

werden.
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5.1.5. Curcuma spec.

Vier weitere Curcuma-Arten konnten wegen fehlender Infloreszenzen nicht
eindeutig bestimmt werden. Die HPLC-Chromatogramme (Abb. 5.10.) lassen
darauf schlielRen, dal® es sich nicht um C. longa handelt. ZIN 060001 und ZIN
06004 konnen aufgrund einer vermutlichen Akkumulation von Curcuminoiden (C)
den beiden Individuen ZIN 060028 und ZIN 060014 gegenuber gestellt werden. Die
zwei letzteren weichen durch das Zurlcktreten der vermutlichen Curcuminoide (C)
ab (Abb. 5.10.).
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[mAU]

[mAU]

[mAU]

[mAU]

ZIN 060001
Chatuchak-Markt

ST3

—
@
2
>

20 25 [min]

ZIN 060004
Chatuchak-Markt

ST3

5 10 15 20 25 [min]

ZIN 060028
Pak Thong Chai Market

5 10 15 20 25 [min]

ZIN 060014
Chatuchak-Markt

5 10 15 20 25 [min]
ST3 ar-Turmeron
C vermutlich ein Curcuminoid

Abb. 5.10.: HPLC-Profile im Vergleich CHCI,-Phase Rhizom Curcuma spec. ZIN 060001, ZIN
060004, ZIN 060028 und ZIN 060014. ST3 konnte mit einer Vergleichssubstanz durch Co-
Chromatographie und UV-Spektrum identiviziert werden.
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5.2. Biologische Aktivitat

5.2.1. Bioautographische Tests auf DC-Platten mit C.
sphaerospermum

Bezugnehmend auf die ausgepragte antifungale Wirkung der Zingiber-
Extrakte (Abb. 5.1.) wurden diese nun bei finf verschiedenen Herkinften in
Verdinnungreihen von 12,5ug bis 200ug auf Dinnschichtplatten vergleichend
gegen C. sphaerospermum (bioautographisch) getestet. Wie Abb. 5.11. zeigt,
ergeben sich bei den Herkunften von Z. montanum (ZIN 060024, ZIN 060032)
in allen Verdinnungsschritten die deutlichsten Hemmhofe. Besonders schwach
erscheint dagegen die Wirkung bei Z. ottensii.

Z. officinale
O o O O . ZIN 070005

200pg 100ug 50ug 25ug 12,5upg

; — g Z. officinale
[¢] ' e ' ZIN 070054

12,5ug 25ug 50ug 100ug 200pug

o o . . Z. montanum
=~ , ' : ZIN 060024
200ug 100ug 50ug 2519 12,5ug
@ c o o Q Z. montanum
: - ~ N o ZIN 060032
12,5ug 25ug 50ug 100pg 200ug

Z. ottensii

o O & O ZIN 060013

- 100pg 50ug 25ug 12,5ug

Abb. 5.11.: Verdinnungsreihe von antifungal wirksamen Gesamtextrakten
auf DC-Platte bespriht mit einer Sporensuspension von C. sphaerospermum.

Substanz Wirkung Diffusion
Z. officinale ZIN 070005 mittel schwach
Z. officinale ZIN 070054 mittel schwach
Z. montanum ZIN 060024 stark schwach
Z. montanum ZIN 060032 stark schwach
Z. ottensii ZIN 060013 mittel mittel

Tab. 5.1.: Auswertung der Verdinnungsreihen von antifungal wirksamen
Gesamtextrakten auf DC-Platte bespruht mit C. sphaerospermum. Die
Herkunfte der einzelnen Individuen sind in Tab. 3.1. nachzulesen.
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5.21.1. Z. montanum (J. Konig) Link ex A. Dietr.

Auf der Suche nach den aktiven Reinstoffen wurden die verschiedenen
Mitteldruck-Saulenfraktionen (MPLC) des Rhizom-Extrakts ZIN 060024 mit
Dunnschicht-Chromatographie (DC) vergleichend analysiert. Demnach lassen
sich die antifungalen Substanzen (E) 4-(2°,4°,5-Trimethoxyphenyl)but-1,3-
dien (PB2), (E) 4-(3',4’-Dimethoxyphenyl)-3-buten-1-ylacetat (PB4) und (E)
4-(3",4"-Dimethoxyphenyl)but-3-en-1-ol (PB3) in Abb. 5.12. D auch mit anderen
Detektionsmethoden (Abb. 5.12. A, B, C) detektieren und von den Ubrigen
Stoffen unterscheiden. Zusammen mit dem hier weniger stark wirkenden (E)
4-(3",4"-Dimethoxyphenyl)but-1,3-dien (PB1) wurden alle Stoffe isoliert und ihre
Molekulstrukturen mitNMR-und MS-AnalysenaufdemInstitutflirOrganische Chemie
aufgeklart. Bei allen vier Stoffen handelt es sich um Derivate der Phenylbutenoide.
Die am starksten wirkenden Stoffe waren das (E) 4-(3",4"-Dimethoxyphenyl)but-
3-en-1-ol (PB3) und sein Acetylester (E) 4-(3",4"-Dimethoxyphenyl)-3-buten-1-
ylacetat (PB4) (Abb. 5.12.).
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PB1 (E) 4-(3",4"-Dimethoxy-
phenyl)but-1,3-dien

B

PB2 (E) 4-(2",4",5'-Trimethoxy-
phenyl)but-1,3-dien

Mﬁ:@?/\
MeO' Me

PB3 (E) 4-(3",4"-Dimethoxy-
phenyl)but-3-en-1-ol

=

PB4 (E) 4-(3",4’-Dimethoxy-
phenyl)3-buten-1-ylacetat

Bonaat

Abb. 5.12.: Auftrennung der MPLC-Fraktionen Z. montanum ZIN 060024
(Thailand, Pak Thong Chai-Markt) mittels DC. Laufmittel: Et,0/PE/MeOH
60/40/5. A: DC detektiert mit Anisaldehyd/H,SO, ; B: unbehandelte DC
unter UV-Licht (254nm); C: unbehandelte DC unter UV-Licht (366nm); D:
Bioautographie mit C. sphaerospermum
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PB1 (E) 4-(3",4"-Dimethoxy-
phenyl)but-1,3-dien

9 & & o ® /Q/\/\
200pg 100pg 50ug 25ug 12,5ug T

PB2 (E) 4-(2",4",5 -Trimethoxy-
phenyl)but-1,3-dien

* » F [~ @ ¥
12,5ug 25ug 50ug 100pg 200ug m

PB3 (E) 4-(3",4"-Dimethoxy-
phenyl)but-3-en-1-ol

® o o - .
200pg 100pg 50ug 25ug 12,5ug Meo/Q/\/\/m

PB4 (E) 4-(3",4"-Dimethoxy-
phenyl)3-buten-1-ylacetat

[ [ & £ -
12,54g 25ug  50pg  100pg  200pg Mwm

Abb. 5.13.: Verdinnungsreihen von antifungal wirksamen Phenylbutenoiden auf DC-Platte
behandelt mit einer Sporensuspension von C. sphaerospermum.

Substanz Wirkung Diffusion
PB1 mittel keine
PB2 stark schwach
PB3 stark keine
PB4 stark keine

Tab. 5.2.: Auswertung der Verdinnungsreichen von antifungal
wirksamen Phenylbutenoiden auf DC-Platte bespriht mit C.
sphaerospermum.
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5.2.1.2. Z. officinale Roscoe

Im Gegensatz zu Z. montanum dominiert bei den hier untersuchten
Herkinften von Z. officinale die Stoffklasse der Gingerole (Abb. 5.14.). Aufgrund
der bioautographischen Befunde kommt hier dem (6)-Gingerol (G1) eine starkere
antifungale Wirkung zu. Das Dehydratisierungsprodukt Shogaol (G2) wirkt nur sehr
schwach, wahrend das Hexahydrocurcumin, welches auch als Curcuminoid (C1)
oder Diarylheptanoid bezeichnet werden kann, Uberhaupt keinen Hemmhof zeigt.
Dementsprechend verhalten sich auch die Verdinnungsreihen der Reinstoffe,
wo es nur bei (6)-Gingerol (G1) auch bei der niedrigsten Verdinnung noch zur
Ausbildung eines deutlichen Hemmhofs kommt (Abb. 5.15.).

G1 (6)-Gingerol

OMe

G2 (6)-Shogaol

OMe

1 Hexahydrocurcumin

Abb. 5.14.; Auftrennung der Trockensaulen-Fraktionen Z. officinale ZIN 070005 (Thailand,
Pak Thong Chai Markt) mittels DC. Laufmittel: Et,O/PE/MeOH 60/40/5. A: DC detektiert mit
Anisaldehyd/H,SO,; B: Bioautographie mit C. sphaerospermum
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200pg 100ug 50ug 251ug 12,5ug

® “ @ kS ©
12,54 25pug 50ug 100pg  200ug

. . &

G

200pug 100ug 50ug 2519 12,5ug

12,5ug  25pg

50ug  100ug  200ug

Abb. 5.15.: Verdinnungsreihen von antifungal wirksamen Substanzen auf DC-Platte behandelt mit
einer Sporensuspension von C. sphaerospermum.

Substanz

Wirkung Diffusion
C1 sehr schwach keine
G1 stark keine
G2 mittel keine
G3 schwach schwach

Tab. 5.3.: Auswertung der Verdinnungsreichen von antifungal wirksamen

Substanzen auf DC-Platte behandelt mit Sporensuspension von C.
sphaerospermum.
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5.21.3. Curcuma longa L.

Aufgrund der intensiven Gelbfarbung war beim Rhizom-Extrakt von
Curcuma longa die antifungale Wirkung in der Bioautographie zunachst nicht
deutlich erkennbar (Abb. 5.1.). Erst bei einem Vergleich der entsprechenden
Saulenfraktionen zeigte sich hier eine klare Hemmwirkung (Abb. 5.16.). Bei den
aktiven Stoffen handelte es sich um die beiden bekannten Curcuminoide Curcumin
(C2) und Demethoxycurcumin (C3). Beide Substanzen konnten in der vorliegenden
Arbeit isoliert und ihre Strukturen durch NMR-Analysen aufgeklart werden. Ihre
antifungale Wirkung wurde auch durch Verdinnungsreihen mit ELISA-Tests in
Mikrotiterplatten ermittelt (Abb. 5.18.). Auf eine geringere Aktivitat lassen auch
die weniger deutlichen Hemmhdofe von ar- Turmeron (ST3) und den zwei weiteren
vermutlichen Sesquiterpenen (ST) schliel3en (Abb. 5.16.).

Abb. 5.16.: Auftrennung der Trockensaulen-Fraktionen C. longa ZIN 060038
(Thailand, Chatuchak-Markt), mittels DC. Laufmittel: Et,O/PE/MeOH
60/40/5. A: DC detektiert mit Anisaldehyd/H,SO,; B: Bioautographie mit C.
Sphaerospermum
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5.2.2. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) in
Mikrotiterplatten

Genauere Aussagen uber Dosis-Wirkungsbeziehungen der antifungal
wirksamen Substanzen konnte aber erst durch ELISA-Tests in Mikrotiterplatten
erreicht werden. Dazu wurde ein gelbes Tetrazoliumsalz (MTT) fur eine
enzymatische Farbreaktion verwendet (Kap. 3.4.4.). Wegen der raschen Keimung
und der Vergleichbarkeit mit der Bioautographie auf DC-Platten wurde auch hier
C. sphaerospermum als Testpilz eingesetzt. Die Auswertung erfolgte durch die
Messung der optischen Dichte (entspricht den Extinktionswerten bei 560nm). Diese
Werte steigen, je mehr gelbes MTT (UV min. 560nm) durch die mitochondrienale
Dehydrogenase der noch lebenden Zellen von C. sphaerospermum in das violett-
blaue Formazan (UV max. 560nm) umgewandelt wird. Die Berechnung der EC50-
Werte (jene Konzentration, welche das Wachstum um 50% hemmt) erfolgte mit
dem Statistikprogramm SPSS 10. Fir die Darstellung der Beziehung zwischen
Wachstums-Hemmung und Wirkstoff-Konzentration wurde eine Regressions-
Analyse der Einzelwerte nach der Wachstumsfunktion e®®**" durchgefiihrt
(b0O=Wachstum zum Zeitpunkt Null, b1=Wachstum zum Zeitpunkt der Messung,
c=Konzentration der Testsubstanz) (NORRIS & RIBBONS, 1972). Mit den Daten
aus diesem Regressionsmodell werden die EC50-Werte durch ein Probit-Analyse-
Programm errechnet. Diese Versuchsreihen konnten aufgrund zu geringer Mengen
nicht mit allen isolierten Reinstoffen durchgefuhrt werden. Aufgrund der Erfahrungen
von friheren Ergebnissen der Abteilung fur vergleichende Phytochemie erwies sich
die Zimtsaure (ZS) als besonders aktiv. Sie wurde daher als Vergleichssubstanz
mitgetestet. Um auch einen Einblick Uber die Aktivitdt des Atherischen Ols von
Z. officinale (ZIN 070005) zu gewinnen, wurde aufserdem auch noch orientierend
ein frisches Rhizom einer Wasserdampfdestillation unterzogen und mit HPLC-UV
(Abb. 5.7.) analysiert.

Wie in Tab. 5.4. zu sehen, ist eine hohe Wirksamkeit bei (8)-Gingerol
(G3) festzustellen, das bereits bei 1,30 pyg/ml eine 50%ige Hemmung auf C.
sphaerospermum zeigt. Ebenfalls gute Werte liefert (6)-Shogaol (G2) mit 6,01 pg/ml.
Das Atherische Ol von Z. officinale mit dem EC50-Wert von 13,67 pg/ml beinhaltet
einen ebenso beachtlichen Anteil an antifungalen Inhaltsstoffen. Im Gegensatz
zu den Ergebnissen der Bioautographie auf DC zeigen die Phenylbutenoide und
Curcuminoide eine eher schlechte Wirkung (Abb. 5.12. und 5.18.).
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Substanz EC50 (ng/ml)
(G3) (8)-Gingerol 1,30 (0,62-2,24)
(G2) (6)-Shogaol 6,01 (4,60-7,86)
(G1) (6)-Gingerol 45,40 (21,27-149,57)
(C1) Hexahydrocurcumin >170
(C2) Curcumin >170
(C3) Demethoxycurcumin 106,87 (24,73-1316,05)
(PB1) Dimethoxyphenylbutadien 147,44 (102,72-272,53)
(PB2) Trimethoxyphenylbutadien 69,01 (14,73-1255,09)
(PB3) Dimethoxyphenylbutenol >170
(PB4) Dimethoxyphenylacetat >170
(ZS) Zimtsaure 25,71 (15,26-41,27)
Atherisches Ol von Z. officinale 13,67 (5,84-45,81)

Tab. 5.4.: Auswertung des Bioassays MTT mit C. sphaerospermum,
Formelbilder und Herkunftspflanzen der getesteten isolierten Reinstoffe
sind dem Spektraldatenkatalog im Anhang (Kap.: 7.1.) zu entnehmen.
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[% Wachstum] [% Wachstum]
160,00 140,00
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40,00
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170 85 425 21,3 106 53 27 13 07 03 017 [ug/mil 170 85 425 213 106 53 27 13  [pg/mll
[% Wachstum] [% Wachstum]
120,00 120,00

100,00 100,00

80,00 80,00
60,00 60,00
40,00 40,00

20,00 20,00

170 85 42,5 21,3 106 53 27 13 07 03 017  [ug/ml] 170 85 425 213 106 53 27 13 [ug/mi

Abb. 5.18.: Konzentrationsabhangige Wachstumshemmung von C. sphaerospermum

anhand MTT-Bioassay (Miktotiterplattentest/Elisa) durch die isolierten Reinstoffe und
Vergleichssubstanz Zimtsaure (ZS). Die zu den Reinstoffen entsprechenden Formelbilder sind dem
Spektraldatenkatalog (Kap. 7.1.) zu entnehmen.

G1 (6)-Gingerol PB1 (E) 4-(3",4’-Dimethoxyphenyl)but-1,3-dien

G2 (6)-Shogaol PB2 (E) 4-(2°,4",5 -Trimethoxyphenyl)but-1,3-dien

G3 (8)-Gingerol PB3 (E) 4-(3°,4’-Dimethoxyphenyl)-but-3-en-1-ol

C1 Hexahydrocurcumin PB4 (E) 4-(3",4"-Dimethoxyphenyl)-3-buten-1-ylacetat
C2 Curcumin ZS Zimtsaure

C3 Demethoxycurcumin ~ AO  Atherisches Ol von Z. officinale
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Rohdaten fiir die Ermittlung der EC50-Werte

(G2) (6)-Shogaol

170 85 42,5
0,1040 0,2110 0,2480
0,0820 0,1580 0,1750
0,0740 0,0950 0,1100
0,0640 0,0640 0,0720
0,0810 0,1320 0,1513
17,34 23,56 26,98

(G3) (8)-Gingerol

170 85 42,5
0,0570 0,0550 0,0570
0,0630 0,0560 0,0590
0,0620 0,0590 0,0610
0,0630 0,0590 0,0570
0,0613 0,0573 0,0585
13,11 10,22 10,44

(C2) Curcumin

170 85 42,5
0,3600 0,6030 0,5470
0,3120 0,5520 0,5020
0,2890 0,5380 0,5140
0,2380 0,6030 0,4900
0,2998 0,5740 0,5133
64,16 102,46 91,55

21,25

0,2890
0,1960
0,1410
0,1030
0,1823
34,36

21,25

0,0580
0,0590
0,0630
0,0630
0,0608
11,45

21,25

0,5940
0,5730
0,5410
0,5660
0,5685
107,18

(C3) Demethoxycurcumin

170 85 42,5

0,1420 0,2850 0,3880
0,1270 0,3120 0,3930
0,1200 0,2830 0,3610
0,1290 0,3020 0,3710
0,1295 0,2955 0,3783
27,72 52,75 67,47

(G1) (6)-Gingerol

170 85 42,5
0,2460 0,2310 0,2810
0,2180 0,2910 0,2300
0,1750 0,2060 0,2770
0,1210 0,2520 0,2720
0,1900 0,2450 0,2650
40,67 43,73 47,27

21,25

0,5220
0,5230
0,5320
0,5260
0,5258
99,12

21,25

0,3440
0,3190
0,2640
0,3160
0,3108
58,58

(C1) Hexahydrocurcumin

170
0,3530
0,2820
0,3730
0,2310
0,3098
66,30

85 42,5

0,3260 0,3790
0,3650 0,3790
0,3300 0,4210
0,3280 0,3400
0,3373 0,3798
60,20 67,74

21,25

0,4060
0,3560
0,3550
0,3840
0,3753
70,74

10,6
0,2950
0,2320
0,1840
0,1490
0,2150
41,13

10,6
0,0880
0,0890
0,0940
0,1060
0,0943
18,03

10,6

0,5950
0,5430
0,5080
0,5530
0,5498
105,17

10,6

0,5420
0,5420
0,5480
0,5280
0,5400
103,30

10,6
0,3360
0,3890
0,3310
0,3090
0,3413
65,28

10,6
0,3100
0,3340
0,3670
0,0970
0,2770
64,47

5,3
0,3180
0,2570
0,2260
0,1970
0,2495
47,99

5,3
0,1510
0,1440
0,1560
0,1860
0,1593
30,63

5,3
0,5550
0,5280
0,5280
0,4630
0,5185
99,74

5,3
0,5170
0,5270
0,5270
0,5430
0,5285
76,32

5,3
0,3630
0,4110
0,3820
0,3570
0,3783
72,76

5,3
0,3460
0,3220
0,3770
0,3080
0,3383
65,06

2,66
0,3650
0,3090
0,3270
0,2700
0,3178
60,28

2,66
0,2100
0,2460
0,2120
0,2860
0,2385
45,24

2,66

0,6090
0,5830
0,5590
0,5400
0,5728
108,65

2,66

0,5680
0,5720
0,5210
0,5240
0,5463
103,62

2,66
0,3970
0,3960
0,3230
0,4050
0,3803
72,13

2,66
0,3850
0,2910
0,3510
0,3200
0,3368
63,88

59

1,33
0,4310
0,3600
0,3840
0,3290
0,3760
68,00

0,66
0,4480
0,3970
0,4040
0,3710
0,4050
71,96

1,33
0,2150
0,2580
0,2140
0,3100
0,2493
45,08

0,66
0,3010
0,3400
0,3250
0,4140
0,3450
61,30

1,33

0,6500
0,6160
0,5880
0,5780
0,6080
109,96

0,66
0,5630
0,5670
0,5270
0,5490
0,5515
97,99

1,33
0,5900
0,5630
0,5630
0,4950
0,5528
99,97

0,66
0,5370
0,5380
0,4760
0,5090
0,5150
91,51

1,33
0,4650
0,4320
0,3460
0,3900
0,4083
73,83

0,66
0,4740
0,3900
0,3630
0,4400
0,4168
74,05

1,33

0,4370
0,4070
0,3450
0,4550 0,2280
0,4110 0,3158
74,33 61,30

0,66

0,4070
0,3420
0,2860

0,33
0,5340
0,4410
0,4330
0,4110
0,4548
85,12

0,17

0,4970
0,4510
0,3910
0,3670
0,4265 9

86,01 % W

pg/ml

0,33
0,2570
0,3810
0,3590
0,4240
0,3553
72,62

pg/ml

17}
% W

0,33

0,5960
0,5490
0,5940
0,5690
0,5770
108,00

0,17

0,6580
0,6090
0,5670
0,5570
0,5978
120,54

0,85

0,6770
0,5660
0,5960
0,6240
0,6158
120,86

0,33

0,5980
0,5830
0,5590
0,5720
0,5780
108,19

0,17

0,6230
0,5230
0,5840
0,6270
0,5893
118,82

pg/ml

17}
% W

0,33

0,5360
0,4500
0,4600
0,3620 0,2280 0,3810
0,4520 0,4275 0,4828
84,60 99,62 94,76

0,17

0,4690
0,5310
0,4820

0,85

0,4810
0,5360
0,5330

pg/ml

17}
% W

pg/ml

17}
% W

pg/mi

17}
% W



(PB2) (E) 4-(2°,4",5"-Trimethoxyphenyl)but-1,3-dien

170 85 425 21,25 106 5,3 266 1,33 066 033 017 0,85 pg/m
0,1720 0,2210 0,2950 0,5010 0,3910 0,4380 0,4450 0,4610 0,4410 0,4480 0,3510 0,3710
0,1460 0,2140 0,2890 0,3150 0,3400 0,3430 0,2990 0,3580 0,3370 0,3300 0,3420 0,3490
0,1300 0,2000 0,3070 0,3190 0,3390 0,2990 0,2990 0,3870 0,3360 0,3330 0,3280 0,3500
0,1340 0,2330 0,3210 0,3560 0,4160 0,3700 0,4000 0,4170 0,4500 0,4040 0,3150 0,4350
0,1455 0,2170 0,3030 0,3728 0,3715 0,3625 0,3608 0,4058 0,3910 0,3788 0,3340 0,3763 O
31,14 38,74 54,05 70,27 71,07 69,73 6843 73,38 69,47 70,89 67,55 % W

(PB3) (E) 4-(3",4’-Dimethoxyphenyl)but-3-en-1-ol

170 85 425 21,25 106 5,3 266 133 066 033 017 085 pg/mi
0,1750 0,4230 0,4490 0,4350 0,4870 0,4370 0,4210 0,4380 0,3990 0,4850 0,4150 0,4750
0,1470 0,4130 0,4440 0,4700 0,5060 0,5070 0,5210 0,5450 0,4730 0,5620 0,5260 0,5390
0,1320 0,3800 0,4460 0,4830 0,5150 0,5320 0,5040 0,5550 0,5790 0,5010 0,4860 0,6010
0,1380 0,3900 0,4440 0,4300 0,5220 0,4920 0,4930 0,5010 0,4570 0,5000 0,5230 0,5120
0,1480 0,4015 0,4458 0,4545 0,5075 0,4920 0,4848 0,5098 0,4770 0,5120 0,4875 0,5318 @
31,68 71,67 79,51 85,69 97,09 94,64 9196 92,19 84,75 9583 98,31 104,38 % W

(PB4) (E) 4-(3",4’-Dimethoxyphenyl)-3-buten-1-ylacetat

170 85 425 21,25 106 5,3 266 133 066 033 017 0,85 pg/mi
0,1340 0,3360 0,3840 0,3390 0,3930 0,3860 0,4120 0,5630 0,5800 0,3890 0,6000 0,6530
0,1450 0,3470 0,4260 0,3820 0,3960 0,3250 0,4560 0,5290 0,5830 0,5650 0,6310 0,6700
0,1500 0,3760 0,4390 0,3500 0,5890 0,3920 0,5420 0,5500 0,6150 0,4470 0,6100 0,6640
0,1490 0,4200 0,4700 0,6370 0,4580 0,5620 0,6110 0,6540 0,5240 0,6930 0,7010
0,1445 0,3698 0,4298 0,2678 0,5038 0,3903 0,4930 0,5633 0,6080 0,4813 0,6335 0,6720 O
30,93 66,00 76,66 67,30 96,37 75,07 93,52 101,87 108,03 90,08 127,75 131,91 % W

(ZS) Zimtsaure

170 85 42,5 21,25 10,6 53 266 133 066 033 017 085 pg/mi
0,0460 0,0510 0,1430 0,2680 0,4050 0,5010 0,5980 0,6550 0,6380 0,6690 0,7000 0,7670
0,0470 0,0510 0,1500 0,2780 0,3990 0,5170 0,5530 0,6360 0,6370 0,6480 0,6930 0,7280
0,0470 0,0500 0,1470 0,2880 0,4000 0,5370 0,5850 0,6130 0,6680 0,6770 0,6600 0,7250
0,0480 0,0520 0,1370 0,2720 0,4250 0,5220 0,6180 0,6480 0,6320 0,6760 0,6820 0,7440
0,0470 0,0510 0,1443 0,2765 0,4073 0,5193 0,5885 0,6380 0,6438 0,6675 0,6838 0,7410 @
10,06 9,10 25,73 52,13 77,91 99,88 111,64 115,38 114,38 124,94 137,88 145,45 % W

(PB1) (E) 4-(3",4"-Dimethoxyphenyl)but-1,3-dien

170 85 425 2125 106 53 266 1,33 066 0,33 017 085 pg/ml
0,2230 0,3110 0,3050 0,3350 0,3240 0,3310 0,3670 0,3550 0,3400 0,3570 0,3470 0,3540
0,2180 0,3280 0,3610 0,3090 0,3700 0,3270 0,3570 0,3240 0,3360 0,3700 0,3800 0,3960
0,2140 0,3440 0,3560 0,3290 0,3410 0,3270 0,3200 0,3510 0,3270 0,3760 0,3690 0,3620
0,2180 0,3440 0,3670 0,3340 0,3740 0,3330 0,3520 0,3220 0,3100 0,3390 0,3770 0,3720
0,2183 0,3318 0,3473 0,3268 0,3523 0,3295 0,3490 0,3380 0,3283 0,3605 0,3683 0,3710 @
46,71 59,22 61,94 61,60 67,39 63,38 66,21 61,13 5832 67,48 74,26 72,82 %W

Atherisches Ol von Z. officinale

170 85 42,5 21,25 10,6 53 2,66 1,33 0,66 0,33 0,17 0,85 Hg/ml
0,1690 0,2280 0,2280 0,2620 0,2720 0,2620 0,3110 0,2670 0,3180 0,2930 0,3170 0,3310
0,1850 0,2330 0,2400 0,2850 0,2930 0,2770 0,3370 0,2810 0,3180 0,3160 0,3380 0,3330
0,1800 0,2180 0,2470 0,2730 0,2710 0,2650 0,3420 0,2790 0,3150 0,3190 0,3370 0,3350
0,2050 0,2570 0,2580 0,3040 0,3000 0,3000 0,3810 0,3100 0,3220 0,3400 0,3570 0,3500
0,1848 0,2340 0,2433 0,2810 0,2840 0,2760 0,3428 0,2843 0,3183 0,3170 0,3373 0,3373 @
39,54 41,77 43,39 52,98 54,33 53,09 65,02 51,41 56,55 59,33 68,01 66,20 % W

Tab. 5.5.: Rohdaten (Extinktionswerte aus Elisa-Bioassay durch Enzymreaktion in lebenden
Pilzzellen (Kap. 3.4.4. und Kap. 5.2.2.) fur die Ermittlung der EC50-Werte durch Regressions-
und Probit-Analyse. @: Mittelwert der vier gemessenen Wiederholungen; % W: prozentuelles
Wachstum des Pilzes C. sphaerospermum bezogen auf die Kontrolle.
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6. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden die methanolischen Rhizom-Extrakte von
27 verschiedenen Herkunften der 3 Zingiberaceen-Gattungen Zingiber, Curcuma
und Alpinia durch HPLC getrennt und mit UV-Diodenarray-Detektion vergleichend
analysiert. Parallele Bioassays mit Bioautographie auf DC-Platten als auch mit
ELISA-Tests in Mikrotieterplatten ergaben gleichzeitig Hinweise auf das Auftreten
antifungaler Stoffe. Nachdem in einer parallel durchgefuhrten Diplomarbeit von
Christian Gilli eine genauere Untersuchung der Gattung Alpinia durchgefuhrt wird,
wurden hier nur die Ergebisse von Zingiber- und Curcuma-Herkunften eingehender
behandelt. Demnach ergeben sich fur die hier untersuchten Zingiber- und
Curcuma-Arten deutliche Unterschiede in der Stoffz7usammensetzung und ihrer
antifungalen Aktivitat. Nach PANCHAROEN et al. (2000) wird die Gattung Zingiber
phytochemisch durch die Phenylbutenoide, Gingerole, Curcuminoide, Sesquiterpene
und Flavonoide charakterisiert. Sowohl chemotaxonomisch als auch funktionell
erwiesen sich dabei Ubereinstimmend mit der Literatur die drei Stoffklassen der
Gingerole (AGARWAL et al., 2001; ENDO, et al., 1990), Phenylbutenoide (HAN
et al.,, 2004 & 2005; JEENAPONGSA, 2003; NUGROHO et al., 1996; LU et al.
2008) und Curcuminoide (AK & GULCIN, 2008; NISHIYAMA et al., 2005) als
besonders wichtig. Davon konnten hier drei Gingerole, vier Phenylbutenoide und
drei Curcuminoide isoliert und ihre Molekulstrukturen in Zusammenarbeit mit dem
Institut der Organischen Chemie der Universitat Wien aufgeklart werden. Durch
Co-Chromatographie mit Vergleichs-Substanzen und Literaturvergleich gelang
auch noch die ldentifizierung eines Gingerol- (SCHWERTNER & RIOS, 2007) und
dreier Sesquiterpen-Derivate (AKIYAMA et al., 2006; BEDNARCZYK et al., 1975;
DENYER et al., 1994; SADHU et al.,, 2007; ZENG et al., 2007). Bereits bei der
Bioautographie mit Roh-Extrakten ergaben sich fur die Herkunfte von Z. officinale
(ZIN 060054, 070005) deutliche Hemmzonen fur eine dominierende Substanz,
die als das bereits bekannte (6)-Gingerol (G1) (ZARATE et al., 1996) identifiziert
werden konnte (Abb. 5.1). Zusammen mit kleineren Mengen von (6)-Shogaol
(G2), (8)-Gingerol (G3) und Hexahydrocurcumin (C1) sowie variierenden Mengen
eines nicht identifizierten Sesquiterpens (ST) und Zingiberen (ST2) bilden sie das
charakteristische HPLC-Profil (Abb.5.6). Im Gegensatz zu friheren Befunden mit
meist humanpathogenen Pilzen (FICKER et al., 2003) zeigte hier (8)-Gingerol (G3)
mit einem EC50-Wert von 1,30 pyg/ml die starkste antifungale Wirkung. Danach
folgte (6)-Shogaol (G2) mit 6,01 pg/ml (Abb.5.4).

In Ubereinstimmung mit friiheren Befunden (TUNTIWACHWUTTIKUL et
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al., 1981; LU et al., 2005; MASUDA & JITOE, 1995) kénnen die Herklnfte von Z.
montanum (ZIN 060024, ZIN 060032, ZIN 060035, ZIN 060036 und ZIN 090004)
durch die Akkumulation der Phenybutenoide (E) 4-(3°,4’-Dimethoxyphenyl)
but-1,3-dien (PB1), (E) 4-(2°,4",5 -Trimethoxyphenyl)but-1,3-dien (PB2), (E)
4-(3°,4’-Dimethoxyphenyl)-but-3-en-1-ol (PB3) und (E) 4-(3",4"-Dimethoxyphenyl)-
3-buten-1-ylacetat (PB4) von den anderen untersuchten Zingiber-Arten Z. ottensii
(ZIN 060013) und Z. spectabile (ZIN 090008) klar unterschieden werden. In
den letzten beiden Arten konnten weder Phenylbutenoide noch Gingerole und
Curcuminoide nachgewiesen werden (Abb. 5.8.), stattdessen dominiert in beiden
Rhizom-Extrakten das auch von AKIYAMA et al. (2006) beschriebene Sesquiterpen
Zerumbon (ST1). Aufgrund des UV-Spektrums konnte diese Verbindung sowohl im
Gesamtextrakt als auch in den Saulenfraktionen nachgewiesen, aber wegen der
vermutlich hohen Fllchtigkeit mit praparativer DC nicht isoliert werden. Die von
AKIYAMA (2006) beschriebenen Kaempferolderivate und Diarylheptanoide konnten
bei Z. ottensii (ZIN 060013) und Z. spectabile (ZIN 070005) hier nicht detektiert
werden. Eine nahere Verwandtschaft zwischen den beiden Arten ergibt sich neben
diesen chemischen Befunden auch durch blitenmorphologische Merkmale.

Wie auch von HOEHLE, 2006 und LECHTENBERG et al., (2004) beschrieben,
werden die Herklinfte von C. longa (ZIN 060037, ZIN 060038 und ZIN 060039) durch
das Auftreten von Curcumin (C2) und Demethoxycurcumin (C3) gekennzeichnet.
Diese zeigten jedoch bei den hier durchgefuhrten Mikrotiterplatten-Assays nur
mafige Aktivitat (Abb. 5.4.). Bei zwei weiteren noch unbekannten Curcuma-Arten
(ZIN 060001 und ZIN 060004) wurde eine dominierende Verbindung detektiert,
bei der es sich aufgrund des UV-Spektrums vermutlich auch um ein Curcuminoid
(C) handelt. Die HPLC-Profile der Herkunfte ZIN 060028 und 060014 weichen
jedenfalls deutlich von C. longa ab und lassen nur auf Spuren von Curcuminoiden
(C) schliefl3en.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen keinen einheitlichen chemischen
Trend fur die Gattung Zingiber erkennen, jedoch weisen die verschiedenen
Herklnfte auf eine artspezifische Stoffausstattung hin. Dies steht in weitgehender
Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von JIANG et al. (2006), wo allerdings
zwischen den verschiedenen Herkinften auf quantitative Unterschiede der, fur
die entzindungshemmende Wirkung verantwortlichen, Gingerole hingwiesen
wird. Dies wird auch durch die Untersuchungen von RAMIREZ-AHUMADA et al.
(2006) unterstrichen, wonach in Z. officinale und C. longa die enge biosynthetische
Beziehung zwischen den Gingerolen und Diarylheptanoiden aufgezeigt wird. Auch
die in der vorliegenden Arbeit durch ihre HPLC-Profile deutlich abweichenden
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Herklnfte von Z. oftensii (ZIN 060013) und Z. spectabile (ZIN 090008) beinhalten
beide nach AKIYAMA et al. (2006) Diarylheptanoide. Unter Bertcksichtigung
der beiden noch nicht identifizierten Curcuma-Arten ist auch hier mit keiner
einheitlichen chemischen Charakterisierung auf Gattungsebene zu rechnen.
Auch hier lassen die unterschiedlichen Stoffmuster auf eine starkere chemische
Differenzierung zwischen den Arten schlieRen. Berticksichtigt man aber einerseits
die wenigen bisher untersuchten Arten der beiden Gattungen Zingiber und Curcuma
und andererseits die engen biosynthetischen Zusammenhange zwischen den
Gingerolen, Curcuminoiden und Phenylbutenoiden, so erscheint hier noch jede
chemotaxonomische Schluf’folgerung verfrinht.
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7. Anhang

71. Spektraldatenkatalog

ImSpektraldatenkatalogwerdendie DatenjenerSubstanzenzusammengefasst,
die im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit isoliert oder co-chromatographisch
identifiziert wurden. Angegeben werden neben dem Trivial- und IUPAC-Namen
die Stukturformel, das UV- und IR-Spektrum, Herkunftspflanze und Organ, CAS-
Nummer, Summenformel und Literaturzitat. Die vorhandenen "H-NMR und *C-NMR
Daten werden mit den entsprechenden Spektren auf einer zweiten Seite angeflhrt.
Jene Substanzen welche lediglich aufgrund co-chromatographischer Analysen
mit den entsprechenden Vergleichssubstanzen identifiziert werden konnten sind
entsprechend gekennzeichnet.
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(E) 4-(37,4°-Dimethoxyphenyl)- PB1
but-1, 3-dien

N \
MeO
OMe
UV-VIS A MeOH/H,0nm:
224 (max.), 202 (min.), 280 (sh), 290 (max.),
310 (sh)
isoliert aus Rhizom von [mAuU]
Zingiber montanum
CAS-Nummer:  75560-74-6
Summenformel: C;,H;,0,
mol.w.: 190,242
melt. p.: 37,5°C
Literatur: MASUDA et al., 1995
200 ' 300 ' 400
IRv CCl, cm™: nml

3088 (w), 3036 (w), 3001 (m), 2954 (m), 2934 (m), 2908 (m), 2835 (m), 2604 (w), 1797 (w), 1634 (m), 1598 (m),
1514 (s), 1464 (s), 1440 (m), 1421 (m), 1414(m), 1336 (m), 1307 (w), 1276 (s), 1232 (s), 1196 (w), 1157 (s),
1138 (5), 1132 (s), 1000 (5), 944 (m), 896 (m), 864 (m), 840 (w), 660 (m), 616 (w), 593 (w), 572 (w)

NERA! [

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

[em™]

65



(E) 4-(37,4-Dimethoxyphenyl)- PB1
but-1, 3-dien

H-NMR (CDCl3): Masuda, 1995 C13-NMR (CDCl3): Kuroyanagi, 1980

Position  Typ  O(ppm) Multiplizitit J HH (Hz) Vergleichsspektrum? Position O (ppm) Multiplizitit Vergleichsspektrum?

C-2 CH 6,96 m 6,%; s C-1 130,24 S 1301

C-5 CH 6,82 d 8,1 6,80;d; 8,0 C-2 108,68 d 108,5

C-6 CH 6,94 d 8,1 6,93;d; (8,2 Hz) C-3 149,06 s 149,0

c-1' CH 6,67 dd 10,8; 15,0 6,66; dd; (10,2; 15,5 Hz) C-4 148,93 S 1488

C2 CH 6,54-6,44 m 6,53-6,40; m; 2H C5 11117 d 11,0

c-3 CH 6,54-6,45 m 6,53-6,40; m; 2H C-6 119,82 d 119,8

C-4a' CH 5,30 dd 17,168 5,28, d; (16,9 Hz) c-1' 127,85 d 1278

C-4b' CH 513 d 10,5 511;d; (9,8 Hz) C2' 132,61 d 132,6

C-3-0CH;  CHs 3,91* s 3,89 c-3 137,22 d 137,2

C-4-0CH;  CHs 3,88* s 387 C-4 116,61 t 116,6
C-3-0CH; 55,90 q 558
C-4-0CH; 55,80 q 55,7

“may be interchangeable
“may be interchangeable

H-NMR

[rel]

C13-NMR

[re]

0
vy b Ly by

10




(E) 4-(2°,4°,5"-Trimethoxyphenyl)- PB2
but-1, 3-dien

MeO X AN

MeO OMe

UV-VIS A MeOH/H,0 hm:

222 (max.), 238 (sh), 252 (min.), 280 (max.),
286 (sh), 302 (min.), 330 (max.)

isoliert aus Rhizom von [mAuU]
Zingiber montanum

CAS-Nummer: 68305-21-5
Summenformel: Ci3H,s05

mol. w.: 220,268
melt. p.: 56-58°C
Literatur: MASUDA & JITOE, 1995

200 300 400
IRv CCl, cm™ [nm]
3087 (w), 3042 (w), 2999 (m), 2952 (m), 2934 (m), 2832 (m), 1793 (w), 1684 (w), 1628 (w), 1608 (m), 1578 (w),
1505 (s), 1464 (s), 1456 (m), 1438 (m), 1402 (m), 1381 (w), 1317 (m), 1285 (m), 1260 (w), 1216 (s), 1205 (s),
1179 (m), 1158 (w), 1126 (w), 1041 (s), 1003 (m), 948 (w), 894 (m), 874 (s), 849 (s), 554 (s), 529 (s)

=W

H

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

[cm™]
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(E) 4-(27,4°, 5 -Trimethoxyphenyl)- PB2
but-1, 3-dien

H-NMR (CDCl;): Masuda, 1995 C13-NMR (CDCl5 ):
Position Typ S (ppm) Multiplizitit J HH (Hz) Vergleichsspektrum? Position O (ppm) Multiplizitit
C-3 CH 6,50 s 6,51; s C-1 118,05 s
C-6 CH 7,00 s 7,00; s C-2 151,67 s
C-1 CH 6,85 d 15,7 6,85; d; (16 Hz) C-3 97,77 d
Cc-2' CH 6,68 dd 10,4; 15,7 6,68; dd; (9, 16 Hz) C-4 143,43 s
C-3' CH 6,52 dt 10,1; 16,8 6,52; dt; (9, 16 Hz) C-5 149,64 s
C-4a' CH 5,27 brd 16,8 5,27; brd; (16 Hz) C-6 109,48 d
C-4b' CH 5,10 brd 10,1 5,07; brd; (9 Hz) Cc-1' 127,17 d
C-2-OCH;3 CHjs 3,84 s 3,83 C-2' 128,08 d
C-4-OCH;  CHy 3,88 s 3,88 c-3 137,97 d
C-5-OCH3 CHjs 3,90 s 3,90 Cc-4' 115,99 t
C-2-OCH; 56,07 q
C-4-OCH; 56,49 q
C-5-0CH; 56,70 q

14 [rel]

12
T

10

[rel]

10

-5 0

-10

-15

H-NMR

7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 [ppm]
C13-NMR
1T |




(E) 4-(3",4"-Dimethoxyphenyl)- pR3

but-3-en-1-ol
X OH
MeO
OMe
UV-VIS A \eOH/H,0 nm:
214 (max.), 238 (min.), 260 (max.), 266 (sh),
298 (sh), 310 (sh)
isoliert aus Rhizom von [mAu]
Zingiber montanum

CAS-Nummer: 69768-97-4
Summenformel: C;;H.s05

mol. w.: 208,257
Literatur: TUNTIWACHWUTTIKUL et al., 1981

200 300 400
IRv CCl, cm™ [hm]

3635 (w), 3001 (w), 2954 (m), 2934 (m), 2908 (m), 2874 (w), 2834 (), 1603 (), 1584 (w), 1546 (w), 1514 (s),
1464 (m), 1440 (), 1417 (w), 1385 (w), 1266 (s), 1238 (m), 1195 (), 1159 (m), 1139 (m), 1033 (s), 966 (m),
852 (s), 623 (w)

Ty N [ - V\\ WMVJ

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

[em™]
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(E) 4-(37,4"-Dimethoxyphenyl)-
but-3-en-1-ol

H-NMR (CDCl5): Masuda, 1995

PB3

C13-NMR (CDCl3 ): Kuroyanagi, 1980

Position Typ 3 (ppm)I Vergleichsspektrum? Position o (ppm)I Multiplizitit Vergleichsspektrum?
C-2 CH 6,92 6,93 (d; J=1,8 Hz) C-1 130,40 s 130,5
C-5 CH 6,89 6,90; (dd; J =8,5; 1,8 Hz) C-2 108,59 d 108,8
C-6 CH 6,80 6,81 (d; J=8,5Hz) C-3 149,03 s 1491
c-1 CH 6,43 6,44 (d; J = 15,9 Hz) C-4 148,59 s 148,6
c-2 CH 6,07 6,08 (dt; J = 15,9; 6,7 Hz) C-5 111,16 d 111,3
C-3 CH> 2,47 2,48 (q; 6,7 Hz) C-6 119,13 d 119,1
c-4 CH, 3,75 3,76 (t; J = 6,7 Hz) c-1' 132,49 d 132,4
C-3-OCH;  CHs 3,89° 3,90 (s) c-2 124,32 d 1244
C-4-OCH;  CHs 3,87° 3,88 (s) c3 36,35 t 36,4
c-4' 62,10 t 62,1
C-3-OCH; 55,92° q 55,9
"Die Indizes ** geben Vertauschbarkeiten an C-4-OCH; 55,81° q 55,8
"Die Indizes ** geben Vertauschbarkeiten an
E ]
T S |
- ]
S |
o M i‘ll A J
T T T T T T T T T T T T T T T T T
] 4 2 [ppm]

[rel]
1

10

-10




(E) 4-(37,4"-Dimethoxyphenyl)- PB4
3-buten-1-ylacetat

X OT
oo /@/\/\/
OMe

UV-VIS A MeOH/H,0 NM:
214 (max.), 238 (min.), 264 (max.), 298 (sh),
310 (sh)
isoliert aus Rhizom von [mAu]
Zingiber montanum
CAS-Nummer:  69768-98-5
Summenformel: Cy4H.504
Literatur: TUNTIWACHWUTTIKUL et al., 1981
200 300 400
IRv CCl, cm™ [nm]

3000 (w), 2955 (m), 2934 (m), 2907 (w), 2834 (w), 2360 (w), 1742 (s), 1603 (w), 1584 (w), 1550 (w), 1514 (s),
1464 (m), 1440 (), 1417 (w), 1385 (w), 1364 (m), 1266 (), 1238 (s), 1159 (m), 1139 (m), 1033 (s), 964 (m),
856 (w), 634 (w), 605 (w), 529 (w)

=

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

[em™]
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(E) 4-(37,4-Dimethoxyphenyl)- PB4
3-buten-1-ylacetat

H-NMR (CDCl5): Lu, 2008 C13-NMR (CDCl3 ): Lu, 2008
Position Typ 8 (ppm)1 Multiplizitit J HH (Hz) Vergleichsspektrum? Position o (ppm)1 Multiplizitit
C-2 CH 6,90 d 1,9 6,88-6,90 (2H; m) C-1 130,43 s
C-5 CH 6,80 d 8,13 6,81 (d; J = 8,0 Hz) C-2 108,66 d
C-6 CH 6,88 dd 8,13; 1,9 6,88-6,90 (2H; m) C-3 149,04 s
Cc-1' CH 6,40 brd 15,8 6,41 (d; J = 15,5 Hz) C-4 148,61 s
c-2' CH 6,03 dt 15,8;6,8 6,03 (dt; J = 15,5; 6,5 Hz) C-5 111,18 d
C-3' CH, 2,53 qd 6,8; 1,1 2,53 (q; J = 6,5 Hz) C-6 119,10 d
Cc-4' CH, 4,18 t 6,8 4,18 (t; J = 6,5 Hz) Cc-1' 132,03 d
c-6' CHs 2,06 s 2,06 (s) c2' 123,60 d
C-3-OCH;  CHs 3,90° s 3,90 (s) c3 32,31 t
C-4-OCH3s CHs 3,87° s 3,88 (s) c-4' 63,82 t

C=0 171,11 s
C-6' 20,98 q
"Die Indizes *”,... geben Vertauschbarkeiten an C-3-OCH; 55,93" q
C-4-OCH;  55,82° q

"Die Indizes ** geben Vertauschbark

H-NMR

14 [rel]

12

10




[6]-Gingerol

G1

(S)-5-Hydroxy-1-(4-hydroxy-3-methoxy-phenyl)-decan-3-on

HO
OMe

isoliert aus Rhizom von
Zingiber officinale

CAS-Nummer: 23513-14-6
Summenformel: C,,H,0,
mol.w.: 294,391

melt. p.: 10-41°C
Literatur: RAl et al., 2006
IRv CCl, cm™:

3558 (s), 3004 (w), 2957 (s), 2931 (s), 286

@) OH
UV-VIS A MeOH/H,0 NM:
210 (max.), 218 (sh), 222 (sh), 254 (min.),
282 (max.)
[mAuU]
200 300 400
[nm]

0 (m), 1707 (s), 1610 (), 1515 (s), 1464 (m), 1452 (w), 1432 (w),

1409 (s), 1370 (w), 1270 (s), 1236 (), 1206 (m), 1186 (w), 1151 (w), 1122 (), 1087 (w), 1039 (m), 926 (w),

851 (w)

e e

]

—

-

— =

[

4000 3600 3200 2800 2400 20

OO0 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

[em™]

73



[6]-Gingerol G1

(S)-5-Hydroxy-1-(4-hydroxy-3-methoxy-phenyl)-decan-3-on

H-NMR (CDCl5): Agarwal, 2001 C13-NMR (CDCl3): Fleming,1999
Position Typ 3 (ppm)I Multiplizitit J HH (Hz) Vergleichsspektrum? Position O (ppm)I Multiplizitit Vergleich ktrum®
C1 CH, 2,84 t 73 2,82-2,85 (2H; dd; J = 6,8 & 6,7 Hz) C-1 29,29 t 29,39
C-2 CH; 2,73 t 73 2,72-2,75 (2H; dd; J = 6,8 & 6,96 Hz) C-2 4543 t 45,57
C-4a CH * m 2,54-2,56 (1H; d; J = 6,39 Hz) C-3 211,41 s 209,90
C-4b CH * m 2,50-2,53 (1H; d; J = 9,93 Hz) C-4 49,35 t 49,47
C-5 CH 4,02 m 4,02 (1H; m) C-5 67,66 d 67,82
C-6 CH, * m 1,38 (2H; m) C-6 36,43 t 36,53
C-7 CH; > m i C-7 31,72 t 31,84
C-8 CH; - m i C-8 25,11 t 2524
C-9 CH; ** m i C-9 22,57 t 22,69
c-10 CH, 0,88 t 6,8 0,88 (t; J = 6,64 Hz) c-10 13,99 q 14,12
c2' CH 6,70 (1H; s) c1' 132,64 s 131,01
C-5' CH 6,82 d 8,0 6,81 (1H; d; J =8 Hz) c-2' 110,98 d 111,12
C-6' CH e 6,67 (1H; dd, J = 3 & 8 Hz) c-3' 146,44 s 144,89
C-3-OCH;  CHjs 3,87 s 3,85 (3H; s) Cc-4' 143,98 s 142,36

C-5' 114,38 d 114,62
'Die Indizes geben Vertauschbarkeiten an C-6' 120,74 d 120,95
72,43-2,60 (2H; m; H-4a, H-4b) C-3-OCH; 55,88 q 56,00

"'1,22-1,53 (8H; m; H-7, H8, HY, H6)
6,63-6,7 (2H; m; H-6', H2') zusammengewachsen - annehmbar dass es sich um dd und br s handelt
**** 1,27 (6H; m; H-7, H-8, H-9)

H-NMR

14 [rel]

12

10




[6]-Shogaol G2

(E)-1-(4"-hydroxy-3"-methoxy)phenyl-dec-4-en-3-on

@)
HO
OMe

UV-VIS A MeOH/H,0 M
202 (max.), 214 (min.), 226 (max.),
262 (min.), 282 (max.)

isoliert aus Rhizom von [mAuU] f

Zingiber officinale

CAS-Nummer: 555-66-8

Summenformel: C;,H.,0;

mol.w.: 276,376

Literatur: SCHWERTNER & RIOS, 2007

200 300 400
[nm]
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H-NMR (CDCl5):

[6]-Shogaol G2

(E)-1-(4"-hydroxy-3"-methoxy)phenyl-dec-4-en-3-on

C13-NMR (CDCl3): Fleming,1999

Position Typ 3 (ppm)I Multiplizitit J HH (Hz) Position O (ppm) Multiplizitiit Verglei&‘hsspektrum2
C-1 CH; * m C-1 29,88 t 29,87
Cc-2 CH; * m C-2 41,99 t 41,98
C-4 CH 6,09 dt 15,9;1,5 C-3 * s 199,77
C-5 CH 6,81 dt 15,9;7,0 C-4 147,83 d 147,84
C-6 CH; 2,19 tdd ~7,4,7,0;15 C-5 130,32 d 130,30
Cc-7 CH. 1,45 m C-6 32,44 d 32,43
Cc-8 CHz > m c-7 31,33 d 31,32
Cc-9 CHz > m Cc-8 27,77 d 27,76
C-10 CHs; 0,89 t 6,9 Cc-9 22,41 d 22,41
c-2 CH 6,71 d 1.9 Cc-10 13,93 t 13,93
c-5' CH 6,82 d 8,0 c-1' * s 133,24
C-6' CH 6,68 dd 8,0;1,9 c-2' 111,10 d 111,08
C-3'-OCH3 CHs 3,94 s Cc-3' * s 146,36
c-4 * s 143,86
'Die Indizes *"* geben Vertauschbarkeiten an C-5' 114.29 d 114,27
12,8-2,9 (4H; m; H-1, H-2) c-6 120,81 d 120,79
1,24-1,39 (4H;m; H-8, H-9) + Dreck und in Ether rein C-3-OCH; 55,88 q 55,86

*Singuletts in meinem Spektrum nicht ersichtlich,

zu wenig Substanz

Zuweisung durch Vergleich mit 6-Gingerol-Spektrum
bzw. Abschéatzung (C-6 bis C-10)

H-NMR




[8]-Gingerol G3

(S)-5-Hydroxy-1-(4-hydroxy-3-methoxy-phenyl)-dedecan-3-on

@)

HO
OMe

isoliert aus Rhizom von
Zingiber officinale

CAS-Nummer: 23513-08-8

Summenformel: C,H,,0,
mol.w.: 322,445
melt. p.: 32-34°C
Literatur: SCHWERTNER & RIOS, 2007

7

UV-VIS A \eQH/H,0 NM:

210 (max.), 218 (sh), 222 (sh), 254 (min.),
282 (max.)

[mAuU]

200 300 400
[nm]



Hexahydrocurcumin
5-Hydroxy-1,7-bis (4-hydroxy-3-methoxy-phenyl)-heptan-3-on

@)

MeO

HO

isoliert aus Rhizom von
Zingiber officinale

CAS-Nummer: 39886-84-5
Summenformel: C,,H,sOs

mol. w.: 374,434
melt. p.: 80-82°C
Literatur: HOEHLE et al., 2006

YAMAGISHI et al., 1972

OH
OMe

OH

UV-VIS A \eoHH,0 M

207 (max.), 216 (sh), 220 (max.), 226 (sh),
252 (min), 282 (max.)

[mAuU]

200 300 400
[nm]
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Hexahydrocurcumin
(5-Hydroxy-1,7-bis (4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-heptanon

H-NMR (CDCl;): Lee, 2005 C13-NMR (CDCl3): Uehara, 1987

Position Typ 3 (ppm)l Multiplizitit Vergleichsspektrum? Position O (ppm)l Multiplizitit Vergleichsspektrum?

C-1 CH2 2,83 m b C-1 29,28 t 29,3

c-2 CH_ ~2,71 m e c-2 45,39 t 45,4

Cc-4 CH> 2,46-2,56 m el C-3 211,35 s 2113

C-5 CH 4,04 m 4,02 (2H; m) Cc-4 49,35 t 49,4

c-6 CH> ~1,60-1,75 m 1,68-1,78 (2H; m) C-5 66,87 d 67,0

Cc-7a CH ~ 2,60 m o Cc-6 38,33 t 38,3

C-7b CH ~2,73 m e Cc-7 31,41 t 31,4

c-2' CH * m Cc-1' 132,54° s 132.6

c-5' CH 6,83 brs c-2' 110,96' d 111,17

c-6' CH * m c-3' 146,44° s 146.5

c-2" CH * m 144,00" s 143,8°

C-5" CH 6,81 brs 114,38' d 114,5°

c-6" CH * m 120,91 d 120,8¢

C-3-OCHs  CHa 3,847 q 3,84" 133,68° s 133,7

C-3"-OCH: CHs 3,837 q 3,83° 111,06 d 111,27

146,40° s 146.5

"Die Indizes ™™ geben Vertauschbarkeiten an 143,74" s 144,0°

*6,63-6,71 (4H; m) 114,24’ d 114,4°

** 2 50-2,84 (8H; m) 120,72 d 120,9¢
C-3'-OCH3z 55,87 q 55,9
C-3"-OCH: 55,87 q 55,9
'Die Indizes ** geben Vertauschbarkeiten an

T

=

oo —|

w —|

e

o4 —

o N

i T T T T T T T T T T T T T T
- 5

C13-NMR

T T
200 100 50 [ppm]
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Curcumin
(1E, 6E)-1,6-Heptadiene-3,5-dione, 1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)
@) OH
MeO \ = / OMe

HO QA

UV-VIS A MeOH/H,0

252 (min.), 260 (max.), 306 (min.), 428 (max.)

isoliert aus Rhizom von

A
Curcuma longa (mAul

CAS-Nummer:  458-37-7
Summenformel: C,, Hy O

mol. w.: 368,386
melt. p.: 183-184°C
Literatur: LECHTENBERG et al., 2004

HOEHLE et al., 2006

25 300 350 400 450 500 550
[nm]

80



Demethoxycurcumin

5-Hydroxy-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-7-(4-hydroxyphenyl)-
1,4,6-heptatrien-3-on

@) OH
MeO AN N

HO OH

UV-VIS A MeOH/H,0NM:

222 (min.), 246 (max.), 278 (min.), 420 (max.)

isoliert aus Rhizom von

A
Curcuma longa (mA]

CAS-Nummer: 5762450
Summenformel: C,,H305

mol. w.: 338,36
melt. p.: 168-169°C
Literatur: LECHTENBERG et al., 2004

HOEHLE et al., 2006

25 300 350 400 450 500 550
[nm]
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Zerumbon ST1

(2E, 6E, 10E)-2,6,10-Cycloundecatrien-1-one, 2,6,9,9-tetramethyl

O
UV-VIS A MeOH/H,0NM:
210 (min.), 250 (max.)
isoliert aus Rhizom von [mAuU]
Zingiber oftensii
CAS-Nummer:  471-05-6
Summenformel: C;5H0
mol. w.: 218,339
melt. p.: 65-66°C
Literatur: AKIYAMA et al., 2006

200 300 4(
[nm]

ldentifizierung durch Co-Chromatographie
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isoliert aus Rhizom von
Zingiber officinale

CAS-Nummer:  495-60-3

Summenformel: C;sH,,
mol. w.: 204,356
Literatur: DENYER et al

Zingiberen
(5R)-1,3-Cyclohexadiene, 5-[(1S)-1,5-dimethyl-4-hexen-1-yl]-2-methyl

. 1994

ST2

UV-VIS A MeOH/H,0NM:

210 (max.)

[mAU]

200

300 400
[nm]

Identifizierung durch Co-Chromatographie
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ar-Turmeron ST3
2-Methyl-6-p-tolyl-hept-2-en-4-on

O

N\

UV-VIS A MeOH/H,0 NM:

236 (max.)

isoliert aus Rhizom von [mAuU]
Curcuma longa n

CAS-Nummer: 38142-58-4

Summenformel: C,sH,, O
mol. w.: 216,323
Literatur: MARTINS et al., 2001 /

200 300 400
[nm]

Identifizierung durch Co-Chromatographie
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Abbildungen der Herbarbelege
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Abstract

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden die Reinstoffe (E) 4-
(3",4"-Dimethoxyphenyl)but-1,3-dien, (E) 4-(2,4",5 -Trimethoxyphenyl)but-1,3-
dien, (E) 4-(3',4’-Dimethoxyphenyl)but-3-en-1-ol, (E) 4-(3",4"-Dimethoxyphenyl)-
3-buten-1-ylacetat, (6)-Gingerol, (8)-Gingerol, (6)-Shogaol, Zingiberen, Zerumbon,
ar-Turmeron, Hexahydrocurcumin, Curcumin und Demethoxycurcumin aus den
Rhizomen von Zingiber officinale Roscoe, Z. montanum (J. Konig) Link ex A. Dietr., Z.
ottensii Valeton, Z. spectabile Griff. und Curcuma longa L. chromatographisch isoliert
oder co-chromatographisch identifiziert. Die Chloroform-Phasen der methanolischen
Gesamtextrakte der Rhizome und die isolierten Reinstoffe wurden weiters mit dem Pilz
Cladosporium sphaerospermum Penz. mittels Bioautographie und Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) in Mikrotiterplatten auf ihre Bioaktivitat Gberpruft.
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