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Abkurzungen

ACN Acetonitril

ASE Accelerated Solvent Extractor

AW Auswaage

DC Dunnschichtchromatographie

DCM Dichlormethan

DEV Droge-Extrakt-Verhaltnis

eNOS endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase

et al. und andere (et alii)

etc. und so weiter (et cetera)

EtOH Ethanol

EtOAc Ethylacetat

EW Einwaage

fw Frischgewicht (fresh weight)

GAE Gallussaure-Aquivalent (gallic acid equivalent)

HCI Salzsaure

H20 Wasser

HPLC Hochleistungsflussigkeitschromatographie (high
performance liquid chromatography)

Konz. konzentriert

MeOH Methanol

MS Massenspektrometrie

MW Mittelwert

Na,COs3 Natriumcarbonat

NMR Kernspinresonanz

n.d. keine Daten (no data)

p.a. fur die Analyse (pro analysi)



Ph. Eur.

Rf
SD

UVIVIS
v.a.
VarK
VF

z.B.

% (v/v)

% (wiw)

Pharmacopoea Europaea

Relation zur Front (retention factor)
Standardabweichung (standard deviation)

Ultraviolettes/ Sichtbares Licht
vor allem

Variationskoeffizient
Vereinigte Fraktionen

zum Beispiel

Volumenprozent

Massenprozent



1 Einleitung

Den Fruachten von Malus domestica (Borkh.) und Sambucus nigra (L.) werden in
der traditionellen  Medizin  zahlreiche  pharmakologische  Wirkungen
zugeschrieben. Die reife Holunderbeere sowie der daraus gewonnene Saft
werden in der volkstumlichen Medizin bei Verstopfung, zur Anregung der
Harnausscheidung und als Diaphoretikum bei Erkaltungskrankheiten
eingenommen (Hiermann A., 2010). Die Behandlung von Ischias, Kopf-, Zahn-,
Herz- und Nervenschmerzen, insbesondere bei Schmerzen des
Trigeminusnerves stellt ebenfalls eine Indikation fur die Verwendung der
Holunderbeere dar (Wichtl M., 2009). Die Wirksamkeit der Droge bei den
genannten Anwendungsgebieten ist derzeit nicht belegt (Hiermann A., 2010). Es
gibt jedoch bereits zahlreiche Studien, die die antivirale, bakteriostatische und
antioxidative Wirkung der Holunderbeere bestatigen. Mehrere
humanpharmakologische Studien belegen, dass in der Beere enthaltene
Polyphenole, insbesondere  Anthocyane, bei der Passage des
Gastrointestinaltraktes in geringen Mengen resorbiert werden und dass
offensichtlich ein Zusammenhang zwischen resorbierten Inhaltsstoffen und
antioxidativer Wirkung besteht (Chrubasik C., Chrubasik S. et al., 2008). Dazu
zahlen insbesondere diverse Polyphenole, die durch ihre antioxidative und
Radikal abfangende Wirkung zur Pravention verschiedener Erkrankungen, die
mit oxidativem Stress einhergehen, eingesetzt werden konnten.

Auch in den Fruchten von Malus domestica (Borkh.), die in der traditionellen
Medizin aufgrund ihres hohen Pektingehaltes insbesondere zur Behandlung
verschiedener Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes wie Diarrhdéen und
Dyspepsien eingesetzt werden (Diether E., 2010), sind diverse Polyphenole
enthalten. Zahlreiche Studien bestatigen bereits die antioxidative Wirkung der in
der Apfelfrucht enthaltenen Polyphenole (Hertog M. G. et al, 1993; Agourram A.
etal, 2013; Lu Y., Foo L. Y., 1999; Bell D. R. und Gochenaur K., 2005).

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Extraktion, Auftrennung und
Aufreinigung von Frucht-Trestern der Pflanzen Malus domestica (Borkh.) und
Sambucus nigra (L.).



Bei der Herstellung von Apfel- als auch Holundersaft fallen jahrlich Millionen
Tonnen Holunder- und Apfeltrester als Abfallprodukt an (Bhushan S. et al., 2008).
Bei der Pressung geht aber nur ungefahr ein Zehntel der enthaltenen
Polyphenole in den Saft Uber (Mérz L., 2011), der Rest verbleibt im Trester.
Trester stellen somit eine Quelle wertvoller Pflanzenstoffe dar, die kosmetisch,
ernahrungsphysiologisch, biotechnologisch und medizinisch vielseitig eingesetzt
werden konnten. Auch wirtschaftlich gesehen sind die, bei der Saftproduktion als
Abfallprodukte anfallenden Trester, von groRem Interesse. Betrachtet man den
Einkaufspreis von wenigen Cent bis Euro pro Kilogramm Trester
(http://www.apfeltrester-roding.de/produkte.html, Juni 2013) und den potenziellen
Marktwert von daraus hergestellten medizinischen, kosmetischen und
nahrungserganzenden Praparaten, wird deutlich, welch hohe Gewinne sich aus
eigentlichen Abfallprodukten erwirtschaften lassen konnten (Gullon B. et al,
2006).

Auch im Rahmen eines Projektes des Initiativkollegs BioProMoTION der
Universitat Wien werden verschiedene Frucht-Trester fraktioniert und auf
pharmakologische (kardiovaskulare) Wirkungen untersucht. Die Testung erfolgt
mithilfe eines Zellassays, bei dem die Anderung von eNOS-Aktivitat der Zellen
bei Zugabe verschiedener Frucht-Trester-Extrakte gemessen wird (Waldbauer
K., 2013). Ziel ist es, die aktiven Extrakte so zu fraktionieren, dass Substanzen
abgetrennt werden, die keine eNOS-Aktivitat besitzen, um die eNOS-Aktivitat

erhohenden Inhaltsstoffe anzureichern und diese identifizieren zu kbnnen.

Die Aufarbeitung verschiedener Apfel-Trester wurde bereits im Zuge einer
vorangehenden Diplomarbeit (Hdusler M., 2013) untersucht. Dabei stellte sich die
Extraktion mit  MeOH 70%  sowie die Fraktionierung mittels
Saulenchromatographie an Polystyrol-Material als geeignet heraus.

Im Zuge der vorliegenden Arbeit gilt es zu analysieren, ob die angewendete
Methodik fur die Aufarbeitung von Apfel-Trester-Extrakt reproduzierbar wiederholt
werden kann sowie die optimale Beladungskapazitat fur die Fraktionierung an
Polystyrol-Material zu ermitteln.

Far die Analytik von Holunder-Trester sollen im Zuge dieser Arbeit verschiedene
Extraktionsversuche durchgefuhrt werden, um einen Extrakt zu erhalten, der
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optimale Aktivitat am Zellassay zeigt. Die Fraktionierung des ausgewahlten
Holunder-Trester-Extraktes mittels Saulenchromatographie an verschiedenen
Saulenmaterialien stellt ein weiteres Ziel dar, um anschlieRend ein up-scaling
durchzufuhren und Fraktionen zu erhalten, die am Zellassay auf eNOS-Aktivitat
getestet werden und fur phytochemische Charakterisierung eingesetzt werden
konnen.



2 Material

2.1 Frucht-Trester

21.1 Apfel-Trester

Abbildung 1: Apfel-Trester

Der verwendete Apfel-Trester, welcher aus verschiedenen Apfelsorten besteht,
wurde von der AGRANA Juice Holding GmbH zur Verfugung gestellt, die auch
die Trocknung des nach der Pressung sehr feuchten Tresters durchfuhrte.

Durch diesen Trocknungsvorgang wird eine Haltbarkeit Uber Jahre hinweg
ermoglicht.

Der im Mai 2011 erhaltene Trester (stammend aus der Presssaison 2010) wurde
bis zur Aufarbeitung im Sommer 2012 unter Lichtausschluss bei einer
Raumtemperatur von etwa 20°C gelagert.

Der Trester bestand vorwiegend aus Kernen, Kerngehausen, Zellgewebe,

Schalen, Blutenkelchen und Stangein.



2.1.2 Holunder-Trester

-

Abbildung 2: Holunder-Trester

Bei dem verwendeten Probematerial handelt es sich um einen Holunder-Trester
der Firma RAUCH Fruchtsafte GmbH & Co OG.

Der feuchte Trester wurde unmittelbar nach der Pressung tiefgefroren und in
gefrorenem Zustand verschickt.

Vom Zeitpunkt der Lieferung im Oktober 2011 bis zur Aufarbeitung im Sommer
2012 wurde der Holunder-Trester bei -20°C gelagert. Zum Zweck der
Weiterverarbeitung wurde die Probe durch Lyophilisation gefriergetrocknet und
anschlieBend gewogen. Durch Abzug der Ausbeute von der urspringlichen
Einwaage konnte auf den Wassergehalt der Probe und somit auf den
Trocknungsverlust riickgeschlossen werden (vgl. Osterreichisches Arzneibuch,
2012).

Der Trester bestand vorwiegend aus Beerenhauten, Stielgerust und Kernen.



2.2 Referenzsubstanzen

Ascorbinsaure
Chlorogensaure
Cyanidin
Cyanidin-3-glucosid
Cyanidin-3,5-diglucosid
Cyanidin-3-sambubiosid
Delphinidin
D(-)-Fructose

Glucose (Dextrose)
Hyperosid

Kaffeesaure
Pelargonidin
Pelargonidin-3-glucosid

Pelargonidin-3,5-diglucosid

Rutin
D(+)-Saccharose
Sitosterol
Ursolsaure

Quercetin

2.3 Chemikalien

Anisaldehyd

Acetonitril (HiPerSolv Chromanorm)

Ameisensaure 98%
Chloroform p.a.
Diatomeenerde

Dichlormethan (GPR Rectapur)

Naturstoff-Reagenz

Essigsaure 99%

Aldrich

Roth

Phytolab
Phytolab
Phytolab
Phytolab
Phytolab
Merck

Lab M
Extrasynthese
Sigma
Phytolab
Phytolab
Phytolab
Extrasynthese
Fluka AG.
Merck

Sigma
Phytolab

Merck
VWR BDH Prolabo

Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.
Nr.

EC 200-066-2
3689398
80022
89616
89615
89617
89625
1053230250
MCO013-A
11101724
051M1205V
80084
89753
80334
11101722
57-50-1
83-46-5
77-52-1
89262

Carl Roth GmbH & Co KG
VWR BDH Prolabo

Dionex
VWR BDH Prolabo

Carl Roth GmbH & Co KG
Carl Roth GmbH & Co KG



Ethanol p.a. Brenntag CEE Group

Ethylacetat p.a. VWR BDH Prolabo

Folin-Reagens Merck

Hexan p.a. J.T. Baker

Methanol p.a. VWR BDH Prolabo

n-Butanol p.a. J.T. Baker

Polyethylenglycol-400 Carl Roth GmbH & Co KG
Seesand Carl Roth GmbH & Co KG
Schwefelsaure 95-97% Gatt Koller

Wasser p.a. Entionisiertes, destilliertes Wasser

entspricht Wasser R des Ph. Eur. 7

3 Gerate und Methoden

3.1 Gerate

Ultra-Zentrifugalmuhle Retsch Ultra-Zentrifugalmuhle ZM 100
Partikelsieb 0,75mm

Magnetruhrer Heidolph MR 3001 K

Ultraschallbad Elma Transsonic 460H

Accelerated Solvent Extractor (ASE) Dionex ASE 200

pH-Elektrode WTW pH-Elektrode Sen Tix 81

Gefriertrocknungsanlage Zirbus VaCo 5-lI



3.2 Extraktionsmethoden

Probenvorbereitung

Apfel-Trester:

Der getrocknete Apfel-Trester wurde mittels Ultra-Zentrifugalmuhle zerkleinert.
Da das entstandene Trester-Pulver bei Extraktion mittels Accelerated Solvent
Extractor (ASE) eine hohe Tendenz zu verklumpen zeigte, wurde es in einer
Reibschale mit Diatomeenerde vermengt, um diesem Effekt entgegenzuwirken.
Dabei stellte sich ein Anteil von etwa 23% Diatomeenerde als geeignet heraus.

Holunder-Trester:

Der lyophilisierte Holunder-Trester wurde schonend in einer Reibschale
zerkleinert, um die enthaltenen Kerne nicht zu stark zu beschadigen. Da der
Trester eine grobe Struktur aufwies, konnte er ohne Beigabe von Diatomeenerde

extrahiert werden.
Extraktion:

Extraktion im Ultraschallbad:

Erste Extraktionsversuche des Holunder-Tresters dienten dazu ein geeignetes
Losungsmittel bzw. Losungsmittelgemisch fur die Extraktion zu finden und
erfolgten mittels Ultraschallbad. Fur die Extraktion von 10g Holundertrester
kamen 20ml Extraktionsmittel zum Einsatz. Der Extraktionsvorgang geschah in
drei Schritten. Zuerst wurde das Trester-Extraktionsmittel-Gemisch fur 15
Minuten in das Ultraschallbad gestellt. AnschlieRend rihrte das Gemisch fur funf
Minuten am Magnetruhrer, um eine erneute Durchmischung von Trester und
Extraktionsmittel zu erzielen. Zuletzt wurde wieder 15 Minuten im Ultraschallbad
extrahiert. Alle drei Schritte erfolgten unter Raumtemperatur.

Es wurden Extrakte mit den Losungsmitteln Dichlormethan, Ethanol 50%,
Ethylacetat, Methanol und Methanol 70% hergestellt. Die erhaltenen
Extraktlosungen wurden mittels Rotavapor und Gefriertrocknungsanlage zur
Trockene gebracht und die Ausbeute sowie das Droge-Extrakt-Verhaltnis
bestimmt. Weiters wurden die Extrakte in vitro auf eNOS-Aktivitat getestet
(Waldbauer K., 2013).



Accelerated Solvent Extractor (ASE)

Die ,Accelerated Solvent Extraction® ist eine Extraktionsmethode, die

automatisiert ablauft. Durch Fullung des Systems mit flussigem Stickstoff baut
sich ein hoher Druck auf; auch die Temperatur kann geregelt werden. Durch den
erhohten Druck und die erhohte Temperatur wird eine gegenuber herkdmmlichen
Extraktionsmethoden (wie beispielsweise Soxhlet-Extraktion und Extraktion
mittels Ultraschall) beschleunigte Reaktion ermoglicht. Auch die Extraktausbeute
kann verglichen mit oben genannten Methoden gesteigert werden (Richter et al.,
1996).

Far die Extraktion des Apfel-Tresters mittels ASE wurden folgende Einstellungen,
benannt als Programm 1, gewahlt:

Programm 1: Vorheizen (min)
Heizen (min)
Statisch (min)
Flush (%) 60
Spulen 60
Zyklen 3
Druck (bar) 1000-1700
Temperatur (°C) 40

Losungsmittel A (%) Methanol 70
Losungsmittel B (%) Wasser 30

Nach den vorangehenden Extraktionsversuchen des Holunder-Tresters mittels
Ultraschallbad und Ruhren am Magnetruhrer wurde aus Grunden der Eignung
und Vergleichbarkeit die Extraktion des Holunder-Tresters ebenfalls mit Methanol
70% fortgefuhrt, wobei hier, wie beim Apfel-Trester, nun die ASE zum Einsatz
kam, da diese eine schnellere und ergiebigere Extraktion ermoglichte.

Die Einstellungen von Programm 1 wurden fur die Extraktion des Holunder-

Tresters geringfugig verandert und als Programm 2 benannt.



Programm 2: Vorheizen (min) 1

Heizen (min) 5

Statisch (min)

Flush (%) 60

Spulen 60

Zyklen 3

Druck (bar) 1000-1700
Temperatur (°C) 40

Losungsmittel A (%) Methanol 70
Losungsmittel B (%) Wasser 30

Das im Extraktionsmittel enthaltene Methanol wurde nach erfolgter Extraktion
unter Zuhilfenahme eines Rotavapors entfernt. Das im Extrakt verbliebene

Wasser konnte durch Gefriertrocknung entfernt werden.

3.3 Bestimmung des Gesamtpolyphenolgehaltes nach Folin-

Ciocalteu

Die Bestimmung des Gesamtpolyphenolgehaltes wurde — basierend auf der
Methode von Gridling M. et al. (2009) — durchgefuhrt. Das Prinzip der
Gehaltsbestimmung beruht auf einer Redoxreaktion der Phenole im alkalischen
Milieu mit den Wolframat- und Molybdat-lonen des Folin-Ciocalteu-Reagenzes.
Dabei entsteht ein blauer Farbkomplex, dessen Extinktion bei 750nm gemessen
werden kann (Netzel G., 2011).

Jeweils 1mg der Apfel-Trester-Extrakte wurde zur Erstellung einer Probelosung
in je 1,00ml Methanol gelost. Von der Losung wurden 200ul entnommen und mit
200ul des wassrigen Folin-Ciocalteu-Reagenzes (50% Folin-Ciocalteu-Reagenz,
50% Wasser p.a.) versetzt. Nach drei Minuten erfolgte die Zugabe von 4,00ml
einer 2%igen Na;COs-Losung. Nach 30 Minuten wurde die Extinktion bei 750nm
bestimmt. Durch Einsetzen der spektrophotometrisch bestimmten Extinktion der
Probelosung in die in Abbildung 3 (Seite 11) dargestellte Kalibrationskurve
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konnte der Gesamtphenolgehalt der Extrakte ermittelt werden. Die Angabe des
Gehaltes erfolgt in mg Gallussaure-Aquivalente (GAE)/g Extrakt.

0,3
0'25 y= 0,0049)(
02 R*=0,9931
0,15 /”,/
0,1

& Gallussaure
0,05
O - T

0,00 20,00 40,00 60,00
Konzentration in mg/|

Absorption

Abbildung 3: Kalibrationskurve der Gallussaure in Wasser, Konzentrationsbereich 2,5 mg/l — 50 mg/I
(Waldbauer K., 2013)

y= 0,0049x x (mg/l)= W

Durch Einsetzen der gemessenen Absorption fur die Variable y wurde der
Gesamtphenolgehalt der Extrakte (x) als mg/l erhalten. Der so errechnete Wert
wurde unter Berucksichtigung der anfanglichen Einwaage von 1mg/ml Methanol

in mg/g umgerechnet.

3.4 Saulenchromatographie

Saulenchromatographie beruht auf der Verteilung von Substanzen zwischen
einer festen stationaren und einer flussigen mobilen Phase. Je nach
Eigenschaften der Substanzen werden diese unterschiedlich stark von der
stationaren Phase retiniert beziehungsweise von der mobilen Phase transportiert
und somit in weiterer Folge unterschiedlich schnell eluiert. Durch kontiniuierliche
Zugabe mobiler Phase und Wechsel des Auffanggefalies werden Fraktionen
unterschiedlicher Zusammensetzung erhalten (Skoog D.A., Leary J.J., 2010).
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3.4.1 Stationare Phasen

Im Zuge dieser Arbeit kamen zwei verschiedene stationare Phasen zum Einsatz.

Polystyrol: Diaion® HP-20
Partikelgrofie 250-850um
Sigma-Aldrich

—CHy-CH—CHy CH—

—CH, CH-

Abbildung 4: Partialstruktur von Diaion® HP-20
(http://www.diaion.com/en/products/chromato_synthesis_02.html, Mai 2013)

Diaion® HP-20 ist ein amorphes Polymer aus Diethenylphenyl- und
Ethenylphenyl-Molekilen. Es besitzt eine aromatische apolare Oberflache,
wodurch selektiv hydrophobe Strukturen uber Van-der-Waals-Interaktionen
adsorbiert werden.

Das Polystyrol-Material sollte vor Durchfuhrung einer Saulenchromatographie
gereinigt werden, um eine Verunreinigung mit Fremdstoffen auszuschliel3en.
Dazu eignet sich eine aufeinanderfolgende Elution mit Methanol (MeOH), Ethanol
96% (EtOH 96%), Ethanol 50% (EtOH 50%) und Ethanol 10% (EtOH 10%).

Fir die Fraktionierung des Apfel-Tresters stellt der letzte Aufreinigungsschritt mit
EtOH 10% auch gleichzeitig die Konditionierung der stationaren Phase fur die
chromatographische Auftrennung dar, da hier EtOH 10% als erstes Flielmittel
eingesetzt wird.

Da bei der Fraktionierung des Holunder-Tresters Wasser (H2O) die erste mobile
Phase darstellt, muss nach der Reinigung des Polystyrol-Materials mit MeOH,
EtOH 96%, EtOH 50% und EtOH 10% noch ein zusatzlicher
Konditionierungsschritt mit Wasser erfolgen, um die richtigen Bedingungen flr
die Fraktionierung zu gewahrleisten.

Als weitere stationare Phase kam Sephadex® LH-20 zum Einsatz.
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Sephadex: Sephadex® LH-20
Partikelgrofie: 25-100um
Sigma-Aldrich

0
e \A
HO
HO ()
o
HO o
9 \A
0
o)
HO Y
o 3 0o
C
HO \A on o
HO >
(o)
o HO HO
HO \ 0
o)
(0] N

HO

HO
O

Abbildung 5: Partialstruktur von Sephadex® LH-20
(http://www.hindawi.com/isrn/pharmaceutics/2012/216068/fig1/, Mai 2013)

Bei Sephadex® LH-20 handelt es sich um ein quer-verzweigtes Dextran, das
Hydroxypropylgruppen tragt, wodurch sich sowohl hydrophile als auch lipophile
Eigenschaften ergeben.

Sephadex ist ein trockenes Pulver, das vor Verwendung fur mindestens drei
Stunden in einem LOsungsmittel gequollen werden muss. Aufgrund der
ambiphilen Beschaffenheit kdnnen dazu sowohl Wasser als auch organische
Losungsmittel zum  Einsatz kommen  (https://www.gelifesciences.com/
gehcls_images/GELS/Related%20Content/Files/1314735988470/litdoc56119097
AD 20110830235244.pdf, Juni 2013). In dieser Arbeit wurde mit Wasser
gequollen, da die spatere Saulenchromatographie mit steigender Apolaritat
(beginnend mit Wasser) durchgefuhrt wurde.

3.4.2 Herstellung einer Saule

In der vorliegenden Arbeit kamen als Trennsaulen senkrecht aufgehangte, sich
nach unten verjingende Glasrohre zum Einsatz, die mit einem Hahn zur
Regulierung des Losungsmitteldurchflusses versehen waren. Zum Abdichten der
Saule wurde ein Stuck Watte an das untere Ende eingebracht. Im Anschluss

erfolgte die Befullung mit der stationaren Phase. Dazu musste diese mit dem
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ersten fur die Fraktionierung verwendeten Fliemittel in Suspension gebracht
werden. Die Suspension wurde vorsichtig in das Rohr gefullt, wobei das
FlieRmittel langsam abgetropft wurde, um das Absetzen des Adsorbens zu
beschleunigen. Dabei muss auf die Vermeidung der Bildung von Luftblasen und
Rissen geachtet werden, da diese die Trennleistung der Saulenchromatographie
verschlechtern (Latscha H.P. et al., 2003). Auf die stationare Phase wurde ein
Filterpapier gelegt und mit Seesand beschwert, um ein Aufschwemmen der
stationaren Phase bei Einbringen der mobilen Phase zu unterbinden.

Auf die Saule wurde der in EtOH 10% (Apfel-Trester) beziehungsweise in
Wasser (Holunder-Trester) suspendierte Trester-Extrakt aufgebracht. Fur die
Suspension waren pro 1g Extrakt 15ml Losungsmittel erforderlich.

Saule 1: Durchmesser: 2cm
Fallhohe: 27cm

Saule 2: Durchmesser: 5,5cm
Fillhohe: 60cm

Die Tropfgeschwindigkeit der Saulen wurde auf 3ml pro Minute eingestellt.

3.5 Dunnschichtchromatographie (DC)

Das Prinzip der Dunnschichtchromatographie ist &ahnlich dem der
Saulenchromatographie, die Verteilung von Substanzen erfolgt zwischen einer
festen stationaren Phase und einer flissigen mobilen Phase. Die stationare
Phase befindet sich bei der DC hingegen auf einem planaren Tragermaterial,
meist Glas oder Aluminium. Die mobile Phase wandert mithilfe von
Kapillarkraften entlang der stationaren Phase. Die Trennung der Substanzen
erfolgt meist durch eine Kombination von Verteilung und Adsorption (Hallbach J.,
2001).

Fur die DC-Analyse der mittels Saulenchromatographie erhaltenen Fraktionen
von Holunder- und Apfel-Trester kamen zwei verschiedene DC-Platten zum
Einsatz. Platte 1 stellt eine ,klassische“ Kieselgel-Platte dar. Platte 2 ist eine
HPTLC-Platte, die durch ihre geringe Partikelgroflie eine hohere Trennleistung als
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,klassische® Kieselgel-Platten besitzt, wodurch eine raschere und prazisere
Auftrennung der Proben ermaoglicht wird (Merck Millipore, August 2013).

3.5.1 DC-Platten:

Platte 1: Kieselgel 60 F2s4 auf Glas oder Alufolie
20 x20 cm
Partikelgrofde: 10-12um
Merck
Platte 2: Kieselgel 60 F2s4 auf Glas
10 x 10 cm
Partikelgrofie: 5-6um
Merck

3.5.2 FlieBmittelsysteme:

Phenole neigen aufgrund ihrer chemischen Beschaffenheit in vielen
FlieRmittelgemischen zur Dissoziation, was auf den Platten als Tailing zu
erkennen ist (Hénsel R., 2010). Fur die chromatographische Auftrennung der
Fraktionen mit hohem Anteil an Polyphenolen wurden daher FlieBmittelsysteme
gewahlt, die Sauren enthalten, da diese der Dissoziation der Phenole und somit
dem unerwunschten Tailing-Effekt entgegenwirken. FlieBmittelsystem 1
entstammt Wagner H., Bladt S., 2009. Die FlieBmittelsysteme 2 und 3 stellen
experimentell ermittelte Abwandlungen von System 1 dar. Die Flielimittelsysteme
4 und 5 sind ebenfalls abgeleitet von Laufmitteln aus Wagner H., Bladt S. (2009)
sowie Sherma J., Fried B. (2003), wobei die prozentuelle Zusammensetzung
geringfugig verandert wurde. Chloroform/Methanol/Wasser-Gemische wie
FlieRmittel 4 ermoglichen auf Kieselgel-Platten eine Auftrennung verschiedener
Disaccharide. Durch Verringerung des Methanol-Anteils entsteht eine mobile
Phase die gute Eigenschaften fur die Auftrennung lipophiler Bestandteile, wie
beispielsweise Triterpene, zeigt (Sherma J., Fried B., 2003).

FlieRmittelsystem 1: Ethylacetat/Ameisensaure konz./Essigsaure konz./\WWasser
(100/11/11/26)

FlieRmittelsystem 2: Ethylacetat/Ameisensaure konz./Essigsaure konz./\WWasser
(100/8/10,8/20)
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FlieRmittelsystem 3: Ethylacetat/Ameisensaure konz./Essigsaure konz.
(100/11/11)

FlieRmittelsystem 4: Chloroform/Methanol/\Wasser
(60/40/10)

FlieRmittelsystem 5: Chloroform/Methanol/\Wasser
(80/10/1)

3.5.3 Spriihreagenzien und Detektion:

Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz (ASS-Reagenz):

Das Reagenz weist pro 100ml als inhaltliche Komponenten 0,5ml Anisaldehyd,
10ml Essigsaure konz., 85ml Methanol und 5ml Schwefelsaure konz. auf. Das
Reagenz hat nur eine begrenzte Haltbarkeit und muss daher im Kuhlschrank bei
4°C gelagert werden. Zeigt sich eine Verfarbung von farblos nach rot-violett,

muss die Losung verworfen werden.

Die DC-Platte wird mit der Losung bespruht und fur 5-10 Minuten bei 100°C im
Trockenschrank erhitzt. Die Auswertung erfolgt bei Tageslicht und unter dem UV-
Licht bei 366nm.

Naturstoff-Polyethylenglycol-Reagenz:

Das Naturstoff-Reagenz stellt eine 1%ige methanolische Loésung von
Diphenylboryloxyethylamin (Naturstoff) dar.

Die DC-Platte wird mit der Losung bespruht. Durch Reaktion von in der Probe
enthaltenen phenolischen Phenylpropanderivaten mit dem Naturstoffreagenz
entsteht eine Fluoreszenz, die unter UV-Licht bei 366nm wahrnehmbar ist. Im
Anschluss wird die Platte weiters mit einer 5 %igen ethanolischen PEG 4000-
Losung bespruht, wodurch die entstandene Fluoreszenz deutlich intensiviert wird
(Wagner H., Bladt S., 2009).
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3.6 Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC)

Die HPLC beruht auf dem Trennprinzip einer Saulenchromatographie, wobei
erhohter Druck zum Einsatz kommt. Dadurch wird die Trennleistung und
Empfindlichkeit der Methode deutlich gesteigert und die Analysendauer verkurzt
(Smollich M., 2007). Die Durchfuhrung der HPLC diente in dieser Arbeit dazu, die
durch Saulenchromatographie erhaltenen Fraktionen miteinander zu vergleichen,

die Inhaltsstoffe zu identifizieren und teilweise zu quantifizieren.
HPLC-Gerate:

Gerat 1: Shimadzu
Pumpe: LC-10AD
Entgaser: DGU-14A
Controller: SCL-10A
Autosampler: SIL-10AD
Detektor: Photodiode Array Detector (SPD-M10A)
Saulenofen: CTO-20AC
Software: Shimadzu LC Solution Version 1.03 SP5

Gerat 2: Shimadzu
Pumpe: LC-20AD
Entgaser: DGU-20A5
Controller: CBM-20A
Autosampler: SIL-20AC HT
Detektor: Photodiode Array Detector (SPD-M20A)
Saulenofen: CTO-20AC
Software: Shimadzu LC Solution Version 1.2

Gerat 3: entspricht Gerat 2 mit einem zusatzlichen Detektor.
Detektoren: Photodiode Array Detector (SPD-M20A) und
ELSD-LT-Detektor
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Saule: Hypersil BDS C18
Saulenmalie: 250x4,6mm
Partikelgrofie: 5 pm
Thermo Hypersil-Keystone Inc.

Programm: FlieBmittel A: Wasser, mit Ameisensaure konz. auf pH 2,8
eingestellt
FlieRmittel B: Acetonitril
Flussrate: 1,2ml/min

Injektionsvolumen: 5yl

Gradient:

Zeit (min) | FlieBmittel A (%) | FlieBmittel B (%)
0 85 15

8 81 19

18 81 19

48 10 90

53 10 90
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4 Fraktionierung eines Apfel-Tresters

4.1 Einleitung

4.1.1 Apfel-Trester: Allgemeines und Inhaltsstoffe

Apfel stellen in Osterreich mit einem Pro-Kopf-Verbrauch von lber 29 Kilogramm
pro Jahr das meist konsumierte Obst dar. Das entspricht hochgerechnet auf die
Osterreichische Bevolkerung etwa 63.000 Tonnen. Mit einem durchschnittlichen
jahrlichen Verbrauch von acht Litern pro Kopf stellt Apfelsaft in Osterreich den
zweit meist konsumierten Saft dar (hinter Orangensaft). Der Ertrag des
Apfelanbaus in Osterreich betragt jahrlich rund 220.000 Tonnen Apfel, wovon
auch ein erheblicher Anteil fur die Produktion von Saft verwendet wird
(http://www.ama-marketing.at/index.php ?id=28&tx_ttnews%5Btt news%5D=348
&cHash=feb00ca171, Mai 2013). Weltweit betragt die Ernte von Apfeln 64
Millionen Tonnen pro Jahr (Mérz L., 2011).

Bei der Produktion von Apfelsaft fallen 65% bis 75% des Apfel-Frischgewichtes
als Saft und 25% bis 35% als Trester an (Gullon, B et al., 2006). Der Apfeltrester
stellt den Ruckstand aus Kernen, Kerngehdusen, Zellgewebe, Schale,
Blutenkelchen und Stangeln dar (Cao X. et al., 2009).

Angesichts dieser Zahlen wird deutlich, in welch groer Menge auch Apfel-
Trester anfallt. Jahrlich entstehen so weltweit gesehen Millionen Tonnen Apfel-
Trester (Bhushan S. et al., 2008).

Zahlreiche Studien beschaftigen sich damit, Verwendungsmaoglichkeiten fur
Trester zu finden (Kapitel 4.1.2), da die Apfel-Rickstande nach Auspressung
nach wie vor noch eine Vielzahl verschiedenster Inhaltsstoffe besitzen, die durch
Extraktions- und Aufreinigungsverfahren zumindest teilweise gewonnen werden
konnen. Dennoch wird ein Groldteil der Trester direkt nach der Pressung
entsorgt. Einer der Hauptgrinde dafur ist wohl die schwierige Lagerung der
volumindsen Trester, die neben einem enormen Platzbedarf auch stark anfallig
fur mikrobiellen Befall sind. Ursache dafur ist der hohe Feuchtigkeits- und
Zuckergehalt, den die Trester nach der Pressung nach wie vor aufweisen. Fur
Apfel- Trester liegt der Anteil an wassrigen Bestandteilen bei etwa 70% (Bhushan
S. et al., 2008).
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Ein Teil der im Apfel und demnach auch im Trester enthaltenen Stoffe ist auch
von medizinischer Bedeutung, wie schon das Sprichwort ,An apple a day keeps
the doctor away”, ubersetzt: ,Ein Apfel pro Tag halt den Doktor fern“ vermuten
lasst (Lu Y., Foo L. Y., 2000).

In der Literatur finden sich verschiedene Angaben udber die genaue
Zusammensetzung der Inhaltsstoffe von Apfeln. Grund fur diese
unterschiedlichen Ausfuhrungen ist die Abweichung der Inhaltsstoffe je nach
Apfelsorte, Standort, Reifegrad sowie klimatischen Bedingungen. Auch die Dauer
der Lagerung vor Bestimmung der Inhaltsstoffe ist ein entscheidendes Kriterium,
da sich viele Inhaltsstoffe durch Einfluss von Licht, Temperatur etc. verandern
konnen (Fie3inger A., Héhne F, 2012a).

Tabelle 1 (Seite 20ff) gibt einen Uberblick (iber die in der Literatur angegebenen
Werte der inhaltlichen Zusammensetzung der Apfelfrucht.

Tabelle 1: Inhaltsstoffe der Apfelfrucht

Bestandteile Gehalt Quelle
(pro 100g Frischgewicht)
Wasser 85,39 Marz L., 2011
Kohlenhydrate und Ballaststoffe
Fructose 5,79 Marz L., 2011
Glucose 2,09
Saccharose 2,59
Starke 594mg
Sorbit 514mg
Pektin 400-1000mg
Cellulose 900-1000mg Kertesz Z. |. et al.,
Hemicellulose n.d. 2006
Vitamine
Vit. A (Retinol) 8ug Marz L.,2011
Vit. B1 (Thiamin) 30ug
Vit. B2 (Riboflavin) 30ug
Vit. B6 (Pyridoxin) 50ug
Vit. C (Ascorbinsaure) 2-25mg
Vit. E (Tocopherol) 200pg
Vit. K (Phyllochinon) 0-5ug
Nicotinamid 300pg
Panthotensaure 100ug
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Tabelle 1: Inhaltsstoffe der Apfelfrucht

Biotin 1-8ug
Folsaure 7ug
Proteine
Gesamtprotein 0,349 Marz L., 2011
Essenzielle Aminosauren 81mg
Nicht essenzielle 186mg
Aminosauren
Organische Sauren
Apfelsaure 1,0-1,5g Marz L., 2011
Zitronensaure smg
Chinasaure 1000mg (unreife Fruchte) Belitz H.D., 2001
50mg (reife Fruchte)
Shikimisaure, In Spuren Marz L.,2011
Bernsteinsaure, o-
Ketoglutarsaure, etc.
Fettsduren
Palmitinsaure 77mg Marz L., 2011
Stearinsaure 12mg
Myristinsaure 3mg
Laurinsaure 2mg
Linolsaure 167mg
Linolensaure 35mg
Olsaure 22mg
Palmitoleinsaure 2mg
Polyphenole
Gesamtpolyphenole 130-1000mg Belitz H.D. et al.,
2001
Epicatechin 6,7-10,3mg Marz L., 2011
Quercetin und -glykoside 3,6mg
Anthocyane 450mg
Procyanidine 9,35mg FieRinger A., Hohne
Dihydrochalkone 0,1-15,8mg F, 2012°
(gemessen als Phloridzin)
Phenolsauren (z.B. 3-34mg Podsedek A., 2010
Chlorogensaure)
Aromastoffe
Gesamtaromastoffe 10-100mg Marz L., 2011

(starke Variation der
Komponenten je nach
Sorte)
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Tabelle 1: Inhaltsstoffe der Apfelfrucht

Mineralstoffe
Natrium 3mg Senser F. et al.,2009
Kalium 145mg
Magnesium 6mg
Calcium 7mg
Phosphor 12mg
Chlorid 2mg
Eisen 480ug
Kupfer 100ug
Zink 120pg
Fluorid 7ug
lodid 2ug
Selen 1ug
Mangan 65ug

Ein Grolteil der Inhaltsstoffe des Apfels findet sich nach der Pressung auch im
Trester wieder. Daher konnen die in Tabelle 1 (Seite 20ff) angegebenen
Bestandteile des unbearbeiteten Apfels auch fur den Apfel-Trester Ubernommen
werden. Die Mengenverhaltnisse der Inhaltsstoffe unterscheiden sich allerdings
zwischen Apfel-Trester und ungepresstem Apfel. Besonders der Anteil an
Kohlenhydraten pro 100g getrocknetem Apfel-Trester ist deutlich hoher als jener
pro 100g Apfel-Frischgewicht (vgl. Tabelle 2, Seite 23).
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Tabelle 2: Inhaltsstoffe des Apfel-Tresters

Bestandteile Gehalt Quelle
(pro 100g
getrocknetem Trester-

Material)
Kohlenhydrate und 48,8-58,8¢g Carson K. et al., 2006
Ballaststoffe
Saccharose 5,29 Voget C.E. et al., 1985
Fructose 359
Glucose 12g
Starke 17,99 Singhal K.K. et al., 1991
Pektin 14,59 Voget C.E. et al., 1985
Cellulose 22,99 Linskens H.F. und
Hemicellulose 6,29 Jackson J.F., 1999
Vitamine n.d.
Vit. C (Ascorbinsaure) 43-64mg
Proteine 6,119
Organische Sauren n.d.
Fettsduren 3,59
Polyphenole 720-990mg
Epicatechin 54,7mg Lavelli V. und Corti S.,
Quercetin und -glykoside 67,7mg 2011
Anthocyane (Cyanidin- 9,8mg
galaktosid)
Procyanidine ( Procyanidin 22,1mg
B2)
Dihydrochalkone ( Phloridzin) 116,7mg
Phenolsauren 69,6mg
(Chlorogensaure)
Mineralstoffe Linskens H.F. und
Natrium 20mg Jackson J.F., 1999
Kalium 610mg
Magnesium 70mg
Calcium 140mg
Phosphor 90mg
Chlorid 1002mg
Eisen 5mg
Kupfer 0,4mg
Zink 0,7mg
Mangan 0,1mg

23




Neben den zahlreichen Vitaminen, die im Apfel beziehungsweise Apfel-Trester
enthalten sind, sind fur die vielseitigen gesundheitsrelevanten Wirkungen im
Speziellen Polyphenole verantwortlich. Verschiedene Studien belegen die hohe
antioxidative Kapazitat von Apfel-Trestern, die deutlich Uber der von Apfelsaft
liegt. Van der Sluis A. A. et al. (2002) messen im Apfel-Trester eine fast zehnmal
hohere antioxidative Aktivitat als im Apfelsaft (1000/1Cso, 203,91/mg fw gegenuber
21,2I/mg fw). Die antioxidative Aktivitat im Trester entspricht etwa jener des
unverarbeiteten Apfels (202,3l/mg of fw). Auch der Anteil samtlicher gemessener
Polyphenole ist im Trester deutlich hoher als im Saft (vgl. Tabelle 3) dafur spricht,
dass die Polyphenole mitverantwortlich fur die antioxidative Aktivitat sind (Price
K. R.etal, 1999; Lu Y., Foo L. Y., 1999; Van der Sluis A. A. et al., 2002).

Tabelle 3: Massen, Konzentrationen von Flavonoiden und Chlorogensaure (mg/kg fw) sowie antioxidative
Aktivitat von Apfeln, Apfel-Trester und Apfelsaft (Van der Sluis A. A. et al, 2002)

straight pressing

pulp standardized
apples (3x3x10mm) pomace raw juice
(n=5) (n=14) (n=3) (n=3)
mean SD mean SD  mean SD  mean SD
standardized mass balance (kg) 250 + 0 247 % 0.0 142 + 0.2 14 = 13
included added water (kg) 13 + 1.1
concentrations (mg/kg of fw)
Cy-Ga 10 + 3 8 + 2 14 + 2 3 + 0
phloridzin 46 + 17 36 + 7 63 + N 4 + 1
chlorogenic acid 202 + 33 178 + 16 170 + 20 133 + 15
total Q-glycosides 109 + 25 103 + 17 179 + 30 13 + 1
lotal catechins 186 + 26 176 + 13 173 + 19 16 + 1
measured activity: 2023 + 6767 195.0° 203.9° 212+ 1847
1000/ICs0 (L/mg of fw)
calculated activity: 727 + N3 684 5.8 780 + 9.7 95 + 1.2
2(CNCso)
explained activity: 36% 35% 38% 45%

calculated/measured

in=2%tn=1.

Die im Apfel enthaltenen Polyphenole wirken antioxidativ und besitzen
Radikalfangereigenschaften. Durch diese Eigenschaften kdnnen sie eine Rolle in
der Pravention von Erkrankungen spielen, die mit oxidativem Stress assoziiert
sind, besonders Entzindungsprozesse, Krebserkrankungen sowie
kardiovaskulare und neurodegenerative Erkrankungen. Diese positiven
Wirkungen wurden bereits in zahlreichen Studien untersucht und belegt (Hertog
M. G. et al, 1993; Agourram A. et al, 2013; Lu Y., Foo L. Y., 1999; Bell D. R. und
Gochenaur K., 2005).
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Betrachtet man das hohe antioxidative und Radikal abfangende Potenzial der im
Trester enthaltenen Polyphenole, stellt sich die Frage, ob sich fur Trester aul3er
den bisherigen Verwendungsmaoglichkeiten (siehe Kapitel 4.1.2, Seite 26) auch
ein Einsatz im medizinischen Bereich ergeben konnte. Notwendig ist es dazu
festzustellen, inwieweit die im Trester enthaltenen unwirksamen Komponenten
wie Kohlenhydrate und Ballaststoffe abgetrennt und die medizinisch

interessanten Polyphenole aufkonzentriert werden konnen.

Abbildung 6 (Seite 26) zeigt die Strukturen der haufigsten im Apfel-Trester
vorkommenden Polyphenole:

* Flavanole (v.a. Epicatechin)

* Flavonole (v.a. Quercetin-glykoside)

* Anthocyane (v.a. Cyanidin-galaktosid)

* Procyanidine (Oligomere und Polymere des Catechins, v.a. Procyanidin B2)
* Dihydrochalkone (v.a. Phloridzin)

* Phenolsauren (z.B. Chlorogensaure)
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Abbildung 6: Haufigste Polyphenole im Apfel-Trester (http://www.commons.wikimedia.org, Juni 2013;
Strukturen zu einer Abbildung zusammengefiigt)

4.1.2 Bisherige Verwendungsmaoglichkeiten von Apfel-Trester

Apfel-Trester werden meist direkt nach der Pressung entsorgt, da sie aufgrund
ihres hohen Wassergehaltes leicht anfallig fur mikrobiellen Befall sind. Dennoch
gibt es auch zahlreiche Verwendungsmoglichkeiten fur dieses eigentliche
Abfallprodukt.

Die haufigste Anwendung ist der Einsatz als Futtermittel fur verschiedene
Nutztiere und Wild (Gullén B. et al., 2006). Einen weiteren Verwendungszweck
des Apfel-Tresters in der Landwirtschaft stellt der Einsatz als Dungemittel dar
(Linskens H.F. und Jackson J.F., 1999). Da Apfel-Trester einen hohen Gehalt an
Pektin aufweisen (14,5% des getrockneten Tresters) finden sie auch
Verwendung in der Lebensmittelindustrie, und zwar zur Darstellung von Pektin

fur die Marmeladeherstellung (Gullon B. et al., 2006). Zur Gewinnung von
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Aromastoffen werden Apfel-Trester ebenfalls herangezogen (Vendruscolo F. et
al, 2008).

Tresters dient auch als Substrat fur biotechnologische Reaktionen zur
Herstellung anderer Produkte. Dazu zahlen insbesondere die Gewinnung
verschiedener Enzyme (Vendruscolo F. et al, 2008), die Herstellung von
Zitronensaure mittels Aspergillus niger (Hang Y.D., Woodams E.E., 1984) und
die Produktion von Bioethanol (Chatanta D.K. et al, 2008), Milchsaure (Gullon B.
et al., 2006) und Butanol (Linskens H.F. und Jackson J.F., 1999).

4.1.3 Zielsetzung und Allgemeiner Versuchsaufbau

Im Rahmen eines Projekts des Initiativkollegs BioProMoTION der Universitat
Wien werden die kardiovaskularen Wirkungen von verschiedenen Frucht-Trester-
Extrakten mit Hilfe eines etablierten Zellassays in vitro getestet (Waldbauer K.,
2013).

Aufgrund der bekannten antioxidativen und somit kardioprotektiven Wirkung der
im Apfel enthaltenen Polyphenole werden im Zuge dieses Projektes auch
verschiedene Apfel-Trester-Extrakte fraktioniert und auf Aktivitat am Zellassay
getestet.

Die Eignung von Diaion® HP-20 als stationdre Phase fiir die Auftrennung von
Apfel-Trester-Extrakten mittels Saulenchromatographie wurde bereits im Zuge
einer vorangehenden Diplomarbeit untersucht (Hausler M., 2013).

Im folgenden Teil dieser Arbeit galt es herauszufinden, inwieweit sich die
Fraktionierung an Diaion® HP-20-Material reproduzierbar wiederholen ldsst und
wo die optimale Beladungskapazitat einer solchen Polystyrolsaule liegt.

Hierzu wurden jeweils zwei Saulen der GroRe 1 (Kapitel 3.4.2, Seite 13) mit 15g
Polystyrol als Tragermaterial befullt und mit der gleichen Menge an Apfel-Trester-
Extrakt beladen (Kapitel 3.4.2, Seite 13). Die bei der Saulenchromatographie
erhaltenen Fraktionen wurden anschlief3end mittels Dunnschichtchromatographie
(DC) wund Hochleistungsflussigchromatographie (HPLC) analysiert. Als
Referenzsubstanz wurde bei der HPLC-Analyse Phloridzin gewahlt, da es im
Apfel-Trester das mengenmallig am starksten vertretene Polyphenol darstellt.
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4.2 Ergebnisse

Im folgenden Kapitel werden die durch Anwendung der in Kapitel 3 (Seite 7)
gelisteten Methoden fur die Herstellung, Fraktionierung und Charakterisierung
des Apfel-Trester-Extraktes erhaltenen Ergebnisse dargestellt, diskutiert und mit
in der Literatur gegeben Werten verglichen.

4.2.1 Herstellung und Charakterisierung des Apfel-Trester-Extraktes

Die Herstellung des Apfel-Trester-Extraktes erfolgte wie in Kapitel 3.2 (Seite 9)
beschrieben durch Extraktion mittels ASE.

Da es sich bei Apfel-Trestern um Produkte natlrlicher Rohstoffe handelt, deren
Zusammensetzung variiert, mussen vor dem eigentlichen Versuchsaufbau, der
Fraktionierung, Extrakte hergestellt und miteinander verglichen werden, um
sicherzustellen, dass Extrakte, die aus einer Trester-Charge entstammen
untereinander identisch sind. Andernfalls waren die Daten der spateren
Saulenchromatographie nicht korrekt auswertbar, da sie durch uneinheitliches
Ausgangsmaterial verfalscht sein konnten.

Um Verfalschungen, bedingt durch nicht idente Trester-Extrakte ausschliel3en zu
konnen, wurden funf separate Extraktionen durchgefuhrt und die erhaltenen
Produkte analysiert und miteinander verglichen. Dadurch konnte sichergestellt
werden, dass die Zusammensetzung der auf die Saule aufgetragenen Extrakte
ident ist und somit gleiche Bedingungen, soweit dies im Rahmen manueller

Saulenherstellung moglich ist, fur die Fraktionierung herrschen.

Es wurden funf ASE-Zellen mit je 12,0 g der Apfel-Trester-Diatomeenerde-
Mischung befullt und mit dem in Kapitel 3.2 (Seite 8) dargestellten Programm
extrahiert (vgl. Seite 9).

Die erhaltenen Extrakte wurden zur Trockene gebracht und jeweils das Droge-
Extrakt-Verhaltnis berechnet, sowie der Gesamtphenolgehalt bestimmt. Dies
erfolgte nach Folin-Ciocalteu, wie in Kapitel 3.3 (Seite 10) beschrieben, wobei
eine Kalibrationskurve fur die Berechnung des Gehaltes zu Hilfe genommen
wurde (Abbildung 3, Seite 11).

Bei der Berechnung ergab sich ein Mittelwert von 18,1 mg GAE/g Extrakt mit
einem Variationskoeffizienten von 0,02 (Tabelle 4, Seite 29).
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Tabelle 4: Gesamtphenolgehalt (mg GAE/g Extrakt) in funf mittels ASE hergestellten Extrakten

Extrakt Gesamtphenolgehalt (in mg GAE/qg)
Extrakt 1 18,29 (SD 0,24, VarK 0,01)
Extrakt 2 18,33 (SD 0,17, VarK 0,01)
Extrakt 3 18,07 (SD 0,04, VarK 0,002)
Extrakt 4 18,53 (SD 0,54, VarK 0,03)
Extrakt 5 17,43 (SD 0,36, VarK 0,02)

MW=18,13

Das Droge-Extrakt-Verhaltnis lasst sich durch Division der Einwaage (unter
Abzug des Anteils an Diatomeenerde) durch die Auswaage errechnen und wird
als Verhaltnis x:1 angegeben.

DEV=[EW (in g) — Anteil an Diatomeenerde (in g)] / AW (in g)
DEV=x:1

Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 5 veranschaulicht.

Tabelle 5: Droge-Extrakt-Verhaltnisse der 5 Apfel-Trester-Extrakte

. Anteil an Einwaage Auswaage Droge-
Einwaage . exKkl.
Extrakt . Diatomeenerde . Extrakt Extrakt-
(ing) . Diatomeen . sre
(in g) . (ing) Verhaltnis
(in g)
Extrakt 1 12,04 2,78 9,26 2,59 3,6:1
Extrakt 2 12,00 2,77 9,23 2,59 3,6:1
Extrakt 3 12,03 2,78 9,25 2,64 3,5:1
Extrakt 4 12,01 2,77 9,24 2,65 3,5:1
Extrakt 5 12,02 2,77 9,25 2,50 3,71
MWwW=3,6:1

Das mittlere Droge-Extrakt-Verhaltnis hat einen Wert von 3,6:1 und weist einen
Variationskoeffizienten von 0,02 auf.

Nach erfolgter Uberpriifung der Einheitlichkeit der Extraktionsmethode konnte mit
der Extraktion in grofierem Malstab fortgesetzt werden.
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4.2.2 Fraktionierung und Analyse

4.2.2.1 Fraktionierung mittels Polystyrolsaule

Das Tragermaterial Diaion® HP-20 (Polystyrol) wurde nacheinander mit Methanol
(MeOH), Ethanol 96% (EtOH 96%), Ethanol 50% (EtOH 50%) und Ethanol 10%
(EtOH 10%) gereinigt, wobei der letzte Schritt auch gleichzeitig die
Konditionierung des Saulenmaterials fur die folgende Saulenchromatographie
darstellte.

Der Apfel-Trester-Extrakt wurde mittels Ultraschallbad in EtOH 10% geldst, wobei
pro 1g Extrakt 15ml des Losungsmittelgemisches notwendig waren.

Insgesamt acht Glassaulen (Saule 1, vgl. Seite 14) wurden mit je 15g des zuvor
konditionierten Polysytrols befullt und immer jeweils zwei davon mit der gleichen
definierten Menge an Apfel-Trester-Extrakt beladen. Dabei wurden als
Quantitaten 1g, 2,5g, 5g und 7,5g gewahlt. So wurden zwei Saulen mit 1g, zwei
Saulen mit 2,5g, zwei Saulen mit 5g und zwei Saulen mit 7,5g Extrakt beladen.
Als FlieBmittel dienten EtOH 10% und EtOH 96%, wobei funf Fraktionen zu je
50ml mit dem Elutionsmittel EtOH 10% gesammelt wurden, bevor auf EtOH 96%
gewechselt und erneut funf Fraktionen zu je 50ml eluiert wurden. Als
Tropfgeschwindigkeit wurden 3ml/min eingestellt.

Die erste mobile Phase (EtOH 10%) diente zur Abtrennung der polaren
Bestandteile, besonders Zucker, die in einer groRen Menge vorkommen, am
Zellassay aber keine Aktivitat zeigen. Zudem erschwert der hohe Zuckeranteil die
Analyse der Flavonoide, welche zur Validierung bei der HPLC herangezogen
werden. Im Anschluss wurde EtOH 96% als FlieBmittel verwendet, wodurch die
weniger polaren Komponenten des Extraktes, wie beispielsweise Flavonoide,

eluiert wurden.

Die erhaltenen Fraktionen wurden am Rotavapor eingeengt und der wassrige
Anteil mittels Lyophilisation entfernt. Im Anschluss wurde die Masse der zur
Trockene gebrachten Fraktionen bestimmt. Dies ermdglichte es, die beiden
Saulen anhand der Massen der jeweiligen Fraktionen miteinander zu
vergleichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 (Seite 31) veranschaulicht. Aus
Griinden besserer Ubersichtlichkeit werden hier nicht die Massen jeder einzelnen
Fraktion dargestellt, sondern jeweils die Gesamtausbeute der funf polaren
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(Elutionsmittel EtOH 10%) sowie der funf apolaren (Elutionsmittel EtOH 96%)

Fraktionen.

Tabelle 6: Massen der polaren und apolaren Fraktionen nach saulenchromatographischer Auftrennung
verschiedener Extrakimengen

Extraktmenge | _S2ule | Séule 2 Séule 1 Séule 2
(in 0) EtOH 10% | EtOH 10% EtOH96% | EtOH 96%
(AW in g) (AW in g) (AW in g) (AW in g)
1,00 0,8503 0,8195 0,0855 0,0777
SD=0,0154 SD=0,0039
Vark=0,0184 Vark=0,0478
2,50 21113 | 1,9008 01661 | 03142
SD=0.1053 SD=0,0741
Vark=0,0525 VarK=0,3086
5,00 44895 | 43731 0,3028 | 0,3293
SD=0,0582 SD=0,0133
Vark=0,0131 Vark=0,0105
7,50 67881 | 66136 04185 | 0,7064
SD=0,0873 SD=0,1728
Vark=0,0130 Vark=0,3072

4.2.2.2 Analyse mittels Diinnschichtchromatographie

Die durch Saulenchromatographie erhaltenen Fraktionen des Apfel-Trester-
Extraktes wurden im weiteren Schritt mittels Dunnschichtchromatographie
analysiert.

Die aufzutragenden Probeldsungen wurden durch Losen von 3mg der Fraktion in
je 500pl Elutionsmittel (EtOH 10% beziehungsweise EtOH 96%) erhalten. Je 10yl
der entstandenen Probelosung wurden auf DC-Platten (Platte 1, vgl. Seite 15)
aufgetragen und mit den FlieRmittelsystemen 2 und 4 (vgl. Seite 15) entwickelt.
Die Auswertung erfolgte durch Bespruhen mit Anisaldehyd-Spruhreagenz bzw.
Naturstoff-Polyethylenglykol-Reagenz unter Betrachtung im Tageslicht sowie im
UV-Licht bei 366nm.

Durch Vergleich der vorhandenen Banden sowie deren Farb- und

Fluoreszenzintensitat konnte festgestellt werden, ob die Saulen, die mit der
gleichen Menge an Extrakt beladen wurden, auch die gleiche Fraktionierung

aufweisen. Des Weiteren konnte analysiert werden, inwieweit es Unterschiede in
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der Fraktionierung der Saulen gibt, die mit verschiedenen Quantitaten beladen

wurden.

In den Abbildungen 7 (Seite 32) und 8 (Seite 33) sind die durch
Saulenchromatographie erhaltenen Fraktionen der zwei Saulen, die mit 2,59
Extrakt beladen wurden, zu sehen. Abbildung 7 zeigt dabei die Fraktionen, die
durch EtOH 10% eluiert wurden, Abbildung 8 die Fraktionen, die mit EtOH 96%
eluiert wurden. Es wurden auf den DC-Platten jeweils abwechselnd die
Fraktionen der einen und der anderen Saule aufgetragen, sodass jeweils die
gleichen Fraktionen gepaart abgebildet sind. Die ersten beiden aufgetragenen
Banden der Abbildung entsprechen demnach der Fraktion 1 der beiden Saulen,
die nachsten 2 aufgetragenen Banden entsprechen der Fraktion 2 der beiden
Saulen usw. Dasselbe gilt fur die EtOH 96%igen Fraktionen in Abbildung 8 (Seite
32).

Abbildung 7: Vergleich der EtOH 10%igen Fraktionen (Frakt. 1-5) zweier Saulen mit gleicher
Extraktbeladung (2,5g). Die gleichen Fraktionen sind jeweils paarweise angefiihrt. DC entwickelt mit FM 4,
bespriiht mit ASS (vgl. Seite 15).
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Abbildung 8: Vergleich der EtOH 96%igen Fraktionen (Frakt. 1-5) zweier Saulen mit gleicher
Extraktbeladung (2,5g). Die gleichen Fraktionen sind jeweils paarweise angefiihrt. DC entwickelt mit FM 2,
bespriiht mit ASS (vgl. Seite 14f).

In den Abbildungen 7 (Seite 31) und 8 (Seite 32) ist deutlich zu erkennen, dass
die beiden Saulen mit gleicher Beladungsmenge an Apfel-Trester-Extrakt (2,5g)
ein praktisch identes Chromatogramm ergeben. In den jeweils entsprechenden
Fraktionen finden sich die gleichen Substanzen wieder. Gut sichtbar ist dies
beispielsweise in Abbildung 7, wo beide Saulen die gleichen braungrinen
Substanzflecken (Fructose und Glucose) in den Fraktionen 1 und 2 aufweisen.
Dies spricht dafur, dass Saulen mit gleicher Extrakt-Beladungsmenge eine idente

Fraktionierung aufweisen.

Die Frage, die sich in weiterer Folge stellt, ist, ob auch Saulen anderer
Beladungsmenge eine derart einheitliche Fraktionierung aufweisen, wie sie bei
der Beladung mit 2,5g Extrakt gegeben ist, beziehungsweise inwieweit die
Fraktionierung von Saulen verschiedener Beladungsmenge ident ist.

In Abbildung 9 (Seite 34) sind die DCs der beiden Saulen, die mit 2,5g Extrakt
beladen wurden, jenen mit einer Extraktmenge von 7,5g gegenubergestellt. Die
Abbildungen 9a und 9b entsprechen dabei den EtOH 10%igen Fraktionen, die
Abbildungen 9c und 9d den EtOH 96%igen Fraktionen.
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Abbildung 9: Gegenuberstellung der Fraktionierung von Saulen mit unterschiedlicher Beladungsmenge an
Apfel-Trester-Extrakt (a) und c): 2,5g Extrakt; b) und d): 7,5g Extrakt).

a) EtOH 10%ige Fraktionen der beiden Saulen mit 2,5g Beladungsmenge (DC entwickelt mit FM 4, bespriiht
mit ASS). b) EtOH 10%ige Fraktionen der beiden Saulen mit 7,5g Beladungsmenge (DC entwickelt mit FM
4, bespriht mit ASS). c) EtOH 96%ige Fraktionen der beiden Saulen mit 2,5g Beladungsmenge (DC
entwickelt mit FM 2, bespriiht mit ASS). d) EtOH 96%ige Fraktionen der beiden Saulen mit 7,5g
Beladungsmenge (DC entwickelt mit FM 2, bespriiht mit ASS, vgl. Seite 14f)

Auf den DCs in Abbildung 9 ist zu erkennen, dass auch bei einer hohen Extrakt-
Beladungsmenge eine recht einheitliche Fraktionierung gegeben ist, erkennbar
an den gleichen Banden der entsprechenden Fraktionen. Bei dem Vergleich der
Fraktionierungen von Saulen mit unterschiedlicher Beladungsmenge, in
Abbildung 9, entsprechend 2,5g gegenuber 7,59 ist erkennbar, dass die ersten
beiden polaren Fraktionen praktisch ident sind. Bei den Saulen, die mit 7,59
Extrakt beladen wurden, erscheinen in den EtOH 10%igen Fraktionen 3 bis 5
(vgl. Abbildung 9b) bereits verstarkt Substanzen (rote Banden), die bei 2,59
Extrakt mit EtOH 10% erst in geringem Male eluiert werden. Das spricht dafur,
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dass mit 7,59 eine Uberbeladung der stationdren Phase stattgefunden hat.
Dadurch waren die funktionellen Gruppen des Diaion HP-20 derartig ausgelastet,
dass sie keine weiteren Bindungen mehr mit apolaren Bestandteilen des
Extraktes eingehen konnten und diese daher ungehindert bereits mit polarem

Losungsmittel eluiert wurden.

4.2.2.3 Analyse mittels Hochleistungsfliissigchromatographie
Im weiteren Schritt sollten die Zusammensetzung sowie die prozentuelle

Verteilung der Flavonoide mittels HPLC analysiert werden.

Dazu wurden jeweils die funf apolaren Fraktionen jeder Saulenchromatographie
vereinigt (in weiterer Folge abgekurzt mit VF_EtOH 96%). Zur Erstellung einer
Messlosung wurden jeweils 3mg der vereinigten Fraktionen in 1,00ml MeOH 80%
geldst. Die polaren Fraktionen, die mit EtOH 10% eluiert wurden, wurden nicht in
die Messungen einbezogen, da sie primar Zucker enthalten, die es von den

anderen Substanzen abzutrennen galt.

Die Analyse wurde unter Verwendung einer Hypersil BDS C18-Saule und dem in
Kapitel 3.6. dargestellten Gradienten durchgefuhrt.

Die Abbildung 10 zeigt das mittels UV/VIS-Detektor bei 280nm aufgenommene
Chromatogramm der Probe VF_EtOH 96% Saule 1, 5g-Extrakt. Es sind acht
charakteristische Peaks zu erkennen, welche Phloridzin sowie verschiedene
Quercetin-Derivate darstellen. Durch Vermessung der anderen Proben werden,
wie in Abbildung 11 (Seite 36) veranschaulicht, nahezu identische
Chromatogramme erhalten.
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Abbildung 10: HPLC-Chromatogramm der Probe VF_EtOH 96% Saule 1, 5g-Extrakt; detektiert bei 280nm
(vgl. Bedingungen Seite 18)
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Abbildung 11 zeigt die Chromatogramme samtlicher VF_EtOH 96%, welche alle
die gleichen acht charakteristischen Peaks bei der selben Retentionszeit

aufweisen.
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Abbildung 11: HPLC-Chromatogramme der vereinigten Fraktionen, welche alle die gleichen acht
charakteristischen Peaks bei etwa der selben Retentionszeit aufweisen; detektiert bei 280nm (vgl.
Bedingungen Seite 18)

Sieben der acht Peaks konnten durch Verwendung der Massenspektrometrie
(MS) beziehungsweise durch Spiking-Experimente mit Referenzsubstanzen
identifiziert werden (Waldbauer K., 2013). Es handelt sich bei den Substanzen
um Hyperosid (Peak 2), Isoquercetin (Peak 3), Quercetin-pentosid (Peak 4),

Avicularin (Peak 5), Quercetin-desoxyhexosid (Peak 6), Methyl-Quercetin-
hexosid (Peak 7) und Phloridzin (Peak 8). Bei Peak 1 durfte es sich ebenfalls um
ein Flavonoid handeln, das jedoch nicht genauer identifiziert werden konnte.

Das jeweilige Verhaltnis der acht Peaks zueinander ist in Tabelle 7 (Seite 37)
dargestellt. Dabei werden die acht Peaks als 100% angenommen und die sich
dadurch ergebende prozentuelle Verteilung angegeben.
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Tabelle 7: Relativer Flachenanteil der acht Peaks in den Chromatogrammen der vereinigten apolaren
Fraktionen.Die acht Peaks werden als 100% angenommen und die sich dadurch ergebende prozentuelle
Verteilung angegeben.

Vereinigte
apolare Peak | Peak | Peak | Peak | Peak | Peak | Peak | Peak
Fraktionen 1 2 3 4 5 6 7 8

(Jeweils zwei
Fraktionierungen
pro Extraktmenge)

(in %) | (in %) | (in %) | (in %) | (in %) | (in %) | (in %) | (in %)

1g Extraktmenge 115 [ 12,04 | 3,12 | 340 | 928 | 6,32 | 947 | 5522

Fraktionierung 1

1g Extraktmenge 142 | 1176 | 332 | 344 | 951 6,72 | 9,09 | 54,74

Fraktionierung 2

2,59 E k
g Extrakimenge | 197 | 1358 | 455 | 370 | 813 | 7,03 | 9.16 | 51,88

Fraktionierung 1

2,59 Extrakt
9 =XAaImend® 1 120 [ 12,85 | 4,10 | 369 | 8,26 | 7,03 | 9,42 | 53,54

Fraktionierung 2

°g Extraktmenge | 4 19 | 12,21 | 3,08 | 3,73 | 7,06 | 8,60 | 883 |55,30

Fraktionierung 1

Extrak
5g Extraktmenge 1,20 | 12,36 | 3,21 | 3,91 | 7,04 | 8,54 | 9,27 | 54,46

Fraktionierung 2

7,59 Extrak
o9 Extrakimenge | 4 >5 | 12,47 | 3,67 | 3,54 | 9,21 | 6,31 | 8,80 | 54,77

Fraktionierung 1

7,59 Extrakt
9 marameng® | 1,17 | 10,78 | 3,05 | 326 | 7,85 | 576 | 8,72 | 59,39

Fraktionierung 2

MwW 1,32 | 12,26 | 3,51 | 3,58 | 8,29 | 7,04 | 9,04 | 54,91
sD 028 | 082 | 0,55 | 0,21 | 0,97 | 1,03 | 0,26 | 2,13
VarK 0,21 | 0,07 | 0,18 | 0,06 | 0,172 | 0,15 | 0,03 | 0,04

Wie schon die optische Betrachtung der Chromatogramme in Abbildung 11 (Seite
36) vermuten lasst, ist die relative Flachenverteilung der acht Peaks im
Chromatogramm bei allen durchgefuhrten Fraktionierungen, unabhangig von der
Extraktbeladung, sehr ahnlich. Die grof3ten Unterschiede weist die Fraktionierung
der Saulen mit 7,5g Extrakt auf. Dieses Ergebnis spiegelt sich ebenfalls bei der
Quantifizierung des Phloridzins wider (vgl. Tabelle 8, Seite 39) Begrundung findet
dieses Ergebnis, wie auch schon bei der DC-Auswertung erwahnt (Seite 35), in
einer Uberbeladung der stationéren Phase bei der Saulenchromatographie.
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Neben der prozentuellen Verteilung der Peaks ist auch die Quantitat, in der die
Substanzen in den erhaltenen Fraktionen vorkommen, relevant. Es wird so
ermoglicht, Schlisse zu ziehen, ob Saulen, die mit der gleichen Menge Apfel-
Trester-Extrakt beladen wurden, auch eine derart gleichmaRige Fraktionierung
aufweisen, dass als Produkt die gleiche Menge an Polyphenolen erscheint.
Weiters kann mit dieser Analyse festgestellt werden, ob das Mengenverhaltnis
der aufgetragenen Extrakte dem Mengenverhaltnis der erhaltenen Flavonoide in
den apolaren Fraktionen entspricht. Somit kdnnen Vergleiche zwischen Saulen
mit unterschiedlicher Extrakt-Beladung getatigt werden und die optimale
Beladungsmenge pro Gramm Diaion® HP-20 eruiert werden.

Eine UbermaRige Beladung der Saule kann dazu fuhren, dass Substanzen, die
im polaren Losungsmittel (EtOH 10%) unzureichende Ld&slichkeit besitzen,
dennoch mit diesem eluiert werden. Begrundet wird dies durch ein
Ungleichgewicht an Extraktmenge zu stationarer Phase. Die funktionellen
Gruppen der stationdren Phase Diaion® HP-20 sind dann derartig ausgelastet,
dass sie keine weiteren Bindungen mehr mit apolaren Bestandteilen des
Extraktes eingehen. Diese konnen dann nicht mehr retiniert werden und werden
bereits zu Beginn der Saulenchromatographie gemeinsam mit den polaren

Komponenten eluiert.

Um festzustellen, ob eine derartige Uberbeladung stattgefunden hat, wurde eine
Quantifizierung von Phloridzin durchgefuhrt. Bei optimaler Trennleistung bei allen
gewahlten Beladungsmengen mussten die erhaltenen Phloridzinmengen
zueinander im gleichen Verhaltnis wie die aufgetragenen Extraktmengen stehen.
Bei zu hoher Beladungsmenge konnte ein Teil der Polyphenole durch Elution mit
EtOH 10% verloren gehen. Somit stunden die bei der Vermessung der
vereinigten apolaren Fraktionen erhaltenen Phloridzinmengen nicht im gleichen

Verhaltnis wie die eingesetzten Apfel-Trester-Extraktmengen.
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Zur Berechnung wurde eine Phloridzin-Kalibrationskurve verwendet (Waldbauer
K., 2013), die in Abbildung 12 dargestellt ist.

y = 9385703,7182x + 127270,7417
R? = 0,9939

phloridzin calibration curve
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Abbildung 12: Phloridzin-Kalibrationskurve (Flache/Konzentration) zur Berechnung der

Phloridzinkonzentration in den Fraktionen.

Ausgehend von der Gleichung der Kalibrationskurve:
y=9385703,7182x + 127270,7417 wird durch Umformung der nachfolgende Term
erhalten:

y - 127270,7417
9385703,7182

X (mg/ml) =

Durch Einsetzen der mittels HPLC gemessenen Peakflachen des Phloridzins fur
die Variable y der Geradengleichung wurde der Phloridzingehalt in mg/ml
Fraktion errechnet. Unter Berlcksichtigung der eingesetzten Einwaage wurden
die in Tabelle 8 dargestellten Werte erhalten.

Tabelle 8: Phloridzinmenge der vereinigten apolaren Fraktionen in mg/g Fraktion

Extraktmenge Extraktmenge Extraktmenge Extraktmenge
19 2,5¢g 5¢g 7,59
Sédule 1 | Saule2 | Sdule 1 | Sdule 2 | Saule 1 | Sdule 2 | Sdule 1 | Séaule 2
Phloridzinmenge
(mg Phloridzin/ 1,2 4,05 25,06 | 24,93 | 30,96 | 25,65 4,87 21,38
g Fraktion)
SD=2,02 SD=0,09 SD=3,75 SD=11,67
VarK=0,77 VarK=0,004 VarK=0,13 VarK=0,88
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Graphisch dargestellt (Abbildung 13, Seite 41) ist deutlich zu erkennen, dass die
optimale Beladungskapazitit bei etwa 2,5g Apfel-Trester-Extrakt pro 15g Diaion®
HP-20 liegt, da der Variationskoeffizient von 0,004 beider Fraktionierungen
deutlich geringer ist als jener der Fraktionierungen mit anderer Beladungsmenge.
Die Beladung mit 2,5g-Extrakt erzielt weiters das beste Verhaltnis zwischen
Beladung mit Extrakt und Ausbeute an Polyphenolen. So wurde bei
Fraktionierung von 2,5g Extrakt ein mittlerer Gehalt von etwa 25,0mg Phloridzin/g
Fraktion erhalten. Bei der Auftrennung von 1g Extrakt wurde nur ein
durchschnittlicher Gehalt von 2,6mg/g Fraktion erhalten, was statt zwei Funftel
lediglich etwa ein Zehntel des Gehaltes der Fraktionierung von 2,5g Extrakt
darstellt. Bei der Auftrennung von 5g Extrakt wird verglichen mit 2,5g ebenfalls
ein deutlich schlechteres Verhaltnis von Beladungsmenge zu Phloridzinausbeute,
erhalten. Erwartungsgemaly musste die doppelte Menge eingesetzten Extraktes
die doppelte Menge an Ausbeute erzielen, doch bei der Fraktionierung von 5g
Extrakt wird gegenuber 2,5g nur eine um 13,2% hohere Phloridzinmenge
erhalten. Die beiden Auftrennungen von 7,59 Apfel-Trester-Extrakt pro 15g
Polystyrol weisen einen derartig hohen Variationskoeffizienten (VarkK=0,88) auf,
dass das Beladungsverhaltnis wahrscheinlich als nicht geeignet angesehen

werden kann.

Die Messergebnisse zeigen, dass bei hoherer Beladung keine optimale
Fraktionierungsleistung gegeben ist, da offensichtlich gro3e Teile der im Extrakt
enthaltenen Phloridzinmenge bereits durch Elution mit frihen Fraktionen
verlorengehen. Besonders deutlich wird dieses Ergebnis bei Beladung mit 7,5g
Extrakt. Es kann davon ausgegangen werden, dass grof3e Teile der anderen
sieben im HPLC-Chromatogramm ersichtlichen Flavonoide ebenfalls frihzeitig
eluiert wurden. Begrundet wird diese Vermutung durch die geringe gemessene
Phloridzinmenge, jedoch einem gegenuber geringeren Beladungsmengen im
Chromatogramm etwa gleichbleibenden Flachenverhaltnis der Substanzen

zueinander.

Die Beladung des Tragermaterials mit 1g Apfel-Trester-Extrakt scheint bei der
Fraktionierung mittels Polystyrol zu gering zu sein, um verlassliche Aussagen
bezuglich des Phloridzingehaltes treffen zu konnen.
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Abbildung 13: Phloridzinmenge der vereinigten apolaren Fraktionen (mg/g Fraktion). Aufgetragene
Extraktmengen fir die Fraktionierung betragen 1g, 2,5g, 5g und 7,5g Extrakt-Durchfiihrung von jeweils zwei
Parallelversuchen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Fraktionierung von Apfel-Trester-
Extrakt an Polystyrol-Material bei einer Beladungsmenge von 0,17g Extrakt pro
1g stationarer Phase — entsprechend 2,59 Extrakt pro 15g stationarer Phase —
die optimalsten Ergebnisse erzielt. Wie bei wiederholter Versuchsdurchfihrung
ersichtlich ist, zeigt sich bei dieser Beladungsmenge die groRte Ubereinstimmung
der erhaltenen Ergebnisse. Die in den vereinten apolaren Fraktionen gemessene
Phloridzinmenge der beiden Wiederholungen der Fraktionierung zeigt einen
Variationskoeffizienten von 0,004, was in Anbetracht der Tatsache, dass es sich
bei den Trennsaulen ,nur® um handisch geflllte Saulen handelt, eine geringe
Abweichung darstellt. Bestatigt wird diese Annahme sowohl bei Auswertung der
Fraktionen mittels DC (vgl. Seite 31) als auch bei der Analyse mittels HPLC (vgl.
Seite 35).
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5 Fraktionierung eines Extraktes aus Holunder-Trester mittels
Saulenchromatographie

5.1 Einleitung

5.1.1 Holunder-Trester: Allgemeines und Inhaltsstoffe

Sambucus nigra (L.) wird in Europa bereits seit dem Mittelalter als Arzneipflanze
eingesetzt. Bei der Recherche in alten Schriften (beispielsweise Blochwich M.,
1677) fallt besonders auf, dass Holunder eine der meist genannten medizinisch
genutzten Pflanzen darstellt. Fast alle Teile der Pflanze, einschliel3lich Rinde,
Wurzeln, Blatter, Bluten und Fruchte finden Verwendung in der Behandlung
verschiedener Erkrankungen (Valles J et al., 2004). Aufgrund unzureichender
Dokumentationen aus dieser Zeit beschrankt sich die Anwendung heutzutage vor
allem auf die Bluten und Fruchte der Pflanze (Chrubasik C., Chrubasik S., 2008).

Wichtl M. (2009) und Hiermann A. (2010) nennen nachfolgende Indikationen fur
den Einsatz der reifen Frichte von Sambucus nigra (L.) beziehungsweise deren
Saft in der traditionellen Medizin:

* Bei Erkaltungskrankheiten sowie Erkrankungen des Respirationstraktes

* Als Diuretikum

* Als Diaphoretikum

* Als Laxantium

* Als Analgetikum bei Zahn-, Kopf-, rheumatischen und neuralgischen

Schmerzen

Betrachtet man diese vielseitigen Einsatzgebiete in der traditionellen Medizin, ist
es umso erstaunlicher, dass es in Osterreich kein einziges registriertes
Arzneimittel mit Sambuci Fructus als wirksamer Komponente gibt (HMPC/ EMA,
2013).

Da die Holunderfrucht aber als traditionelle Arzneidroge bekannt ist, gibt es
mittlerweile zahlreiche Studien, die sich mit der Untersuchung pharmakologischer
Wirkungen von Sambuci fructus beschaftigen. Einige Wirkungen der Droge
konnten bereits wissenschaftlich bestatigt werden:
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* Immunmodultorische Aktivitat: Barak et al. (2001) testeten verschiedene
Holunderbeeren-Extrakte in vitro an Monocyten und konnten dabei eine
gesteigerte Sekretion proinflammatorischer Cytokine (TNFa sowie IL-1(3, IL-6,
IL-8) feststellen.

* Antivirale Aktivitat: Zakay-Rones et al. (2004) testeten die antivirale Aktivitat
von Holunderbeeren-Extrakten an MDCK-Zellen, die mit Influenza A- und B-
Viren infiziert waren. Es konnte gezeigt werden, dass Extrakt aus
Holunderbeeren die Bindung der Viren an die Zellen verhindert. Eine ahnliche
Wirkung konnten Roschek et al. (2009) bei H1N1-Viren nachweisen.
Hauptverantwortlich fur die antivirale Wirkung von Fruchten von Sambucus
nigra (L.) durften verschiedene Polyphenole, im Besonderen Flavonoide sein.

* Antioxidative Wirkung: Die antioxidative Wirkung von Sambuci Fructus konnte
bereits in zahlreichen Studien bestatigt werden (Einbond L.S. et al., 2002;
Dawidowicz A.L. et al., 2006, Bagchi D. et al., 2005). Hauptverantwortlich fur
diese Eigenschaft sind die in den Holunderbeeren in hoher Konzentration
enthaltenen Anthocyane und andere Polyphenole, die als Reduktionsmittel
und Radikalfanger fungieren.

* Antibiotische Aktivitat: Hearst et al. (2010) konnten die Wirkung von
lyophilisiertem Holunderbeerenpulver  gegen Methicillin  resistente
Staphylococcus aureus (MRSA) -Keime nachweisen.

Die Friuchte von Sambucus nigra (L.) enthalten mehrere Komponenten, die fur
die oben beschriebene ,pharmakologische Wirkung“ verantwortlich sind. Wie
auch beim Apfel, sind flr die antioxidative Radikal abfangende Wirkung
insbesondere verschiedene Polyphenole verantwortlich. Hervorzuheben sind
dabei vor allem verschiedene Anthocyane und Flavonole, die in der
Holunderbeere mengenmaldig den groften Anteil der Polyphenole einnehmen
(Dawidowicz A.L. et al., 2006) und auch im Holunder-Trester nachweislich
vorhanden sind. Tabelle 9 (Seite 44) zeigt die Strukturen der haufigsten im
Holunder-Trester vorkommenden Polyphenole:

* Anthocyane (v.a. Cyanidin-3-glucosid und Cyanidin-3-sambubiosid)

* Flavonole (v.a. Rutin)
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Tabelle 9: Haufigste Polyphenole im Holunder-Trester (Seabra, 1.J. et al., 2010b)

Ry
Ry
HO 0 O
e
OR;
ORy4
Anthocyane Flavonole

Name
Anthocyane R1 R2 Rs R4
Cyanidin 3- glucosid OH OH Glucose H
Cyanidin 3- sambubiosid OH OH Xylose-Glucose H
Cyanidin 3-sambubiosid-5-glucosid OH OH Xylose-Glucose Glucose
Cyanidin-3,5,-diglucosid OH OH Glucose Glucose
Cyanidin 3-rutinosid OH OH Rutinose H
Pelargonidin 3-glucosid H OH Glucose H
Pelargonidin 3-sambubiosid H OH Xylose-glucose H
Flavonole R
Quercetin-3-rutinosid Rutinose

Wu et al. (2004a) quantifizierten Anthocyane von uber 100 verschiedenen
Friachten und stellten dabei fest, dass Holunderbeeren mit 1374mg
Anthocyanen/100g Frischgewicht die Frachte mit dem zweithdchsten Gehalt an
Anthocyanen darstellen. Nur Fruchte der Pflanze Aronia melanocarpa (Medic.),
der Apfelbeere, weisen mit einem Gehalt von 1480mg Anthocyanen/100g
Frischgewicht einen hoheren Wert auf. Samtliche andere getestete Fruchte
haben einen Gehalt, der weit unter dem des Holunders liegt. Rote Weintrauben
beispielsweise, die eine bekannte Quelle anthocyanreicher Extrakte darstellen,
wiesen lediglich einen Wert von 27-100mg/100g Frischgewicht auf.

Neben den oben dargestellten Polyphenolen enthalten die Frichte von
Sambucus nigra (L.) noch eine Vielzahl anderer Komponenten, wobei die
genauen Mengen der Inhaltsstoffe je nach Sorte, Anbaugebiet und klimatischen
Bedingungen stark variieren (Rieger G. et al., 2008; Lee J. und Finn C. E., 2007).
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In der Literatur finden sich daher sehr unterschiedliche Angaben. In Tabelle 10

sind die Inhaltstoffe der Holunderbeeren sowie deren durchschnittliche Gehalte

aufgezanhlt, wobei die Tabelle auf der Auswertung verschiedener Quellen basiert

und somit einen Uberblick tber in der Literatur angegebene Werte gibt.

Tabelle 10: Inhaltsstoffe der Holunderbeere (Monographie der HMPC/EMA, 2013; ergéanzt)

Inhaltsstoffe Gehalt Referenz
(pro 100g
Frischgewicht)
Flavonoide
Anthocyane 1374mg Wu et al., 2004a
Cyanidin-3-glucosid 739,8mg
Cyanidin-3-sambubiosid 545,9mg
Cyanidin -3,5-diglucosid 80,2mg Brgnnum-Hansen et al.,
1985

Cyanidin-3-sambubiosid-5- 82,6mg Wu et al., 2004a
glucosid
Cyanidin-3-rutinosid 4,4mg
Pelargonidin-3-glucosid 1,8mg
Pelargonidin-3-sambubiosid In Spuren
Flavonole
Quercetin 2,2mg Mudge M. et al., 2013
Isoquercetin 6,5mg
Rutin 52,5mg
Hyperosid n.d.
Atherische Ole 100mg Askar, Treptow, 1985
Phenylacetaldehyd 25,8mg
2-Furaldehyd 3,7mg Mikova et al., 1984
Butylacetat n.d. Askar, Treptow, 1985
Isopentanol
1-Hexanol
Acetylfuran
Benzaldehyd
Benzylalkohol
a-Terpineol
2-Phenylethanol 1,04mg Mikova et al., 1984
Linalool 0,3mg
Fettsaureester
Methylpalmitooleat 1,1mg Mikova et al., 1984
Ethyloleat 2,9mg
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Tabelle 10: Inhaltsstoffe der Holunderbeere (Monographie der HMPC/EMA, 2013; ergéanzt)

Ethyllinolat 7,8mg
Ethylmyristat 0,4mg
Methylpalmitat 0,5mg
Ethylpalmitat 1,1mg
Ethylpalmitooleat 2,9mg
Ethylstearat 0,8mg
Methyllinolat 2,9mg
Methyllinolenat 1,1mg
Ethyllinolenat 5,0mg
Methyloleat 0,8mg
Sitosterol n.d.

Organische Sauren

Citronensaure, Apfelsaure, n.d. Souci 1989, zitiert von
Ursolsaure Wichtl, 2009

Vitamine und Mineralien

Vitamin B 2 65 mg Souci 1989; zitiert von
Vitamin C 18-26 mg Wichtl, 2009; Askarand und
Folsaure 17 mg Treptow, 1985; Hiermann,
Biotin 1,8 mg 2010

B-Carotin 0,36 mg

Vitamin B6 0,25 mg

Panthothensaure 0,18 mg

Nicotinamid 1,48 mg

Kalium 288 mg-305 mg

Phosphor 49 mg-57 mg

Kohlenhydrate

Glucose und Fruktose 7,59 Souci, 1994

Pektin 160mg Vulicet et al., 2008

Bei der Herstellung von Holunderbeerensaft bleiben nach der Pressung der
Frichte etwa 25-40% der eingesetzten Masse als Trester - bestehend aus
Samen, Schale, Stangeln und Fruchtfleisch - zurlck (Seabra I.J. et al., 2010a).
Da die Gewinnung von Holundersaft lediglich durch Pressung der Beeren erfolgt
(http://www.rauch.cc/at/unternehnmen/produktion/, Juni 2013), kann davon
ausgegangen werden, dass sich ein Grofteil der Inhaltsstoffe, die in Tabelle 10
(Seite 45f) angefuhrt sind, zumindest in geringer Menge auch im Trester
wiederfindet. Von den pharmakologisch relevanten Inhaltsstoffen, im speziellen
Polyphenole, sind besonders Anthocyane im Holunder-Trester in einer grolden
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Menge enthalten. Sie gehen lediglich zu 2-25% in den Saft Uber und bleiben
demnach zu 75-98% im Trester zuruck (Brennum-Hansen K. et al., 2007).
Betrachtet man diese hohen Konzentrationen polyphenolischer Bestandteile im
Trester, wird deutlich, von welch hohem Interesse die Aufreinigung dieses
Beiproduktes und Anreicherung von aktiven Substanzen fur medizinische
Zwecke ist.

Wie in Kapitel 4.1.1 (Seite 25) beschrieben, ist der Einsatz polyphenolhaltiger
Praparate im medizinischen Bereich aufgrund ihrer antioxidativen und Radikal
abfangenden Wirkung denkbar. Polyphenole konnten demnach ein wirksames
Mittel zur Behandlung und Pravention verschiedenster Erkrankungen darstellen,
die mit oxidativem Stress assoziiert sind. Zu diesen Erkrankungen zahlen, wie
schon genannt, primar Entzindungsprozesse, Krebserkrankungen sowie

kardiovaskulare und neurodegenerative Erkrankungen.

5.1.2 Bisherige Verwendungsmaglichkeiten von Holunder-Trester:

Trotz immer strenger werdender Regulierungen der Europaischen Union
betreffend Abfallwirtschaft, wird ein grolRer Anteil der Ilandwirtschaftlich
anfallenden Nebenprodukte nach wie vor entsorgt. Auch der Groldteil der
entstehenden Holunder-Trester wird aufgrund der schwierigen Lagerung direkt
nach der Pressung kompostiert (Seabra I.J. et al., 2010b).

Neben der direkten Entsorgung gibt es aber auch Mdoglichkeiten des Recyclings
anfallender Nebenprodukte. Fur Holunder-Trester sind verschiedene
Verwendungszwecke gebrauchlich:

* Als Dungemittel (Seabra I.J. et al., 2010b)

* Als Futterzusatz fur Nutztiere (Seabra I.J. et al., 2010b)

» Zur Gewinnung von Holundersamendl, welches als Bestandteil verschiedener
Kosmetika und Lotionen eingesetzt wird (http://www.vulcor.com/en/products/
dehydrated-elderberry-pomace.html, Juni 2013)
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5.1.3 Zielsetzung und allgemeiner Versuchsaufbau

Im Zuge der Testung verschiedener Frucht-Trester-Extrakte im Rahmen des
Projektes BioProMoTION der Universitat Wien sollten aufgrund der
pharmakologischen Wirkung der Frichte von Sambucus nigra (L.), auch dessen
Trester extrahiert und fraktioniert und in weiterer Folge auf eNOS-Aktivitat am
Zellassay getestet werden.

Primares Ziel dieser Arbeit war es, geeignete Extraktionssmethoden flr
Holunder-Trester zu entwickeln, um verschiedene Extrakte und Fraktionen
bereitzustellen, die in weiterer Folge von Waldbauer K. auf in vitro Aktivitat
getestet werden konnten. Die Kriterien fur die Beurteilung der Eignung der
jeweiligen Methode sind in den nachfolgenden Kapiteln angefuhrt.

Der Arbeitsablauf verlief in folgenden Schritten:

1. Trocknung des gelieferten Tresters

2. Durchfuhrung von Extraktionsversuchen mit verschiedenen Losungsmitteln
beziehungsweise —gemischen und up-scaling der Extraktion mit dem
geeignetsten Losungsmittel/-gemisch

3. Fraktionierung des erhaltenen Trester-Extraktes mittels
Saulenchromatographie an Diaion® HP-20- und Sephadex® LH-20-Material

4. Vergleich der beiden Fraktionierungen mittels Dunnschichtchromatographie

5. Up-scaling der Fraktionierung von Holunder-Trester-Extrakt mittels
Saulenchromatographie am geeigneten Material

6. Analyse der erhaltenen Fraktionen mittels Dunnschichtchromatographie und
Vereinigung gleicher Fraktionen

5.2 Ergebnisse

Der von der Firma RAUCH Fruchtsafte GmbH & Co OG (Rankweil, Osterreich)
gefroren gelieferte Holunder-Trester wies einen hohen Feuchtigkeitsgehalt auf.
Die Trocknung erfolgte durch Lyophilisation in der Gefriertrocknungsanlage
Zirbus VaCo 5-Il. Durch Abwiegen der eingesetzten Probemenge sowie dem
nach dem  Trocknungsvorgang erhaltenen  Produkt konnte ein
Feuchtigkeitsverlust von 45,5% nachgewiesen werden.
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5.2.1 Herstellung und Charakterisierung von Holunder-Trester-Extrakten
Im weiteren Schritt dieser Arbeit galt es, eine geeignete Methode fur die

Extraktion von Holunder-Trester zu finden.

In der Literatur sind verschiedene Extraktionsmethoden fur anthocyanreiche
pflanzliche Materialien angefuhrt. Wrolstad E. et al. beschreibt beispielsweise die
Mazeration mit angesauertem Methanol (0,01% (v/v) HCI in Methanol) als rasche
und effiziente Methode. Die Gegenwart von HCI kann jedoch zu einer Hydrolyse
saurelabiler Inhaltsstoffe fuhren und verringert dadurch die Lagerfahigkeit des
erhaltenen Extraktes, was einen Nachteil dieser Methode darstellt. Weiters ist die
Extraktion mittels wassrigen Acetons (70% (v/v) Aceton in Wasser) mit
anschlieBendem Ausschutteln des erhaltenen Extraktes mit Chloroform
angefuhrt. Hierbei entsteht ein Extrakt, der frei von lipophilen Bestandteilen ist.

Vatai T. et al. benennt die Extraktion von Holunder mit wassrigen organischen
Losungsmittelgemischen wie Methanol-, Ethanol- oder Ethylacetat-Wasser unter
erhohter Temperatur als effizienteste Methode.

Da das primare Ziel in dieser Arbeit die Findung eines Extraktes mit eNOS
Aktivitat in vitro beziehungsweise dessen Aufreinigung darstellte, erfolgte die
Arbeit bioassay-guided. Es wurden verschiedene Extrakte hergestellt und am
Zellassay getestet (Waldbauer K., 2013). So konnte festgestellt werden, welche
Extrakte am Zellassay Wirkung zeigen und somit fur die weitere Arbeit von

Interesse sind.

Erste Extraktionen wurden wie in Kapitel 3.2 (Seite 8) beschrieben, mittels
Ultraschallbad durchgefuhrt. Als Extraktionsmittel dienten Dichlormethan, Ethanol
50%, Ethylacetat, Methanol und Methanol 70%.

Es wurden jeweils mehrere Extraktionen pro Losungsmittel durchgefuhrt, um
Durchschnittswerte zu erhalten. Die Mittelwerte der Droge-Extrakt-Verhaltnisse,
der zur Trockene gebrachten Holunder-Trester-Extrakte sind in Tabelle 11 (Seite
50) dargestellt. Die mit MeOH hergestellten Extrakte weisen das gunstigste
Droge-Extrakt-Verhaltnis auf.
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Tabelle 11: Vergleich der Droge-Extrakt-Verhaltnisse von Holunder-Trester-Extrakten, die mit verschiedenen
Lésungsmitteln beziehungsweise -gemischen erhalten wurden.

Einwaage Auswaage
Extraktionsmittel Trester Extrakt Droge-lfxtr.al kt-
. . Verhaltnis
(ing) (ing)
DCM 10,02 0,33 31,3:1
(SD 0,00, VarK 0,00) (SD 0,05, Vark 0,15) (SD 4,6, VarK 0,15)
EtOAc 10,04 0,64 15,8:1
(SD 0,01, VarK 0,001) (SD 0,04, VarK 0,06) (SD 0,84, VarK 0,05)
EtOH 50% 10,01 0,53 18,9:1
(SD 0,02, VarK 0,002) (SD 0,04, Vark 0,08) (SD 1,32, VarK 0,07)
MeOH 10,03 0,74 13,5:1
(SD 0,01, VarK 0,001) (SD 0,02, VarK 0,03) (SD 0,4, VarK 0,03)
MeOH 70% 10,03 0,39 25,5:1
(SD 0,03, VarK 0,003) (SD 0,00, Vark 0,00) (SD 0,09, VarK 0,004)

In weiterer Folge wurden die Extrakte in vitro auf eNOS-Aktivitat getestet
(Waldbauer K., 2013). Bei dieser Testung erzielten der wassrige methanolische
sowie der wassrige ethanolische Extrakt die besten Ergebnisse. Aus Grinden
der Eignung und auch der Vergleichbarkeit mit friheren Messungen an Apfel-
Trester-Extrakten wurde die Extraktion mit Methanol 70% fortgefuhrt, zumal auch
eNOS-Aktivitat messbar war. Dabei kam nun die ASE mit dem in Kapitel 3.2
(Seite 9) beschriebenen Programm zum Einsatz, da sie eine schnellere und
ergiebigere Extraktion ermoglicht. Die Extrakt-Ausbeute konnte mit dieser
Methode deutlich gesteigert werden, sodass ein Droge-Extrakt-Verhaltnis von
10,7:1 statt wie bei der Durchfihrung mit Ultraschallbad von 25,5:1 erreicht

wurde.

5.2.2 Fraktionierung und Analyse der Fraktionen
Im nachsten Schritt der Arbeit galt es, die Fraktionierung des am Zellassay
eNOS-Aktivitat

verschiedenen Saulenmaterialien zu vergleichen und in weiterer Folge ein up-

positiv.  auf getesteten  Holunder-Trester-Extraktes  an

scaling der Auftrennung durchzufihren. Als stationare Phasen der
Saulenchromatographie wurden hierzu Sephadex® LH-20 sowie Diaion® HP-20
fur den Vergleich gewahlt. Bei einer Fraktionierung im kleinen Mal3stab (0,75g
Holunder-Trester-Extrakt) sollte herausgefunden werden, welches der beiden

Materialien besser fur eine Auftrennung des Tresters geeignet ist. In weiterer
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Folge sollte das Material, welches sich als geeignet herausstellen sollte, fur eine
Fraktionierung im groReren Mal3stab herangezogen werden.

Bei der Grolaufreinigung mittels Saulenchromatographie sollten primar
Substanzen abgetrennt werden, die keine eNOS-Aktivitat aufweisen
beziehungsweise Fraktionen erhalten werden, die am Zellassay ein positives
Testergebnis zeigen.

Die Bewertung der Eignung des Saulenmaterials als stationare Phase fur die
Auftrennung von Holunder-Trester-Extrakt wurde nach folgenden Kriterien
durchgefuhrt:

» Separate Abtrennung der Zucker (vor allem Glucose und Fruktose) von den
anderen Inhaltsstoffen, da diese ein groles Volumen des Tresters
einnehmen, jedoch keine eNOS-Aktivitat aufweisen.

* Substanztrennung: Hierbei galt es zu bewerten, inwieweit Substanzen
getrennt voneinander eluiert werden. Dazu wurde die Anzahl der
verschiedenen Komponenten pro Fraktion mittels
Dunnschichtchromatographie bestimmt. Des Weiteren wurde analysiert,
inwieweit sich die Substanzzusammensetzung der Fraktionen durch
Anderung des FlieBmittels beeinflussen ldsst und ob die Komponenten
Fliel3mittel spezifisch eluiert werden.

* Dauer der Fraktionierung: Da es bei der folgenden GrofRaufreinigung mehrere
Hundert Fraktionen zu sammeln galt, war eines der entscheidenden Kriterien
auch die Dauer fur das Sammeln einer Fraktion, wobei sich in Vorversuchen
eine Tropfgeschwindigkeit von 3ml/Minute als geeignet herausstellte, da es
hier verglichen mit langsamerer Geschwindigkeit gerade noch zu keiner
Verschlechterung der Auftrennung kommt.

* Kosten des Saulenmaterials: In Anbetracht der potentiellen Verwendung von
aufgereinigtem Holunder-Trester-Extrakt im medizinischen und
ernahrungsphysiologischen Bereich stellt auch die Kostenintensivitat des

Saulenmaterials ein entscheidendes Kriterium dar.
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5.2.2.1 Fraktionierung an Sephadex-LH-20-Material

15g des in Wasser R gequollenen Sephadex®-LH-20-Materials wurden in eine
Glassaule Ubergefuhrt (vgl. Saule 1, Seite 14) und wie in Kapitel 3.4.2 (Seite 13)
mit 0,75g Holunder-Trester-Extrakt beladen. Das optimale Saulenmaterial-
Extrakt-Verhaltnis wurde in Vorversuchen ermittelt, wobei sich 0,05g Extrakt/1g
Saulenmaterial, was 0,75g/15g entspricht, als geeignet herausstellte.

Die Elution erfolgte mit Losungsmitteln abnehmender Polaritat in der
vorliegenden Reihenfolge: H,O, EtOH 10%, EtOH 30%, EtOH 50%, EtOH 70%
und EtOH 96%.

Die ersten mit H,O eluierten Fraktionen dienten dazu, die im Trester-Extrakt
enthaltenen Zucker abzutrennen. Hierbei wurden so lange Fraktionen zu je 50ml
gesammelt, bis auf der DC-Platte keine Zucker mehr nachgewiesen werden
konnten. Bei der Fraktionierung an Sephadex-Material waren dazu zwei
Fraktionen notwendig. Nach dem anfanglichen Spilen der Saule mit HzO,
wurden pro Losungsmittel zwei Fraktionen zu je 50ml gesammelt, zur Trockene
gebracht und Probelosungen mit einer Konzentration von 1mg/ml (geldst im
jeweiligen Elutionsmittel) hergestellt. Diese wurden mittels
Dunnschichtchromatographie unter Verwendung des FlieBmittels 2 (vgl. Seite 15)
analysiert. Die Detektion der Banden erfolgte durch Bespruhung der DC-Platte
mit Anisaldehyd-Spruhreagenz und Betrachtung unter Tageslicht und UV-Licht
bei 366nm (Abbildung 14a und c, Seite 53)

5.2.2.2 Fraktionierung an Polystyrol-Material

Die Fraktionierung des Holunder-Trester-Extraktes an Polystyrol-Material erfolgte
unter den gleichen Bedingungen wie die Fraktionierung an Sephadex®-LH-20-
Material. 15g des konditionierten Polymeres dienten als stationare Phase fur die
Fraktionierung von 0,75g Extrakt. Als Elutionsmittel kamen, wie bei der in Kapitel
5.2.2.1 (Seite 52) beschriebenen Fraktionierung, H,O, EtOH 10%, EtOH 30%,
EtOH 50%, EtOH 70% und EtOH 96% in genannter Reihenfolge zum Einsatz.
Fiar die Abtrennung des Zuckers war bei der Fraktionierung an Diaion-Material
die Elution von vier Fraktionen zu je 50ml notwendig. Im Anschluss wurden, wie
im vorherigen Kapitel beschrieben, zwei Fraktionen pro Losungsmittel

gesammelt. Die erhaltenen Fraktionen zu je 50ml wurden zur Trockene gebracht
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und in einer Konzentration von 1mg/ml mittels Dunnschichtchromatographie

unter Verwendung des FlieBmittels 2 (vgl. Seite 15) aufgetrennt.

Die Abbildungen 14b und d zeigen die entstandenen Chromatogramme bespriht
mit Anisaldehyd-Schwefel-Reagenz, bei Tageslicht und unter UV-Licht bei
366nm.
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Abbildung 14: Vergleich der Fraktionen von Holunder-Trester-Extrakt, erhalten durch die Auftrennung an
den Saulenmaterialien Sephadex LH-20® (Abb. a und c) sowie Diaion® HP-20 (Abb. b und d). Die
Entwicklung der DC erfolgte mit FlieBmittel 2 (vgl. Seite15) und wurde mit ASS-Reagenz (vgl. Seite 16)
bespriiht. Auswertung der DCs unter Tageslicht (Abb. a und b) und UV-Licht bei 366nm (Abb. c und d).

Bei beiden Fraktionierungen ist zu erkennen, dass der im Trester enthaltene
Zucker (braune Brande bei a) und c) deutlich in Fraktion 1 beziehungsweise bei
b) und d) deutlich in den Fraktionen 1 und 2 zu erkennen) bereits zu Beginn
separat von den restlichen Substanzen eluiert wird. Die folgenden Fraktionen
enthalten verschiedene Anthocyan-glykoside, die als rote Banden zu erkennen
sind. Hier zeigt sich bei Sephadex® LH-20 eine etwas bessere Trennung,
erkennbar durch eine geringere Anzahl von roten Banden je Fraktion. Auf die
Anthocyan-glykoside  folgen, sind bei  366nm tdrkis-fluoreszierende
Substanzflecken zu erkennen, welche verschiedene Flavonole beziehungsweise
Flavonol-glykoside darstellen. Auch hier zeigt sich bei Sephadex eine geringfiigig
bessere Separation. Die apolareren Bestandteile wie verschiedene Triterpene,
Lipide etc. werden durch Sephadex offensichtlich ganzlich retiniert und
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erscheinen in keiner der gesammelten Fraktionen. Bei Polystyrol hingegen sind
diese Substanzen ab Fraktion 13 als deutliche violette Banden wahrnehmbar.

Bei beiden Fraktionierungen ist zu erkennen, dass die Elution von Substanzen
flieBmittelspezifisch erfolgt. Durch die Anderung des Elutionsmittels kommt es zu
einer deutlich anderen Zusammensetzung der Fraktionen. Grund dafur ist die
unterschiedliche Loslichkeit der Substanzen im jeweiligen Flielmittel. Durch
Wechsel des FlieBmittels mit steigender Apolaritat lassen sich polare
Bestandteile, besonders Zucker, relativ einfach von den fur die Untersuchungen
deutlich interessanteren und verglichen mit den Zuckern weniger polaren
Bestandteilen abtrennen. Zu diesen weniger polaren Bestandteilen zahlen
insbesondere Flavonoide und Anthocyane.

Vergleicht man den Zeitfaktor, der fur die Auftrennung von Holunder-Trester-
Extrakt an den beiden Materialien notwendig ist, so wird deutlich, dass eine
Fraktionierung an Diaion® HP-20 wesentlich rascher durchgefiihrt werden kann.
Durch die grobere Kornung des Materials ist eine deutlich hdhere Durchflussrate
als bei Sephadex® LH-20 méglich. Abbildung 14 (Seite 53) zeigt, dass die
Fraktionierungsleistung von Polystyrol fur den Zweck der Aufreinigung und
Vortrennung des Holunder-Trester-Extraktes dennoch zufriedenstellend ist.

Betrachtet man den potentiellen Nutzen von aufgereinigtem Holunder-Trester-
Extrakt als Nahrungserganzungsmittel oder medizinisches Praparat, sind neben
einer geeigneten Fraktionierung auch wirtschaftliche Aspekte, insbesondere die
Hohe der Kosten des Saulenmaterials, relevant. Ein finanziell geringerer
Aufwand, bedingt durch kostengunstiges Material, konnte dafur sprechen, den
Trester entsprechend fur gesundheitsrelevante Zwecke aufzuarbeiten, anstatt ihn

zu entsorgen.

Der Kostenpunkt fiir regulare Verpackungseinheiten von 2x500g Sephadex® LH-
20 liegt bei 4950€, wihrend sich der Preis fir 1000g Diaion® HP-20 auf 133,50€
belduft (http://www.sigmaaldrich.com/austria.html, Osterreich, Mai 2012),
entsprechend einem Minus von etwa 97,3%.
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Unter Beibehaltung des Beladungsverhaltnisses von 0,75g Extrakt/15g
Saulenmaterial lassen 1000g Saulenmaterial die Aufreinigung von 50g Holunder-
Trester-Extrakt, entsprechend etwa 535g Holunder-Tester (DEV=10,7:1), zu.

Unter Abwagung des Kosten-Nutzen-Verhaltnisses wurde in dieser Arbeit fur die
weitere Fraktionierung mittels Saulenchromatographie Diaion® HP-20 als
stationare Phase eingesetzt.

5.2.2.3 Up-Scaling der Fraktionierung an Polystyrol-Material

Im folgenden Teil der Arbeit sind die Ergebnisse des Up-scalings der
Fraktionierung von Holunder-Trester-Extrakt an Polystyrol-Material angefuhrt.
Unter Beibehaltung des Beladungsverhaltnisses von 0,75g/15g wurde eine
Saule, bestehend aus 600g Polystyrol, mit 30g Holunder-Trester-Extrakt beladen.

Die Elution erfolgte wiederum mit steigender Apolaritat mit den Losungsmitteln
beziehungsweise —gemischen H,O, EtOH 10%, EtOH 30%, EtOH 50%, EtOH
70%, EtOH 96%, MeOH und EtOAc. Der Zeitpunkt des Wechsels der mobilen
Phase wurde durch Bestimmung der Ausbeuten sowie Analyse der DCs gewahlt.

Kriterien fur den Wechsel auf das nachst apolarere Elutionsmittel waren:

* Ausbeuten von weniger als 2mg in mehreren (mindestens drei)
aufeinanderfolgenden Fraktionen

* Konstante Elution von Fraktionen mit gleicher Zusammensetzung, jedoch
immer starker an Intensitat verlierenden Substanzflecken auf der DC-Platte

Es wurden Fraktionen zu 100-200ml gesammelt. Fraktionen, deren
Zusammensetzung mittels Dunnschichtchromatographie als gleich identifiziert
wurde, wurden miteinander vereinigt. Abbildung 15 (Seite 56) zeigt ein Beispiel
fur ein solches Vereinigungsschema.

Aufgrund des Vorhandenseins beziehungsweise Fehlens von Banden konnen 19

Fraktionen zu vier Sammelfraktionen zusammengefuhrt werden.
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Abbildung 15: Schema der Zusammenfassung von Fraktionen mit identen Inhaltsstoffen; 19 Fraktionen
werden zu vier Sammelfraktionen vereinigt.

Bei der Fraktionierung mittels Polystyrolsaule wurden unter Beibehaltung des
oben dargestellten Vereinigungsschemas insgesamt 294 gesammelte Fraktionen

zu 30 Sammelfraktionen vereinigt.

Durch Vergleich mit Referenzsubstanzen, die bei der
Dunnschichtchromatographie mit aufgetragen wurden, konnten verschiedenste
Inhaltsstoffe identifiziert werden. Tabelle 12 (Seite 58) stellt eine Liste
identifizierter Inhaltsstoffe dar, wobei kein Anspruch auf Vollstandigkeit gestellt
wird, sondern ein Uberblick tber die jeweiligen Hauptinhaltsstoffe der Fraktionen
sowie der mobilen Phase, bei der sie eluiert wurden, gegeben wird.

In Abbildung 16 (Seite 57) und Abbildung 17 (Seite 57) sind Beispiele fur eine
Identifizierung  unter  Zuhilfenahme  verschiedener  Referenzsubstanzen
dargestellt. In Abbildung 16 konnen Rutin (Rf=0,42) und Isoquercetin (Rf=0,62)
durch Vergleich verschiedener Flavonoide mit den Banden der Probe als
Inhaltsstoffe der Fraktion identifiziert werden. Abbildung 17 zeigt die Bestatigung
der Inhaltsstoffe Ursolsaure (Rf=0,58) und Sitosterol (Rf=0,72) in den Fraktionen
226-228 (Sammelfraktion 25).
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Abbildung 16: Vergleich der Fraktion 126 mit den Referenzsubstanzen Isoquercetin (Isoqu.), Avicularin
(Avicul.) und Rutin. Die Entwicklung der DC erfolgte mit FlieRmittel 2 (vgl. Seite15) und wurde mit ASS-
Reagenz (vgl. Seite 16) bespriht. Auswertung der DC unter Tageslicht und UV-Licht bei 366nm.

P D
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Abbildung 17: Vergleich der Fraktionen 226-228 mit Ursolsaure (Ursols.) und Sitosterin (Sitost.). Die
Entwicklung der DC erfolgte mit FlieBmittel 3 (vgl. Seite15) und wurde mit ASS-Reagenz (vgl. Seite 16)
bespriiht. Auswertung der DC unter Tageslicht.
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Tabelle 12 zeigt die Vereinigung der Fraktionen der Saulenchromatographie an

Polystyrol-Material und soweit analysierbar, deren Hauptinhaltsstoffe.

Tabelle 12: Fraktionsliste des aufgetrennten Holunder-Trester-Extraktes

Nr.| Fraktionen FlieRmittel Hauptinhaltsstoffe
1 1-5 H,O n.d.
2 6-18 H,O Fruktose, Glucose
3 19-31 H,O Fruktose, Glucose
4 32-50 H,O (bis 45) + 10% n.d.
EtOH (ab 46)
5 51-56 10% EtOH n.d.
6 57-66 10% EtOH n.d.
7 67-76 10% EtOH Cyanidin-3-sambubiosid
8 77-90 10% EtOH (bis 79) + Cyanidin-3-sambubiosid, Cyanidin-3-
30% EtOH (ab 80) glucosid, Cyanidin
9 91-97 30% EtOH Cyanidin-3-glucosid, Cyanidin-3-
sambubiosid, Rutin
10 98-126 30% EtOH Rutin, Isoquercetin, Cyanidin-3-glucosid,
Cyanidin-3-sambubiosid
1 127-143 30%EtOH (bis 138) + Isoquercetin, Cyanidin-3-glucosid,
50%EtOH (ab 139) Cyanidin-3-sambubiosid
12 144-145 50% EtOH Isoquercetin, Cyanidin-3-glucosid,
Cyanidin-3-sambubiosid, Flavonoide
13 146-150 50% EtOH Cyanidin-3-glucosid, Cyanidin-3-
sambubiosid, Flavonoide
14 151-155 50% EtOH Anthocyan-Aglyka, Triterpene
15 156-173 50% EtOH Anthocyan-Aglyka, Triterpene
16 174-179 50% EtOH n.d.
17 180 50% EtOH n.d.
18 181-187 50%EtOH (bis 181) + n.d.
70%EtOH (ab 182)
19 188-191 70% EtOH Triterpene
20 192-210 70% EtOH Triterpene
21 211-215 70% EtOH Triterpene
22 216-221 70%EtOH (bis 216) + Triterpene
96%EtOH (ab 217)
23 222 96% EtOH Triterpene
24 223-225 96% EtOH Triterpene
25 226-228 96% EtOH Triterpene
26 229 96% EtOH Ursolsaure
27 230-238 96% EtOH Ursolsaure, Sitosterol
28 239-241 96% EtOH Sitosterol
29 242-255 MeOH Sitosterol
30 256-294 EtOAc ,Chlorophyll*

58




Die Fraktionierung an Polystyrol-Material zeigt - wie bereits bei den
Vorversuchen - eine gute Abtrennung der Zucker mit H,O als mobiler Phase.
Nach vollstandiger Elution der Zucker wurde das Fliel3mittel gewechselt. Anhand
der Auswertung von Fraktionsausbeuten und Dunnschichtchromatogrammen
erfolgte so nach und nach der Wechsel auf immer apolarer werdende
Elutionsmittel. Je nach Polaritdt des FlieBmittels anderte sich die
Zusammensetzung der erhaltenen Fraktionen. In Tabelle 12 (Seite 58) sieht man
deutlich, dass zu Beginn der Auftrennung polare Bestandteile des Trester-
Extraktes eluiert werden. Mit geringer werdender Polaritat der mobilen Phase
wird auch die Zusammensetzung der Fraktionen stetig apolarer.

Durch Vereinigung gleicher Fraktionen wurden insgesamt 30 Sammelfraktionen
erhalten, deren Aktivitat am Zellassay getestet werden wird.
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6 Diskussion

Die vorliegende Arbeit erfasste Teilaspekte Unterstitzung eines Projektes des
Initiativkollegs BioProMoTION der Universitat Wien, welches sich mit der
Fraktionierung verschiedener Frucht-Trester und deren in vitro Testung auf
eNOS-Aktivitat beschaftigt (Waldbauer K., 2013). Unter anderem werden hierbei
auch Trester von Malus domestica (Borkh.) und Sambucus nigra (L.) analysiert.

Den Frichten beider Pflanzen werden in der traditionellen Medizin eine Vielzahl
pharmakologischer Wirkungen zugeschrieben. Bisherige Studien zeigen, dass flur
diese Wirkungen primar verschiedene Polyphenole verantwortlich sind, wobei
sich diese Inhaltsstoffe bei Apfel und Holunder im Vorhandensein und in der
Menge unterscheiden.

Der Groliteil der in der Apfelfrucht enthaltenen Polyphenole lasst sich von sechs
verschiedenen Grundstrukturen ableiten: Flavanole (v.a. Epicatechin), Flavonole
(v.a. Quercetin-glykoside), Anthocyane (v.a. Cyanidin-galaktosid), Procyanidine
(Oligomere und Polymere des Catechins, v.a. Procyanidin B2), Dihydrochalkone
(v.a. Phloridzin) und Phenolsauren (z.B. Chlorogensaure). Mengenmallig am
starksten vertreten sind dabei Flavonole, Flavanole und Anthocyane.

Bei Sambuci fructus beschranken sich die in einer bedeutsamen Menge
enthaltenen Polyphenole auf zwei Strukturklassen: Anthocyane (v.a. Cyanidin-3-
glucosid und Cyanidin-3-sambubiosid) und Flavonole (v.a. Rutin), wobei die
Anthocyane mit einer Menge von bis zu 1374mg/100g Frischgewicht die
mengenmaldig deutlich am starksten vertretenen Polyphenole darstellen (Wu X.
et al., 2004b).

Die Aufarbeitung verschiedener Apfel-Trester wurde bereits im Zuge einer
vorangehenden Diplomarbeit (Hdusler M., 2013) untersucht. Dabei stellte sich die
Extraktion mit  MeOH 70%  sowie die Fraktionierung mittels
Saulenchromatographie an Polystyrol-Material als geeignet heraus.

Im Zuge der vorliegenden Arbeit galt es herauszufinden, ob die angewendete
Methodik reproduzierbar wiederholt werden kann und wo die optimale
Beladungskapazitat fur die Fraktionierung an Polystyrol-Material liegt.
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Die Uberprifung der Extraktion mithife der ASE und MeOH 70% als
Extraktionsmittel erfolgte durch separate Extraktion funf verschiedener ASE-
Zellen und Bestimmung der Einheitlichkeit der erhaltenen Extrakte. Als
Parameter zur Einheitsprufung der Extrakte wurden das Droge-Extrakt-Verhaltnis
sowie der Gesamtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu herangezogen. Es wurde
ein mittleres Droge-Extrakt-Verhaltnis von 3,6:1 mit einer Standardabweichung
von 0,075 errechnet. Die Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes der erhaltenen
Extrakte ergab einen Mittelwert von 18,13 mg GAE/g Extrakt mit einem
Variationskoeffizienten von 0,02.

Betrachtet man den Gesamtphenolgehalt des Apfel-Tresters in verschiedenen
Literaturangaben, beispielsweise in Linskens H.F. und Jackson J.F. (1999), wo
ein Gesamtphenolgehalt von 720-990mg/100g getrocknetem Apfel-Trester
genannt wird, wird deutlich, dass durch die vorgenommene Extraktion mit MeOH
70% eine deutliche Anreicherung der Polyphenole gegenluber dem Trester erzielt
wird. So wurde ein Extrakt erhalten, der 18,13mg Gesamtphenole (angegeben
als GAE)/g Extrakt, entsprechend 1813mg Gesamtphenole/100g Extrakt enthalt.
Die im Trester enthaltenen Polyphenole konnten durch ASE-Extraktion somit auf
den doppelten Gehalt aufkonzentriert werden. Die Extraktion mittels ASE und
MeOH 70% als Extraktionsmittel stellt demnach eine geeignete Methode dar, um

Extrakte zu erhalten, die reich an Polyphenolen sind.

Die Feststellung der geeigneten Beladungskapazitat von Polystyrol-Material far
die Fraktionierung von Apfel-Trester-Extrakt erfolgte durch Beladung von Saulen
gleicher Dimension mit unterschiedlichen Mengen Extrakt. Um dabei gleichzeitig
die Wiederholbarkeit der Fraktionierung zu Uberprufen und Fehler minimieren zu
konnen, wurden jeweils zwei Saulen mit der gleichen Menge an Extrakt beladen.
So wurden insgesamt acht Saulen, bestehend aus 15g Polystyrol hergestellt und
je zwei davon mit 1g, 2,5g, 5g, und 7,5g Extrakt beladen.

Bei jeder Saule wurden funf Fraktionen mit EtOH 10% als mobiler Phase eluiert,
die primar dazu dienten, Zucker und Polysaccharide von den restlichen, teils
pharmakologisch relevanten Substanzen, abzutrennen. AnschlieBend wurden
funf Fraktionen mit EtOH 96% als mobiler Phase eluiert, die unter anderem
verschiedene Flavonoide enthielten.

Die erhaltenen Fraktionen wurden mittels DC und HPLC analysiert.
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Bei der DC konnte festgestellt werden, dass alle Saulen, egal mit welcher Menge
Extrakt sie beladen wurden, die gleichen Banden auf der DC-Platte aufweisen.
Bei hoherer Beladung (7,5g Apfel-Trester-Extrakt) jedoch erscheinen einige der
Substanzen, die bei geringerer Beladungsmenge erst spater eluiert werden,
bereits in friheren Fraktionen.

Dieses Bild bestatigt sich auch bei der weiteren Analyse mittels HPLC. Dabei
wurden der Gehalt von Phloridzin und die prozentuelle Mengenverteilung
verschiedener Quercetin-Derivate in den Fraktionen gemessen, die bei der
Saulenchromatographie mit EtOH 96% eluiert wurden.

Anhand der Quantifizierung des in den Fraktionen enthaltenen Phloridzins mittels
HPLC konnte festgestellt werden, dass die Beladungsmenge mit 2,59 Apfel-
Trester-Extrakt pro 15g Polystyrol am geeignetsten ist. Bei dieser Menge konnte
in den EtOH 96%-Fraktionen beider Saulen etwa die gleiche Menge Phloridzin
(MW=25,00g/g Fraktion; VarK=0,004) gemessen werden. Dies spricht fur eine
gute Wiederholgenauigkeit. Bei hoherer Beladung, besonders bei 7,5g Extrakt,
ergeben sich deutlich hdhere Variationskoeffizienten (VarkK=0,13 bei 5g Extrakt
und VarK=0,88 bei 7,5g Extrakt).

Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass es bei einer hoheren
Beladung als 2,5g Extrakt pro 15g Saulenmaterial zu Sattigungserscheinungen
der funktionellen Gruppen von Polysytrol kommt. Dadurch kann ein Teil der
weniger polaren Substanzen (besonders Flavonoide) nicht mehr retiniert werden.
Diese Substanzen werden dann mit frUhen Fraktionen eluiert. Die frihen
Fraktionen enthalten insbesondere Zucker und Polysaccharide, die am Zellassay
keine Wirkung zeigen und daher fur diese Arbeit nicht von Interesse sind. Sie
werden daher verworfen. Polyphenole, die bereits frihzeitig eluiert werden und
sich daher in den zuckerhaltigen Fraktionen befinden, werden daher ebenfalls
nicht in die weitere Analyse miteinbezogen.

Eine Beladungsmenge von 1g Apfel-Trester-Extrakt pro 15g Polystyrol-Material,
entsprechend etwa 0,067g pro 1g Saulenmaterial scheint fur die Fraktionierung
zu gering zu sein, da offensichtlich ein grofer Anteil des Extraktes von dem
Saulenmaterial zuruckgehalten wird.

Hinsichtlich der Tatsache, dass es sich bei den verwendeten Polystyrolsaulen um
manuell hergestellte Trennsaulen handelt, die nicht komplett ident sein konnen,
zeigen die Ergebnisse eine gute Reproduzierbarkeit. Um jedoch
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aussagekraftigere Ergebnisse erzielen zu konnen, ware es notwendig, den
Versuchsaufbau mit einer deutlich groferen Anzahl von Saulen zu wiederholen
und die dabei entstehenden Ergebnisse mit den bereits erhaltenen Ergebnissen
zu vergleichen.

Es zeigt sich jedoch schon bei den durchgefuhrten Versuchen mit geringer
Stuckzahl, dass durch die Fraktionierung mittels Polystyrolsaule eine deutliche
Aufkonzentrierung der Polyphenole, hier gemessen am Beispiel des Phloridzins,
erzielt wird. Betrachtet man den in der Literatur angegeben Phloridzingehalt im
Apfel-Trester von 116,7mg/100g getrocknetem Trester (Lavelli V. und Corti S.,
2011), entsprechend 1,167mg/g, und im Vergleich dazu den durch HPLC
erhaltenen Wert von 25mg/g in den vereinigten apolaren Fraktionen der Saulen,
die mit 2,5g Apfel-Trester-Extrakt beladen wurden, ergibt die durchgefuhrte
Methodik eine Aufkonzentrierung auf etwa die 20fache Menge.

Fir die Analyse von Holunder-Trester wurden Extraktionsversuche im
Ultraschallbad durchgefuhrt (vgl. Seite 8), wobei die Extraktionsmittel DCM, EtOH
50%, Ethylacetat, MeOH und MeOH 70% zum Einsatz kamen. Das optimalste
Droge-Extrakt-Verhaltnis erzielte dabei MeOH (DEV=13,5:1). Die hochste
Aktivitat am Zellassay wiesen die wassrigen methanolischen und ethanolischen
Extrakte auf. Aus Grunden der Vergleichbarkeit mit anderen am Zellassay
getesteten Extrakten wurde MeOH 70% als Extraktionsmittel eingesetzt, wobei
nun die ASE zum Einsatz kam. Die Extrakt-Ausbeute konnte mit dieser Methode
deutlich gesteigert werden, sodass ein Droge-Extrakt-Verhaltnis von 10,7:1 (SD
0,5, VarK 0,05) statt wie bei der Ultraschall-Extraktion von 25,5:1 erreicht wurde.
Grund fur die gesteigerte Ausbeute ist, wie in Kapitel 3.2 (Seite 9) beschrieben,
die Moglichkeit, individuell geeignete Druck- und Temperatureinstellungen beim
Verfahren der Accelerated Solvent Extraction zu wahlen, die zu einer
verbesserten Extraktion fuhren kann.

Bei dem Vergleich der beiden Saulenmaterialien Diaion® HP-20 und Sephadex®
LH-20 galt es, die Vor- und Nachteile der Materialien fur die Fraktionierung von
Holunder-Trester-Extrakt zu analysieren und abzuwagen, welche der beiden
stationaren Phasen unter Betrachtung der gegebenen Zielsetzung, namlich der
Vorfraktionierung von Holunder-Trester-Extrakt fur die weitere Analytik, besser
geeignet ist. Als Kriterien zur Bewertung der Eignung eines Saulenmaterials als

63



stationare Phase fur die Aufreinigung von Holunder-Trester-Extrakt, wurden
folgende Kriterien gewahilt:

* Gute Abtrennung der Zucker und Polysaccharide (vor allem Glucose und
Fruktose) von den anderen Inhaltsstoffen, da diese ein grof3es Volumen des
Tresters einnehmen, jedoch keine eNOS-Aktivitat aufweisen.

* Substanztrennung: Hierbei galt es zu bewerten, inwieweit Substanzen separat
voneinander eluiert werden.

* Dauer der Fraktionierung

* Kosten des Saulenmaterials

Anhand der Auswertung der DCs von den bei der Auftrennung erhaltenen
Fraktionen der beiden Saulen konnte gezeigt werden, dass beide
Saulenmaterialien die Abtrennung der im Holunder-Trester-Extrakt enthaltenen
Zucker ermoglichen.

Dabei zeigte sich weiters, dass mit Sephadex eine geringfugig bessere
Trennleistung als mit Diaion erzielt werden kann. Ein Teil der apolaren
Inhaltsstoffe des Holunder-Trester-Extraktes wurden durch Sephadex jedoch
ganzlich retiniert, was einen eindeutigen Nachteil der Fraktionierung an diesem
Material darstellt.

Bei beiden Saulenmaterialien ist vor der eigentlichen Fraktionierung eine
Konditionierung der Materialien notwendig, um sie fur die folgende Fraktionierung
aufzubereiten und ein gutes Packungsverhalten der einzelnen Partikel
miteinander zu gewahrleisten. Die eigentliche Trennung des Holunder-Tresters
verlauft bei Sephadex deutlich langsamer als bei Diaion.

Betrachtet man den Kostenfaktor der beiden Saulenmaterialien, ist dies ein
eindeutiger Nachteil des Sephadex® LH-20-Materials, da es mit einem Preis von
4950€ fiir eine PackungsgréfRe von 2x500g um 97% teurer ist als Diaion® HP-20-
Material.

Das Ziel der Aufreinigung von Holunder-Trester-Extrakt im Zuge dieser Arbeit,
namlich die Aufbereitung des Tresters und Anreicherung medizinisch
interessanter Inhaltsstoffe, im Besonderen Polyphenole, verdeutlicht, dass der
Kostenfaktor fur die Fraktionierung von enormer Bedeutung ist. Eine Nutzung der
aufgereinigten Trester, sofern diese Aktivitat zeigen, als

64



Nahrungserganzungsmittel oder medizinisches Praparat, ist denkbar. Daher sind
neben einer geeigneten Fraktionierung auch wirtschaftliche Aspekte,
insbesondere die Hohe der Kosten des Saulenmaterials, relevant. Ein finanziell
geringerer Aufwand, bedingt durch kostengunstiges Material, konnte dafur
sprechen, den Trester entsprechend fur gesundheitsrelevante Zwecke

aufzuarbeiten, anstatt ihn zu entsorgen.

Unter Abwagung der zuvor definierten Kriterien wurde unter Berucksichtigung
des Kosten-Nutzen-Verhaltnisses in der vorliegenden Arbeit Diaion als stationare
Phase fur die weitere Aufreinigung grof3erer Mengen (30g) Holunder-Trester-
Extrakt herangezogen.

Bei der Fraktionierung von 30g Holunder-Trester-Extrakt  mittels
Saulenchromatographie wurden 294 Fraktionen zu je 100-200ml gesammelt und
nach chromatographischer Uberpriifung zu 30 Sammelfraktionen vereinigt, die
nun der weiteren Zellassay basierten Untersuchung zugefuhrt werden, um sie auf
eNOS-Aktivitat zu prufen.

Im Anschluss an die zellassaybasierte Analyse der Fraktionen gilt es, eventuell
vorhandene eNOS-aktive Fraktionen weiter zu analysieren und die fur die
Aktivitat verantwortlichen Inhaltsstoffe zu definieren. Dies kdnnte beispielsweise
mittels Isolierung und anschlieBender MS- und NMR-Analyse durchgefuhrt
werden. Hierbei konnte nicht nur die genaue inhaltliche Zusammensetzung der
Fraktionen bestimmt werden, sondern auch die Quantitaten, in denen die aktiven

Inhaltsstoffe enthalten sind.
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7 Zusammenfassung

Als Ziel der vorliegenden Arbeit wurde die chromatographische Aufarbeitung und
Analyse von Apfel- und Holunder-Trester-Extrakten definiert.

Die Aufarbeitung von Apfel-Trester-Extrakten wurde bereits von Maria H. (2013)
im Zuge einer vorhergehenden Diplomarbeit untersucht, wobei fur die
saulenchromatographische Fraktionierung Diaion® HP-20 (Polystyrol) als
stationare Phase sowie EtOH 10% und EtOH 96% als mobile Phasen zum

Einsatz kamen.

In der vorliegenden Arbeit galt es herauszufinden, ob die angewendete Methodik
reproduzierbar wiederholt werden kann und wo die optimale Beladungskapazitat
fiir die Fraktionierung an Diaion® HP-20 liegt. Dabei konnte festgestellt werden,
dass die optimale Beladungskapazitat bei 2,59 Apfel-Trester-Extrakt pro 15g
Polystyrol-Material, entsprechend 0,17g pro 1g, liegt. Dieses Ergebnis wurde
durch Analyse mittels Dunnschichtchromatographie und High Performance Liquid
Chromatography erzielt.

Das Hauptaugenmerk der praktischen Arbeit lag bei der Ermittlung einer
geeigneten Methodik fur die Aufarbeitung von Holunder-Trester-Extrakt. Anhand
der Durchfuhrung diverser Extraktionsversuche kristallisierte sich die Extraktion
mittels Accelerated Solvent Extractor unter Verwendung von wassrigem
Methanol als Extraktionsmittel als geeignet heraus. Bei der Fraktionierung mittels
Saulenchromatographie an Diaion®-HP-20- sowie Sephadex®-LH-20-Material
konnten die beiden stationaren Phasen in Bezug auf ihre Eignung fur die
Auftrennung von Holunder-Trester-Extrakt verglichen werden. Wahrend bei der
Fraktionierungsleistung kaum einem der beiden Materialien gegeniber dem
anderen Vorzug gegeben werden konnte, zeigten sich klare zeitliche und
preisliche Vorteile beim Einsatz von Diaion® HP-20.

Da die aufgearbeiteten Trester fur die Anwendung als Nahrungserganzungsmittel
beziehungsweise als medizinische Praparate aufgrund enthaltener Inhaltsstoffe
interessant sind, stellen ein geringerer zeitlicher und preislicher Aufwand klare
wirtschaftliche Vorteile dar. Fur eine anschlieRende ,GroRaufreinigung“ von 30g
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Holunder-Trester-Extrakt, wurde Polystyrol als Saulenmaterial herangezogen,
wobei 294 Fraktionen zu je 100-200ml gesammelt und zu 30 Sammelfraktionen

vereinigt wurden.

Da Holunder aufgrund des hohen Gehaltes an Polyphenolen antioxidative,
Radikal abfangende Wirkungen zugeschrieben werden, die auch schon in
zahlreichen Studien bestatigt werden konnten, gilt es, die erhaltenen
Sammelfraktionen anschlielend an diese Fraktionierung, Zellassay basiert auf
eNOS-Aktivitat zu untersuchen. Weiters gilt es, die aktiven Fraktionen unter

Anwendung geeigneter Methoden auch phytochemisch zu charakterisieren.
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8 Summary

The present diploma thesis had the objective to process and analyse apple- and
elderberry-pomace chromatographically.

The processing of apple-pomace-extracts had already been surveyed in the
diploma thesis of Maria H. (2013). Diaion® HP-20 (polystyrene) was used as
stationary phase and EtOH 10% as well as EtOH 96% as mobile phases, came

into use.

In the present diploma thesis the reproducibility of this method was studied.
Furthermore the optimal load capacity for the fractionation on Diaion® HP-20-
material was elucidated. The optimal load capacity for the fractionation was 2,59
apple-pomace-extract per 15g polystyrene-material, according 0,17g per 1g. This
result was controlled by analysis via thin layer chromatography and high
performance liquid chromatography.

The main focus of the practical work was on the development of an appropriate
method for the processing of elderberry-pomace. Based on the implementation of
several extraction experiments, the extraction via Accelerated Solvent Extractor

with MeOH 70% as solvent appeared to be appropriate.

To search for an appropriate column material, the next step was to compare the
fractionation of elderberry-pomace-extract on Diaion®-HP-20- and Sephadex®-
LH-20-material. Whereas the fractionation capacity of both materials was similar,
the use of Diaion® HP-20 was convenient in moneyed and temporal interests.

As the processed pomace is interesting for the use as food supplement or
medicinal product, a smaller expenditure has definitely economical advantages.

Consequetly, polystyrene was used for the following up-scale of the fractionation
of elderberry-pomace-extract. 30g of pomace-extract were fractionated via
column chromatography resulting in the elution of 294 fractions, each of 100-
200ml, which could be unified to 30 different samples.

As elderberry, due to the high content of polyphenols, is known to have radical
scavenging and antioxidant activity, which has already been proved in several
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pharmacological studies, the collected fractions will now be analyzed cell assay
based on eNOS activity. Moreover, the active fractions have to be characterized
phytochemically with appropriate methods.
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