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1. Einleitung

Sambucus racemosa L., auf Deutsch auch roter Holunder oder Traubenholunder genannt, ist
ein sommergriiner Strauch aus der Gattung Sambucus (Greger J., 1921). Friher zu der Familie
der Caprifoliaceae gezahlt, haben DNA-Sequenzierungen gezeigt, dass Sambucus L., Viburnum
L. und Adoxa L. eine monophyletische Gruppe bilden, die sich deutlich von der der
Caprifoliaceae unterscheidet, weshalb alle drei Gattungen heute zur Familie Viburnaceae
gehoren (Applequist W. L., 2013, International Plant Names Index and World Checklist of
Vascular Plants). Das Hauptverbreitungsgebiet des roten Holunders umfasst weite Teile
Europas, Asiens und Nordamerikas, wobei der 2 bis 4 Meter hohe Strauch besonders in
hoheren Lagen in Fichtenwaldern, entlang von Forststraen und Waldrandern anzutreffen ist
(Cano | et al., 2007; Machatschek M., 2015). Der Traubenholunder tragt von April bis Mai
gelblichgriine Bliten, die sich, je nach Hohenlage und Witterungsverhaltnissen, von Juni bis
September zu scharlachroten Friichten entwickeln, die in einer dichten Traube angeordnet
sind (siehe Abbildung 1, Seite 1) (Greger J., 1921). Das Fruchtfleisch enthilt fettes Ol, ist reich
an Vitamin C, einer Reihe an B-Vitaminen, Natrium, Calcium, Phosphor und Spurenelementen
(Machatschek M., 2015). Jede Steinfrucht enthalt 3 bis 5 groRe Samen und wird besonders
von Vogeln und kleinen Nagetieren gerne verspeist. Bei Menschen kann ein tGbermaRiger
Verzehr der Friichte und vor allem der Samen zu Ubelkeit, Erbrechen oder Durchfall fiihren,
was auf die cyanogenen Glykoside zurlickzufiihren ist, die sich vor allem im Samen, aber in
geringeren Mengen auch im Fruchtfleisch der rohen Friichte finden. Die hitzelabilen Glykoside

konnen beim Kochen jedoch zerstort werden, weshalb die Friichte traditionell vor dem

Verzehr gekocht werden (Losey R. J., 2003).

Quelle: Sabine Glasl-Tazreiter

Abbildung 1: Ein gelblichgriiner Blitenstand von Sambucus racemosa L. (links) und scharlachrote Friichte in
scheinbaren Trauben angeordnet (rechts)
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Die Frucht als Volksheilmittel

Zubereitungen aus den reifen Friichten von Sambucus racemosa L. werden aufgrund der harn-
und schweilStreibenden Eigenschaften, ahnlich wie die des schwarzen Holunders, traditionell
gerne als Volksheilmittel bei Erkdltungen und grippalen Infekten angewendet. Der gekochte
und mit Honig verfeinerte Saft wird in Sldtirol auch gerne zur Schmerzlinderung und
Entzindungshemmung bei Magen-Darm-Erkrankungen eingesetzt (Machatschek M., 2015).
Das fette Ol aus dem Fruchtfleisch dient in manchen Gegenden auch als Volksheilmittel zur
innerlichen und &aulerlichen Anwendung und wird bei verschiedenen Hautkrankheiten
angewendet (Gerlach S., 2007; Gerlach S., Saukel J., Kubelka W., 2006; Machatschek M., 2015;
Zellner J., 1902).

Traditionelle Gewinnung des Ols

Traditionell wird das Ol des roten Holunders gewonnen, indem man die reifen Friichte zuerst
mit der Hand und anschliefend mit einer Spindelpresse ausquetscht, um den Saft ohne die
Samen zu gewinnen. Der Saft wird anschlielend so lange gekocht, bis sich eine gelbe
Schaumschicht absetzt, welche abgeschopft wird. Sobald genug Schaum gewonnen worden
ist, wird dieser eingedickt, bis sich gréRere Oltropfen auf der Oberfliche bilden, welche

schlieBlich abgetrennt werden (Zellner J., 1902).

Eigenschaften des Ols

Man erhilt ein gelbes bis rotgelbes Ol, das bei ldngerer Aufbewahrung nachdunkelt. Es ist
geruchlos und mild schmeckend. Beim Erwarmen zeigt das sonst geruchlose Ol jedoch einen
typischen Holundergeruch. Wird es langer bei kiihleren Temperaturen um die 15°C
aufbewahrt, scheiden sich weiBe Kristalle ab. Der rotgelbe Farbstoff des Ols ist
lichtempfindlich und wird, wenn es in einer diinnen Schicht aufgetragen und direktem
Sonnenlicht ausgesetzt ist, nach 3 bis 4 Tagen komplett zerstort (Matthes H. & Rossié W.,
1918; Zellner. J, 1902, 1918). Trotz mehrfacher Untersuchung finden sich in der Literatur nur
Erkenntnisse tiber physikalische und chemische Konstanten des Ols, jedoch ist die chemische
Zusammensetzung bis heute nicht vollstindig aufgeklart (Byers H. G. & Hopkins P., 1902;
Matthes H. & Rossié W., 1918; Zellner. J, 1902, 1918).



2. Zielsetzung

Aufgrund der Licken hinsichtlich der chemischen Zusammensetzung, war das Ziel dieser
Masterarbeit in erster Linie die Entschliisselung des phytochemischen Profils des Ols aus den
Frichten von Sambucus racemosa L. Im Zuge dessen sollten auch Wege gefunden werden, die
Extraktions- und Analysemethoden zu optimieren. Hierfiir wurde das Ol auf zwei verschiedene
Weisen extrahiert und anschlieBend fraktioniert. Die Fraktionen wurden mit verschiedenen
chromatographischen Methoden untersucht, wobei der Hauptfokus im zweiten Teil der Arbeit
auf der Fraktion 7 und der Optimierung ihrer Analyse lag. Die Arbeit soll als Grundlage fiir die
weitere Erforschung der phytochemischen Zusammensetzung des Ols dienen, dessen
Fraktionen in der Zukunft auf vorhandene Bioaktivitdt im Rahmen der Wundheilung getestet

werden konnen.



3. Material und Methoden

In diesem Kapitel geht es um die verwendeten Materialien und ihren Ursprung, weiters
werden die analytischen und praparativen Methoden beschrieben, die zur Fraktionierung und

Untersuchung des Ols zum Einsatz gekommen sind.

3.1. Pflanzenmaterial

Die in dieser Masterarbeit verwendeten Friichte wurden im Juli 2022 auf der Forsteralm,
Gaflenz, Oberosterreich geerntet. Die reifen und entstielten Friichte wurden zunachst per
Hand und Loffel durch ein Metallsieb gepresst, um den Saft ohne Samen zu gewinnen. In der
Folge wurde dazu eine ,Flotte Lotte” mit feinem Siebeinsatz verwendet. Der so gewonnene
Rohsaft wurde portioniert und in GlasgefaRe gefiillt, ehe er eingefroren und bei Bedarf wieder

aufgetaut wurde.

3.2. Extraktion

Traditionell wird das Ol durch Auskochen der Friichte oder des Rohsaftes gewonnen. Im
Rahmen dieser Masterarbeit wurden zur Gewinnung des Ols zwei verschiedene Methoden
gewadhlt, eine mit und eine ohne Auskochen. Fiir beide Ansatze wurde der eingefrorene
Rohsaft aufgetaut und auf Zimmertemperatur gebracht.

Ansatz A (ohne Hitzebehandlung)

200 ml Rohsaft wurden auf Zentrifugenréhrchen aufgeteilt und fiir 15 min bei 30.000 U/min
(Umdrehungen/min ) zentrifugiert. Dabei bildeten sich 3 Phasen (siehe Abbildung 2, Seite 4).
Die oberste Phase stellt die halbfeste Ol-Saft-Emulsion dar, wahrend
die wissrige Phase und der feste Bodensatz darunter liegen. Die Ol-
Saft-Emulsion wurde mit einem Loffel vorsichtig abgehoben und in
einen Erlenmeyerkolben (iberfiihrt. Die Ol-Saft-Emulsion wurde

anschlieBend 11-mal mit je 30 ml Petrolether (PE) versetzt und

mittels Magnetrihrer fiir jeweils 5 min bei 1000 (U/min) gerihrt,

Abbildung 2: Rohsaft nach
15-minitiger Zentrifugation
(30.000 U/min) zeigt
deutliche Phasentrennung

ehe die PE-Phase mit einer Pasteurpipette abgenommen und in ein

Becherglas tGberfuhrt wurde. Die vereinigten, intensiv gelb gefarbten
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PE-Phasen wurden filtriert und der Petrolether abgedampft. Uber diesen Ansatz wurden

insgesamt 0,57 g Petrolether-Extrakt A gewonnen.

Ansatz B (mit Hitzebehandlung)

220 ml des Rohsaftes wurden mit 430 ml Wasser versetzt und auf niedriger Hitze 4 Stunden
lang thermisch behandelt. Durch das Erhitzen im offenen Gefall verdampfte ein Grof3teil des
enthaltenen Wassers, sodass die 650 ml der Emulsion innerhalb der 4h reduziert wurden auf
180 ml Volumen eines mit Hitze behandelten Rohsafts. Diese 180 ml wurden auf
Zentrifugenrohrchen aufgeteilt und flr 15 min bei 30.000 U/min zentrifugiert. AnschlieRend
wurde die oberste Schicht (siehe Abbildung 2, Seite 4) vorsichtig mit einem Loffel abgehoben
und in einen Erlenmeyerkolben Uberfiihrt. Die restliche Extraktion mit Petrolether wurde
analog zu Ansatz A (siehe Seite 4) durchgefiihrt. Uber diesen Ansatz wurden insgesamt 1,06 g

Petrolether-Extrakt B gewonnen.

Tabelle 1: Uberblick Giber die bei der Extraktion verwendeten Instrumente sowie die resultierenden
Petrolether-Extrakte

Zentrifuge Heraeus Labofuge 400
Magnetriihrer Heidolph MR 3001 K
Ansatz A 0,57 g Petrolether-Extrakt A

(Rohsaft zentrifugiert)

Ansatz B 1,06 g Petrolether-Extrakt B

(Rohsaft hitzebehandelt und zentrifugiert)

3.3. Chromatographische Methoden

Alle chromatographischen Methoden beruhen auf der Wechselwirkung eines Analyten mit
einer ruhenden stationdren und einer vorbeistrotmenden mobilen Phase. Das zugrunde
liegende Trennverfahren kann sowohl analytisch als auch semipréparativ genutzt werden (Gey
M., 2021). In diesem Unterkapitel werden die verwendeten chromatographischen Methoden,
wie die Dilnnschichtchromatographie (DC), High Performance Counter Current
Chromatography (HPCCC), High Performance Liquid Chromatographie (HPLC), Ultra-High
Performance Supercritical Fluid Chromatography (UHPSFC) und Gaschromatographie (GC)

naher erlautert.



3.3.1. Diinnschichtchromatographie (DC)

Anders als die saulenchromatographischen Methoden ist die DC ein Flachbettverfahren, bei
dem sich die stationdre Phase auf einer diinnen Folie aus Aluminium oder einer Glasplatte
befindet. Meist kommen polare Silicagele als stationdre Phase zum Einsatz, doch werden auch
modifizierte Silicagele, Cellulose, Polyamid und Aluminiumoxid verwendet. Je nach Polaritat
der stationdren Phase stehen verschiedene mobile Phasen zur Verfiigung. Beim Einsatz einer
polaren Silicagel Platte werden in der Regel apolare FlieBmittel wie Petrolether, Hexan oder
Toluol eingesetzt. Polare Zusatze wie Ethanol, Aceton oder Ethylacetat konnen ebenfalls
eingesetzt werden, um die Trennleistung an den Analyten anzupassen. Das zu trennende
Gemisch wird in einem geeigneten Losungsmittel geldst, ehe es mittels einer Glaskapillare, die
meist 5 pl fasst, punkt- oder bandenférmig auf die markierte Startzone der Silicagel Platte
appliziert wird. In einem gesattigten DC-Trog wird die Platte anschlieRend entwickelt. Die
mobile Phase steigt getrieben durch Kapillarkrdfte nach oben und nimmt dabei die Analyten
mit. Je nach Affinitat der Analyten zur stationdren Phase werden diese unterschiedlich weit
getragen. Es entstehen Banden, die im Idealfall nicht Gberlappen und scharf begrenzt sind.
Nach der Entwicklung wird die Platte aus dem Trog genommen und visualisiert. Gefarbte
Banden konnen bei Tageslicht ausgewertet werden, jedoch sind oft Derivatisierungen
notwendig, um die Banden sichtbar zu machen. Nach der Derivatisierung kdnnen die Banden
anschlieRend bei verschiedenen Wellenlangen (254 nm oder 366 nm) ausgewertet werden

(Gey M., 2021).

Im Zuge dieser Masterarbeit wurde die DC vor allem fiir analytischen Untersuchungen
herangezogen. Einerseits wurde der chromatographische Fingerprint der Petrolether-Extrakte
nach der Extraktion untersucht, um einen moglichen Einfluss der Extraktionsmethode auf die
Zusammensetzung des PE-Extrakts zu untersuchen. Andererseits diente die DC der Analyse
der mittels HPCCC gesammelten Fraktionen. Hierdurch sollte untersucht werden, ob die
Fraktionierung des PE-Extrakts funktioniert hat und welche Fraktionen aufgrund einer
dhnlichen Zusammensetzung vereint werden kénnen. Auch sollte die Reproduzierbarkeit der
einzelnen HPCCC Laufe untersucht werden. Als stationdre Phase wurden von MERCK
hergestellte Aluminium Silica 60 F3s4 Platten mit einer durchschnittlichen TeilchengréRe von

9,5 bis 11,5 um und Zinksilicat als Fluoreszenzindikator eingesetzt. Als mobile Phase diente



eine Mischung aus Hexan und Aceton im Verhéltnis 25+4 (siehe Tabelle 2, Seite 7). Die Proben
wurden in PE gelost und mittels einer 5 ul Glaskapillare banden- oder punktformig
aufgetragen, ehe die Platte 2-mal entwickelt wurde. Die Visualisierung erfolgte mittels
CAMAG TLC Visualizer (siehe Tabelle 3, Seite 7). Die entwickelten und getrockneten Platten
wurden bei weiflem Licht und den Wellenldngen 254 nm und 366 nm fotografiert. Vor der
Derivatisierung waren Substanzen, die eine Fluoreszenz Léschung zeigen, bei 254 nm und
Substanzen mit Eigenfluoreszenz bei 366 nm sichtbar. AnschlieRend wurden die Platten mit
Hilfe des CAMAG Chromatogram Immersion Device in das Derivatisierungsreagenz getaucht
und flr ungefahr 2 min auf 108°C erhitzt. Danach wurden die Platten wieder bei weillem Licht
und 366 nm fotografiert. Die Fotos wurden anschlieBend ausgewertet, wobei die

derivatisierten Platten bei 366 nm die beste Interpretation ermdglichten.

Tabelle 2: Chromatographische Parameter fiir die analytische DC

Stationare Phase Aluminium Silica 60 F3s4 Platten

(durchschnittliche TeilchengroRe 9,5 bis

11,5 pum)
Mobile Phase Hexan — Aceton (25 + 4)
Detektion weiles Licht und 366 nm
Derivatisierungsreagenz Anisaldehyd-Schwefelsdaure-Reagenz

(bestehend aus 5 ml Anisaldehyd, 100 ml konz.
Essigsaure, 845 ml Methanol, 50 ml konz.

Schwefelsdure)

Tabelle 3: HPTLC Instrumente

Instrument CAMAG TLC Visualizer

CAMAG Chromatogram Immersion Device

(111
Software CAMAG Vision Cats




3.3.2. High Performance Counter Current Chromatography

(HPCCC)

Die HPCCC ist eine chromatographische Methode, die auf der Verteilung von Analyten
zwischen zwei nicht mischbaren Flissigkeiten beruht. Anders als bei herkédmmlichen
saulenchromatographischen Methoden kommt keine feste stationdre Phase zum Einsatz, was
einige Vorteile mit sich bringt. Da es zu keiner irreversiblen Adsorption des Probenmaterials
an die stationdre Phase kommen kann, hat man wenig bis garkeinen Verlust an Analyten (lto
Y., 2005; Langeder J. et al., 2021). Durch die effiziente Auftrennung der Probe in wenigen
Stunden und das mogliche Upscaling eignet sich die Methode sowohl fiir analytische als auch
praparative Zwecke (Skalicka-Wozniak K. et al., 2012). Als stationare beziehungsweise mobile
Phase dienen bei der HPCCC sogenannte HEMWat (Hexan-Ethylacetat-Methanol-Wasser)
Systeme. Die Auswahl des geeigneten Systems spielt eine groRe Rolle bei der Effizienz der
Auftrennung. Dabei beschreibt der K-Wert das Verhaltnis der Konzentrationen der Analyten
in der mobilen und stationdren Phase. Wiinschenswert ist eine gleichmaRige Verteilung
zwischen Ober- und Unterphase (Liu Y. et al., 2015).

Im Zuge dieser Masterarbeit diente die HPCCC in erster Linie der Auftrennung des PE-Extrakts
und der Gewinnung von Fraktionen, um eine bessere Analyse der Zusammensetzung zu
ermoglichen. 200 pl Probe wurden mit 4 ml n-Hexan verdlinnt. Hiervon wurde 1 ml
entnommen und in Eppendorf Gefdale mit HEMWat Systemen unterschiedlicher Polaritat
Uberfihrt (siehe Tabelle 4, Seite 9). Die Verteilung der Substanzen wurde nach kraftigem
Ausschiitteln mittels DC untersucht (siehe Kapitel 3.3.1., Seite 6). Anschliefend wurde ein
analytischer Lauf durchgefiihrt, ehe vier praparative Laufe vorgenommen wurden. Fir die
Experimente wurde ein Spectrum Instrument von Dynamic Extractions in Kombination mit
einer Interchim puriFlash (Losungsmittelpumpe, PDA-Detektor, ELSD und Fraktionen-
Sammler) verwendet (siehe Tabelle 5, Seite 9). Es wurde eine Umkehrphasen-Gradienten-
Elution mit den in Tabelle 6 (Seite 9) ersichtlichen stationdren und mobilen Phasen

durchgefiihrt.



Tabelle 4: Zusammensetzung der getesteten HEMWat Systeme

HEMWat System Verhiltnis (Hexan - Ethylacetat - Methanol - Wasser)
15 2+3+2+3
17 1+1+1+1
19 3+2+3+2
20 2+1+2+1
24 5+1+5+1
25 6+1+6+1
26 9+1+9+1
27 19+1+19+1
28 1+0+1+0

Tabelle 5: Fiir die HPCCC Fraktionengewinnung verwendete Instrumente

Instrument Dynamic Extractions Spectrum
Accel 500 LC Kiihler
Interchim puriFlash ® 4250
GeneVac Standard (EZ-2 Serie)
Software Interchim Software

Tabelle 6: Verwendete stationare und mobile Phasen

HEMWat System

Stationdre Phase

Oberphase 26

1. Mobile Phase

Unterphase 26

2. Mobile Phase

Unterphase 27

3. Mobile Phase

Unterphase 28

Die verwendeten Losungsmittel Mischungen wurden am Vortag des jeweiligen Laufes separat

in Messzylindern mit Schliff bzw. Laborflaschen hergestellt und an einem kihlen, dunklen Ort

gelagert.



Analytische HPCCC

Es wurde eine analytische Saule mit einem Volumen von 22 ml im Umkehrphasen-Modus
verwendet. Zundchst wurde die Saule mit der stationdren Phase (Flussrate 2 ml/min,
Oberphase (OP) 26) befillt bei einer Umdrehungszahl von 200 U/min. Dann wurde die 1.
mobile Phase (Unterphase (UP) 26) mit einer Flussrate von 1 ml/min bei 1600 U/min
eingepumpt. 42,03 mg der Probe (PE-Extrakt B) wurden in 700 pl einer 1:1 Mischung aus
Oberphase (OP) 26 und Unterphase (UP) 26 geldst und mittels Glasspritze in eine 1 ml
Probenschleife eingespritzt, sobald das hydrodynamische Aquilibrium erreicht war.
Fraktionen wurden ab dem Zeitpunkt der Einspritzung gesammelt. Die restlichen mobilen
Phasen wurden ebenfalls mit 1 ml/min eingepumpt. Gegen Ende des Laufes wurde die
stationdre Phase mittels MeOH+H,0 (1:1) extrudiert (siehe Tabelle 7, Seite 10). Die
gesammelten Fraktionen wurden mittels GeneVac Standard (siehe Tabelle 5, Seite 9) im

»aqueous” Modus zur Trockene gebracht.

Tabelle 7: Parameter fiir analytische HPCCC

HEMWat Nr. (siehe Flussrate [ml/min] Volumen [ml] Phase
Tab. 6, Seite 9)
26 2 60 oP
26 1 95 upP
27 1 40 upP
28 1 40 uP
Extrusion 2 56 MeOH+H,0 (1:1)

Praparative HPCCC

Eine praparative Sdule mit einem Volumen von 136 ml wurde im Umkehrphasen-Modus
verwendet. Die Sdule wurde zunichst mit der stationdren Phase OP 26 mit 10 ml/min bei
200 U/min befillt. AnschlieBend wurde die 1. mobile Phase (UP 26) mit 6 ml/min bei
1600 U/min in das System gepumpt. Sobald das hydrodynamische Aquilibrium erreicht war,
wurden in vier Laufen jeweils 392,01 mg, 396,89 mg, 389,76 mg und 394,30 mg PE-Extrakt B
in 8 ml einer 1:1 Mischung aus OP 26 und UP 26 geldst und mittels Glasspritze in eine 12 ml

Probenschleife eingespritzt. Ab diesem Zeitpunkt wurden die Fraktionen nach Volumen
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gesammelt. Alle weiteren mobilen Phasen wurden ebenfalls mit 6 ml/min eingepumpt. Gegen
Ende der Methode wurde eine Extrusion der stationdren Phase mit MeOH+H,0O (1:1)
vorgenommen (siehe Tabelle 8, Seite 11). Die gesammelten Fraktionen wurden mittels

GeneVac Standard im ,,aqueous” Modus zur Trockene gebracht.

Tabelle 8: Parameter fiir die praparative HPCCC

HEMWat Nr. Flussrate [ml/min] Volumen [ml] Phase
26 10 300 oP
26 6 470 UP
27 6 240 upP
28 6 240 upP
Extrusion 10 280 MeOH+H,0 (1:1)

Alle gesammelten Fraktionen wurden in 100 pl (analytisch) bzw. 200 ul (praparativ) PE gelost

und mittels DC untersucht.
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3.3.3. High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Die HPLC — auf Deutsch Hochleistungsflissigchromatographie — stellt, wie der Name schon
verrat, eine verbesserte Version der herkommlichen Saulenflissigchromatographie dar. Der
im  Unterschied zur  klassischen  Sdaulenchromatographie  erheblich  kleinere
Teilchendurchmesser (LC: 100-200 um, HPLC: 3-10 um) erlaubt die Verwendung kirzerer
Saulen. In Kombination mit einer Hochdruckpumpe, welche die FlieBmittel mit einem
gleichmaRig bleibenden Druck (2-20 MPa) durch die Sadule pumpt, werden so hohe
Trennleistungen in kurzer Zeit erreicht. Oft werden ,reversed phase” (RP) Sdaulen verwendet,
was bedeutet, dass die Oberflachengruppen des Silicagels so modifiziert sind, dass diese einen
hydrophoben Charakter bekommen. Ublich sind vor allem C18-Siulen, bei denen ein Teil der
Silanolgruppen mit einer C18-Alkylkette modifiziert ist. Um die restlichen Silanolgruppen zu
besetzen, wird oft ein sogenanntes ,endcapping” mit Trimethylchlorsilan durchgefiihrt. Die
mobile Phase besteht aus einem polaren Gemisch aus Methanol + Wasser oder
Acetonitril + Wasser. Nach der Elution der Analyten von der Sdule werden diese von einem
oder mehreren hintereinander geschalteten Detektoren erfasst (Gey M., 2021). Meist werden
PDA-Detektoren verwendet, welche auf UV-Absorption chromophorer Gruppen bei
bestimmten Wellenlangen basieren. Das heilt wiederrum, dass die Analyten ein oder
mehrere Chromophore besitzen miissen, um von dem Detektor erfasst zu werden. Der ELSD
stellt eine universellere Option dar, die nicht-fliichtige Substanzen unabhdngig von

chromophoren Systemen erfassen kann (Vervoort N. et al., 2008).

Die HPLC wurde im Rahmen dieser Masterarbeit zur Analyse der Fraktion 7 eingesetzt (siehe
Tab. 9, Seite 13). Verwendet wurde eine RP-18e Saule als stationdre Phase. Die mobile Phase
bestand aus zwei verschiedenen FlieBRmitteln (A: Wasser + 0,1% Ameisensdure; B: Acetonitril
+ 0,1% Ameisensaure). Zur Detektion wurden sowohl der PDA-Detektor als auch der ELSD
verwendet. Fraktion 7 wurde mit Aceton auf eine Konzentration von 5 mg/ml verdinnt und
mittels SHIMADZU Auto Sampler wurden 5 ul der Probe eingespritzt. Die Flussrate betrug
1 ml/min. Die verwendeten Instrumente sind in Tabelle 9 (Seite 13) aufgeftihrt und der

verwendete FlieBmittel-Gradient ist in Diagramm 1 (Seite 13) ersichtlich.
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Tabelle 9: Verwendete HPLC Instrumente

Instrumente

SHIMADZU Auto Sampler SIL-20AC HAT

SHIMADZU Communications Bus Module CBM-20A

SHIMADZU Column Oven CTO-20AC

SHIMADZU Degasser DGU-20As

SHIMADZU Diode Array Detector SPD-M20A

SHIMADZU Liquid Chromatograph LC-20AD

SHIMADZU Low temperature-evaporative light scattering
detector ELSD-LT

Software

SHIMADZU Lab solutions

Stationare Phase

Licrosphere 100 RP 18e 5um (interne Seriennummer 098),

250x4mm

Mobile Phase A - Wasser + 0,1% Ameisensaure
B - Acetonitril + 0,1% Ameisensaure
Gradient 50-100% in 25 min
FlieBmittelgradient fiir die HPLC
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Diagramm 1: FlieBmittelgradient der mobilen Phase, der fiir die HPLC-Analyse verwendet wurde
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3.3.4. Ultra-High  Performance  Supercritical  Fluid

Chromatography (UHPSFC)

Die Besonderheit bei der Uberkritischen Fluidchromatographie (SFC, supercritical fluid
chromatography) gegeniiber der herkdmmlichen LC liegt in erster Linie bei der mobilen Phase.
Wie der Name schon sagt, besteht diese bei der SFC aus einem uberkritischen Fluid.
Uberkritische Fluide entstehen, wenn der Druck und die Temperatur jenseits der
stoffspezifischen kritischen Werte liegen. In diesem Zustand besitzt das Fluid sowohl
Eigenschaften eines Gases (hoher Diffusionskoeffizient, niedrige Viskositat) als auch einer
Flussigkeit (hohe Losungskraft, Dichte). Uberkritisches CO, findet heutzutage am meisten
Verwendung, da es eine Reihe von Vorteilen bietet:

e Die kritischen Parameter (31°C und 74 bar) sind mit gebrauchlichen Apparaturen leicht

zu erreichen

e Esistinert und nicht toxisch

e Esist glinstig und leicht verfiigbar

e Esist umweltfreundlicher als andere organische Losungsmittel
Der stark lipophile Charakter von CO; eignet sich gut zur Elution apolarer Analyten. Fir die
Analyse polarer Substanzen kdénnen sogenannte Modifier (z.B. MeOH, EtOH, IPA, ACN)
zugesetzt werden, durch welche die Polaritdat der mobilen Phase erhoht wird. Auch kdnnen
mittels isokratischer Pumpe bei der Detektion durch ein Massenspektrometer (MS) dem CO»-
Strom Substanzen wie Ammoniumformiat oder -acetat beigemengt werden, die die lonisation
in der Elektrospray-lonenquelle verbessern (Eisath N. G. et al.,, 2018; Gey M., 2021). Die
UHPSFC stellt eine technologische Weiterentwicklung der herkémmlichen SFC dar. Die grolRe
Zahl an verfiigbaren stationdren Phasen — es kdnnen sowohl die fiir die HPLC entwickelten
Trennsdulen verwendet werden als auch speziell flir die SFC entwickelte — ermdglicht die
Analyse einer groRBen Breite verschiedener Verbindungen. Die SFC und die UHPSFC sind
kompatibel mit einer Vielzahl an Detektoren, wie z.B. PDA, ELSD und MS (Eisath N. G. et al.,
2018; Goels T. et al., 2022). Vorteile der UHPSFC gegeniiber einer herkdmmlichen HPLC wéaren
die hohere Trennleistung, kurze Analysenzeiten und ein geringerer Losungsmittelverbrauch.

Auch gegeniber der GC weist die UHPSFC Vorteile auf, da keine aufwendige

14



Probenaufbereitung notwendig ist, was zuséatzliche mogliche Fehlerquellen vermeidet (Goels
T. etal., 2022; Langeder J. & Grienke U., 2021).

Die UHPSFC wurde im Rahmen dieser Masterarbeit zur Analyse der Fraktion 7 eingesetzt.
Hierfir wurde das Instrument ACQUITY UPC? (ultraperformance convergence
chromatography) von WATERS verwendet, welches aus einem Sample Manager, Binary
Solvent Manager (BSM), Isocratic Solvent-Manager (ISM), Column Manager, Convergence
Manager und verschiedenen Detektoren besteht. Verwendet wurden ein PDA-Detektor, ELSD
und QDa (Quadrupole Dalton) Massenspektrometer. Die Probe wurde in Hexan:lsopropranol
(70:30) geldst und mit einer Torus 2-Picolylamin (2-PIC) Saule analysiert (Dimensionen:
3,0mm x 100 mm, 1,7 um PartikelgroBe). Es wurde 1 pl Probe mittels Sample Manager
injiziert. Die mobile Phase bestand aus CO; und Methanol als Modifier (1 — 7 % Modifier in
10 min, dann 1-miniitiges Plateau bei 7 %, anschlieBendes Aquilibrieren auf 1% in 1 min) mit
einer Flussrate von 1 ml/min. Zur Bestimmung der Masse wurde der QDa mit MeOH:H>0
(95:5) + 10 MM Ammoniumacetat (AA) als ISM Modifier verwendet (Flussrate 0,6 ml/min)
(siehe Tabelle 11, Seite 16). Sdmtliche Chromatogramme wurden mit der Software Empower

3 ausgewertet.

Tabelle 10: Verwendete UHPSFC Instrumente

Instrument WATERS ACQUITY UPC? PDA Detector

WATERS ACQUITY UPC? Column Manager

WATERS ACQUITY UPC? Convergence Manager

WATERS ACQUITY UPC? Sample Manager

WATERS ACQUITY UPC? Binary Solvent Manager

WATERS ACQUITY UPC? QDa Detector

WATERS ACQUITY UPLC ELSD

WATERS ACQUITY UPC?Isocratic Solvent Manager

Software Empower 3

In Tabelle 13 auf Seite 17 sind die untersuchten Modifier und der verwendete Gradient
ersichtlich, wiahrend man in Tabelle 12 auf Seite 17 die, fiir die Methodenoptimierung
untersuchten stationdren Phasen sehen kann. Die Methoden zur Gradienten Optimierung

findet man in Tabelle 14 auf Seite 18.
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Tabelle 11: Optimierte Methode zur Analyse von Fraktion 7

Sdule Dimension | Modifier Gradient ISM Dauer
(mm) (% Modifier) Modifier
2-Picolylamin 3,0 x 100 MeOH 1-7% MeOH + H,0 11 min
(2-PIC) (95+5) (10 min Anstieg
+10 mM AA | + 1 min Plateau)

Modifiergradient fiir die optimierte UHPSFC
Methode

—=1-7%

Prozent Modifier
O LB N W B U OO N ©

0 5 10 11
Minuten

Diagramm 2: Modifiergradient fir die optimierte UHPSFC Methode zur Analyse von Fraktion 7 mit MeOH als
Modifier

16



Tabelle 12: Stationare Phasen und die entsprechenden Losungsmittelgradienten fiir den Sdulen-Check

Sadule Dimension | Modifier Gradient Dauer

(mm) (% Modifier)

Charged-Surface-Hybrid-Fluoro-
Phenyl
(CSH Fluoro-Phenyl)

1-Aminoanthracene

(1-AA)

Silica 2-Ethylpyridine

(Silica 2-EP) 3,0 x 100 MeOH 0-50% 10 min

Bridged-Ethylene-Hybrid-2-
Ethylpyridine
(BEH 2-EP)

2-Picolylamine

(2-PIC)

Bridged-Ethylene-Hybrid
(BEH)

Tabelle 13: Uberpriifte Modifier und Gradientensysteme fiir UHPSFC Methodenoptimierung

Sdule B1 B2 B3 B4 Gradient Dauer
(% Modifier)

11 min

(10 min

2-PIC MeOH IPA EtOH ACN 1-15% Anstieg

+1min

Plateau)
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Tabelle 14: Gradientenoptimierung UHPSFC

Sdule Modifier Gradient Dauer
(% Modifier)
3-15%
2-15% 11 min
2-PIC MeOH 1-15% (10 min Anstieg
1-10% + 1 min Plateau)
1-7%
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3.3.5. Gaschromatographie (GC)

Die Gaschromatographie stellt ein hocheffizientes chromatographisches Trennverfahren dar,
das vor allem in der analytischen Chemie zur Analyse fllichtiger, organischer Verbindungen
herangezogen wird. Die mobile Phase bei der GC besteht aus einem inerten Tragergas wie z.B.
Stickstoff, Wasserstoff, Argon, Helium oder Kohlenstoffdioxid. Die fllichtigen Analyten werden
im Strom des Tragergases an der stationdaren Phase vorbeigetragen. Die stationare Phase
besteht, je nach GC-Typ aus unterschiedlichen Substanzen. Bei der GC mit gepackter Saule
dienen feste und pordse Kieselgur Teilchen mit kleinem Durchmesser (150-250 um) als
stationdre Phase, wahrend bei der Kapillar-GC die Innenwand der Quarzglaskapillaren mit
einem didnnen immobilen Flussigkeitsfilm versehen ist. Je nach gewiinschter Polaritat der
stationaren Phase kann dieser aus Verbindungen mit CN-, C=0- und OH-Gruppen (fiir polare
Analyten) oder aus Silikonélen und Kohlenwasserstoffen (fiir unpolare Analyten) bestehen. Zu
den Vorteilen der GC zahlen unter anderem die sehr hohe Trennleistung und die niedrige
Nachweisgrenze. Zudem konnen durch die Kopplung mit einem Massenspektrometer
wertvolle Strukturinformationen gewonnen werden. Der gréRte Nachteil besteht darin, dass
die zu analysierenden Verbindungen leicht fliichtig oder verdampfbar sein missen und sich
bei der Verdampfung nicht zersetzen dirfen. Dies bedeutet, dass nur etwa ein Flinftel aller
organischen Verbindungen sich fir die Analyse mittels GC eignet. Fir die Analyse nicht
fllichtiger Verbindungen, bedarf es einer aufwendigen Probenaufbereitung, um die Analyten
mittels Derivatisierung in fllichtige Substanzen zu lGberflihren, sofern dies moglich ist. Die GC
kann mit einer Vielzahl an Detektoren gekoppelt werden, wovon das Massenspektrometer
und der Flammenionisationsdetekor (FID) die gangigsten sind. Durch den geringen
Tragergasfluss kann die GC auch direkt mit einem MS gekoppelt werden, da der geringe Fluss

das Hochvakuum im MS nicht beeintrachtigt (Gey M., 2021).

Im Rahmen dieser Masterarbeit wurde der PE-Extrakt B (Ansatz B, siehe Seite 5)
dankenswerterweise von Mag. pharm. Dr. Stefan Brenner MSc, Kontrollleiter des chemisch
pharmazeutischen Laboratoriums der Osterreichischen Apothekerkammer, mittels GC-MS
und GC-FID analysiert. Dieses Labor besitzt eine Reihe von Fettsdauren als
Vergleichssubstanzen bzw. kann auf eine selbst etablierte Datenbank zurilickgreifen, mit Hilfe

derer die gangigsten Fettsauren identifiziert werden kénnen.
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Die Probenvorbereitung fiir beide Experimente verlief analog. Es wurden 75 mg des PE-
Extrakts in ein 10 ml Zentrifugenrohrchen mit Glasstopfen tiberfihrt und unter Schiitteln und
Erhitzen (50°C — 60°C) in 2 ml TBME (Butylmethylether, tertidr) geldst. AnschlieRend wurde
der noch warmen Mischung 1 ml Natriummethylatlésung (0,54 g Natriummethylat geldst in
20,0 ml Methanol) zugesetzt. Die Mischung wurde warm gehalten und mindestens 5 min lang
geschittelt, ehe sie mit 5 ml destilliertem Wasser versetzt, 30 s kraftig geschittelt und 15 min
zentrifugiert wurde. Ein Teil der organischen Phase wurde mit drei Teilen einer Mischung aus
TBME + Heptan (2+1) versetzt und gut gemischt. Ein Teil der fertigen Mischung wurde in ein
Vial abgefiillt und der GC zugefiihrt.

Tabellen 15 und 16 (Seite 20) stellen die verwendeten Parameter und Temperaturgradienten
fir die GC-MS Messung des PE-Extrakts B (siehe Seite 5) dar, wahrend die Parameter der GC-
FID Messung in den Tabellen 17 und 18 (Seit 21) ersichtlich sind.

Tabelle 15: Chromatographische Parameter fiir die GC-MS-Analyse des Petrolether-Extrakts B (Ansatz B, Seite
5)

TG-5MSSil 30 m x 0.25 mm x 0.25 pm

Saule

Flussrate und mobile Phase 1 ml/min Helium (Qualitat 5.0)

Injektionsvolumen 1,0 ul
Injektortemperatur 250°C
Split-Ratio 1:150
lonen-Quelle Temperatur 250°C

lonisations-Modus El (Elektronen-lonisation)

Auflosung 30.000
Scan Bereich 40-400 m/z
Polaritat Positiv

Tabelle 16: Temperaturprogramm fiir die GC-MS Analyse des Petrolether-Extrakts B (Ansatz B, Seite 5)

Retentionszeit [min] Rate [°C/min] Zielwert [°C] Haltezeit [min]
0,000
1,000 0,00 50,0 1,00
5,000 25,00 150,0 0,00
50,000 2,67 270,0 5,00
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Tabelle 17: Chromatographische Parameter fiir die GC-FID-Analyse des Petrolether-Extrakts B (Ansatz B, Seite

5)

Sdule

ZB-WAX 60 m x 0,25 mm x 0,25 um ArtNr.7KG-G007-11

Flussrate und mobile Phase

30 cm/s Constant Linear Velocity He (Qualitat 5.0)

Injektionsvolumen 1,0 ul
Injektortemperatur 250°C
Split-Ratio 1:50
Detektor-Temperatur 270,0°C
Constant Linear Velocity 30,0 cm/s

Standard

FAME Mix (FAME-37) ANr. CRM47885

Tabelle 18: Temperaturprogramm fir die GC-FID Analyse des Petrolether-Extrakts B (Ansatz B, Seite 5)

Retentionszeit [min]

Rate [°C/min]

Zielwert [°C]

Haltezeit [min]

0,000

1,000 0,00 50,0 1,00

3,500 40,00 150,0 0,00

38,500 2,86 250,0 15,00
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3.4.

Losungsmittel und Chemikalien

In den Tabellen 19 und 20 (Seite 22) sind die in dieser Arbeit verwendeten Loésungsmittel und

Reagenzien aufgelistet.

Tabelle 19: Verwendete Losungsmittel

Losungsmittel Spezifikation Hersteller Standort
Aceton Aceton Normapur VWR BDH Prolabo Wien
Acetonitril Acetonitril HiPerSolv VWR BDH Prolabo Wien
Chromanorm

Ameisensaure Ameisensaure Rotipuran Carl Roth GmbH + Karlsruhe

Co.KG

Ethanol Ethanol HiPerSolv Chromanorm VWR BDH Prolabo Wien

Ethylacetat Ethylacetat Normapur VWR BDH Prolabo Wien

n-Hexan Hexane (mixture of isomers) VWR BDH Prolabo Wien
HiPerSolv Chromanorm

Isopropanol 2-Propanol HiPerSolv VWR BDH Prolabo Wien
Chromanorm

Methanol Methanol HiPerSolv VWR BDH Prolabo Wien
Chromanorm

Petrolether Petrolether OAB destilliert Wien

Wasser doppelt destilliertes Wasser Deionisiertes Wasser, Wien

destilliert mit GFL 2004

Tabelle 20: Verwendete Festsubstanzen

Substanz Hersteller Standort
Ammoniumacetat Merck Darmstadt
Ammoniumformiat VWR BDH Prolabo Wien
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4. Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die wichtigsten Ergebnisse dieser Masterarbeit dargestellt. Der erste
Teil befasst sich mit der Extraktion und Fraktionierung des PE-Extrakts. Im zweiten Teil stehen
die unterschiedlichen analytischen Methoden zur Untersuchung der Fraktion 7 sowie eine GC-

Analyse des Petrolether-Extrakts B im Mittelpunkt.

4.1. Extraktion des Ols

Um das fette Ol aus den Friichten von Sambucus racemosa L. zu gewinnen, wurden diese, wie
in Kapitel 3.1. (siehe Seite 4) beschrieben, gepresst und von den Samen befreit, ehe der
Rohsaft weiterverarbeitet wurde. Es wurden zwei Ansdtze durchgefiihrt (siehe Kapitel 3.2.,
Seite 4), welche sich nur darin unterschieden, dass der Rohsaft in Ansatz B vor der Extraktion
mit Hitze behandelt und in Ansatz A ohne thermische Behandlung weiterverarbeitet wurde.
Die eigentliche Extraktion der Ol-Saft-Emulsionen (nicht-hitzebehandelt bzw. hitzebehandelt)
erfolgte mittels PE am Magnetriihrer, wobei zuerst eine gelbgefarbte PE-Phase erhalten
wurde (siehe Abbildung 3, Seite 23). Der PE wurde nach dem Filtrieren mittels Druckluft Gber
Nacht abgeblasen und die gewonnenen Extrakte (Petrolether-Extrakt A und Petrolether-
Extrakt B) in tarierte Probenglaschen Uberfiihrt. Beide Extrakte zeigten eine tiefgelbe bis
orange Farbe (siehe Abbildung 3, Seite 23) und hatten einen milden Geruch. Bei Lagerung im
Kihlschrank kommt es zur Bildung von Kristallen, die sich bei Raumtemperatur schnell wieder
auflésen. Die Ansatze A und B zeigten unterschiedliche Ausbeuten, wobei Ansatz B (mit
thermischer Behandlung) eine hohere erzielte. Die entsprechenden Ausbeuten sind in Tabelle
21 (Seite 24) aufgefiihrt, wahrend Diagramm 3 (Seite 24) eine grafische Gegentiberstellung

der Ausbeuten der beiden Anséatze zeigt.

= PE Evald
"Aus\.kocbuua“
:&S AO . 22

Abbildung 3: Petrolether-Extrakt B: Gelbgefirbte PE-Phase, gewonnen bei der Extraktion der Ol-Saft-Emulsion
mit PE am Magnetrihrer (links) und orangefarbener PE-Extrakt (rechts) nach dem Entfernen des PE
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Tabelle 21: Gewinnung der Petrolether-Extrakte A und B, Ausbeuten der jeweiligen Ansétze (siehe Kapitel 3.2.,
Seite 4 und 5) bei der Extraktion der Ol-Saft-Emulsion mit Petrolether

Ansatz Ausbeute [g] Rohsaft [ml]

A 0,57 200
(direkte Extraktion der Ol-
Saft-Emulsion ohne

Hitzebehandlung)

B 1,06 220
(Hitzebehandlung der Ol-
Saft-Emulsion vor der

Extraktion)

Ol-Ausbeuten

0,6

o0
=
<)

0,5

0,4

0,3

0,2

Ausbeute in % (G/V)

o1

Ansatz A Ansatz B

Diagramm 3: Grafische Gegeniberstellung der Ausbeuten der Ansétze A und B (siehe Tab. 21), Ausbeute
angegeben in % (G/V) bezogen auf die eingesetzte Menge an Rohsaft
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Wie in Diagramm 3 ersichtlich ist, scheint eine thermische
Behandlung des Rohsaftes vor der Extraktion eine héhere Ausbeute
an PE-Extrakt zu erzielen. Da der DC-Vergleich (siehe Abbildung 4,
Seite 24) keine signifikanten Unterschiede im Fingerprint der beiden
PE-Extrakte A und B erkennen lasst, ist davon auszugehen, dass die
thermische Belastung die Zusammensetzung des PE-Extrakts nicht

beeinflusst.

Abbildung 4: DC-Untersuchung der gewonnenen PE-
Extrakte A und B (siehe Tab. 21 und Diagramm 3, Seite
24)

DC-Methode: siehe Tab. 2, Seite 7

Mobile Phase: Hexan+Aceton (25+4; 2x entwickelt)
Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdurereagenz: UVses

PE-Extrakt PE-Extrakt
A6 B5

4.2, Fraktionierung mittels HPCCC

Um eine genauere Analyse der Zusammensetzung des PE-Extrakts zu ermoglichen, wurde eine
Fraktionierung durchgefiihrt. Aufgrund der in Kapitel 3.3.2. (Seite 8) erwahnten Vorteile der
High Performance Counter Current Chromatography wurde diese zur Durchfihrung der

Fraktionierung gewahlt.

4.2.1. Auswahl der geeigneten HEMWat Systeme

Um eine optimale Auftrennung zu erreichen, bestand der erste Schritt in der Auswahl eines
geeigneten HEMWat Systems. Hierfliir wurden neun verschiedene Systeme, bestehend aus
unterschiedlichen Mischungen von n-Hexan, EtOAc, MeOH und Wasser, getestet (siehe
Tabelle 4, Seite 9), indem Ausschiittelversuche im KleinmaRstab durchgefiihrt wurden (siehe
Kapitel 3.3.2., Seite 8). HEMWat System 28 zeigte die beste Verteilung der Analyten zwischen
Ober- und Unterphase (siehe Abbildung 5, Seite 26). Da HEMWat Systeme 26 und 27 ebenfalls
eine Verteilung der Analyten in die polare Unterphase zeigten, wurden schlieBlich Systeme

28, 27 und 26 fir eine Gradientenelution gewahilt.
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Abbildung 7: DC-Untersuchung der Ober- und Unterphasen (OP, UP) von HEMWat System 28 (siehe Tab. 8,
Seite 11)
DC-Methode: siehe Tab. 2, Seite 7
Mobile Phase: Hexan+Aceton (25+4; 2x entwickelt)
Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdurereagenz: UVass

4.2.2. Fraktionierung

Nach der Auswahl der geeigneten HEMWat Systeme wurde zunachst eine analytische HPCCC
mit den in Tabelle 7 (Seite 10) beschriebenen Parametern durchgefiihrt. Dabei wurden 124
Fraktionen gesammelt, die mittels GeneVac eingedampft wurden, ehe sie zum Zwecke der DC
Untersuchung in PE aufgenommen wurden. Alle 124 Fraktionen wurden mittels DC untersucht
(siehe Tabelle 2, Seite 7), wobei sich eine gute Verteilung der Analyten auf die einzelnen
Fraktionen zeigte. AnschlieRend wurden vier weitere HPCCC Laufe im praparativen Modus
(siehe Tab. 8, Seite 11) durchgefiihrt, bei denen insgesamt 528 Fraktionen gesammelt wurden.
Diese wurden ebenfalls mittels GeneVac eingedampft, in PE aufgenommen und mittels DC auf
ihre Zusammensetzung (berprift In Abbildung 6, Seite 27, ist exemplarisch das
Diinnschichtchromatogramm des 3. praparativen Laufs dargestellt, die Chromatogramme der
anderen Laufe im Appendix, Abbildungen A1 bis A20, Seite 48 bis 57, zu finden. Hierbei zeigten
die Fraktionen aller HPCCC Laufe eine sehr dhnliche Zusammensetzung, was fir eine hohe

Reproduzierbarkeit spricht.
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Fraktion 8 i i
1128 e elution extrusion

Abbildung 8: DC-Untersuchung der gesammelten Fraktionen des 3. praparativen HPCCC Laufs (siehe Tab. 8,
Seite 11)
DC-Methode: siehe Tab. 2, Seite 7
Mobile Phase: Hexan+Aceton (25+4; 2x entwickelt)
Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdurereagenz: UVsss
LL = lower layer, Unterphase (beschreibt die Zusammensetzung der mobilen Phase zu dem entsprechenden
Zeitpunkt wahrend des HPCCC Laufs)

Wie Abbildung 6 (Seite 27) zeigt, erreicht der gewdahlte Gradient eine gute Auftrennung der
Analyten auf die einzelnen Fraktionen. Die in PE gelosten Fraktionen mit einem dhnlichen
Fingerprint wurden vereinigt und in ein tariertes Probengefal} Ubergefiihrt, ehe der PE
abgeblasen wurde. So wurden schlussendlich 10 Fraktionen erhalten.

Die einzelnen Ausbeuten sowie das Chromatogramm der gesammelten Fraktionen sind in
Abbildung 7 auf Seite 28 ersichtlich. Wie in Abbildung 7 gut zu sehen ist, bildet Fraktion 10
den mit Abstand groBten Teil des PE-Extrakts B. Wegen der hohen Lipophilie und der 6ligen
Konsistenz der Fraktion, wird davon ausgegangen, dass sie zu groRen Teilen aus Triglyceriden
besteht Es bestand die Vermutung, dass die Triglyceride gegen Ende der Fraktionierung
eluierten bei geringster Polaritdt der mobilen Phase. Fraktion 7 hingegen befindet sich im
Mittelfeld der Fraktionen und lieferte eine respektable Ausbeute, weshalb der Fokus weiterer

Analysen auf Fraktion 7 gelegt wurde.
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Ausbeute in mg

1500+ 1456.66
1400+

1300+
1200+
1100+
1000+

Abbildung 9: DC-Untersuchung der vereinigten Fraktionen resultierend aus der
praparativen HPCCC (siehe Abb. 6, Seite 27) inklusive entsprechender Ausbeute in
mg
DC-Methode: siehe Tab. 2, Seite 7
Mobile Phase: Hexan+Aceton (25+4; 2x entwickelt)

Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdurereagenz: UVses
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4.3. Analyse von Fraktion 7

Dieses Kapitel bietet einen Uberblick tiber die Analyse von Fraktion 7 (siehe Abb. 7, Seite 28)
mittels HPLC, UHPSFC und GC. Zudem wird die Methodenoptimierung der UHPSFC-Analyse

erlautert.

4.3.1. HPLC

Da die HPLC eine etablierte und unkomplizierte Analysenmethode mit einfacher
Probenvorbereitung darstellt, wurde sie fiir erste Versuche zur Analyse von Fraktion 7
herangezogen. Die Probe wurde, wie in Kapitel 3.3.3. (Seite 12) beschrieben, vorbereitet und
mittels HPLC untersucht. Der FlieBmittelgradient der mobilen Phase kann Diagramm 1 auf
Seite 13 entnommen werden. Die Detektion mittels PDA-Detektor und ELSD zeigte jedoch,
dass diese Methode nicht zu einer Auftrennung der Inhaltsstoffe fiihrte, sondern alle Analyten
als ein grolRer Peak gegen Ende der Analyse eluierten (siehe Abbildung 8, Seite 29). Das legte
nahe, dass der apolare Charakter der Probe keine zufriedenstellende Analyse auf einer RP-18e

Saule zuldsst und eine besser geeignete Analysenmethode gefunden werden musste.
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Abbildung 10: Analyse von Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7, Seiten 27 und 28) mittels HPLC, Detektion: ELSD,
HPLC-Methode siehe Tab. 9 und Diagramm 1, Seite 13
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4.3.2. UHPSFC

Aufgrund der in Kapitel 3.3.4. (Seite 14) bereits erwdahnten Vorteile der UHPSFC und der
apolaren Eigenschaften der Probe, wurden weitere Analysen der Fraktion 7 mittels AQUITY
UPC? durchgefiihrt. Der erste Schritt zur Erarbeitung einer geeigneten Methode war es, die
verfligbaren stationaren Phasen auf ihre Trennleistung zu Uberpriifen. Hierflir wurde Fraktion
7 in Hex:IPA (70:30) gelost und mit sechs verschiedenen stationaren Phasen (CSH-Fluoro-
Phenyl, 1-AA, Silica-2-EP, BEH-2-EP, 2-PIC, BEH) analysiert (siehe Tabelle 12, Seite 17). Es
wurde ein steiler Modifier-Gradient von 0-50% MeOH gewahlt (siehe Tabelle 12, Seite 17). Die
Detektion erfolgte mittels PDA bei einer Wellenlange von 220 nm (siehe Abbildung 9, Seite
30).
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Abbildung 11: Analyse von Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7, Seiten 27 und 28) mittels UHPSFC auf verschiedenen
stationaren Phasen (von oben nach unten: CSH-Fluoro-Phenyl, 1-AA, Silica-2-EP, BEH-2-EP, 2-PIC, BEH), mobile
Phase: CO2 und Methanol, Detektion: PDA 220 nm
UHPSFC Methode: siehe Tabelle 12, Seite 17

Die beste Trennung zeigte die 2-Picolylamin (2-PIC) Saule (siehe Abbildung 10, Seite 31),

weshalb die weitere Methodenoptimierung auf dieser stationaren Phase durchgefihrt wurde.
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Abbildung 12: Analyse von Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7, Seiten 27 und 28) mittels UHPSFC, blaue Linie:
Fraktion 7, schwarze Linie: Blank HEX:IPA (70:30), stationare Phase: 2-PIC, mobile Phase: CO; und Methanol,
Detektion: PDA 220 nm
UHPSFC Methode: siehe Tabelle 12, Seite 17

Der nachste Schritt in der Methodenoptimierung war die Auswahl eines geeigneten Modifiers,
um eine optimale Auftrennung der Analyten zu ermoglichen. Da der steile Gradient in den
Vorversuchen zur Auswahl der stationdaren Phase dazu gefiihrt hat, dass samtliche Analyten
sehr friih wahrend der Analyse eluierten, wurde fiir die weitere Methodenoptimierung ein
flacherer Gradient gewahlt (siehe Tabelle 13, Seite 17). Es wurden vier verschiedene Modifier
Uberprift (MeOH, IPA, EtOH, ACN), wobei Methanol und Acetonitril die beste Trennleistung
zeigten (siehe Abbildung 11, Seite 32). Fiir die Detektion wurde der ELSD verwendet, da dieser,
wie in Kapitel 3.3.3. (Seite 12) erwadhnt, den Vorteil hat, dass er in der Lage ist, auch Analyten
ohne ein chromophores System zu detektieren und somit eine groRRere Breite an Substanzen
erfassen kann. Da Acetonitril bei der weiteren Gradientenoptimierung keine reproduzierbaren

Ergebnisse zeigte (siehe Abbildung A 21 im Anhang), wurde Methanol als Modifier gewahlt.
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Abbildung 13: Analyse von Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7, Seiten 27 und 28) mit UHPSFC, stationare Phase: 2-
PIC, mobile Phase: CO> und (von oben nach unten) Methanol, Acetonitril, Ethanol, Isopropanol, Detektion: ELSD
UHPSFC-Methode: siehe Tab. 13, Seite 17

Nach der Auswahl des geeigneten Modifiers war der nachste Schritt die Optimierung des
Gradienten, um die bestmogliche Auftrennung der Peaks zu erreichen. Hierflir wurde Fraktion
7 in HEX:IPA (70:30) gel6st und mit sechs unterschiedlichen Gradienten (mobile Phase: CO, +
MeOH, stationdre Phase: 2-PIC) analysiert. Die verwendeten Gradienten sind in Tabelle 14
(Seite 18) angefiihrt. Die Detektion erfolgte mittels ELSD. Dabei erzielte ein Anstieg der
Modifier-Konzentration (MeOH) von 1% auf 7% in 10 min mit einem 1-minitigen Plateau auf
7% die beste Auftrennung der Peaks (siehe Abbildung 12, Seite 33; Methode siehe Tabelle 11

und Diagramm 2, Seite 16).
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Abbildung 14: Analyse von Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7, Seiten 27 und 28) mittels UHPSFC mit optimiertem
Modifier-Gradienten, stationdre Phase: 2-PIC, mobile Phase: CO2 und Methanol, Detektion: ELSD
UHPSFC-Methode: siehe Tab. 11 und Diagramm 2, Seite 16

Der nachste und letzte Schritt in der Methodenoptimierung bestand darin, einen geeigneten
ISM Zusatz zu finden. Dieser dient, wie in Kapitel 3.3.4. (Seite 14) beschrieben, dazu, dass bei
der Detektion mittels MS (WATERS ACQUITY UPC? QDa Detector) die lonisation der zu
erfassenden Substanzen im Elektronenspray verbessert wird. Hierfir wurden vier
verschiedene Zusatze getestet:

e MeOH:H,0 (95:5)

e MeOH:H;0 (95:5) + 10 mM Ammoniumformiat (AF)

e MeOH:H;0 (95:5) + 10 mM Ameisensdure (FA)

e MeOH:H;0 (95:5) + 10 mM Ammoniumacetat (AA)
Dabei erzielte MeOH:H,0 (95:5) + 10 mM Ammoniumacetat die beste Auflésung der Peaks im
MS (siehe Abbildung 13, Seite 34).

Die optimierte Methode zur Analyse von Fraktion 7 ist in Tabelle 11 auf Seite 16 ersichtlich.

33



- -
£ 2e+06
c
2
=
De+00
-y
% 100000-
2 |
=
d 'Jhu‘_
[ e e e e et et et | ot st i e s i bt i bl e i sl i s ] ke Loal L
‘5‘ 500000+
@
E
o ok -
200000+
E 100000+
¥
u . T r [l Tl >y LA AL L I | rerfrrrrjfrrrefrrrrrrre L nnr
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00

Minutes

Abbildung 15: Analyse von Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7, Seiten 27 und 28) mittels UHPSFC, stationare Phase:
2-PIC, mobile Phase: CO2 und Methanol, Detektion QDa im Negativ-Modus bei 279,0 Da, ISM-Zusatze von oben
nach unten MeOH:H20 (95:5) + 10 mM AA, MeOH:H20 (95:5) + 10 mM FA, MeOH:H20 (95:5) + 10 mM AF,
MeOH:H20 (95:5)

UHPSFC-Methode: siehe Tab. 11 und Diagramm 2, Seite 16
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Abbildung 16: Total lon Current (TIC) Chromatogramm von Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7, Seiten 27 und 28)
aufgenommen mittels QDa im positiven Modus mit AA als ISM-Modifier
UHPSFC-Methode: siehe Tab. 11 und Diagramm 2, Seite 16

Tabelle 22: Masse/Ladungsverhéltnisse der Peaks 1-7 des TIC-Chromatogramms (siehe Abbildung 14) von
Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7, Seiten 27 und 28) aufgenommen mittels QDa im positiven Modus
UHPSFC-Methode: siehe Tab. 11 und Diagramm 2, Seite 16

Peak Masse/Ladung Masse/Ladung
Molekilion [m/z] Fragmente [m/z]
1 575,65 -
2 608,67 573,60
3 601,67 -
4 617,71 599,68
5 610,71 575,66
6 636,78 -
7 634,73 -

Die entsprechenden Massenspektren der einzelnen Peaks befinden sich im Anhang (siehe

Abbildungen A 22 bis A 28).

35



de+06-] 1
3e+0E
=y
i
5
£ 2e+06]
> 7
3
Te+06 2 6
. PSR RTRe | o a..J
g Pyt e
e+ 00— L S T — T —— T T T —r—T —
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00

Abbildung 17: Total lon Current (TIC) Chromatogramm von Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7, Seiten 27 und 28)
aufgenommen mittels QDa im negativen Modus mit AA als ISM-Modifier

Minutes

UHPSFC-Methode: siehe Tab. 11 und Diagramm 2, Seite 16

Tabelle 23: Masse/Ladungsverhéltnisse der erhaltenen Peaks des TIC-Chromatogramms (siehe Abbildung 15)

von Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7, Seiten 27 und 28) aufgenommen mittels QDa im negativen Modus
UHPSFC-Methode: siehe Tab. 11 und Diagramm 2, Seite 16

Peak Masse/Ladung Masse/Ladung
Molekilion [m/z] Fragmente [m/z]
1 279,20 256,24
2 279,24 277,13
256,28
3 281,24 279,20
4 279,20 -
5 279,20 256,21
6 281,21 279,22
7 279,18 -

Die entsprechenden Massenspektren der einzelnen Peaks befinden sich im Anhang (siehe

Abbildungen A 29 bis A 35).
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4.4, GC-Untersuchung des Petrolether-Extrakts B

Der Petrolether-Extrakt B (siehe Ansatz B, Seite 5) wurde zu weiteren Untersuchungen in das

chemisch-pharmazeutische Laboratorium der 6sterreichischen Apothekerkammer geschickt,

wo es von Mag. pharm. Dr. Stefan Brenner MSc und seinem Team mittels GC-MS und GC-FID

analysiert wurde. Vor der Untersuchung wurde der Petrolether-Extrakt B wie in der

Probenvorbereitung in Kapitel 3.3.5. (Seite 19) beschrieben aufgearbeitet, um vorhandene

Fettsauren in ihre jeweiligen Methylester Gberzufiihren und sie so fllichtig zu machen.

Die Ergebnisse des GC-MS Experiments sind in Abbildung 16 und der zugehdrigen Tabelle 22

ersichtlich. Wie man sehen kann, wurden sechs verschiedene Fettsdauren mittels GC-MS

nachgewiesen:

e Palmitoleinsaure

e Palmitinsaure
e Linolsdure
e Linolensaure
e Olsaure
1 2010 13 20230215_1956_Red Elderberry #4 UNK3 TIC TIC
i \ 3 - Hexadecanolc acid, methyl ester - 19,476 | 4 - 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, methyl ester - 24,158
8,0e9 - |6 - 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester - 24,363
w
3 6,089
=z
2 4089 |
Q
= - 9,12,15-Octadecatrienoic acid, (Z,2,Z) - 24,298
20e0 4 |7 - 24,505
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Abbildung 18: GC-MS Chromatogramm vom Petrolether-Extrakt B (siehe Ansatz B, Seite 5)
GC-Methode: siehe Tab. 15, Seite 20
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Tabelle 22: Ergebnisse der GC-MS Untersuchung des Petrolether-Extrakts B (siehe Ansatz B, Seite 5),
entsprechendes Chromatogramm in Abbildung 16 (Seite 37) ersichtlich

GC-Methode: siehe Tab. 15, Seite 20

Peak-Name Substanz Retentions-Zeit Rel.
[min] Flache [%]

9-Hexadecenoic acid, methyl Palmitoleinsaure, 18,811 1,21
ester, (2)- Methylester

Hexadecanoic acid, methyl Palmitinsaure, 19,476 30,24
ester Methylester

9,12-Octadecadienoic acid Linolsaure, 24,158 33,00
(Z,2)-, methyl ester Methylester

9,12,15-Octadecatrienoic Linolensaure, 24,298 4,71
acid, (2,2,2) Methylester

9-Octadecenoic acid (Z)-, Olsaure, 24,363 23,21
methyl ester Methylester

Abbildung 17 und die dazugehorige Tabelle 23 zeigen die bei der GC-FID Untersuchung

erhaltenen Ergebnisse.
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Abbildung 19: GC-FID Chromatogramm des Petrolether-Extrakts B (siehe Ansatz B, Seite 5)

GC-Methode: siehe Tab. 17, Seite 21
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Tabelle 23: Ergebnisse der GC-FID Untersuchung des Petrolether-Extrakts B (siehe Ansatz B, Seite 5),
entsprechendes Chromatogramm in Abbildung 17 (Seite 38) ersichtlich
GC-Methode: siehe Tab. 17, Seite 21

Peak-Name Retentions-Zeit [min] | Rel. Fliche [%] | Zuordnung anhand des
Standards FAME Mix
(FAME-37) (siehe Tab. 17,
Seite 21)
C14:0 13,769 0,18 Myristinsaure
C16:0 17,107 34,87 Palmitinsaure
Cl6:1 17,578 1,12 Palmitoleinsaure
C18:0 20,433 1,17 Stearinsaure
C18:1n9t+C18:1n9c 20,851 19,53 Ols3ure
C18:2n6t+C18:2n6bcC 21,668 35,57 Linolsaure
C18:3n3 22,734 4,26 Alpha-Linolensaure
C20:0 23,682 0,36 Arachidonsaure
C20:1n9 24,086 0,09 Gondonsaure

Durch den Vergleich der erhaltenen Retentionszeiten der Analyten aus der Probe mit denen
eines bekannten Standards (FAME Mix (FAME-37) ANr. CRM47885), konnten die in Tab. 23

gelisteten Fettsduren identifiziert werden.
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5. Diskussion und Conclusio

Im Zuge dieser Masterarbeit wurde das fette Ol (Petrolether-Extrakt) aus den Friichten von
Sambucus racemosa L. extrahiert. Traditionell wird das Ol durch Auskochen des gepressten
Rohsaftes gewonnen, weshalb zwei verschiedene Ansatze bei der Extraktion verfolgt wurden
(Zellner J., 1902). Dabei zeigte sich, dass eine thermische Behandlung des Rohsafts der Friichte
vor der Extraktion mit Petrolether eine deutlich héhere Ausbeute liefert als die Extraktion des
unbehandelten Rohsafts. Dass dies auf eine Aufkonzentrierung des Saftes — durch das
Verdampfen des enthaltenen Wassers wahrend des Kochens — zurlickzufihren ist, ist
ausgeschlossen, da die Ausbeute an Petrolether-Extrakt gerechnet auf aliquote Menge an
eingesetztem Rohsaft bei der Methode mit thermischer Behandlung deutlich héher war. Eine
mogliche Erklarung ware, dass die thermische Behandlung zu einer Beschadigung der
Zellwinde gefiihrt hat, wodurch vermehrt Ol ausgetreten ist. Die thermische Belastung hat
der DC-Untersuchung zufolge keinen wesentlichen Einfluss auf die Zusammensetzung des
Petrolether-Extrakts, was den Schluss zuldsst, dass die Hauptinhaltsstoffe thermisch stabil
sind. Demnach empfiehlt es sich, diesen zusatzlichen Schritt der thermischen Behandlung bei
der Extraktion durchzufiihren, um eine moglichst hohe Ausbeute zu erhalten. Die HPCCC
erwies sich — aufgrund des geringen Verlustes und der einfachen Durchfiihrung — als sehr gut
geeignete Methode, um den Extrakt zu fraktionieren, bevor man weitere Analysen durchfihrt.
Der grofSte Anteil des Petrolether-Extrakts, bei dem angenommen wird, dass er hauptsachlich
aus Triglyceriden besteht, konnte mittels dieser Technik abgetrennt werden, was die Analyse
der restlichen Fraktionen erleichtert. Zudem zeigte die HPCCC eine hohe Reproduzierbarkeit
bei der Gewinnung der Fraktionen (siehe Anhang, Abbildungen A 1 bis A 20), was nicht nur im
analytischen sondern auch im semi-praparativen Malistab ein grofRer Vorteil ist. Da die
fortflihrende Analyse aller zehn Fraktionen den zeitlichen Rahmen einer Masterarbeit
gesprengt hatte, wurden weitere Analysen nur mit Fraktion 7 durchgefiihrt. Diese Fraktion
wurde gewahlt, da sie eine hohe Ausbeute zeigte, was ausgiebige Analysen ermoglichte, und
sie hinsichtlich ihrer qualitativen Zusammensetzung Ahnlichkeiten mit den nachfolgenden

Fraktionen aufwies.

Fiir die Analyse von Fraktion 7 kam die HPLC zum Einsatz, da das eine sehr universelle
Methode ohne aufwendige Probenvorbereitung ist (Gey M., 2021). Hier zeigte sich jedoch
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schnell, dass die Auftrennung mittels RP-18e Saule keine zufriedenstellenden Ergebnisse
liefert, da die Analyten mehr oder weniger ungetrennt als grofler Peak gegen Ende der Analyse
eluierten. Das weist auf eine niedrige Polaritat der Analyten hin. Die UHPSFC erwies sich auf
Grund der in Kapitel 3.3.4. (Seite 14) erwahnten Vorteile als vielversprechende Alternative,
bei der eine groRere Auswahl an stationdren Phasen zur Verfligung stand. Weitere Analysen
wurden daher auf der WATERS ACQUITY UPC? vorgenommen. Bei der Methodenoptimierung
zeigte sich, dass der lipophile Charakter der Probe eine sehr apolare Mischung der mobilen
Phase mit einem flachen Anstieg des Anteils von Methanol als Modifier bendtigt, um eine gute
Trennung der Peaks auf einer 2-PIC Saule zu erzielen. Die finale Methode zur Analyse von
Fraktion 7 kann als Startpunkt fiir zuklinftige Methodenoptimierungen fiir Analysen weitere
Fraktionen dienen. Weiters wurden mit dieser Methode und der Detektion mittels
Massenspektrometer (QDa) die in Tabellen 22 (Seite 35) und 23 (Seite 36) aufgelisteten
Massen/Ladungsverhéltnisse ermittelt. Bei der Recherche in der SciFinder Datenbank konnten
Hinweise gefunden werden, dass einige der im positiven Modus ermittelten Massen
moglicherweise auf Anthocyane und Flavonoide zuriickzufiihren sind. Aufgrund des stark
apolaren Charakters des Losungsmittels Petrolethers, welches zur Extraktion verwendet
wurde, ist die Anwesenheit von glykosylierten Anthocyanen und Flavonoiden in Fraktion 7,
welche eher im hinteren Mittelfeld der Polaritdt der Fraktionen liegt, jedoch recht
unwahrscheinlich. Peak 3 (Abbildung 14, Tabelle 22, Seite 35) kdnnte auf ein Xanthin-Derivat
hindeuten, was aufgrund der gelblichen Farbe der Fraktion nicht abwegig ware. Der
Massenunterschied von 18 Einheiten zwischen dem Molekilion und dem Fragment von Peak
3 deutet zudem auf die Abspaltung eines Wassermolekils hin, was ein Hinweis auf das
Vorhandensein einer OH-Gruppe ist. Die Differenzen der m/z Werte von Peak 2 und 5
(Abbildung 14, Tabelle 22, Seite 35) zu ihren jeweiligen Fragmenten deuten zudem auf die
mogliche Abspaltung eines Chlorid-lons (35 g/mol) hin. Die im negativen Modus erhaltenen
m/z Werte (Tabelle 23, Seite 36) bewegen sich alle von 279 bis 281 und kénnten durch die
Anwesenheit von Linolsdure (~280 g/mol) in Fraktion 7 erklart werden. Die Anwesenheit von
Linolsdure im Petrolether-Extrakt B konnte durch die GC-Untersuchung des Extraktes
nachgewiesen werden (siehe Kapitel 4.4., Seite 37). Um zu untersuchen, ob sich Linolsaure
wirklich in Fraktion 7 befindet, ware eine DC-Untersuchung von Fraktion 7 unter Zunahme von

Linolsdure als Referenz erforderlich bzw. die HPLC-Analyse dieser Verbindung. Aufgrund der
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kurzen Analysezeiten und simplen Probenvorbereitung, stellt die UHPSFC eine sehr wertvolle

Analysenmethode dar.

Vorangegangene Analysen fokussierten sich in erster Linie auf physikalische und chemische
Eigenschaften des Ols. So ermittelte Zellner (1902) bei seinen Untersuchungen ein spezifisches
Gewicht von 0,9171 und einen Brechungsindex von 1,472. Die Saurezahl liegt laut Zellner
(1902) bei 3,15 und die Verseifungszahl bei 196,8. Zudem bestimmte er den Anteil von festen
und fliissigen Fettsduren im Ol. Feste Fettsduren machen demnach 21% aus und bestehen vor
allem aus Palmitinsaure und Arachidonsdure neben einer kleinen Menge einer nicht ndher
bestimmten Sdaure mit kleinerem Molekulargewicht. Auf die fllissigen Fettsdauren entfallt ein
Anteil von 79%, wobei zwei Drittel davon aus Olsdure bestehen. Weiters sind Linolsdure und
eventuell Oxysauren enthalten, also Fettsduren mit mindestens einer Carboxyl- oder
Hydroxylgruppe (Zellner, 1902). Matthes H. & Rossié W. (1918) kamen zu vergleichbaren
Ergebnissen. Sie bestimmten ein spezifisches Gewicht von 0.9215 und einen Brechungsindex
von 1,471. Die Saurezahl betragt 3,11 und die Verseifungszahl 192,56. Laut Matthes H. &
Rossié W. (1918) entfillt auf die fliissigen Fettsduren ein Anteil von 74%, davon macht Olsiure
den grolRten Anteil aus mit 55-58% gefolgt von 32% Linolsdure. Zudem konnte, anders als bei
Zellner, auch 10% Linolensdaure nachgewiesen werden. Die festen Fettsauren machen einen
Anteil von 22% aus (Matthes H. & Rossié W., 1918). Im Zuge dieser Masterarbeit wurde der
Petrolether-Extrakt unter Zuhilfenahme der hochsensiblen GC in Kombination mit einem
Massenspektrometer und einem Flammenionisationsdetektor untersucht und mittels einer
Reihe von bekannten Fettsduren als Referenzsubstanzen analysiert (siehe Tab. 15 und 16,
Seite 20 und Tab. 17 und 18, Seite 21). Dies ermoglichte eine genaue Aufschliisselung des
Fettsaureprofils. So wurden die, schon von Zellner (1902) entdeckten, Fettsiduren Olséure,
Linolsdure, Palmitinsdure und Arachidonsdure festgestellt. Weiters wurde die Anwesenheit
der von Matthes H. & Rossié W. (1918) gefundenen Linolensdure bestatigt (siehe Tab. 22, Seite
38 und Tab. 23, Seite 39). Den grofRten Anteil nimmt jedoch die Linolsdure gefolgt von der
Palmitinsdure ein (siehe Tab. 22, Seite 38), wihrend die Olsiure, anders als bei Zellner (1902)
und Matthes H. & Rossié W (1918), nur ungefahr ein Viertel ausmacht. Dieser recht groRe
Unterschied lasst sich eventuell durch unterschiedliche Erntezeitpunkte und -orte erklaren.
Auch der Klimawandel und die steigenden Durchschnittstemperaturen sowie verdanderten

Witterungsverhaltnisse konnten einen Einfluss auf die Zusammensetzung und Verhaltnisse
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der Inhaltsstoffe haben. Dennoch empfiehlt es sich aufgrund des groRen Unterschieds des
Olsiure-Gehalts, weitere Analysen durchzufiihren, um die Ergebnisse zu bestatigen. Weiters
ware eine Bestimmung der physikalischen Eigenschaften angeraten, um zu analysieren, ob
sich diese mit den vorangegangenen Ergebnissen von Zellner (1902) und Matthes H. & Rossié
W. (1918) decken, oder ob sich Unterschiede aufzeigen. Die effiziente chromatographische
Methode und die Verfligbarkeit eines Standards (siehe Tab. 17, Seite 21) ermdglichten zudem
die Zuordnung weiterer Fettsduren, die in kleinerem Ausmal} in dem Petrolether-Extrakt
vorhanden sind. So konnten Myristinsdure, Palmitoleinsaure, Stearinsdure und Gondonsaure

nachgewiesen werden (siehe Tab. 23, Seite 39).

Im Zuge dieser Arbeit wurden effiziente Methoden zur Extraktion und Fraktionierung des
Petrolether-Extrakts erarbeitet. Weiters bietet die Arbeit wichtige Anhaltspunkte fiir weitere
Analysen des phytochemischen Profils. Zur Entschlisselung der phytochemischen
Zusammensetzung des Ols aus den Friichten von Sambucus racemosa L. sind dennoch weitere
Experimente und die Verwendung zusatzlicher Analysemethoden notwendig. Eine GC-
Untersuchung der einzelnen Fraktionen, in erster Linie von Fraktion 10, ware angeraten, um
zu analysieren, ob die im Petrolether-Extrakt B detektierten Fettsauren sich ebenfalls in dieser

Fraktion befinden.
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Zusammenfassung

Sambucus racemosa L. ist ein sommergriiner Strauch aus der Familie der Viburnaceae
(International Plant Names Index and World Checklist of Vascular Plants). In den
Sommermonaten tragt er scharlachrote runde Friichte, die in einer leicht spitz zulaufenden
Schirmrispe angeordnet sind, die bei oberflachlicher Betrachtung an eine Traube erinnert,
woraus sich die deutsche Bezeichnung Traubenholunder ableitet. Das Fruchtfleisch enthalt
viel fettes Ol, das volksmedizinisch unter anderem zur Behandlung von grippalen Infekten und
verschiedenen Hautkrankheiten eingesetzt wird. Das macht das Ol und die dafir
verantwortlichen Inhaltsstoffe besonders interessant fiir weitere Untersuchungen hinsichtlich
wundheilender Wirkung. Die phytochemische Zusammensetzung des Ols ist bis heute jedoch
nicht vollstandig aufgeklart, weshalb das Ziel dieser Masterarbeit die Extraktion und

Untersuchung der Inhaltsstoffe dieses Ols war.

Hierzu wurden die reifen Friichte ausgepresst und das Ol auf zwei verschiedene Methoden
extrahiert. Dabei zeigte sich, dass eine thermische Beeinflussung des Rohsaftes vor der
Extraktion zu hoheren Ausbeuten flihrt, ohne die qualitative Zusammensetzung zu verandern.
AnschlieBend folgte die Fraktionierung des Extraktes mittels HPCCC, um eine Auftrennung der
Analyten zu erreichen. So wurden 10 Fraktionen unterschiedlicher Zusammensetzung
erhalten. Folgende Analysen fokussierten sich auf Fraktion 7, wobei unterschiedliche
chromatographische Methoden herangezogen wurden. Im Zuge dieser Arbeit konnte eine
optimierte Methode zur Untersuchung von Fraktion 7 mittels UHPSFC entwickelt werden.
Zudem wurde der Petrolether-Extrakt B mittels GC-MS und GC-FID untersucht, was die
Anwesenheit verschiedener Fettsauren (Myristinsdure, Palmitinsdure, Palmitoleinsaure,
Stearinsdure, Olsiure, Linolsdure, Alpha-Linolensidure, Arachidonsdure und Gondos&ure)
bestatigte.

Zusammenfassend betrachtet ldsst sich sagen, dass weiter Untersuchungen hinsichtlich des
phytochemischen Profils des Ols vom roten Holunder notwendig sind. Nach der Identifizierung
und Isolierung der prominentesten Inhaltsstoffe, kénnen weitere Analysen hinsichtlich der

wundheilungsférdernden Eigenschaften vorgenommen werden.
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Abstract

Sambucus racemosa L. is a deciduous shrub of the family Viburnaceae (International Plant
Names Index and World Checklist of Vascular Plants). During the summer months, the shrub
bears bright red fruits, which are arranged in clusters. The pulp contains plenty of fatty oil
which has a long history of use in traditional medicine as treatment for respiratory tract
infections and various skin diseases. This makes the oil particularly interesting for further
investigations of its wound-healing effects and the responsible compounds. However, the
phytochemical composition of the oil has not yet been fully elucidated, which is why the aim

of this master's thesis was to extract and examine the constituents of this oil.

To achieve this, the ripe fruits were pressed, and the oil was extracted using two different
methods. It was shown, that the application of heat to the raw juice before extraction leads
to higher yields of the oil. The extract was then fractionated using HPCCC. Ten different
fractions were obtained. The following analyses were focused on fraction 7. Various
chromatographic methods were applied. In the course of this work an optimized method for
investigating fraction 7 using UHPSFC could be developed.

The total extract was also analysed by GC-MS und GC-FID which confirmed the presence of
various fatty acids (myristic acid, palmitic acid, palmitoleic acid, stearic acid, oleic acid, linoleic
acid, alpha-linolenic acid, arachidonic acid and gondoic acid).

To sum up, further research is needed concerning the phytochemical profile of the red
elderberry oil. After identifying the most prominent constituents, further analyses can be

done regarding the wound-healing properties.
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Anhang

Abbildung A 1: HPCCC Fraktionen 1-35 analytischer Lauf

DC-Methode: siehe Tab. 2, Seite 7
Mobile Phase: Hexan+Aceton (25+4; 2x entwickelt)
Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdurereagenz: UVses

Abbildung A 2: HPCCC Fraktionen 36-66 analytischer Lauf

DC-Methode: siehe Tab. 2, Seite 7
Mobile Phase: Hexan+Aceton (25+4; 2x entwickelt)
Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdurereagenz: UVses
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Abbildung A 3: HPCCC Fraktionen 67-99 analytischer Lauf

DC-Methode: siehe Tab. 2, Seite 7
Mobile Phase: Hexan+Aceton (25+4; 2x entwickelt)
Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdurereagenz: UVses

Abbildung A 4: HPCCC Fraktionen 100-124 analytischer Lauf

DC-Methode: siehe Tab. 2, Seite 7
Mobile Phase: Hexan+Aceton (25+4; 2x entwickelt)
Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdurereagenz: UVses
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Abbildung A 5: HPCCC Fraktionen 1-35 1. praparativer Lauf

DC-Methode: siehe Tab. 2, Seite 7
Mobile Phase: Hexan+Aceton (25+4; 2x entwickelt)
Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdurereagenz: UVses

Abbildung A 6: HPCCC Fraionen 36-70 1. praparativer Lauf
DC-Methode: siehe Tab. 2, Seite 7

Mobile Phase: Hexan+Aceton (25+4; 2x entwickelt)
Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdurereagenz: UVses
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Abbildung A 7: HPCCC Fraktionen 71-102 1. praparativer Lauf

DC-Methode: siehe Tab. 2, Seite 7
Mobile Phase: Hexan+Aceton (25+4; 2x entwickelt)
Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdurereagenz: UVass

Abbildung A 8: HPCCC Fraktionen 103-132 1. prdparativer Lauf

DC-Methode: siehe Tab. 2, Seite 7
Mobile Phase: Hexan+Aceton (25+4; 2x entwickelt)
Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdurereagenz: UVsss
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Abbildung A 9: HPCCC Fraktionen 1-35 2. praparativer Lauf

DC-Methode: siehe Tab. 2, Seite 7
Mobile Phase: Hexan+Aceton (25+4; 2x entwickelt)
Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdurereagenz: UVses

Abbildung A 10: HPCCC Fraktionen 36-70 2. praparativer Lauf

DC-Methode: siehe Tab. 2, Seite 7
Mobile Phase: Hexan+Aceton (25+4; 2x entwickelt)
Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdurereagenz: UVses
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Abbildung A 11: HPCCC Fraktionen 71-102 2. prdparativer Lauf

DC-Methode: siehe Tab. 2, Seite 7
Mobile Phase: Hexan+Aceton (25+4; 2x entwickelt)
Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdurereagenz: UVses

Abbildung A 12: HPCCC Fraktionen 103-132 2. praparativer Lauf

DC-Methode: siehe Tab. 2, Seite 7
Mobile Phase: Hexan+Aceton (25+4; 2x entwickelt)
Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdurereagenz: UVses
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Abbildung A 13: HPCCC Fraktionen 1-35 3. praparativer Lauf

DC-Methode: siehe Tab. 2, Seite 7
Mobile Phase: Hexan+Aceton (25+4; 2x entwickelt)
Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdurereagenz: UVses

Abbildung A 14: HPCCC Fraktionen 36-70 3. praparativer Lauf

DC-Methode: siehe Tab. 2, Seite 7
Mobile Phase: Hexan+Aceton (25+4; 2x entwickelt)
Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdurereagenz: UVses
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Abbildung A 15: HPCCC Fraktionen 71-101 3. praparativer Lauf

DC-Methode: siehe Tab. 2, Seite 7
Mobile Phase: Hexan+Aceton (25+4; 2x entwickelt)
Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdurereagenz: UVsss

Abbildung A 16: HPCCC Fraktionen 102-132 3. praparativer Lauf

DC-Methode: siehe Tab. 2, Seite 7
Mobile Phase: Hexan+Aceton (25+4; 2x entwickelt)
Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdurereagenz: UVsss
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Abbildung A 17: HPCCC Fraktionen 1-35 4. praparativer Lauf

DC-Methode: siehe Tab. 2, Seite 7
Mobile Phase: Hexan+Aceton (25+4; 2x entwickelt)
Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdurereagenz: UVass

Abbildung A 18: HPCCC Fraktionen 36-70 4. praparativer Lauf

DC-Methode: siehe Tab. 2, Seite 7
Mobile Phase: Hexan+Aceton (25+4; 2x entwickelt)
Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdurereagenz: UVsss
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Abbildung A 19: HPCCC Fraktionen 71-102 4. praparativer Lauf

DC-Methode: siehe Tab. 2, Seite 7
Mobile Phase: Hexan+Aceton (25+4; 2x entwickelt)
Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdurereagenz: UVsss

Abbildung A 20: HPCCC Fraktionen 103-132 4. praparativer Lauf

DC-Methode: siehe Tab. 2, Seite 7
Mobile Phase: Hexan+Aceton (25+4; 2x entwickelt)
Detektion: Anisaldehyd/Schwefelsdurereagenz: UVsss

58



100.00
80.00

60.00

LSuU

40.00+

20.00

(L) [

200.00+

LSuU

100.00- | |

0.00——

150.00

100.00

Lsu

50.00+

0.00-Awse
T T T T T T —

—r—T—r T ——— T ——rT T T T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00
Minutes

Abbildung A 21: Fehlschlag bei der Methodenoptimierung zur Analyse von Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7,
Seiten 27 und 28) mit UHPSFC, stationare Phase: 2-PIC, mobile Phase: CO2 und Acetonitril, Detektion: ELSD
UHPSFC-Methode: siehe Tab. 11, Seite 21
Zusatz von Acetonitril zeigte keine reproduzierbaren Intensitaten der Signale bei gleicher Probenkonzentration,
Optimierung der Analysenzeit zeigte keine Erfolge, weil die Ergebnisse nicht reproduzierbar waren
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Abbildung A 22: UHPSFC-QDa Chromatogramm von Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7, Seiten 27 und 28) im

positiven Modus mit zugehorigem MS Spektrum von Peak 1 (siehe Tabelle 22)
UHPSFC-Methode: siehe Tab. 11, Seite 16
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Abbildung A 23: UHPSFC-QDa Chromatogramm von Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7, Seiten 27 und 28) im
positiven Modus mit zugehorigem MS Spektrum von Peak 2 (siehe Tabelle 22)
UHPSFC-Methode: siehe Tab. 11, Seite 16
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Abbildung A 24: UHPSFC-QDa Chromatogramm von Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7, Seiten 27 und 28) im
positiven Modus mit zugehorigem MS Spektrum von Peak 3 (siehe Tabelle 22)
UHPSFC-Methode: siehe Tab. 11, Seite 16
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Abbildung A 25: UHPSFC-QDa Chromatogramm von Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7, Seiten 27 und 28) im
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positiven Modus mit zugehorigem MS Spektrum von Peak 4 (siehe Tabelle 22)

UHPSFC-Methode: siehe Tab. 11, Seite 16
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Abbildung A 26: UHPSFC-QDa Chromatogramm von Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7, Seiten 27 und 28) im
positiven Modus mit zugehorigem MS Spektrum von Peak 5 (siehe Tabelle 22)
UHPSFC-Methode: siehe Tab. 11, Seite 16
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Abbildung A 27: UHPSFC-QDa Chromatogramm von Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7, Seiten 27 und 28) im

positiven Modus mit zugehorigem MS Spektrum von Peak 6 (siehe Tabelle 22)
UHPSFC-Methode: siehe Tab. 11, Seite 16
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Abbildung A 28: UHPSFC-QDa Chromatogramm von Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7, Seiten 27 und 28) im
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positiven Modus mit zugehorigem MS Spektrum von Peak 7 (siehe Tabelle 22)
UHPSFC-Methode: siehe Tab. 11, Seite 16
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Abbildung A 29: UHPSFC-QDa Chromatogramm von Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7, Seiten 27 und 28) im

negativen Modus mit zugehorigem MS Spektrum von Peak 1 (siehe Tabelle 23)
UHPSFC-Methode: siehe Tab. 11, Seite 16
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Abbildung A 30: UHPSFC-QDa Chromatogramm von Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7, Seiten 27 und 28) im
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negativen Modus mit zugehorigem MS Spektrum von Peak 2 (siehe Tabelle 23)
UHPSFC-Methode: siehe Tab. 11, Seite 16
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Abbildung A 31: UHPSFC-QDa Chromatogramm von Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7, Seiten 27 und 28) im
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negativen Modus mit zugehorigem MS Spektrum von Peak 3 (siehe Tabelle 23)
UHPSFC-Methode: siehe Tab. 11, Seite 16
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Abbildung A 32: UHPSFC-QDa Chromatogramm von Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7, Seiten 27 und 28) im
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negativen Modus mit zugehdrigem MS Spektrum von Peak 4 (siehe Tabelle 23)
UHPSFC-Methode: siehe Tab. 11, Seite 16
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Abbildung A 33: UHPSFC-QDa Chromatogramm von Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7, Seiten 27 und 28) im
negativen Modus mit zugehorigem MS Spektrum von Peak 5 (siehe Tabelle 23)
UHPSFC-Methode: siehe Tab. 11, Seite 16
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Abbildung A 34: UHPSFC-QDa Chromatogramm von Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7, Seiten 27 und 28) im
negativen Modus mit zugehorigem MS Spektrum von Peak 6 (siehe Tabelle 23)
UHPSFC-Methode: siehe Tab. 11, Seite 16
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Abbildung A 35: UHPSFC-QDa Chromatogramm von Fraktion 7 (siehe Abb. 6 und 7, Seiten 27 und 28) im
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negativen Modus mit zugehorigem MS Spektrum von Peak 7 (siehe Tabelle 23)
UHPSFC-Methode: siehe Tab. 11, Seite 16
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Abbildung A 36: GC-FID Chromatogramm des verwendeten Standards bei der Untersuchung des Petrolether-
Extrakts B (siehe Ansatz B, Seite 5)
GC-Methode: siehe Tab. 17, Seite 21

Tabelle 24: Retentionszeiten und Peak-Namen der im Standard enthaltenen Fettsduren, Chromatogramm in
Abbildung A36

Peak Name Retentions Zeit | Relative Flache [ %]
[min]
C4:.0 4,732 2,51
c6:0 5,800 3,17
C8:0 6,978 3,62
C10:0 8,567 3,89
C11:0 9,608 1,94
C12:0 10,842 4,07
C13:0 12,239 2,00
C14:0 13,780 4,19
Cl4:1 14,431 2,00
C15:0 15,400 2,05
C15:1 16,083 2,04
C16:0 17,087 6,43
Cle6:1 17,580 2,02
C17:0 18,761 2,07
C17:1 19,263 2,06
C18:0 20,441 4,26
C18:1n9t+C18:1n9c 20,843 6,47
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C18.2n6t+C18:2n6c¢ 21,641 4,25
C18:3n6 22,181 2,03
C18:3n3 22,732 2,04

C20:0 23,698 4,28
C20:1n9 24,093 2,06
C20:2 24,963 2,05
C20:3n6 25,408 2,09
C21:0 25,514 2,04
C20:3n3 26,004 2,02
C20:4n9 26,227 2,02
C20:5n3+C22:0 27,374 6,28
C22:1n9 27,918 2,08
C22:2 29,109 2,05
C23:0 29,650 2,08
C24:0 32,424 4,19
C22:6n3 33,260 2,05
C24:1n9 33,611 1,60
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