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1 Einleitung und Problemstellung

1  Einleitung und Problemstellung

Der Baumfarn Metaxya rostrata (Kunth C. Presl) aus der Familie der
Metaxyaceae ist in Flachlandregenwaldern Mittelamerikas und Teilen des
nordwestlichen Sidamerikas beheimatet. In Costa Rica wird Metaxya rostra-
ta ethnomedizinisch als Arzneipflanze zur Behandlung von Ulcera und Ge-
schwiren des Magen-Darm-Trakts eingesetzt. Die dabei verwendete Arznei-

form ist eine wassrige Suspension des getrockneten Rhizoms [1].

Abbildung 1: Metaxya rostrata (Kunth C. Presl) [3]
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Metaxya rostrata wurde aufgrund der ethnomedizinischen Verwendung einer
bioassay-geleiteten Untersuchung zur Isolierung von Komponenten mit zyto-
toxischem Potential gegenltber Kolonkrebszelllinien unterzogen. Bisher
konnte das Vorliegen zweier zytotoxischer, trimerer Proanthocyanidine, nam-
lich Aesculitannin B und Cinnamtannin B-1, sowie von Sterolen, phenoli-
schen Komponenten und Sacchariden im Rhizom gezeigt werden [1]. Da nur
wenig phytochemisches Wissen Uber diese Pflanze existiert, ist aber auch
die Fraktionierung von Extrakten bzw. die Isolierung von Reinsubstanzen mit

geringer oder fehlender zytotoxischer Wirkung von Interesse.




1 Einleitung und Problemstellung

Im Rahmen vorangegangener Dissertationen [2,3] wurde das Pflanzenmate-
rial in Rhizom, Seitenwurzeln und Bléatter unterteilt und mit Lésungsmitteln
verschiedener Polaritdt, namlich Wasser, Methanol, Ethylacetat und Di-
chlormethan, extrahiert, um ein mdglichst breites Inhaltsstoffspektrum zu un-

tersuchen.

Abbildung 2: Pflanzenmaterial von Metaxya rostrata
links: Rhizom, Mitte: Seitenwurzeln, rechts: Blatter [3]
_ . :
<

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen im Rahmen einer vorangegange-
nen Dissertation [3] hergestellten Dichlormethanextrakt des Rhizoms und
einen zum Teil aus einer vorangegangenen Dissertation [3] stammenden,
zum Teil neu hergestellten Dichlormethanextrakt der Blatter, mittels S&u-
lenchromatographie bzw. Vacuum Liquid Chromatography zu fraktionieren
und gegebenenfalls Reinsubstanzen zu isolieren, deren Strukturen mittels

NMR-Spektroskopie geklart werden sollten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Extrakte einer vorangegangenen Dissertation

Es wurde ein Dichlormethanextrakt des Rhizoms, der im Rahmen einer vo-
rangegangenen Dissertation [3] hergestellt worden war, fraktioniert. Ein Di-
chlormethanextrakt der Blatter, der ebenfalls im Rahmen einer vorangegan-
genen Dissertation [3] hergestellt worden war, wurde mit einem neu herge-

stellten Dichlormethanextrakt der Blatter vereinigt.

2.1.2 Blattmaterial
Es stand 1 kg getrocknete Blatter von Metaxya rostrata zur Verflgung, das

2008 in der Umgebung von La Gamba in Costa Rica gesammelt worden war.

2.2 Accelerated Solvent Extraction (ASE)

Die Extraktion des getrockneten, pulverisierten Blattmaterials erfolgte mit
einem ASE 200 — Accelerated Solvent Extractor (Dionex). Fir die Extraktion

wurde folgende Methode verwendet:

Tabelle 1: Methode der Accelerated Solvent Extraction

chlormethan.

heat 5 min
static 2 min
flush 10 %
purge 60
pressure 150 bar
temperature 40 °C

Jede Zelle durchlief drei Extraktionszyklen. Als Extraktionsmittel diente Di-
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2.3 Saulenchromatographie (SC)

Der Dichlormethanextrakt des Rhizoms wurde mittels S&ulenchroma-
tographie fraktioniert. Ausgewahlte Fraktionen dieses Extrakis sowie des
fraktionierten Dichlormethanextrakts der Blatter wurden mittels S&ulenchro-
matographie aufgetrennt, um enthaltene Verbindungen aufzureinigen.

Als stationdre Phasen wurden Kieselgel 60 oder Sephadex® LH-20 verwen-
det, als mobile Phasen dienten verschiedene Lésungsmittel bzw. Lésungs-
mittelgemische. Die verwendeten stationaren und mobilen Phasen sind in
den entsprechenden Kapiteln beschrieben.

Es wurde jede zehnte bzw. fUnfte Fraktion dinnschichtchromatographisch
untersucht. Entsprechend der Zusammensetzung wurden die Fraktionen zu

Sammelfraktionen vereinigt.

2.4 Vacuum Liquid Chromatography (VLC)

Die s&ulenchromatographische Trennung wird durch Anlegen eines Vaku-
ums an die Saule beschleunigt.

Der Dichlormethanextrakt der Blatter wurde mittels Vacuum Liquid Chroma-
tography fraktioniert. Der Extrakt wurde in Chloroform geldst und mit der vier-
fachen Menge an Kieselgel aufgeschlammt. Das Lésungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und der auf das Kieselgel aufgezogene Extrakt
trocken auf die mit achtfacher Menge Kieselgel (bezogen auf den Extrakt)
beflllte Saule aufgebracht.
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Abbildung 3: Vacuum Liquid Chromatography
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Als stationédre Phase diente ICN Silica TSC, 60A. Als FlieBmittel wurden an-
fangs Petrolether-Chloroform-Gemische, in weiterer Folge Chloroform-

Methanol-Gemische steigender Polaritat verwendet.

2.5 Dunnschichtchromatographie (DC)

2.5.1 Stationare und mobile Phasen

stationare Phase:  Kieselgel 60 Fzs4 Fertigplatten (Merck)
Schichtdicke 0,25 mm

mobile Phasen:

L

A
B:
C:
D
E

Toluol — Ethylformiat — Ameisensdure (10 : 4 : 1)
Toluol — Ethylformiat — Ameisensaure (5:4 : 1)
Chloroform — Methanol — Wasser (90 : 3,5 : 0,2)
Chloroform — Methanol — Wasser (85 : 8 : 0,5)
Petrolether — Toluol — Ethylacetat — Aceton
(13:4:2:1)

Petrolether — Toluol — Ethylacetat (13 : 4 : 2)
Petrolether — Toluol — Ethylacetat (13:2: 1)

+ 1 Tropfen Trifluoressigsaure

Petrolether — Chloroform (8 : 2)

Petrolether
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2.5.2 Detektionsmethoden

2.5.2.1 Anisaldehyd-Schwefelsaure-Reagens (AASS)

Es werden 85 ml Methanol, 10 ml Eisessig und 5 ml konzentrierte Schwefel-
saure vorsichtig gemischt und abklhlen gelassen. Danach werden 0,5 ml
Anisaldehyd zugesetzt. Nach Bespriihen der DC-Platten wird im Trocken-
schrank 5-10 min auf 100 °C erhitzt. Die Auswertung erfolgt bei Tageslicht
[4]. AASS wird als allgemeines Detektionsreagens verwendet. Es farben sich
unter anderem Sterole, Terpene und Zucker.

2.5.2.2 Naturstoffreagenz A und PEG 400 (NR/PEG)

Die DC-Platten werden nacheinander mit 1%iger methanolischer Naturstoff-
reagenz-A-Lésung (=Diphenylboryloxyethylamin) und 5%iger ethanolischer
Polyethylenglykol-400-Lésung bespriht. Die Auswertung erfolgt unter UV-
Licht der Wellenlange 366 nm [4]. Mit NR/PEG werden Phenole bzw. Phe-

nolcarbonséauren erfasst.

2.6 NMR-Spektroskopie

Die NMR-Messungen wurden auf einem Bruker Avance DRX 600 NMR-
Spektrometer mit einem 5 mm QNP Probenkopf (*H, '°C, °F, *'P) mit z-
Gradientenspule und automatischer Tuning- und Matching-Einheit durchge-
fuhrt.

Messfrequenz: 600,13 MHz fir '"H-NMR bzw. 150,92 MHz fiir *C-NMR
Messtemperatur: 298 K
Lésungsmittel: CDClj

Es wurden 1D- ("H-NMR, *C-NMR) und gradient enhanced 2D-Experimente
(COSY, TOCSY, NOESY, HSQC, HMBC) durchgefthrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Aufarbeitung des Dichlormethanextrakts des Rhizoms

3.1.1 SC1
Aus einer vorangegangenen Dissertation [3] standen 1,1 g Dichlormethan-
extrakt des Rhizoms (DCME R) zur Verfligung. Dieser Extrakt wurde mittels

Saulenchromatographie an Kieselgel 60 aufgetrennt.

Durchmesser: 3 cm

Fallhéhe: 92 cm

stationare Phase: Kieselgel 60

mobile Phase: Gradientenelution mit Chloroform-Methanol-Wasser-
Gemischen (siehe Tab. 2)

Auftragsmenge: 1,1 g DCME R aufgezogen auf 2 g Kieselgel

Tabelle 2: FlieBmittelgemische der SC 1

Zusammensetzung der mobilen Phase
Fraktionen in Teilen
CHCl3 MeOH H20
1 bis 305 95 1,5 0,1
306 bis 515 85 8 0,5
Nachlauf 70 22 3.5

Es wurden 515 Fraktionen zu je ca. 10 ml/30 min gesammelt.

Nach diinnschichtchromatographischer Uberpriifung wurden die Fraktionen
entsprechend ihrer Zusammensetzung zu Sammelfraktionen vereinigt (siehe
Tab. 3, Seite 8).
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Tabelle 3: Sammelfraktionen der SC 1

Sammelfraktion Einzelfraktionen Menge (mg)
1 1-45 95,8
2 46 — 55 31,0
3 56 — 65 27,8
4 66 — 75 13,1
5 76 — 85 11,2
6 86 — 95 22,2
7 96 — 105 285,1
8 106 — 135 76,1
9 136 — 145 17,2

10 146 — 155 58,7
11 156 — 205 102,1
12 206 — 225 13,3
13 226 — 245 11,9
14 246 — 255 7,7
15 256 — 275 13,1
16 276 — 345 41,1
17 346 — 425 45,8
18 426 — 445 45,9
19 446 — 455 15,8
20 456 — 465 10,3
21 466 — 485 13,7
22 486 — 515 22,0
23 Nachlauf 119,1

Von diesen Sammelfraktionen wurden Dinnschichtchromatogramme ange-
fertigt (siehe Abb. 4 bis 7, Seiten 9 und 10).
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Abbildung 4: DC der SF der SC 1, Detektion mit AASS, Teil 1

stationare Phase: Kieselgel 60 Fs4 Fertigplatten
mobile Phase A: Toluol — Ethylformiat — Ameisenséure (10 :4 : 1)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Bahn Substanz Bahn Substanz Bahn Substanz
1 SF 1 7 SF 6 13 DCME R
2 SF 2 8 SF7 14 SF 10
3 SF 3 9 SF 8a (106-125) 15 SF 11a (156-175)
4 DCME R 10 SF 8b (126-135) 16 SF 11b (176-185)
5 SF 4 11 SF9 17 SF 11c (186-205)
6 SF5 12 B-Sitosterol

Abbildung 5: DC der SF der SC 1, Detektion mit AASS, Teil 2

stationare Phase: Kieselgel 60 Fa.s,4 Fertigplatten
mobile Phase A: Toluol — Ethylformiat — Ameisenséaure (10:4 : 1)

i 2 383 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Bahn Substanz Bahn Substanz Bahn Substanz
1 SF 12 6 SF 16a (276-285) 11 SF 20
2 SF 13 7 SF 16b (286-345) 12 SF 21
3 SF 14 8 SF 17 13 DCME R
4 SF 15 9 SF 18 14 SF 22
5 DCME R 10 SF 19 15 SF 23
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Abbildung 6: DC der SF der SC 1, Detektion mit NR/PEG, Teil 1

stationare Phase: Kieselgel 60 Fs4 Fertigplatten
mobile Phase A: Toluol — Ethylformiat — Ameisensaure (10 :4 : 1)

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Bahn Substanz Bahn Substanz Bahn Substanz

1 SF 1 7 SF 6 13 DCME R

2 SF 2 8 SF7 14 SF 10

3 SF 3 9 SF 8a (106-125) 15 SF 11a (156-175)

4 DCME R 10 SF 8b (126-135) 16 SF 11b (176-185)

5 SF4 11 SF9 17 SF 11¢ (186-205)

6 SF 5 12 B-Sitosterol

Abbildung 7: DC der SF der SC 1, Detektion mit NR/PEG, Teil 2

stationdre Phase: Kieselgel 60 Fs54 Fertigplatten
mobile Phase A: Toluol — Ethylformiat — Ameisensaure (10 :4 : 1)

1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 13 14 15
Bahn Substanz Bahn Substanz Bahn Substanz
1 SF 12 6 SF 16a (276-285) 11 SF 20
2 SF 13 7 SF 16b (286-345) 12 SF 21
3 SF 14 8 SF 17 13 DCME R
4 SF 15 9 SF 18 14 SF 22
5 DCME R 10 SF 19 15 SF 23

10



3 Ergebnisse

Bei der Detektion mit AASS zeigte sich, dass in allen Sammelfraktionen ter-
penoide Verbindungen enthalten waren, die sich violett farbten. Den Haupt-
anteil enthielten die Sammelfraktionen 1 bis 7, in denen Verbindungen mit
Rf-Werten zwischen 0,90 und 0,50 detektiert wurden.

Bei der Detektion mit NR/PEG war zu erkennen, dass phenolische Kompo-
nenten ab SF 5 eluiert worden waren. Auffallig waren die ausgepragten
Hauptkomponenten in SF 6 bei Rf ca. 0,60 und in SF 8 bei Rf ca. 0,35, deren
Banden bereits im unfraktionierten Extrakt sichtbar gewesen waren. Die Ubri-
gen Sammelfraktionen enthielten eher diffus anfarbbare Gemische.

Aufgrund der vorhandenen Mengen und des Vorliegens deutlicher Haupt-
komponenten schien eine weitere Auftrennung der SF 1 mit dem Ziel der Iso-
lierung der mit AASS violetten Komponente bei Rf ca. 0,83, der SF 6 mit dem
Ziel der Isolierung der mit NR/PEG gelb fluoreszierenden bzw. mit AASS vio-
letten Komponente bei Rf ca. 0,60 und der SF 8 mit dem Ziel der Isolierung
der mit NR/PEG gelb fluoreszierenden Komponente bei Rf ca. 0,35 zielflih-

rend.

3.1.2 Dinnschichtchromatographische Vergleiche ausgewahlter
Sammelfraktionen

3.1.2.1 Sterole und Fettsauren

Da das Vorliegen von Sterolen im Rhizom von Metaxya rostrata bereits ge-
zeigt worden war [2] und auch aufgrund der Farbung mit AASS vermutet
werden konnte, dass einige Sammelfraktionen Sterole oder Fettsduren ent-
hielten, wurden mehrere Sammelfraktionen zum Vergleich mit Sterolen und

Fettsduren herangezogen (siehe Abb. 8 und 9, Seite 12).
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Abbildung 8: DC-Vergleich ausgewéhlter SF der SC 1 mit Sterolen und Olsaure

stationdre Phase: Kieselgel 60 Fus4 Fertigplatten
mobile Phase A: Toluol — Ethylformiat — Ameisenséure (10 :4 : 1)
Detektion mit AASS

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Bahn Substanz Bahn Substanz Bahn Substanz
1 DCME R 7 Stigmasterol 13 SF9
2 SF 1 8 SF 6 14 Stigmasterol
3 Olsaure 9 Fucosterol 15 SF 11
4 SF 2 10 DCME R 16 Fucosterol
5 B-Sitosterol 11 SF7 17 SF 16
6 SF 4 12 B-Sitosterol

Abbildung 9: DC-Vergleich ausgewahlter SF der SC 1 mit Fettsiuren

stationdre Phase: Kieselgel 60 Fs4 Fertigplatten
mobile Phase A: Toluol — Ethylformiat — Ameisenséure (10 :4 : 1)
Detektion mit AASS

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14

Bahn Substanz Bahn Substanz Bahn Substanz
1 DCME R 6 SF 6 11 SF 1
2 SF 1 7 Behensiure 12 Stearinsaure
3 SF 2 8 SF7 13 SF 2
4 Linolsaure 9 SF 9 14 Laurins&ure
5 SF 4 10 Arachinsiure

12
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Mit Ausnahme von SF 7, deren Hauptkomponente im verwendeten DC-
System einen identischen Rf-Wert wie B-Sitosterol aufwies, konnte fir alle
ausgewahlten Sammelfraktionen ausgeschlossen werden, dass es sich bei
den jeweiligen Hauptkomponenten um eine der Vergleichssubstanzen han-
delte.

3.1.2.2 Caryophyllen

Um einen Vergleich mit einem niedermolekularen Terpen zu haben, wurde
als Referenz auch das Sesquiterpen Caryophyllen herangezogen (siehe Abb.
10).

Abbildung 10: DC-Vergleich von SF 1 von SC 1 mit Caryophyllen

stationdre Phase: Kieselgel 60 Fs54 Fertigplatte
mobile Phase C: Chloroform — Methanol — Wasser (90 : 3,5: 0,2)
Detektion mit AASS

-

1 2

Bahn | aufgetragene Substanz
1 Caryophyllen
2 SF 1

3.1.2.3 Flavonoide

Bei der Detektion mit Naturstoffreagenz A und PEG zeigte SF 6 von SC 1
eine Hauptkomponente bei Rf ca. 0,60 mit gelber Fluoreszenz. Deshalb wur-
de vermutet, dass es sich um ein Flavonoid handeln kénnte. Als Vergleichs-

13
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substanzen wurden apolare Flavonoide verwendet, da diese in der Polaritat

der apolaren Komponente entsprachen (siehe Abb. 11).

Abbildung 11: DC-Vergleich von SF 6 von SC 1 mit apolaren Flavonoiden

stationare Phase: Kieselgel 60 Fs4 Fertigplatte
mobile Phase A: Toluol — Ethylformiat — Ameisensaure (10 :4 : 1)
Detektion mit NR/PEG

1 2 3
Bahn aufgetragene Substanz
1 SF 6
2 3-Methylkdmpferol und 3,3’-Dimethylquercetin
3 3,7,3,4-Tetramethylgquercetin

Der Vergleich lieB erkennen, dass die Komponente noch apolarer als die
verwendeten apolaren Flavonoide war, was eventuell auf zusatzliche Methy-

lierungen hinweisen kdnnte.

313 SC2

Die bei Detektion mit Anisaldehyd-Schwefelsaure-Reagens violette Haupt-
komponente in SF 1 von SC 1 bei Rf ca. 0,83 hatte keiner Vergleichssub-
stanz entsprochen (siehe Kap. 3.1.2.1 und 3.1.2.2, Seiten 11 bis 13) und

14
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schien nur einen geringen Anteil stérender Begleitstoffe zu enthalten. Des-

halb sollte diese Komponente mittels Saulenchromatographie isoliert werden.

Durchmesser: 1 cm
Flllhéhe: 67 cm

stationare Phase: Kieselgel 60

mobile Phase: Chloroform — Methanol — Wasser (95 :1,5: 0,1)

Auftragsmenge: 90 mg SF 1 von SC 1 aufgezogen auf 190 mg Kieselgel

Es wurden 19 Fraktionen zu ca. 3 ml/30 min gesammelt. Entsprechend ihrer

Zusammensetzung wurden die Fraktionen zu Sammelfraktionen vereinigt:

Tabelle 4: Sammelfraktionen der SC 2

Sammelfraktion Einzelfraktionen Menge (mg)
1 1-6 2,0
2 7-8 29,2
3 9 41,7
4 10-11 5,4
5 12-19 1,5
6 Nachlauf 0,9

Von diesen Sammelfraktionen wurde ein Dinnschichtchromatogramm ange-

fertigt (siehe Abb. 12, Seite 16):

15
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Abbildung 12: DC der Sammelfraktionen der SC 2

stationdre Phase: Kieselgel 60 F.s4 Fertigplatte
mobile Phase G: Petrolether — Toluol — Ethylacetat (13 :2: 1)
+ 1 Tropfen Trifluoressigsaure
Detektion mit AASS

- -

[ ]
o (g

1 2 3 4 5 6 7

Bahn | aufgetragene Substanz | Bahn | aufgetragene Substanz
1 SF 1 5 SF1(SC1)
2 SF2 6 SF5
3 SF3 7 SF 6
4 SF 4

In SF 2 konnte die gewtlinschte Komponente angereichert werden und lag

nahezu frei von Begleitstoffen vor.

3.2 Herstellung des Dichlormethanextrakts der Blatter

Aus einer vorangegangenen Dissertation [3] standen 2,6 g Dichlormethan-
extrakt der Blatter (DCME B/a) zur Verfligung. Da dies aber flir eine Auftren-
nung zu wenig erschien, da der Extrakt in erster Linie Chlorophylle enthielt,
wurde neues Blattmaterial extrahiert.

1 kg getrocknete Blatter von Metaxya rostrata wurden pulverisiert und an-
schlieBend mittels Accelerated Solvent Extraction mit Dichlormethan extra-
hiert. Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck zur Trockene ge-
bracht. Auf diese Weise konnten 35,4 g Dichlormethanextrakt der Blatter

(DCME B/n) gewonnen werden.

16
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Beide Extrakte enthielten hauptséchlich Chlorophylle, die vor der Fraktionie-
rung abgetrennt werden sollten:

Die Extrakte wurden pro Gramm in 100 ml Dichlormethan gelést und mit der
gleichen Menge einer Mischung aus Methanol und Wasser (1+1) versetzt,
wobei zwei Phasen entstanden. Dichlormethan wurde unter vermindertem
Druck entfernt, wodurch Chlorophyll ausfiel und Gber einen Faltenfilter ab-
filtriert werden konnte. AnschlieBend wurde Methanol unter vermindertem
Druck entfernt und die Wasserphase zur Vermeidung thermischer Belastung
lyophilisiert.

Die Chlorophyllabtrennung wurde dinnschichtchromatographisch Gberprift
(Chlorophylle zeigen bei Detektion mit NR/PEG rote Fluoreszenz):

Abbildung 13: DC der Chlorophyllabtrennung

stationare Phase: Kieselgel 60 Fas4 Fertigplatten
mobile Phase B: Toluol — Ethylformiat — Ameisenséure (5 :4: 1)
links: Detektion mit AASS, rechts: Detektion mit NR/PEG

¥ R

- .

Bahn aufgetragene Substanz

DCME B/a, vor Abtrennung
,Chlorophyll* aus DCME B/a
DCME B/a, nach Abtrennung
DCME B/n, nach Abtrennung
,Chlorophyll* aus DCME B/n
DCME B/n, vor Abtrennung

O~ |WIN|—
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Abbildung 13 (siehe Seite 17) zeigt, dass Chlorophyll abgereichert und ande-
re Komponenten angereichert werden konnten, trotzdem waren in beiden
aufgereinigten Extrakten noch Chlorophyllanteile enthalten. AuBerdem zeig-
ten violette Zonen mit hohen Rf-Werten, dass apolare, terpenoide Inhaltsstof-
fe gemeinsam mit Chlorophyll abgetrennt wurden. Nach der Chlorophyllab-
trennung standen von DCME B/a 0,2 g, von DCME B/n 2,0 g zur Verfligung.
Beim dinnschichtchromatographischen Vergleich fiel auf, dass bei der De-
tektion mit Naturstoffreagenz A und PEG in DCME B/a bei Rf ca. 0,52 eine
ausgepragte, tirkis fluoreszierende Bande zu sehen war, die in DCME B/n
fehlte. Da diese Bande in diesem Extrakt aber schon von der Herstellung an
vorhanden gewesen war und die beiden Extrakte in ihrer Zusammensetzung
ansonsten sehr ahnlich waren, wurden die beiden Extrakte vereinigt (DCME
B).

3.3 Aufarbeitung des Dichlormethanextrakts der Blatter

Der aufgereinigte Dichlormethanextrakt der Blatter (DCME B) wurde mittels

Vacuum Liquid Chromatography fraktioniert.

3.3.1 SC3(VLC)

Durchmesser: 2 cm

Fallhéhe: 15 cm

stationare Phase: ICN Silica TSC, 60 A

mobile Phasen: In Abhangigkeit der Farbung der Fraktionen wurde die Zu-
sammensetzung der mobilen Phase schrittweise polarer (siehe Tab. 5, Seite
19).

Auftragsmenge: 2,2 g DCME B aufgezogen auf 8,8 g Kieselgel
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Tabelle 5: Mobile Phasen der VLC

mobile Phase | Zusammensetzung | Volumen (ml) | erhaltene Fraktionen

1 PE 100 1

2 P(%a f'{'(%b 100 2

3 FZ1E06 E'jg;s 1650 3-12

4 Péafgg;'s 1000 13- 18

5 P(E75_ +025C;I3 700 19 — 21

6 P(%S_ +C§5C;I3 300 22

7 P(%a ET(%'S 400 23

8 P(Esa 5?8'3 200 24

9 P(E45 fg'gb 600 25, 26
10 P<E35 f';'é;b 300 27
11 P(Eza fg'gb 400 28
12 P(E1 afgé;b 700 29 — 31
13 CHCl; 400 32,33
14 CH(%'S - 'Y'(‘)*)OH 500 34 -37
15 CH(%'S N '\ZA(‘)*)OH 200 38, 39
16 CH(%'S N ';";OH 300 40, 41
17 MeOH 400 42 — 44

Nach dunnschichtchromatographischer Kontrolle wurden die erhaltenen
Fraktionen entsprechend ihrer Zusammensetzung zu Sammelfraktionen ver-
einigt (siehe Tab. 6, Seite 20).
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Von den Sammelfraktionen wurden Diinnschichtchromatogramme angefertigt

Tabelle 6: Sammelfraktionen der SC 3

Sammelfraktion Einzelfraktionen Menge (mg)
1 1 58,9
2 2 91,5
3 3 65,3
4 4 14,3
5 5-6 16,4
6 7 448
7 8 117,5
8 9-12 195,6
9 13-15 411

10 16 25,8
11 17-19 37,6
12 20-21 30,6
13 22-23 91,9
14 24 22,2
15 25-27 102,8
16 28-29 71,1
17 30 30,9
18 31-33 53,5
19 34-36 676,8
20 37-38 156,3
21 39-40 103,9
22 41-44 145,7

(siehe Abb. 14 und 15, Seite 21):
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Abbildung 14: DC der SF der SC 3, Detektion mit AASS

stationdre Phase: Kieselgel 60 F5, Fertigplatten
mobile Phase B: Toluol — Ethylformiat — Ameisensaure (5:4 : 1)

i

il
't T p il

12 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

- 4

Abbildung 15: DC der SF der SC 3, Detektion mit NR/PEG

stationdre Phase: Kieselgel 60 F5, Fertigplatten
mobile Phase B: Toluol — Ethylformiat — Ameisensaure (5:4: 1)

1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24

Bahn Substanz Bahn Substanz Bahn Substanz
1 SF 1 9 SF 8 17 SF 16
2 SF 2 10 SF9 18 DCME B
3 SF 3 11 SF 10 19 SF 17
4 SF 4 12 SF 11 20 SF 18
5 SF 5 13 SF 12 21 SF 19
6 DCME B 14 SF 13 22 SF 20
7 SF 6 15 SF 14 23 SF 21
8 SF7 16 SF 15 24 SF 22
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Die Detektion mit AASS zeigte, dass in den Sammelfraktionen 1 bis 7 sowie
in den Sammelfraktionen 17 bis 20 violett gefarbte, terpenoide Verbindungen
enthalten waren.

Bei der Detektion mit NR/PEG war zu erkennen, dass in den Sammelfraktio-
nen 7 bis 15 groBe Mengen Chlorophyll enthalten waren. SF 6 war frei von
Chlorophyll und zeigte eine ausgepragte, grin fluoreszierende Bande bei Rf
ca. 0,56. Auch in den Sammelfraktionen 20 bis 22 war kein Chlorophyll ent-
halten. Auffallig waren hier die blau fluoreszierenden Komponenten bei Rf ca.
0,38 und Rf ca. 0,33.

Die Sammelfraktionen 1, 2 und 3 schienen jeweils eine Substanz in reiner
Form zu enthalten.

Aufgrund der vorhandenen Mengen und des Vorliegens deutlicher Haupt-
komponenten erschien eine weitere Auftrennung der SF 6+7 mit dem Ziel der
Isolierung der mit NR/PEG griin fluoreszierenden Komponente bei Rf ca.
0,56, der SF 18 mit dem Ziel der Isolierung der mit AASS violetten Kompo-
nente bei Rf ca. 0,35, der SF 19 mit dem Ziel der Isolierung der mit AASS
violetten bis grauen Komponenten bei Rf ca. 0,25, und der SF 20, 21 und 22
mit dem Ziel der Isolierung der mit NR/PEG blau fluoreszierenden Kompo-
nenten bei Rf ca. 0,38 bzw. Rf ca. 0,33 zielfihrend.

3.3.2 Dinnschichtchromatographische Vergleiche ausgewahlter

Sammelfraktionen

3.3.2.1 B-Carotin

Da SF 1 von SC 3 intensiv orange gefarbt und relativ apolar war, wurde ver-
mutet, dass es sich um ein Carotinoid handeln kénnte. Der dinnschicht-
chromatographische Vergleich mit B-Carotin konnte diese Vermutung aber
nicht bestéatigen (siehe Abb. 16, Seite 23).
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Abbildung 16: DC-Vergleich der SF 1 von SC 3 mit B-Carotin

stationdre Phase: Kieselgel 60 Fs54 Fertigplatte
mobile Phase D: Chloroform — Methanol — Wasser (85 : 8 : 0,5)
Detektion mit AASS

B-Carotin SF 1

3.3.2.2 B-Sitosterol

SF 18 und SF 19 von SC 3 enthielten Komponenten, die aufgrund ihrer Far-
bung bei der Detektion mit AASS das Vorliegen von Sterolen vermuten lie-
Ben. Der Vergleich zeigte aber, dass die enthaltenen Hauptkomponenten
polarer waren als 3-Sitosterol (siehe Abb. 17, Seite 24).
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Abbildung 17: DC-Vergleich von SF 18 und SF 19 von SC 3 mit B-Sitosterol

stationare Phase: Kieselgel 60 F.s4 Fertigplatte
mobile Phase B: Toluol — Ethylformiat — Ameisensaure (5:4 : 1)
Detektion mit AASS

1 2 3
Bahn | aufgetragene Substanz
1 SF 18
2 B-Sitosterol
3 SF 19

3.3.2.3 SF1,SF 2, SF 3 von SC 3 und SF 1 von SC 1

Durch Verwendung verschiedener mobiler Phasen konnte gezeigt werden,
dass es sich bei den Komponenten der SF 1, 2 und 3 von SC 3 sowie der
Komponente in SF 1 von SC 1 um verschiedene Substanzen handelte (siehe
Abb. 18 und 19, Seite 25).
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Abbildung 18: DC-Vergleich der SF 1,2 und 3 von SC 3

stationare Phase: Kieselgel 60 Fas,4 Fertigplatte
mobile Phase E: Petrolether — Toluol — Ethylacetat — Aceton (13:4:2: 1)
Detektion mit AASS

SF1 2 3

Abbildung 19: DC-Vergleich der SF 2 und 3 von SC 3 und der SF 1 von SC 1

stationare Phase: Kieselgel 60 Fas4 Fertigplatte
mobile Phase F: Petrolether — Toluol — Ethylacetat (13 : 4 : 2)
Detektion mit AASS

123
Bahn | aufgetragene Substanz
1 SF 2 (SC 3)
2 SF 1(SC 1)
3 SF 3 (SC 3)
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333 SC14

Ziel dieser Fraktionierung war es, aus den SF 6 und 7 von SC 3 die bei der
Detektion mit Naturstoffreagenz A und PEG grin fluoreszierende Komponen-
te bei Rf ca. 0,56 zu isolieren.

SF 6 und SF 7 wurden vereinigt und mittels Saulenchromatographie fraktio-
niert:

Durchmesser: 1 cm

Flllhéhe: 82 cm

stationare Phase: Kieselgel 60

mobile Phase: Chloroform — Methanol — Wasser (98 : 2 : 10)

Auftragsmenge: 158 mg SF 6+7 von SC 3 aufgezogen auf 200 mg Kieselgel

Es wurden 68 Fraktionen zu ca. 3 ml/30min gesammelt. Nach dinnschicht-

chromatographischer Uberpriifung wurden folgende Sammelfraktionen her-

gestellt:

Tabelle 7: Sammelfraktionen der SC 4

Sammelfraktion Einzelfraktionen Menge (mg)
1 1-12 10,1
2 13-17 20,6
3 18-37 9,3
4 38-42 4,5
5 43-47 9,5
6 48-54 13,9
7 55 25,8
8 56 13,4
9 57-68 5,6

10 Nachlauf 24,6

Von den Sammelfraktionen wurden Dinnschichtchromatogramme angefertigt
(siehe Abb. 20 und 21, Seite 27):
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Abbildung 20: DC der SF der SC 4, Detektion mit AASS

stationdre Phase: Kieselgel 60 F.s4 Fertigplatte
mobile Phase B: Toluol — Ethylformiat — Ameisensaure (5:4: 1)

Abbildung 21: DC der SF der SC 4, Detektion mit NR/PEG

stationdre Phase: Kieselgel 60 Fs54 Fertigplatte
mobile Phase B: Toluol — Ethylformiat — Ameisenséure (5 :4: 1)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

Bahn Substanz Bahn Substanz Bahn Substanz
1 SF 1 5 SF 5 9 SF 8
2 SF 2 6 SF 6+7 (SC 3) 10 SF9
3 SF 3 7 SF 6 11 SF 10
4 SF 4 8 SF7
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Die griin fluoreszierende Komponente konnte vor allem in Sammelfraktion 7
angereichert werden. Sie lag aber nicht frei von Chlorophyll und anderen st6-
renden Begleitstoffen vor. Eine weitere Aufreinigung schien aufgrund der ge-
ringen Menge der Fraktion nicht zielfGhrend.

3.3.4 Aufarbeitung der SF 20 von SC 3

Ziel der Aufarbeitung war die Isolierung der bei Detektion mit NR/PEG hell-
blau fluoreszierenden Komponente bei Rf ca. 0,38. Vor der Auftrennung mit-
tels Saulenchromatographie sollten die vor allem bei Detektion mit AASS
aber auch bei Detektion mit NR/PEG sichtbaren, polaren Begleitsubstanzen

abgetrennt werden.

3.3.4.1 Fraktionierung der SF 20 von SC 3
SF 20 wurde mit 10 ml Petrolether 15 min im Ultraschallbad extrahiert. Es

wurde zentrifugiert und der Uberstand zur Trockene gebracht.

Tabelle 8: Extraktion der SF 20 von SC 3 mit Petrolether

Fraktion Menge (mg)
SF 20 (SC 3) 156,3
Petrolether-Auszug 1,4
Rlckstand nach PE-Extraktion 149,7

Bei der Uberpriifung des Petrolether-Auszugs mittels DC (siehe Abb. 22, Sei-
te 29) wurde festgestellt, dass die gewlinschte Komponente nicht in den Pet-
rolether-Auszug Ubergegangen war und deshalb nicht von den polaren Be-
gleitsubstanzen getrennt worden war. Da aber zu erkennen war, dass gerin-
ge Mengen apolarer Begleitstoffe im Petrolether-Auszug enthalten waren,
wurde nur der Rickstand der Petrolether-Extraktion zur weiteren Aufarbei-

tung herangezogen.
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Abbildung 22: DCs der Petrolether-Extraktion der SF 20 von SC 3

stationare Phase: Kieselgel 60 Fs4 Fertigplatten
mobile Phase B: Toluol — Ethylformiat — Ameisensaure (5:4: 1)
links: Detektion mit NR/PEG; rechts: Detektion mit AASS

&
1 2 3 1 2 3
Bahn aufgetragene Substanz
1 SF 20 (SC 3)
2 PE-Auszug
3 Rickstand der PE-Extraktion

Dieser Rickstand wurde mit 10 ml 1-Butanol 15 min im Ultraschallbad be-
handelt. Danach wurde zentrifugiert und der Uberstand zur Trockene ge-
bracht. Sowohl der Butanol-Auszug als auch der Rickstand nach der Buta-

nol-Extraktion wurden didnnschichtchromatographisch Uberprift (siehe Abb.

23, Seite 30).

Tabelle 9: Butanol-Extraktion des Riickstands nach Petrolether-Extraktion

Fraktion Menge (mg)
Rackstand nach PE-Extraktion 149,7
Butanol-Extrakt 107,4
Ruckstand nach Butanol-Extraktion 19,1
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Abbildung 23: DC der Butanol-Extraktion des Riickstands der Petrolether-Extraktion

stationdre Phase: Kieselgel 60 Fs54 Fertigplatte
mobile Phase B: Toluol — Ethylformiat — Ameisensaure (5:4 : 1)
Detektion mit NR/PEG

1 2 3
Bahn aufgetragene Substanz
1 Riickstand nach PE-Extraktion
2 Butanol-Extrakt (SF 20/Bu)
3 Rickstand nach Butanol-Extraktion

Abbildung 23 zeigt, dass die hellblau fluoreszierende Substanz in der Buta-
nolfraktion angereichert war und ein Teil der polaren Begleitstoffe nicht in 1-
Butanol in Lésung ging und so abgetrennt werden konnte.

3.3.4.2 SC5

Der Butanol-Extrakt (SF 20/Bu) wurde nun mittels Saulenchromatographie
(SC 5) fraktioniert. Eine Trennung aufgrund der Polaritat, wie sie an Kieselgel
erfolgt, schien hier nicht zielflhrend, da sich einige Begleitstoffe in den Rif-
Werten kaum von der hellblau fluoreszierenden Substanz unterschieden.
Deshalb wurde Sephadex® LH-20, an dem eine Trennung aufgrund der Mo-
lekllgré Be stattfindet, als stationdre Phase gewahilt.
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Durchmesser: 1,5 cm

Fallhéhe: 30 cm

stationdre Phase: Sephadex® LH-20
mobile Phase: Aceton
Auftragsmenge: 105 mg SF 20/Bu

Es wurden 350 Fraktionen zu ca. 3 ml/30 min gesammelt. Nach dinn-
schichtchromatographischer Uberpriifung wurden die Fraktionen ent-

sprechend ihrer Zusammensetzung zu Sammelfraktionen vereinigt:

Tabelle 10: Sammelfraktionen der SC 5

Sammelfraktion Einzelfraktionen Menge (mg)
1 1-10 23,9
2 11-33 27,0
3 34-200 20,0
4 201-330 17,1
5 331-350 15,9
6 Nachlauf 1,1

Von den Sammelfraktionen wurden Diinnschichtchromatogramme angefertigt
(siehe Abb. 24, Seite 32):
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Abbildung 24: DCs der SF der SC 5

stationdre Phase: Kieselgel 60 Fs4 Fertigplatten
mobile Phase B: Toluol — Ethylformiat — Ameisensaure (5:4: 1)
links: Detektion mit AASS, rechts: Detektion mit NR/PEG

il

123 4567

12 34 56 7

Bahn | aufgetragene Substanz | Bahn | aufgetragene Substanz
1 SF 1 5 SF 4
2 SF2 6 SF5
3 SF3 7 SF 6
4 SF 20/Bu

Abbildung 24 lasst erkennen, dass die gewiinschte Komponente in SF 5 ent-
halten war. Aufgrund der geringen Menge und des Vorliegens eines hohen
Anteils polarer Begleitstoffe, wurde nicht versucht, diese Substanz rein dar-

zustellen.

3.4 NMR-Spektroskopie

Die Strukturen jener Komponenten, die in den jeweiligen Sammelfraktionen
in reiner Form vorzuliegen schienen, sollten mittels NMR-Spektroskopie ge-

klart werden.
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Durch Verwendung eines apolareren FlieBmittelgemisches konnte allerdings
gezeigt werden, dass es sich bei den Komponenten der Sammelfraktionen
SF 2 und 3 von SC 3 und SF 2 von SC 2 jeweils um Gemische mehrerer
Substanzen handelte (sieche Abb. 25)', weshalb auch keine Strukturklarung

mittels NMR md&glich war.

Abbildung 25: DC der SF 2 und SF 3 von SC 3 und SF 2 von SC 2 mit mobiler
Phase H

stationare Phase: Kieselgel 60 Fas4 Fertigplatte
mobile Phase H: Petrolether — Chloroform (8 : 2)
Detektion mit AASS

1 2 3
Bahn | aufgetragene Substanz
1 SF2(SC3)
2 SF3(SC3)
3 SF2(SC2)

SF 1 von SC 3 konnte unter Verwendung eines apolareren FlieBmittels eben-

falls in zwei Hauptkomponenten getrennt werden (siehe Abb. 26, Seite 34)".

! Ich danke Teresa Pemmer fiir die Anfertigung der DCs in Abb. 25 und 26.
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Abbildung 26: DC der SF 1 von SC 3 mit mobiler Phase |

stationdre Phase: Kieselgel 60 Fs54 Fertigplatte
mobile Phase |: Petrolether
Detektion mit AASS

-
SF 1

Mittels NMR-Spektroskopie konnten die Triterpene Squalen (BM-A) und
Fern-9(11)-en (BM-B) als Komponenten der Sammelfraktion SF 1 von SC 3
(BM) identifiziert werden?. Die Substanzen lagen im Gemisch im Verhaltnis
1:1,1 vor. Die Verschiebungen der Substanzen im *C-NMR korrelierten aus-
gezeichnet mit den Literaturdaten (siehe Tab. 11 und 12, Seiten 35 und 36)
[5,6,7,8,9].

Fern-9(11)-en wurde erstmals 1963 aus Blattern von Dryopteris crassirhizo-
ma isoliert [10] und kommt beispielsweise innerhalb der Ordnung der Baum-
farne auch in Vertretern der Gattungen Cyathea [11, 12] und Plagiogyria [13]
vor. Weiters wurde das Vorkommen von Fern-9(11)-en unter anderem in Ver-
tretern der Gattungen Adiantum [8, 14], Nephrolepis [15, 16] und Polypodium

[17, 18] nachgewiesen.

2 Mein Dank gilt auch Herrn Ass.-Prof. Mag. Dr. Hanspeter Kahlig, Institut fiir Organische
Chemie der Universitat Wien, fir die Durchfihrung der NMR-Messungen.
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Tabelle 11: 'H- und *C-NMR-Daten von Squalen (BM-A)
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Tabelle 12: 'H- und *C-NMR-Daten von Fern-9(11)-en (BM-B)
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4 Diskussion der Ergebnisse

Das Ziel der vorliegenden Diplomarbeit war, sowohl einen Dichlormethan-
extrakt des Rhizoms als auch einen Dichlormethanextrakt der Blatter von
Metaxya rostrata zu fraktionieren und gegebenenfalls Reinsubstanzen zu

isolieren.

Der Dichlormethanextrakt des Rhizoms wurde mittels Saulenchroma-
tographie (SC 1) an Kieselgel aufgetrennt (siehe Kap. 3.1.1). Mittels DC-
Vergleich wurden ausgewahlte Sammelfraktionen auf das Vorliegen von Ste-
rolen, Fettsauren, apolaren Flavonoiden und Caryophyllen untersucht (siehe
Kap. 3.1.2). Der DC-Vergleich deutete auf das Vorliegen von B-Sitosterol in
SF 7 hin. Das Vorliegen aller anderen Vergleichssubstanzen konnte fir alle
untersuchten Sammelfraktionen mit Sicherheit ausgeschlossen werden.

Die Sammelfraktion SF 1 von SC 1 wurde mittels S&dulenchromatographie an
Kieselgel (SC 2) weiter aufgetrennt (siehe Kap. 3.1.3), um die bei Detektion
mit AASS violette Komponente bei Rf ca. 0,83 anzureichern. Es resultierte
eine Sammelfraktion (SF 2 von SC 2), in der diese Komponente nahezu frei
von Begleitstoffen vorlag.

Ein Dichlormethanextrakt der Blatter, der durch die Vereinigung eines im
Rahmen einer vorangegangenen Dissertation [3] hergestellten Extraktes der
Blatter und eines mittels Accelerated Solvent Extraction hergestellten Extrak-
tes der Blatter gebildet wurde, wurde einer Chlorophyllabtrennung unterzo-
gen (siehe Kap. 3.2) und in der Folge mittels Vacuum Liquid Chroma-
tography (SC 3) fraktioniert (siehe Kap. 3.3.1).

Ausgewahlte Sammelfraktionen wurden mittels DC mit B-Carotin und -
Sitosterol verglichen. Diese Substanzen entsprachen aber keiner der Haupt-
komponenten der untersuchten Sammelfraktionen (siehe Kap. 3.3.2).

Die Sammelfraktionen SF 1, 2 und 3 von SC 3 schienen jeweils eine Sub-
stanz in reiner Form zu enthalten. Durch Verwendung verschiedener mobiler
Phasen konnte mittels DC gezeigt werden, dass es sich bei diesen Kompo-
nenten jedoch um Gemische verschiedener Substanzen mit sehr ahnlichen
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chemischen und physikalischen Eigenschaften handelte (siehe Kap. 3.3.2.3
und Kap. 3.4).

In weiterer Folge wurden SF 6 und 7 von SC 3 vereinigt und mittels Sau-
lenchromatographie an Kieselgel (SC 4) aufgetrennt (siehe Kap. 3.3.3), um
die bei Detektion mit NR/PEG grin fluoreszierende Komponente bei Rf ca.
0,56 anzureichern. Diese Komponente konnte in resultierenden Sammelfrak-
tionen angereichert werden, eine vollstandige Abtrennung stdérender Begleit-
stoffe war jedoch im Rahmen dieser Diplomarbeit nicht méglich.

Die Sammelfraktion SF 20 von SC 3 wurde mit dem Ziel der Isolierung der
bei Detektion mit NR/PEG hellblau fluoreszierenden Komponente einer Pet-
rolether- und einer 1-Butanol-Extraktion unterzogen und danach mittels Sau-
lenchromatographie an Sephadex® LH-20 (SC 5) aufgetrennt (siche Kap.
3.3.4). Eine weitere Aufreinigung der Komponente aus der Sammelfraktion,
in der sie angereichert werden konnte, schien aufgrund der geringen Menge

und des Vorliegens vieler Begleitstoffe nicht zielfihrend.

Mittels NMR-Spektroskopie konnten in SF 1 von SC 3 Squalen und Fern-
9(11)-en als Komponenten identifiziert werden. Die Verschiebungen beider

Substanzen korrelierten ausgezeichnet mit den Literaturdaten [5, 6, 7, 8, 9].

38



5 Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Waéssrige Suspensionen des getrockneten Rhizoms des Baumfarns Metaxya
rostrata finden in der Ethnomedizin Costa Ricas bei Erkrankungen des Ma-
gen-Darm-Trakts, wie Ulcera oder Geschwiren, Anwendung [1].

Da nur wenig phytochemisches Wissen Uber diese Pflanze existiert, war das
Ziel der vorliegenden Diplomarbeit, einen Dichlormethanextrakt des Rhizoms
und einen Dichlormethanextrakt der Blatter zu fraktionieren und Reinsub-
stanzen zu isolieren, deren Strukturen mittels NMR-Spektroskopie geklart

werden sollten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die beiden Extrakte mittels Sdulenchroma-
tographie bzw. Vacuum Liquid Chromatography fraktioniert. Ausgewahlte
Sammelfraktionen wurden mittels DC mit Referenzsubstanzen verglichen.
Einige dieser Sammelfraktionen wurden einem weiteren Trennschritt unter-
zogen.

Dabei konnten vier Sammelfraktionen (SF 1, SF 2, SF 3 von SC 3 und SF 2
von SC 2) gewonnen werden, die unter Verwendung der beschriebenen mo-
bilen Phasen jeweils eine Substanz in reiner Form zu enthalten schienen. In
detaillierten dinnschichtchromatographischen Untersuchungen konnte aller-
dings gezeigt werden, dass es sich jeweils um Gemische mehrerer Substan-
zen handelte.

Fir die Komponenten der Sammelfraktionen SF 2 und SF 3 von SC 3 und
SF 2 von SC 2 war daher keine Strukturklarung mittles NMR-Spektroskopie
moglich. In Sammelfraktion SF 1 von SC 3, die aus zwei Hauptkomponenten
bestand, konnten die Triterpene Squalen und Fern-9(11)-en mittels NMR-
Spektroskopie identifiziert werden.
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6 Summary

6 Summary

Suspensions of the dried rhizome of the tree fern Metaxya rostrata in water
are used in Costa Rican ethnic medicine in intestinal diseases such as ulcers
or tumors [1].

As only little phytochemical knowledge exists about this plant, the objective of
this diploma thesis was to fractionate a dichloromethane extract of the
rhizome and a dichloromethane extract of the leaves and to isolate pure

components for structure elucidation by NMR spectroscopy.

Within the scope of this thesis both extracts were fractionated using column
chromatography or alternatively vacuum liquid chromatography. Selected
fractions were compared with reference substances by TLC. Some of these
fractions were subjected to a further separation step.

In this process four fractions (SF 1, SF 2, SF 3 von SC 3 und SF 2 von SC 2)
could be obtained that seemed to contain one pure substance each when
using the described mobile phases. By further detailed TLC-studies was
shown, that each fraction contained a mixture of several components.

Thus, the clarification of the structures was not possible for the components
of the fractions SF 2 and SF 3 of SC 3 and SF 2 of SC 2. In fraction SF 1 of
SC 3, which consisted of two main substances, the triterpenes squalene and
fern-9(11)-ene could be identified by NMR spectroscopy.
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Anhang

Abbildung 1: "H-NMR von BM in CDCl;
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Abbildung 2:

3C-NMR von BM in CDCl;
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Abbildung 3: HMBC-Spektrum von BM in CDCI3
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Abbildung 4: HSQC-Spektrum von BM in CDCI3;
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Abbildung 5: COSY-Spektrum von BM in CDClI;
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Abbildung 6: TOCSY-Spektrum von BM in CDCI3;
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Abbildung 7: NOESY-Spektrum von BM in CDClI;
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