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1. Einleitung

Picea abies (L.) H. KARST., die Gewohnlich-Fichte, ist eine Pflanzenart, die in der Familie
der Pinaceae (Kieferngewdchse) vertreten ist. Nach Verletzungen des Stamms werden zum
Schutz vor Dehydratation, Insekten,
~ insbesondere Borkenkéfer (Trapp & Croteau,
; 2001), und  verschiedenen  pathogenen
% 17: Mikroorganismen,

Ausscheidungen unterschiedlichen Typs
freigesetzt, um die Wunden zu verschlieBen
(Holmbom et al., 2008). Laut der Monographie
Wi ;&‘ |k ,.Piceae abietis pix recens* im Osterreichischen
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J. Saukel
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SWunde ein bernsteinfarbenes, klares, sehr

Bild 1: Fichtenstamm mit austretendem Fichtenfaulpech .
und dem runterlaufenden Fichtenharz klebriges Harz abgesondert, welches den Stamm

in diinnen Linien hinunterliuft (OAB, 2020),
siche Bild 1 (S. 1). Die Unterscheidung dieser beiden pflanzlichen Absonderungen ist
entscheidend, da die chemische Zusammensetzung unterschiedlich ist.

Die Hauptkomponenten des Fichtenfaulpechs sind Monoterpene in Form von #therischem Ol
und Diterpene, deren Hauptanteil Harzsduren ausmachen. AuBlerdem sind Lignane, wie
Pinoresinol, phenolische Sduren und noch weitere unbekannte Substanzen enthalten (Arno
Sipponen et al., 2007).

In Bild 2 (S. 3) sind die Strukturformeln der am héufigsten vorkommenden Harzsduren
(Pimarsédure,  Sandarakopimarsidure, Levopimarsdure, Palustrinsdure, Abietinsdure,
Neoabietinsdure, Dehydroabietinsdure, Isopimarsdure) abgebildet. Diese sekundiren
Pflanzenstoffe sind lipophile Strukturen vom Diterpen-Typ (Cz). Sie werden in den
Epithelzellen der Harzginge gebildet. Uber den Methylerythritolphosphatweg (MEP-Weg)
werden aktive Isopreneinheiten (Cs) synthetisiert, die durch eine sukzessive Kopf-Schwanz
Kondensation zu Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) kondensiert werden. Dieses GGPP

wird dann durch die Diterpen-Synthase zu einem trizyklischen Kohlenstoffgeriist umgebaut



und von CYP450-Enzymen zu Siuren und anderen Derivaten oxidiert (Keeling & Bohlmann,
2006; Hamberger et al., 2011).

Da die Harzsduren eine wichtige Rolle im Koniferen-Abwehrsystem spielen (Trapp & Croteau,
2001), liegt es nahe, dass diese, eventuell auch in Kombination mit anderen
Pflanzeninhaltsstoffen, einen signifikanten antimikrobiellen Effekt ausiiben konnen.

Dieser antimikrobielle Effekt in Verbindung mit einer wundheilungsfordernden Wirkung
konnte auch die jahrzehntelange Tradition von Fichtenfaulpech-haltigen Salben fiir die
Behandlung von akuten und chronischen Wunden, Ulcera und verschiedensten Hautinfektionen
im Alpenbereich und Skandinavien erkléren.

Diese Zubereitungen werden, wie es in der Monographie ,,Unguentum picis recentis Piceae
abietis officinale* im Osterreichischen Arzneibuch (OAB, 2020) und bei Arno Sipponen &
Laitinen (2011) steht, durch Erhitzen von Fichtenfaulpech, das zuvor mit einem stumpfen
Metall- oder Holzwerkzeug von der Austrittsstelle abgekratzt wird, mit Schweineschmalz oder

Butter hergestellt.

Zusitzlich zur antimikrobiellen Wirkung wurde in einigen Studien das wundheilungsfordernde
Potential von Fichtenfaulpech und deren Inhaltsstoffen dargelegt. Bei zwei an Patienten
durchgefiihrten Studien wirkte sich die Fichtenfaulpechsalbe positiv auf die Wundheilung bei
Ulcera (A. Sipponen et al., 2008) und schlecht heilenden Operationswunden (Arno Sipponen et
al., 2012) aus. Es konnte ein bakteriostatischer Effekt gegen Methicillin-resistenten
Staphylococcus aureus (MRSA), Vancomycin-resistenten Enterococcus faecalis (VRE) und
andere Gram positive Bakterien in vitro (Rautio et al., 2007) und ein antimykotischer Effekt
gegen Dermatophyten in vitro (Rautio et al., 2012) festgestellt werden. All diese
Mikroorganismen spielen eine wichtige Rolle bei der Infektion von Wunden.

Durch Gols et al. (2020) konnte gezeigt werden, dass vor allem die Harzsduren, sowie
Pinoresinol, ein Lignan, die Migration und Proliferation von Keratinozyten in vitro steigern.
Diese beiden Parameter spielen eine zentrale Rolle bei der Reepithelialisierung von Wunden,

bei der Epithelgewebe neu gebildet wird

Auf diesen Grundlagen aufbauend konnte das Fichtenfaulpech in Zukunft neue Wirkstoffe
liefern, die den immer 6fters auftretenden Antibiotikaresistenzen entgegenwirken und eine neue
Therapieoption fiir chronische oder schlecht heilende Wunden er6ffnen. Bis dahin ist es aber
noch ein weiter Weg, auf dem die involvierten wirksamen Inhaltsstoffe und deren

Wirkmechanismen genauer erforscht werden miissen.
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2. Zielsetzung

Da die untersuchten Diterpen-Harzsduren, die Hauptkomponenten des Fichtenfaulpechs,
strukturell sehr dhnlich sind (siehe Bild 2, S. 3), gestaltet sich eine Auftrennung und Isolierung
dementsprechend schwierig. Bis auf die Dehydroabietinsdure konnten die Harzsduren mit
unterschiedlichsten chromatographischen Methoden, wie Sdaulenchromatographie oder HPLC,
nur unzureichend voneinander getrennt werden.

Infolgedessen wurde als weitere Trennmethode die Gegenstromverteilungschromatographie
(CCC) in Erwidgung gezogen, bei der, durch viele Durchmischungsvorgénge von zwei nicht
mischbaren Fliissigkeiten, die Analyten anhand ihrer Verteilung in diesem 2-phasigen System
aufgetrennt werden konnen. Diese Trennmethode weist Parallelen zur Trennung von
Substanzen in einem Scheidetrichter auf.

Ein Ziel dieser Diplomarbeit ist daher eine HPCCC-Methode zu etablieren, bei der die
Diterpen-Harzséuren isoliert werden konnen. Die Isolierung ist einerseits wichtig, um die
Harzséduren im Fichtenfaulpech zu quantifizieren und andererseits, um weitere in vitro

Testungen mit den Einzelsubstanzen, oder Kombinationen aus diesen, durchzufiihren.

AuBerdem soll mittels Gaschromatographie eine Eichgerade der Dehydroabietinsdure erstellt
werden, die schon in fritheren Arbeiten mittels Niederdruck-Fliissigchromatographie (LPLC)
isoliert werden konnte. Dadurch wird die Quantifizierung dieser Substanz im Fichtenfaulpech

ermoglicht.



3. Experimenteller Teil

In diesem Teil wird das verwendete Pflanzenmaterial beschrieben. Aulerdem werden alle im
Rahmen dieser Diplomarbeit durchgefiihrten chromatographischen Methoden erklért und deren

Ablauf beschrieben.

3.1. Pflanzenmaterial

Ausgangsmaterial ist das Fichtenfaulpech, welches mit einem Holz- oder Metallwerkzeug von
der Austrittsstelle am Baumstamm abgekratzt wird. Gesammelt wurde es im Lungau,
Osterreich, in Kooperation mit den Osterreichischen Bundesforsten. Bei der Identifizierung war
Prof. Johannes Saukel behilflich. Gelagert wurde es bei -20 °C in einem Metallbehilter.

Das Fichtenfaulpech (Chargennr.: LUO1) wurde in Wasser gekocht und {iber mehrere fliissig-
fliissig Extraktionsschritte in verschiedene Fraktionen aufgetrennt (Gols et al., 2020). Im Zuge
einer frilheren Diplomarbeit (Frostl, 2019) wurden die Harzsduren mittels
Ionenaustauschchromatographie von der NaOH-Fraktion abgetrennt, wobei man die
angereicherte Harzsdurefraktion (AH) erhalten hat. Diese AH wurde mittels Niederdruck-
Fliissigchromatographie weiter aufgereinigt, zur vorgereinigten Harzsaurefraktion (VH), siche
Bild 3 (S. 6). Diese beiden Fraktionen wurden in dieser Arbeit fiir weitere Auftrennungs- bzw.

Aufreinigungsschritte verwendet.
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3.2. Diinnschichtchromatographie (DC)

In dieser Diplomarbeit wird die Diinnschichtchromatographie qualitativ verwendet, um die
Harzsduren in den verschiedenen Fraktionen einer HPCCC Auftrennung zu detektieren (siche
Kapitel 4.2.2.1, S. 28, 4.2.3,S. 32 und 4.2.4.1, S. 36). AuBerdem wird die DC bei der Auswahl
eines geeigneten HEMWat-Systems fiir die HPCCC angewendet (siche Kapitel 4.2.1.1, S. 25).

Die Diinnschichtchromatographie ist ein Verfahren, bei dem es zu Interaktionen von
Substanzen zwischen einer mobilen und einer stationdren Phase kommt. Die stationdre Phase
befindet sich auf einer diinnen Platte aus Glas, Aluminium oder Kunststoff und kann chemisch
unterschiedlich, je nachdem was fiir Analyten aufzutrennen sind, aufgebaut sein. Hauptséchlich
werden polare Silicagele/Kieselgele (pordses, amorphes Si0O;), Aluminiumoxid (Al>O3),
Cellulose, Polyamid, aber auch modifizierte Silicagele (z.B. RP-Material) verwendet. Wenn
polare Silicagele, wie in unserem Fall, zum Einsatz kommen, wird normalerweise ein apolares
FlieBmittelgemisch eingesetzt, welches als Hauptkomponente apolare Losungsmittel wie
beispielsweise Ether, Toluol oder Chloroform enthélt. Dem kann zusdtzlich ein polarer
Bestandteil, wie Methanol oder Ethylacetat beigesetzt werden. Mit einer Sdure (z.B.
Trifluoressigsdure) oder Base (z.B. Ammoniak) kénnen unterschiedliche pH-Werte eingestellt
werden. Diese sogenannten Modifier kommen zum Einsatz, um die Schirfe der Substanz-
Zonen zu erhéhen, und dadurch eine bessere Trennleistung zu gewihrleisten.

Fiir die Auftragung wird das Substanzgemisch in einem geeigneten Losungsmittel geldst und
bandenférmig mit einer Glaskapillare, die bis zu 5 pl aufnehmen kann, aufgetragen. Wenn die
DC-Platte trocken ist, wird sie aufrecht in eine kammergeséttigte Trennkammer, die vorher
bodendeckend mit FlieBmittel befiillt und mit einem Filterpapier ausgekleidet wurde, gestellt.
Durch Kapillarkrifte wird die mobile Phase nach oben gezogen, welche die Analyten aus dem
Auftragungsfeld mitnimmt. Diese interagieren, je nach chemischen Eigenschaften, mehr oder
weniger mit der stationdren Phase und werden daher mehr oder weniger stark zuriickgehalten.
Im besten Fall werden die zu analysierenden Substanzen in schmale Banden aufgetrennt, die
dann unter Tageslicht, UV2s4 oder UV366 vor oder nach Derivatisierung mit einem Spriithreagens

ausgewertet werden konnen (Gey, 2015).



Im Zuge dieser Diplomarbeit wurde jede DC-Analyse nach dem in Tabelle 1 (S. 8)
beschriebenen Schema, mit den beschriebenen Bestandteilen durchgefiihrt. Zusétzlich wurden
Retentionsfaktoren (Rf) zur qualitativen Auswertung bestimmt (siche Kapitel 4.2.4.1, S. 36).
Der Rf~-Wert wird wie folgt berechnet:

Laufstrecke Analyt

Rf

- Laufstrecke mobile Phase

Tabelle 1: Bestandteile und Schema der DC-Analyse

Merck Silicagel 60 F2s4 auf Aluminium,

stationire Phase durchschnittliche PartikelgroBe 9,5-11,5 um

mobile Phase 97+3+0,1 (Chloroform+Methanol+Trifluoressigsdure v/v/v)

Entwicklung bei Kammerséttigung

Anisaldehyd-Schwefelsdure-Reagenz aufgetragen mit dem CAMAG
Derivatisierung | Chromatogramm Immersion Device, danach Erhitzung bei 105°C fiir zirka 2
min

UV3e6 nach Derivatisierung mit CAMAG TLC Visualizer,
Software: CAMAG visionCATS

Auswertung

3.3. Gaschromatographie (GC)

Mit der Gaschromatographie konnen fliichtige Substanzen, die beim Verdampfen stabil
bleiben, aufgetrennt werden. Dies trifft besonders auf kleine und apolare Molekiile zu, aber
insgesamt auf nur zirka 20 % aller organischen Verbindungen (Gey, 2015). Durch verschiedene
Derivatisierungsmethoden wie Methylierung, Trimethyl-Silylierung oder Acetylierung kann
dieser Prozentsatz noch leicht gesteigert werden (siehe Kapitel 3.3.3, S. 13).

Als mobile Phase dient bei der GC ein inertes, also reaktionsarmes, Tragergas, wie z.B. Helium
oder Stickstoff. Die stationdre Phase ist ein viskoser Fliissigkeitsfilm, der an der Innenseite
einer Kapillarsdule angebracht ist (sieche Kapitel 3.3.2, S. 12). Die Sédule kann 60 m und ldnger
sein und besteht aus hochreinem Quarzglas (fused silica), das auBerhalb mit einem
stabilitdtserhaltenden organischen Polymerfilm beschichtet ist. Aufgrund der Lange wird eine
hohe Bodenzahl erreicht, weshalb die GC die beste Trennleistung aller chromatographischen
Verfahren besitzt, wohlgemerkt, wie oben bereits erwédhnt, nur fliir verdamptbare
Substanzgemische. Diese Kapillarsdule, auf einem Metallkdfig aufgerollt, ist in einem

beheizbaren Ofen, der bis auf ca. 400 °C geheizt werden kann, verbaut (siehe Bild 4, S. 9). Uber



einen Injektor wird die Probenldsung in den Gaschromatographen eingespritzt und bei ca. 300
°C verdampft. Die Analyten werden dann mit dem Tragergas durch die Sdule transportiert. Da
am Sdulenkopf fiir gewoOhnlich eine geringere Temperatur vorherrscht, kondensiert ein Teil der
Probe wieder und kann erst bei Erreichen des jeweiligen Siedepunkts wieder verdampfen und

in die Trennsidule eintreten.
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Bild 4: Schematische Darstellung eines Gaschromatographen

Dabei werden die Substanzen durch Wechselwirkungen der Analyten mit der stationiren Phase
der Sdule nach ihrer Polaritdt und ihres Siedepunkts aufgetrennt. Die Trennleistung kann dabei
durch unterschiedliche chemische Eigenschaften der stationdren Phase, Dicke des
Beschichtungsfilms sowie Linge oder Sduleninnendurchmesser gesteigert werden. Zusétzlich
konnen modifizierte Temperaturprogramme die Trennung ebenfalls verbessern. Wenn die

aufgetrennten Analyten die Sdule verlassen, gelangen sie fiir die Vermessung in einen Detektor.

Es gibt unterschiedliche Detektoren, die, je nachdem

Sammel- was fiir Substanzen zu analysieren sind, besser oder
amalmmms elektrode
(Kathode)

CHO*-TIonen schlechter geeignet sind.

Der Flammenionisationsdetektor (siehe Bild 5, S. 9) ist

. einer der am haufigsten eingesetzten Detektoren in der
Zund- |_Flammen-
— dtlse (Anode)

spule GC, da er fast alle kohlenstofthaltigen Molekiile

detektiert, eine geringe Nachweisgrenze und einen

w Luft weiten linearen Detektionsbereich besitzt. Durch
asser-

Lﬂ stoff synthetische Luft und Wasserstoff wird eine Flamme

|T|\Ausgang der am Brennen gehalten, in welcher die aus der Saule
GC-Séaule

eluierten Substanzen verbrannt und durch Pyrolyse zu
Trégergas plus

Molekile mit C-C- und
C-H-Bindungen

Bild 5: Schematische Darstellung eines  entstehen aufgrund der Luftzufuhr in der Flamme
Flammenionisationsdetektor (FID)

C-haltigen Radikalen abgebaut werden. Zusitzlich

Quelle: Gey (2015)



angeregte O2- und OH-Radikale. Beim Oxidationsprozess von C-haltigen Radikalen mit
angeregten O2-bzw. OH-Radikalen entstehen Kationen (z.B. CHO") und Elektronen (¢°). Durch
ein angelegtes elektrisches Potential wandern diese Kationen zur Kathode, iiber welche der
Strom gemessen wird, was zu einem Signal fiihrt. Dieses Signal wird dann von einer GC-

Software ausgewertet und als Chromatogramm dargestellt (Cammann, 2001).

In Tabelle 2 (S. 10) ist angegeben, bei welcher Messung die beiden eingesetzten
Gaschromatographen mit welcher stationdren Phase verwendet wurden. Auflerdem sind die
verwendeten Gerite in Kapitel 3.3.1 (S. 11), die unterschiedlichen zum Einsatz gekommenen
stationdren Phasen in Kapitel 3.3.2 (S. 12) und die Derivatisierungsmethode in Kapitel 3.3.3
(S. 13) genauer beschrieben.

Tabelle 2: Einsatzbereich der Gaschromatographen und der stationiren Phasen in dieser Diplomarbeit

Siule | Perkin Elmer Autosystem | - gjyle Shimadzu GC-2010
XL GC
Charakterisierung der Charakterisierung der
angereicherten vorgereinigten Harzsdurefraktion
Harzsiurefraktion (AH, (VH, siche Bild 3, S. 6)
sieche Bild 3, S. 6) (Kapitel 4.1, S. 22)

(Kapitel 4.1, S. 22)

Fraktionsvergleich mittels GC bei

) . . HPCCC Methode HEMWat 25 NP
Fraktionsvergleich mittels ZB-5 (Kapitel 4.2.2.2, S. 30)

GC beim
Elutionsprogramm Carl.'y—Over—Effekt
210P 21UP-27UP (Kapitel 4.3.2, S. 47)

(Kapitel 4.2.4.2, S. 40) Signal-Rausch Verhéltnis
DB-1701 (Kapitel 4.3.2, S. 47)
60 m

Vergleich der stationdren Phase
Vergleich der stationdren ZB- (Kapitel 4.3.1, S. 43)
Phase WAX

(Kapitel 4.3.1, S. 43)

LOD/LOQ
(Kapitel 4.4.1, S. 49)

Quantifizierung von
DHAA, Eichgerade
(Kapitel 4.4.2, S. 51)

Bestimmung der
Verteilungskoeffizienten
(Kapitel 4.2.1.2, S. 26 und
Kapitel 4.2.3, S. 32)

Vergleich der stationédren
Phase
(Kapitel 4.3.1, S. 43)

DB-1701
30m
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3.3.1. Geriite
Es werden zwei unterschiedliche Gaschromatographen fiir die Analysen verwendet. Zum
Einsatz kommen der Perkin Elmer Autosystem XL GC und der Shimadzu GC-2010. In Tabelle
3 (S. 11) werden die zwei Instrumente gegeniibergestellt. Die in dieser Tabelle aufgelisteten
Einstellungen werden bei jeder Untersuchung verwendet. Im Zuge dieser Arbeit werden die GC
Messungen vermehrt mit dem Perkin Elmer durchgefiihrt, da beim Shimadzu ein Carry-Over-
Effekt (siche Kapitel 4.3.2, S. 47) beobachtet wurde.

Tabelle 3: Gegeniiberstellung von Perkin Elmer Autosystem XL GC und Shimadzu GC-2010

Perkin Elmer Autosystem XL GC Shimadzu GC-2010
Baujahr 1995 2009-2013

Initialtemp. 100 °C 5 min halten, Initialtemp. 100°C 5 min halten,
Temperatur = Steigerung auf 200°C mit 15°C/min, | Steigerung auf 200°C mit 15°C/min,
programm Erhohung auf 280°C mit 2°C/min Erhohung auf 250°C mit 2°C/min
und 280°C fiir 10 min halten und 250°C fiir 5 min halten
Injektionsvolumen 1 pl, splitless 1 pl, split ration 1:100
Injektionstemperatur 300 °C 270 °C
. Stickstoff (N,), Reinheit: 5.0 Helium (He), Reinheit: 5.0
mobile Phase - - - -
Saulenfluss: 2 ml/min Saulenfluss: 1,3 ml/min

Flammenionisationsdetektor (FID) | Flammenionisationsdetektor (FID)
synthetische Luft (N2 80%, O 20%) | synthetische Luft (N2 80%, O 20%)

Detektor N e
Reinheit: 5.0, Wasserstoff (H) Reinheit 5.0, Wasserstoff (H)
Reinheit 5.0 Reinheit: 5.0
Autosampler integriert Shimadzu AOC-20i Autoinjector
Turbochrom Software LabSolutions Data Analysis Software
Software Interpretation: LabSolutions Postrun Interpreqtion: LabSolutions Ppstmn
Analysis Software und Lablicate Analysis Software und Lablicate

OpenChrom Software OpenChrom Software
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3.3.2. Stationire Phasen
Im vorigen Kapitel wurden die eingesetzten GC-Instrumente genauer beschrieben. Wie in
Tabelle 2 (S.10) ersichtlich werden fiir die gaschromatographischen Messungen verschiedene
stationdre Phasen eingesetzt, die in diesem Kapitel erldutert werden. In Tabelle 4 (S. 12) sind

die verwendeten Sdulen dargelegt.

Tabelle 4: Eigenschaften der eingesetzten stationdren Phasen fiir die GC

Hersteller und | Durchmesser Beschichtungsfilmdicke | Liinge
Bezeichnung der Saule
AglentJEW 1 025 mm 0.25 um zg -
ggﬁ?ggg@’; 0,25 mm 0,25 pm 60 m
Joprenomenx | 025mm 0,25 um 60 m

DB-1701

Von der DB-1701 Sdule wird eine 30 m und eine 60 m Séule verwendet. Diese Sdulen werden
ausschlieBlich im Perkin Elmer Autosystem XL GC verbaut (siche Tabelle 2, S. 10). Durch
Verdoppelung der Sdulenldnge wird auch die Bodenzahl verdoppelt. Da die Peakauflosung
direkt proportional zur Wurzel der Bodenzahl der stationdren Phase ist, sollte diese dadurch um
ca. 41 % verbessert werden (sieche Kapitel 4.3.1, S. 43). Die DB-1701 ist eine mittelpolare-
apolare Sdule mit einer 14% Cyanopropylphenyl- 86% Methyl-polysiloxan Beschichtung
(siehe Bild 6, S. 12).

N N
CH, (CH), | :
—Si-0—11- sl-:i—n——g
CH A
| | & :

" BE%

=Y
5.
-8
o

Bild 6: Strukturformel der DB-1701 Beschichtung
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7B-5
Die ZB-5 Siule ist eine apolare Sdule, die mit einer 5% Phenyl- 95% Methyl-polysiloxan

Beschichtung (siehe Bild 7, S. 13) ausgekleidet ist. Diese Sdule wird nur mit dem Shimadzu
GC-2010 verwendet (siche Tabelle 2, S. 10).

"0 len
+—Si—0 Si - O—
@ CH

5%

Quelle: http://www.analyticalcolumns.com

[
2
&

Bild 7: Strukturformel der ZB-5 Beschichtung

7ZB-WAX

Bei der ZB-WAX Séule handelt es sich um eine polare stationdre Phase. Die Beschichtung
besteht zu 100 % aus Polyethylenglycol (siehe Bild 8, S. 13). Diese Saule wurde ausschlieflich
in Kapitel 4.3.1 (S. 43) angewendet, um die Trennleistung einer polaren Sdule im Vergleich zu

den beiden anderen Saulen zu veranschaulichen.

‘P CH.—CH.—O %ﬂ

Quelle: http://www.analyticalcolumns.com

Bild 8: Strukturformel der ZB-WAX Beschichtung

3.3.3. Derivatisierung

Da die Harzsduren einen Siedepunkt von iiber 400 °C aufweisen, miissen sie vor jeder GC-
Analyse derivatisiert werden, um sie einer GC-Analyse zugénglich zu machen. Die nun
beschriebene Methylierungsmethode wurde in einer vorherigen Diplomarbeit ausgearbeitet
(Aichner, 2020). Bei der Methylierung wird die Carbonsduregruppe der Harzsduren mit einer
Methylgruppe verestert, wodurch die Struktur lipophiler wird und sich der Siedepunkt
verringert, die Substanz also schneller fliichtig wird.

Etwa 1 mg der Probe wird in einem V-Vial eingewogen und in 200 pl Methyl-8-Reagenz (N,N-
Dimethylformamid-dimethylacetal) gelost. Danach wird das Gefall mit einem Deckel, der ein

Septum enthélt, verschlossen und 30 Minuten bei 85° im Trockenschrank erhitzt. Zum Schluss
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werden 200 ul Pyridin dazugegeben. Anschliefend kann die Probe mittels GC vermessen

werden.

34. Gegenstromverteilungschromatographie (CCC)

Die Gegenstromverteilungschromatographie (CCC), oder in unserem Fall genauer die
Hochleistungs-Gegenstromverteilungschromatographie (HPCCC), ist eine chromato-
graphische Methode, bei der ein Substanzgemisch durch Verteilung der Molekiile in zwei nicht
mischbaren Fliissigkeiten aufgetrennt oder aufgereinigt werden kann. Dieses Verfahren wurde
erst Ende der 1960er, Anfang der 1970er Jahre von Yoichiro Ito entwickelt (Ito et al., 1966; Ito
& Bowman, 1970), und iber die Jahre stetig verbessert. Vorteile gegeniiber
chromatographischen Methoden mit einer festen Phase sind keine irreversible Adsorption, die
Probe wird fast vollstindig zuriickgewonnen (v.a. im préparativen Modus), aulerdem werden
die Denaturierung, das Tailing! und der Losungsmittelverbrauch minimiert. Zusétzlich hat
dieses Verfahren wirtschaftliche Vorteile, da nach der Anschaffung des Gerits keine teuren
stationdren Phasen, wie z.B. bei der HPLC oder GC, gekauft werden miissen und fiir die
Methoden nur gewohnliche Losungsmittel verwendet werden (Ito & Conway, 1984; Marston,
2007). Negativ anmerken kdnnte man die Durchfiihrungszeit, welche aber in den letzten Jahren
stark verkiirzt werden konnte, und die hohe Stérungsanfalligkeit der Apparatur, wobei hier vor
allem Druckprobleme durch undichte Stellen oder Luft im System erwdhnt werden miissen.

Wichtigster Bestandteile der Apparatur ist eine Multilayer-Spule (multilayer-coil) die mit

einem Umlaufrddergetriebe verbunden ist, iiber

multilayer coil

welches eine Planetenbewegung der Spule
erzeugt werden kann. Auf dieser Spule ist die

Sdule, ein Kunststoff-Polymer-Schlauch, in

mehrere Schichten spiralformig aufgewickelt

und dreht sich mit derselben

Quelle: Tto (2005)

Winkelgeschwindigkeit (w) gleichzeitig um

Bild 9: Schematische Darstellung der Planetenbewegung | . . .
der Spule auf der die Trennséule in mehreren Schichten ihre eigene Achse (Axis of Rotation) und um

aufgewickelt ist . . . .
die Zentrifugalachse (Axis of Revolution)

! Hauptursache fiir Tailing ist ein Uberladungseffekt, bei dem Bindestellen der stationiiren Phase von Analyten
bereits blockiert sind und dadurch nicht mehr zugénglich sind. Aus diesem Grund bilden sich bei der Messung
asymmetrische/unscharfe Peaks bzw. bei der DC unscharfe Substanz-Zonen und die Retentionszeit wird
verkiirzt. Bei der HPCCC werden die Analyten nicht durch Adsorption/Bindung an eine stationére Phase
zuriickgehalten, sondern tiber die Verteilung der Analyten in unterschiedlich polaren Fliissigkeiten.
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(siehe Bild 9, S.14). Durch diese Planetenbewegung und dadurch ausgeloste Zentrifugalkraft,
kommt es zu sehr vielen Mischungs- und Entmischungsvorgéngen der mobilen und stationiren
Phase in der Sdule. AuBerdem kann dadurch die mobile Phase stindig durch die Saule laufen,
nach und nach Analyten mitreilen, und am Ende eluieren, wéahrend die stationdre Phase in der
rotierenden Séule (rotary-seal-free) verbleibt (Ito, 2005).

Bei der HPCCC wiéhlt man ein zweiphasiges System aus, von dem entweder die Oberphase
(apolare Phase) als stationdre Phase und die Unterphase (polare Phase) als mobile Phase
verwendet wird (Umkehrphasenmodus) oder umgekehrt (Normalphasenmodus). Dieses System
wird aus verschiedenen, teilweise nicht mischbaren Losungsmitteln hergestellt und dann
anhand der Verteilungskoeffizienten der Analyten ausgewdhlt (siche Kapitel 3.4.1, S. 16 bzw.
Kapitel 4.2.1, S. 25). Uber ein Pumpsystem wird die Sdule mit der stationiren Phase befiillt.
AnschlieBend wird so lange mobile Phase bei zirka 1000-1600 rpm der Spule durchgepumpt,
bis das Equilibrium eingestellt ist. Danach wird bei gleicher Umdrehungszahl die Probe
eingespritzt, deren Analyten dann nach Polaritdt bzw. nach dem Verteilungskoeftizient in zwei
nicht mischbaren Fliissigkeiten frither oder spiter von der mobilen Phase mitgerissen werden.
Die ecluierende mobile Phase wird in Fraktionen gesammelt. AuBlerdem kann man
Elutionsprogamme durchfiihren, bei der mehrere mobile Phasen mit unterschiedlicher Polaritét
verwendet werden, um die Trennleistung noch zu verbessern (Huang et al., 2016). Die Analyse
der Fraktionen erfolgt mit einem UV-Vis Detektor oder, wie im Zuge dieser Diplomarbeit, mit
einer DC und GC Kontrolle.

Die fiir die HPCCC verwendeten Gerite sind in Tabelle 5 (S. 15) genauer beschrieben und in
Bild 10 (S. 16) abgebildet.

Tabelle 5: HPCCC Instrumente

HPCCC Gerit | Dynamic Extractions Spectrum
Pumpe Ecom Alpha 10 Plus Isocratic Pump
Kiihlung Thermo Scientific Accel 500 LC

Material: | FEP (Tetrafluorethylen-
analytische Siule® Hexafluorpropylen-Copolymer)

Volumen: | 22 ml
Material: | PFA (Perfluoralkoxy-Polymere)
Volumen: | 136 ml

priparative Siule®

2; fix im Gerét verbaut
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Bild 10: HPCCC Versuchsaufbau, 1: Fraktionssammler; 2: Losungsmittelgemisch; 3: Pumpe; 4: HPCCC Gerit

3.4.1. Vortests

In dieser Diplomarbeit werden die HEMWat-Systeme als zweiphasige Losungsmittelgemische
verwendet. HEMWat steht fiir die Anfangsbuchstaben der Losungsmittel Hexan/Heptan,
Ethylacetat, Methanol und Wasser (water) (Friesen & Pauli, 2005). Diese Losungsmittel
werden mit unterschiedlichen Volumsverhiltnissen gemischt und sind in 28 etablierte Systeme
aufgeteilt, wobei System 1 sehr polar und System 28 sehr apolar ist (Skalicka-WozZniak &
Garrard, 2014). In Tabelle 6 (S. 17), Tabelle 13 (S. 27) und Tabelle 14 (S. 27) sind die fiir die
Vortests verwendeten Mischverhéltnisse angegeben.

Zuerst stellt man eine 10 mg/ml Losung der AH (siehe Bild 3, S. 6) her, wobei diese in Methanol
gelost wird. Das HEMWat-System wird mit einem Gesamtvolumen von 6 ml in einer
Schliffeprouvette vorbereitet, wobei 1 ml des Methanolteils von der zuvor angefertigten AH-
Losung stammt. AnschlieBend wird die Eprouvette gut durchgeschiittelt und so lange stehen
gelassen, bis sich das Equilibrium eingestellt hat. Man entnimmt nun von der Oberphase und
der Unterphase jeweils 1 ml und pipettiert sie in zwei separate Gefalle. Nun kann man entweder
mittels DC visuell auswerten oder nach Derivatisierung der Proben mittels GC-Analyse den
Verteilungskoeffizienten bestimmen.

Zur Berechnung des Verteilungskoeftizienten K werden nach der GC-Analyse der Ober- und
Unterphase die Peakflachen (AUC) der Harzsaurepeaks bestimmt. Um eine gute Trennleistung
zu garantieren, sollte sich K in der Ndhe von 1 befinden (Pauli et al., 2008). Bei der HPCCC

kann entweder im Normalphasen- oder im Umkehrphasenmodus (NP/normal phase oder
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RP/reversed phase) gearbeitet werden. Je nachdem in welchem Modus die HPCCC Methode
durchgefiihrt wird, wird K wie folgt bestimmt:

Normalphase:

_ AUC Unterphase
~ AUC Oberphase

Umkehrphase:

K = AUC Oberphase
~ AUC Unterphase

3.4.2. Methoden

In diesem Kapitel sind die verschiedenen, in dieser Diplomarbeit angewendeten, HPCCC
Methoden in ihren Grundziigen beschrieben. Es wurden analytische isokratische HPCCC Liufe
sowie analytische und priparative HPCCC Elutionsprogramme durchgefiihrt. Auerdem sind
in Tabelle 6 (S. 17) Mischverhéltnisse von HEM Wat-Systemen (Skalicka-Wozniak & Garrard,
2014) dargestellt, die vermehrt in dieser Arbeit angewendet werden. Die verschiedenen
Losungsmittel werden, je nach bendtigtem Volumen, in einen Scheidetrichter gegeben und gut
durchmischt. Wenn sich die beiden Phasen getrennt haben, wird die Unterphase (UP) und
Oberphase (OP) in zwei separate Messzylinder gefiillt.

Tabelle 6: Mischverhéltnisse der HEM Wat-Systeme Nr. 20-28 in v/v/v/v (Skalicka-Wozniak & Garrard, 2014)

BTIRATGIEL- Hexan |Ethylacetat| Methanol | Wasser

System Nr.:
20 2 ! 2 1
21 5 2 > 2
22 3 ! 3 1
23 4 ! 4 !
24 5 ! > 1
25 6 ! 6 !
26 9 ! 2 1
27 19 1 19 1
28 1 - ! -
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Analytische isokratische HPCCC:

Alle isokratisch durchgefiihrten HPCCC Methoden, also jene Methoden, bei denen nur ein
HEMWat-System verwendet wird, werden im analytischen Modus betrieben.

Zuerst wird die Probe, ca. 25 mg, in 0,5 ml der Ober- und 0,5 ml der Unterphase des
verwendeten HEMWat-Systems gelost. Nachdem die 22 ml fassende analytische Siule, siche
Tabelle 5 (S. 15), mit der stationdren Phase mit einem Fluss von 2 ml/min bei 200 rpm befiillt
wurde, wird die mobile Phase mit einem Fluss von 1 ml/min bei 1600 rpm durchgepumpt. Die
mobile Phase verdréngt einen Teil der stationdren Phase, wobei das Erreichen des Equilibriums
anhand der Phasentrennung des aufgefangenen Eluats gekennzeichnet wird. Danach wird sofort
die geldste Probe iiber eine 1 ml fassende Einspritzspindel injiziert.

AnschlieBend werden zirka 50 ml der mobilen Phase mit einem Fluss von 1 ml/min
durchgepumpt. Die eluierte mobile Phase wird zu je 0,5 ml pro Fraktion gesammelt. Zum
Schluss wird wieder auf 200 rpm gestellt und etwa 25 ml der stationdren Phase in Fraktionen
gesammelt. In Tabelle 7 (S. 18) sind alle im Zuge dieser Diplomarbeit durchgefiihrten
analytischen isokratischen HPCCC Methoden aufgelistet.

Tabelle 7: Analytische isokratische HPCCC Methoden

Methode
HEMWat 25 NP
HEMWat 26 NP
HEMWat 26 RP
HEMWat 28 NP

Analytisches HPCCC Elutionsprogramm:

Im analytischen Modus werden zuerst 22 ml der stationdren Phase mit einem Fluss von 2
ml/min bei 200 rpm eingefiillt. Danach wird die mobile Phase mit einem Fluss von 1 ml/min
bei 1600 rpm eingeleitet, bis sich das Equilibrium einstellt. Zum Einspritzen der Probe wird
eine 1 ml Spindel verwendet. Etwa 22 mg der AH (siehe Bild 3, S. 6) werden davor in 0,5 ml
der Oberphase und 0,5 ml der Unterphase des verwendeten Start-HEMWat-Systems gelost.
Diese vorbereitete Probe wird nun eingespritzt und es werden Fraktionen zu je 0,5 ml
gesammelt.

Nach der Injektion werden stufenweise von jeder mobilen Phase 30 ml durch die Séaule gepumpt
und in Fraktionen gesammelt, was 60 Fraktionen pro mobiler Phase entspricht. Es werden beim
Stand von 30 ml im Messzylinder 50 ml der neuen mobilen Phase dazugegeben, was bedeutet,

dass vor jedem Wechsel 20 ml mit einer Pipette entfernt werden miissen. Auf Bild 10 (S.16) ist
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bei Nr. 2 der Messzylinder, aus dem das Losungsmittelgemisch in das HPCCC Instrument
gepumpt wird, abgebildet. Dieses Programm wird mit jeder mobilen Phase wiederholt. Zum
Schluss wird bei niedriger Umdrehungszahl, 200 rpm, die stationdre Phase bei einem Fluss von
2 ml/min abgelassen und 15 Fraktionen zu je 2 ml gesammelt. In Tabelle 8 (S. 19) sind alle

durchgefiihrten analytischen HPCCC Elutionsprogramme aufgelistet.

Tabelle 8: Analytische HPCCC Elutionsprogramme

Methode stationare Phase mobile Phase
280P_28UP-25UPRP | HEMWat280P |5 000 28 UP > 27 UP > 26 UP
HEMWat 22 UP - 24 UP - 25 UP
2> 26 UP - 27 UP
HEMWat 20UP - 22 UP - 23 UP
- 24 UP

HEMWat 20 UP - 21 UP - 22 UP
200P_20UP-24UP RP HEMWat 20 OP > 23 UP S 24 UP

OP-Oberphase, UP-Unterphase, RP-Umkehrphase, NP-Normalphase, HEMWat-Hexan/Heptan, Ethylacetat,
Methanol und Wasser (water) in v/v/v/v (Friesen & Pauli, 2005; Skalicka-Wozniak & Garrard, 2014)

280P_22UP-27UP RP HEMWat 28 OP

280P_20UP-24UP RP HEMWat 28 OP

Praparatives HPCCC Elutionsprogramm:

Im préiparativen Modus (siehe Tabelle 5, S. 15) werden zuerst 136 ml der stationdren Phase bei
einem Fluss von 10 ml/min mit 200 rpm eingefiillt. Danach pumpt man die mobile Phase bis
zum Equilibrium mit einem Fluss von 6 ml/min bei 1600 rpm durch die Sdule. Sollte der Druck
zu hoch werden, wird der Fluss auf 4 ml/min zuriickgestellt, wobei sich kurz darauf das
Equilibrium einstellt. Zum Einspritzen wird eine 12 ml Spindel verwendet. Etwa 200 mg der
AH (siehe Bild 3, S. 6) werden davor in 5ml der Oberphase und 5 ml der Unterphase des
verwendeten Start-HEM Wat-Systems geldst. Diese 10 ml werden nun iiber die Einspritzspindel
injiziert. Es werden Fraktionen zu je 2,8 ml gesammelt.

Nach der Injektion werden stufenweise von jeder mobilen Phase 140 ml durch die Séule
gepumpt und in Fraktionen gesammelt, was 50 Fraktionen pro mobile Phase entspricht. Beim
Stand von etwa 80 ml im Messzylinder, von wo das Losungsmittelgemisch in das HPCCC Gerit
gepumpt wird, wird die néchste mobile Phase dazugegeben. Dieses Programm wird mit jeder
mobilen Phase wiederholt. Zum Schluss wird bei niedriger Umdrehungszahl, 200 rpm, die
stationdre Phase bei einem Fluss von 10 ml/min abgelassen und 15 Fraktionen zu je 10 ml
gesammelt. Im Zuge dieser Arbeit wurden drei préparative Elutionsprogramme durchgefiihrt

(siehe Tabelle 9, S. 20)
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Tabelle 9: Praparative HPCCC Elutionsprogramme

Methode stationidre Phase mobile Phase
210P 21UP27UPRP | HEMWat 21 op | HEMWat 21 W 2975; UP=>25UP

HEMWat 21 UP - 23 UP - 25 UP
210P_21UP-26UP-27UP RP | HEMWat 21 OP > 26 UP > 27UP

210P 21UP-24UP-26UP RP | HEMWat 21 op | HEMWat21 UP = 24 UP = 25 UP

- 26 UP
OP-Oberphase, UP-Unterphase, RP-Umkehrphase, NP-Normalphase, HEMWat-Hexan/Heptan, Ethylacetat,
Methanol und Wasser (water) in v/v/v/v (Friesen & Pauli, 2005; Skalicka-Wozniak & Garrard, 2014)
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3.5. Losungsmittel und Substanzen

In Tabelle 10 (S.21) sind alle Losungsmittel und in Tabelle 11 (S. 21) alle Reinsubstanzen

angegeben, die im Rahmen dieser Diplomarbeit verwendet wurden.

Tabelle 10: Liste aller verwendeten Losungsmittel

Losungsmittel | Losungsmittelspezifikation Hersteller Ort
Aceton Aceton Normapur VWR BDH Prolabo Wien
Acetonitril Acetonitril HiPerSolv VWR BDH Prolabo Wien

Chromanorm
Ameisensiure Formic acid Rotipuran Carl Roth GmbH + Co. KG | Karlsruhe
Chloroform Chloroform Normapur VWR BDH Prolabo Wien
Ethylacetat Ethylacetat Normapur VWR BDH Prolabo Wien
Hexan n-Hexane Normapur VWR BDH Prolabo Wien
Methanol Methanol Normapur VWR BDH Prolabo Wien
Methyl-8-Reagenz N,N-Dlmethylformamld Carl Roth GmbH + Co. KG | Karlsruhe
dimethylacetal
Pyridin Pyridin Merck Darmstadt
Trifluoressigsdure | Trifluoroacetic acid 61030 | Riedel-de Haén AG Seelze
iy deionisiertes Wasser, .
Wasser doppelt destilliertes Wasser destilliert mit GFL 2004 Wien
Tabelle 11: Liste aller verwendeten Substanzen
Substanz Herstellerbezeichnung Hersteller Ort

Division of

Dehydroabietinsdure Dehydroabietinsdure (DHAA) Pharmacognosy, isoliert| Universitat

und aufgereinigt durch Wien
Dr. Marco Stadler
Isopimarséiure ChemCruz Isopimaric Acid Santa Cruz Dallas
Palmitinsduremethylester Me th.yl palmitate Fluka Chemie GmbH Buchs
Palmitinsdure-methylester
Levopimarsiure ChemCruz Levopimaric Acid Santa Cruz Dallas
Neoabietinsiure ChemCruz Neoabietic Acid Santa Cruz Dallas
Pimarsiure Pimaric Acid MP Biomedicals Solon




4. Spezieller Teil/Ergebnisse

In diesem Kapitel sind alle Ergebnisse, die im Zuge dieser Diplomarbeit erarbeitet wurden,
beschrieben. Zuerst wird in Kapitel 4.1 (S. 22) die AH und die VH (siehe Bild 3, S. 6) mittels
GC-Analyse mit Reinsubstanzen verglichen und charakterisiert. Anschlieend folgt der grof3te
Themenblock dieser Arbeit, in welchem die Isolierung einzelner Harzséduren mit der HPCCC
beschrieben wird. Dieses Kapitel 4.2 (S. 25) reicht von der Auswahl eines geeigneten
HEMWat-Systems iiber die Etablierung eines Elutionsprogramms bis hin zur Isolierung von
zwei Harzsduren und zwei weiteren noch unbekannten Substanzen. In Kapitel 4.3 (S. 43)
werden die zwei verwendeten Gaschromatographen und die verschieden stationdren Phasen
verglichen. Zum Schluss wird in Kapitel 4.4 (S. 49) mit dem Perkin Elmer Autosystem XL GC
eine Fichgerade von Dehydroabietinsdure erstellt und die dazugehorige Validierung

durchgefiihrt.

4.1. Charakterisierung der Harzsiurefraktionen

Um die AH (siche Bild 3, S. 6) zu charakterisieren, wurde das Substanzgemisch mittels GC
aufgetrennt und die jeweiligen Retentionszeiten der Peaks mit Retentionszeiten von kduflich
erworbenen Reinsubstanzen (siehe Kapitel 3.5, S. 21) verglichen. Der fiir die Charakterisierung
verwendete Gaschromatograph, sowie die verwendete stationdre Phase, wurde in Kapitel 3.3
(S. 8) beschrieben. Es wurden 2 mg AH und 0,2 mg der jeweiligen Reinsubstanz eingewogen
und dann fiir die GC derivatisiert und vorbereitet, wie in Kapitel 3.3.3 (S.13) beschrieben. Das
Chromatogramm der AH enthielt acht Peaks, von denen fiinf Peaks durch Vergleich mit den
Retentionszeiten der Peaks der Reinsubstanzen ermittelt werden konnten (siehe Bild 11, S. 23).
Wobei anzumerken ist, dass die Reinsubstanz Levopimarsdure in einem 54:46 Verhéltnis
verunreinigt ist (siehe Bild 11, S. 23). Da die Retentionszeit der Verunreinigung (37.3 min) mit
der Retentionszeit von DHAA (37.2 min) korreliert, konnte es sich um DHAA handeln. Die
Reinsubstanz Pimarsédure ist in einem 85:15 Verhiltnis verunreinigt (sieche Bild 11, S. 23).
Hierbei konnte die Sandarakopimarsdure zu der Verunreinigung geflihrt haben, da die
Retentionszeiten ebenfalls eng beieinander liegen (Sandarakopimarsdure Retentionszeit: 33.9
min, Verunreinigung Retentionszeit: 33.8 min). Zur Bestimmung dieser Verhéltnisse wurde
jeweils die Summe der Peakflichen der beiden Harzsdurepeaks auf 100 % gesetzt.
AnschlieBend ermittelte man den prozentualen Anteil der beiden Harzséurepeaks, und konnte
so ein Verhiltnis berechnen. Die Peakflichen wurden mit der Opensource Software

OpenChrom Lablicate bestimmt.

~22 ~



w¥(x1,000)

[Chromatazram FRet Tmme 40176 Inten

754 ; . ,
1 angereicherte Harziurefraktion (AH)

0] Peak 3.4.5
] Peak 2

5.5+

Pealk | Peak 6 = Peak 7 Peak 8

6.0-]

1 Isopimarsiure
5.5+

2,965

sod- Levopimarsiiure J\ ﬂ A

437 Neoabietinsiiire il

351 Pimarsiure

3.0+
1 Dehydroabietinsiure (DHAA) j\

254

20

300 alo 320 330 3dn 310 8.0 370 380 80 4dn 4ln 420 430 4dn

Bild 11: Analyse der angereicherten Harzséurefraktion (AH, siche Bild 3, S. 6) mittels GC-FID (siche Tabelle 2, S. 10 und

Tabelle 3, S. 11) im Vergleich zu den Referenzen Isopimarséure, Levopimarséure, Neoabietinséure, Pimarsdure und
Dehydroabietinsédure (DHAA) (siehe Tabelle 11, S.21)

In Tabelle 12 (S. 23) sind die genauen Retentionszeiten der verfiigbaren Reinsubstanzen

(Pimarséure, Isopimarsdure, Levopimarsdure, Dehydroabietinsdure, Neoabietinsdure) und

die

genauen Retentionszeiten der acht verschiedenen Peaks der AH abgebildet. Bei jenen

Harzsauren, die mit einem Stern markiert sind, waren keine Reinsubstanzen vorhanden. Auf

Grund von vorangegangen Untersuchungen mit GC/MS konnen diese in der angegebenen

Reihenfolge zugeordnet werden, was aber noch mit einem Reinsubstanzenvergleich bestitigt

werden muss.

Tabelle 12: Vergleich Retentionszeiten der in den Chromatogrammen enthaltenen Peaks aus Bild 11 (S. 23)

Angereicherte Harzsiurefraktion (AH) [min] Reinsubstanzen [min]
Peak 1 33.2 33.1 Pimarsédure
Peak 2 33.9 *Sandarakopimarsiure
Peak 3 354 35.5 Isopimarséure
Peak 4 35.6 *Palustrinsiure
Peak 5 35.8 35.7 Levopimarsiure
Peak 6 37.4 37.2 Dehydroabietinsdure
Peak 7 38.7 * Abietinsdure
Peak 8 40.8 40.7 Neoabietinsdure

* bei diesen Harzsduren waren keine Reinsubstanzen vorhanden
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Da in dieser Diplomarbeit zwei verschiedene Harzsdurefraktionen (AH und VH, siehe Bild 3,
S. 6) fir die Auftrennung verwendet werden, werden die Unterschiede durch einen
Chromatogrammvergleich aufgezeigt (siche Bild 12, S. 24). Weil von AH und VH nur
Chormatogramme zur Verfiigung stehen, die mit unterschiedlichen GC-Instrumenten,
Temperaturprogrammen und stationéren Phasen vermessen wurden, siche Tabelle 2 (S. 10) und
Tabelle 3 (S.11), konnen die Retentionszeiten nicht direkt verglichen werden. Anhand der
Chromatogramme, siche Bild 12 (S. 24), kann man aber klar erkennen, dass sich durch die
Aufreinigung mittels Niederdruck-Fliissigchromatographie Peakverhdtnisse verédndert haben.
Die Levopimarsidure wurde durch dieses Verfahren komplett abgetrennt. AuBBerdem ist von der
Palustrinsdure nur noch ein Bruchteil enthalten. Der Anteil von DHAA und von der
Abietinsdure wird bei der VH kleiner. Kurz vor DHAA, bei der Retentionszeit von 32.9 min,
ist bei der VH ein nicht zuordenbarer Peak zu erkennen der bei der Niederdruck-

Fliissigchromatographie entweder durch eine Umlagerung oder Verunreinigung entstanden ist.

angereicherte Harzsiiurefraktion (AH)

Dehydroabietinsaure (DHAA)
(Ret.zeit: 37.4)

Isopimars#ure (Ret.zeit: 35.4),
Palustrinsdure (Ret.zeit: 35.6) und el sanre

Levopimarsiure (Ret.zeit: 35.8) (Ret.zeit: 38.7)
Sandarako-

pimarsiure

Neoabietinsiure

Pimarsiure (Ret.zeit: 33.9) (Ret.zeit: 40.8)
(Ret.zeit: 33.2) / ‘|

vorgereinigte Harzsiurefraktion (VH)

Isopimarsiure
(Ret.zeit: 31.8) und
Palustrinsiure
(Ret.zeit: 32.0)

Dehydroabietinsiure (DHAA)
(Ret.zeit: 33.1)

Sandarako-
pimarsiure
(Ret.zeit: 30.5)

Abietinsdure

Pimarsiure (Ret.zeit: 34.7) L
(Ret.zeit: 29.9) Neoabietinsidure
(Ret.zeit: 36.6)
—~ 0 A

Bild 12: Vergleich der angereicherten Harzsdurefraktion (AH, siehe Bild 3, S. 6) und der vorgereinigten Harzsaurefraktion
(VH, siehe Bild 3, S. 6) mittels GC-FID (siehe Tabelle 2, S. 10 und Tabelle 3, S. 11); Retentionszeit (Ret.zeit) in min
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4.2. Isolierung von Harzsauren mittels HPCCC

Da die verschiedenen Harzsduren aus den Harzsiurefraktionen eine sehr &hnliche Struktur
aufweisen (siehe Bild 2, S. 3) und mit anderen Verfahren bisher nicht getrennt isoliert werden
konnten, wurde die Isolierung mittels HPCCC ins Auge gefasst.

In Kapitel 4.2 (S. 25) wird beschrieben, wie und warum ein geeignetes HEMWat-System
ausgewahlt wird und wie dieses optimiert werden kann, um eine noch bessere Trennleistung zu

erreichen.

4.2.1. Auswahl eines geeigneten HEMWat-Systems mittels Vortests

Da es bei der HPCCC zu vielen Mischungs- und Entmischungsvorgidngen von zwei nicht
mischbaren Fliissigkeiten kommt, sollte ein System gewéhlt werden, in dem sich die
Harzséuren gut in beiden Phasen verteilen, damit es zu einer besseren Trennung kommt. Weil
die diterpenoiden Harzséuren apolar sind, orientiert man sich zuerst an den apolaren HEMWat-
Systemen, um einen ersten Uberblick zu erhalten. Die Vortests wurden daher an den HEM Wat-
Systemen 20, 22, 24, 26, 28 durchgefiihrt (sieche Tabelle 6, S.17). Zuerst wurde die Verteilung
visuell mittels DC (siehe Kapitel 4.2.1.1, S. 25) ausgewertet, um anschlieBend mit der GC den
genauen Verteilungskoeffizienten K zu bestimmen (siehe Kapitel 4.2.1.2, S. 26). Durch diese
Vorauswahl kann viel Zeit bei der HPCCC gespart werden.

4.2.1.1. Uberpriifung der Vortests mittels DC

Die zuvor genannten HEMWat-Systeme 20, 22, 24, 26 und 28 (siche Tabelle 6, S. 17) werden
im kleinen Mallstab in Schliffeprouvetten hergestellt und die AH (siehe Bild 3, S. 6)
dazugegeben. In Kapitel 3.4.1 (S. 16) ist der genaue Ablauf der Vortests beschrieben. Danach
werden die Ober- und Unterphase auf die DC-Platte aufgetragen. Da das Harzsduregemisch
durch die violette Bande angezeigt wird, ist auf Bild 13 (S. 26) klar zu erkennen, dass beim
HEMWat-System 20 die Harzsduren vermehrt in der Oberphase (OP) enthalten sind. Je apolarer
die Systeme werden, umso mehr wandern die Harzsiuren in die Unterphase (UP) und reichern
sich dort an. In den beiden roten Késten sind jene Systeme eingerahmt, bei denen die
Harzsauren, visuell gesehen, in der OP und UP etwa gleich verteilt sind, also beit HEMWat-
System 24 und HEMWat-System 26.

Im folgenden Kapitel werden die Verteilungskoeffizienten (K) jeder einzelnen Harzsédure

mittels gaschromatographischer Analyse im Bereich dieser HEMWat-Systeme ermittelt.
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AH 200P 20UP 220F 22UP 240P 24UP AH 26 0P 26 UP 280P 28 UP

Bild 13: Uberpriifung der Verteilung von der angereicherten Harzsaurefraktion (AH, siehe Bild 3, S. 6) in den HEMWat-
Systemen 20, 22, 24, 26 und 28 (siche Tabelle 6, S. 17) mittels DC (siche Tabelle 1, S. 8)

4.2.1.2. Uberpriifung der Vortests mittels GC

Fiir die gaschromatographische Uberpriifung der HPCCC-Vortests werden nun jeweils 1 ml der
Oberphase und Unterphase des jeweiligen HEMWat-Systems (siehe Tabelle 13, S. 27 und
Tabelle 14, S. 27) entnommen und anschlieend wie in Kapitel 3.3.3 (S. 13) beschrieben fiir
die Gaschromatographie vorbereitet und dann vermessen.

Nach der Analyse werden die sieben Harzsdurepeaks integriert und die Peakfliche (AUC, area
under the curve) bestimmt. Mit diesen Peakflichen wird der Verteilungskoeffizient K ermittelt,
welcher angibt, wie sich eine Substanz in zwei nicht mischbaren Fliissigkeiten verteilt (fiir die
genaue Berechnung siehe Kapitel 3.4.1, S. 16). Es wird ein Konzentrationsverhéltnis von der
zu analysierenden Substanz in der mobilen und stationéren Phase bestimmt. Wie in Tabelle 13
(S. 27) und Tabelle 14 (S. 27) ersichtlich, wurde K fiir die jeweiligen HEMWat-Systeme in

,reversed phase® und ,,normal phase* bestimmit.
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Tabelle 13: Verteilungskoeftizienten (K) der Harzséuren im
reversed-phase-mode (Umkehrphasenmodus) (siche Kapitel 3.4.1, S. 16)

reversed phase
HEMWat- Mischverhiltnis® | poay 1 | peak 2 | Peak 3+4 | Peak 5 | Peak 6 | Peak 7
System Nr. HEMWat-System
24 5:1:5:1 221 219 1,82 1,60 1,64 1,12
25 6:1:6:1 2,02 1,87 1,94 132 1,89] 1,80
25,5 15:2:15:2 1,74 1,54 1,64| 1,08 1,61 1,89
25,5 AP 15:2:15:2 2,39 1,77 1,50 1,34 1,44 0,93
26 9:1:9:1 1,67 1,46 1,22 1,24 1,00 0,68
26,5 14:1:14:1 0,91 0,83 0,65| 0,75| 063 0,36
27 19:1:19:1 091 096 0,73| 089 0,72] 025

2 Mischverhiltnis bestehend aus n-Hexan, Ethylacetat, Methanol und Wasser (v/v/v/v).PA = 40,006 ml Ameisensiure nach
Pauli et al. (2008).

Tabelle 14: Verteilungskoeffizienten (K) der Harzséuren im
normal-phase-mode (Normalphasenmodus) (siche Kapitel 3.4.1, S. 16)

normal phase
HEMWat- Mischverhiltnis® | po.y 1 | peak 2 | Peak 3+4 | Peak 5 | Peak 6 | Peak 7
System Nr. HEMWat-System
24 5:1:5:1 0,45 0,46 0,55| 062| 0,61| 0,90
25 6:1:6:1 0,49| 0,53 0,52| 0,76| 0,53| 0,55
25,5 15:2:15:2 0,57| 0,65 0,61 093 0,62 0,3
255 A° 15:2:15:2 0,42| 0,57 0,67| 0,75 0,70 1,08
26 9:1:9:1 0,60 0,68 0,82| 081| 0,92| 147
26,5 14:1:14:1 1,LI0| 1,21 1,55 1,34 1,60 275
27 19:1:19:1 1,10 1,04 1,37 1,12 1,38 4,06

2 Mischverhéltnis bestehend aus n-Hexan, Ethylacetat, Methanol und Wasser (v/v/v/v). "A = +0,006 ml Ameisenséure nach
Pauli et al. (2008).

Da der ,,sweet spot* bei K=1 liegt (Pauli et al., 2008) bzw. ein System gewéihlt werden sollte
bei dem sich K im Bereich von 0,5-2 befindet (Ito, 2005), wurden fiir eine isokratische HPCCC
Methode die HEMWat-Systeme 25 und 26 im normal phase (NP) Modus gewéhlt.

4.2.2. HPCCC Methode HEMWat-System 25 NP
Diese analytische, isokratische HPCCC Methode mit dem HEMWat-System 25 (siehe Kapitel
3.4.2,S. 17 und Tabelle 6, S. 17) sollte nun kldren, ob sich die acht Harzsduren auftrennen bzw.
isolieren lassen. Um dies zu ermitteln, wurden DC und GC Analysen durchgefiihrt.
Bei dieser Methode wurde die VH (siehe Bild 3, S.6) verwendet. Die Uberlegung dahinter war,
eine aufgereinigte Version zu verwenden, bei der noch enthaltene Verunreinigungen und Teile

der DHAA aus der AH entfernt wurden. Dadurch wollte man erreichen, dass sich durch
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Verminderung etwaiger Storfaktoren die Harzsduren besser auftrennen lassen. Diese VH wurde
nur bei dieser Methode verwendet.

Es werden 22,24 mg VH in HEMWat-System 25 geldst und in das System eingespritzt. Das
Verfahren wurde, wie in Kapitel 3.4.2 (S. 17) genauer beschrieben, durchgefiihrt. Mit einem
Fraktionssammler nahm man Fraktionen zu jeweils 0,5 ml auf. Insgesamt waren es 112
Fraktionen der mobilen Phase und 22 Fraktionen der stationdren Phase. Zuerst wird nun die
DC-Auswertung in Kapitel 4.2.2.1 (S. 28), und danach die GC-Auswertung in Kapitel 4.2.2.2
(S. 30), dieser gesamt 133 Fraktionen erldutert.

AuBerdem wurden zusétzlich noch andere isokratische Methoden erprobt. Beim HEMWat-
System 26 NP war das Ergebnis gleich wie bei HEMWat-System 25 NP. Beit HEMWat-System
26 RP und HEMWat-System 28 NP sind alle Harzsduren gemeinsam zu Beginn eluiert.

4.2.2.1. Fraktionsvergleich mittels DC

Da 112 Fraktionen der mobilen Phase aufzuklidren waren, wurde zuerst nur jede vierte Fraktion
mittels DC iiberpriift, um sich einen Uberblick zu verschaffen. Der genaue Ablauf der DC-
Analyse ist in Kapitel 3.2 (S. 7) beschriecben. Nach Derivatisierung mit
Anisaldehyd/Schwefelsdure konnte man unter UV366 beobachten, dass die Harzséuren in den
Fraktionen 48-52 eluiert wurden (siehe Bild 14, S. 29). Daher wurde noch eine genauere DC
Aufnahme zwischen Fraktion 44 und 60 erstellt. In Bild 15 (S. 29) sieht man nun, dass sich in
den Fraktionen 45-57 die Harzsduren befinden, mit insgesamt 6,59 mg Ausbeute, was 29,63 %
der Gesamteinwaage entspricht. AuBBerdem ist in diesem Bild klar erkennbar, dass die Farbtone
der Harzsédurespots von Fraktion zu Fraktion variieren. Das Farbspektrum reicht von bldulich
(Fraktion 45, 46 und 47) iiber blau-violett (Fraktion 48, 49 und 50) bis hin zu rot-violett
(Fraktion 51) und rétlich (Fraktion 52-57). Es konnte zu diesen farblichen Verdnderungen
kommen, weil wihrend der HPCCC Methode unterschiedliche Harzsduren zu
unterschiedlichen Zeitpunkten eluieren und sich auf die verschiedenen Fraktionen aufteilen. In
vorangegangenen DC-Analysen ist es teilweise auch durch das unterschiedlich starke
Autheizen der DC Platte zu einer Variabilitidt der Farbtone gekommen, vor allem wenn die
Platte nicht gleichméBig heil geworden ist. Um zu evaluieren, wie sich die Harzsduren in den
Fraktionen verteilen, wurden diese mittels GC qualitativ tiberpriift (siche Kapitel 4.2.2.2, S.
30).

~28 ~



Bild 14: Fraktionsvergleich der Fraktionen 40-76 von HEMWat 25 NP (siche Kapitel 3.4.2, S. 17)
mittels DC (siehe Tabelle 1, S. 8)

Bild 15: Fraktionsvergleich der Fraktionen 44-60 von HEMWat 25 NP (siche Kapitel 3.4.2, S. 17)
mittels DC (siehe Tabelle 1, S. 8)

AulBlerdem wurde am Schluss die stationdre Phase, also die Unterphase des HEMWat-Systems
25, wihrend der Entleerung ebenfalls in Fraktionen aufgenommen. Da die Sdule, mit der die
stationdre Phase befiillt wurde, 22 ml fasst, wurde das Sdulenvolumen plus eine Reserve

gesammelt. Insgesamt waren es 22 Fraktionen mit jeweils 2 ml der stationdren Phase, also
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gesamt 44 ml. In der stationdren Phase des HEMWat-Systems 25 NP befanden sich noch einige
polare Verunreinigungen (siche Bild 16, S. 30).

A3 © 1150 ST e 119 1200 23RS ] Z il 298013 18] 33 SSA T

Bild 16: Analyse der stationdren Phase des HEMWat-Systems 25 NP (siche Kapitel 3.4.2, S. 17)
mittels DC (siehe Tabelle 1, S. 8)

4.2.2.2. Fraktionsvergleich mittels GC

Wie in Kapitel 4.2.2.1 (S. 28) bereits erwédhnt, wird in diesem Kapitel die
gaschromatographische Aufkldarung der Fraktionen, in denen die Harzsduren nachgewiesen
wurden (Fraktionen 44-58, siehe Bild 15, S. 29), beschrieben. Das Ziel war herauszufinden, ob
sich unterschiedliche Peak-Verhéltnisse der acht Harzsdurepeaks ergeben haben, oder ob sich
die Harzsduren wihrend der Analyse mittels HPCCC sogar in verschiedene Fraktionen
aufgetrennt haben. In Kapitel 3.3 (S. 8) wurde die verwendete Apparatur und stationédre Phase
genauer beschrieben. Es wurden die Fraktionen 46, 48, 50, 52, 54 und 56 tliberpriift (siche Bild
15, S. 29). In Tabelle 15 (S. 30) sind die genauen Ausbeuten der Fraktionen angegeben.

Tabelle 15: Fraktionsausbeute in mg und % der HEMWat 25 NP Methode
(siche Kapitel 3.4.2, S. 17)

Fraktion Ausbeute in mg (%)
46 0,19 (0,8)
48 0,80 (3,6)
50 0,99 (4,4)
52 0,66 (3,0)
54 0,34 (1,5)
56 0,18 (0,8)
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Nach Derivatisierung der Proben (sieche Kapitel 3.3.3, S. 13) wurden diese in den
Gaschromatographen injiziert und vermessen. AnschlieBend wurden die einzeln erhaltenen
Chromatogramme iibereinandergelegt und mit dem Chromatogramm der VH (siehe Bild 3, S.
6) verglichen (siehe Bild 17, S. 31). Es ergeben sich klar sichtbare Unterschiede bei gewissen
Peakflichen und Hohen. Bei Fraktion 46 dreht sich beispielsweise das Verhiltnis von Peak 4
(Retentionszeit: ca. 31,5 Minuten) und Peak 3 um im Vergleich zur VH. AuBerdem
verschwindet der vierte Peak ab Fraktion 53 komplett. Bei den Fraktionen 50, 52 und 54 ist der
5. Peak (Retentionszeit: ca. 32,6 min) kaum mehr vorhanden. Der sechste Peak (Retentionszeit:
ca. 34,3) wird bei den Fraktionen 50, 52 und 54 auch sehr klein und in Fraktion 56 ist er dann
komplett verschwunden.

Alles in allem kann man sagen, dass sich die Peakflichen/Peakhéhen und somit die
Konzentrationen der verschiedenen Harzsduren je nach Fraktion verdndern. Aufgrund dessen
wurden nun in Kapitel 4.2.3. (S. 32) verschiedene Elutionsprogramme ausgearbeitet und
ausgefiihrt, um die Trennleistung zu verfeinern, damit die Harzsduren aufgetrennt und isoliert

werden konnen.
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Bild 17: Vergleich einiger mittels der Methode HEMWat 25 NP (siche Kapitel 3.4.2, S. 17) gewonnenen Fraktionen (siche
Bild 15, S. 29) der vorgereinigten Harzsaurefraktion (VH, siehe Bild 3, S. 6) mittels GC-FID (siehe Tabelle 2, S. 10 und
Tabelle 3, S. 11)



4.2.3. Optimierung der HPCCC Methode mit verschiedenen

Elutionsprogrammen
Im Vergleich zu einer isokratischen HPCCC Methode, wie in Kapitel 4.2.2 (S. 27), konnte ein
Elutionsgradient die Trennleistung verbessern. Bei einem Elutionsgradient wird von einem
HEMWat-System als stationdre Phase ausgegangen und dann schrittweise stirker polare bzw.
weniger polare HEMWat-Systeme als mobile Phase durchgepumpt.
Das verwendete Gerédt und der genaue Ablauf wurde in Kapitel 3.4 (S. 14) beschrieben. In
diesem Kapitel wurden ausschlieBlich analytische HPCCC Methoden durchgefiihrt.

HEMWat-System 28 OP als stationire Phase

Bei diesen drei Methoden (siehe Tabelle 8, S. 19) wird die Oberphase des HEM Wat-Systems
28 als stationdre Phase verwendet. Es wird im RP Modus gearbeitet, weil bei der isokratischen
HEMWat 28 NP Methode alle Harzsduren gleich zu Beginn ohne Trennung eluiert wurden. Im
RP Modus sollten die Harzsduren nun ldnger in der stationidren Phase verweilen und dann nach
und nach mit den unterschiedlich mobilen Phasen eluieren.

Zusitzlich sind in Tabelle 8 (S. 19) die verwendeten mobilen Phasen der unterschiedlichen
Methoden dargelegt. Aulerdem wurden fiir die beiden Methoden HW 280P_22UP-27UP RP
und HW 280P 20UP-24UP K-Werte bestimmt, um zu iiberpriifen, ob sich die Harzsiuren in
zwei unterschiedlich polaren HEM Wat-Systemen so verteilen, dass ein HPCCC Lauf iiberhaupt
einen Sinn ergibt. In Tabelle 16 (S. 32) sind alle Verteilungskoeffizienten der Harzsduren
angegeben. Beim HEMWat-System OP28UP20 sind die K-Werte noch sehr hoch, was
bedeutet, dass sich alle Harzsduren in der Oberphase anreichern. Je apolarer die Unterphase
wird, desto mehr Harzsduren wandern von der Oberphase in die Unterphase, was sich durch die
Annidherung des Verteilungskoeffizienten in Richtung K=/ ausdriickt. Daher erschienen diese

beiden Elutionsprogramme sehr vielversprechend.

Tabelle 16: K-Werte der Harzséuren von speziellen HEMWat-Systemen

Reversed Phase
HEMWat-System Peak1 | Peak?2 1;?:( Peak5 | Peak 6 | Peak 7

OP HEMWat 28

OP28UP20 UP HEMWat 20 23,95 18,89 16,89 8,10 13,74 0,00
OP HEMWat 28

OP28UP24 UP HEMWat 24 2,66 2,13 2,01 1,50 1,89 2,08
OP HEMWat 28

OP28UP26 UP HEMWat 26 1,46 1,26 1,36 0,88 1,33 1,53
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Zusammenfassend kann man jedoch sagen, dass bei jeder dieser drei Methoden die Harzséuren
gleich beim Ubergang von der ersten zur zweiten mobilen Phase ausgespiilt wurden. Die
Harzsduren waren immer in wenigen Fraktionen um die 60. Fraktion enthalten, was bedeutet,
dass sie nach zirka 30 ml eluiert wurden, da pro Fraktion 0,5 ml gesammelt wurden. Zusitzlich
war die Aufreinigung der Harzsdurefraktion bei weitem nicht so gut wie beim isokratischen
HEMWat-System 25 NP (siche Kapitel 4.2.2, S. 27).

Aufgrund dieser Erkenntnisse musste ein anderer Ansatz iiberlegt werden, um die Harzsiduren

zu isolieren.

HEMWat-System 20 OP als stationire Phase

Der letzte Versuch war die Oberphase des HEMWat-Systems 20 als stationdre Phase zu
verwenden. Die Uberlegung entstand durch einen Blick zuriick auf die Auswertung der
HEMWat Vortests mittels DC. Auf Bild 13 (S.26) ist zu erkennen, wie die Harzsdurebande in
der Oberphase von HEMWat-System 20 stdrker ausgeprégt ist als in der Unterphase. Wenn
man nun diese Oberphase als stationire Phase verwendet, und dann nach und nach Unterphasen
mit steigerndem apolaren Anteil als mobile Phasen durchpumpt, sollten die Harzsduren
langsam aus der stationdren Phase herausgelost und mit der mobilen Phase eluiert werden.
Aufgrund dieses Elutionsprogramms (siche Tabelle 8, S. 19) und der nur sehr geringfiligigen
Anderung der Polaritit der mobilen Phasen konnte es dabei zu einer Auftrennung der
Harzsduren, beziechungsweise im besten Fall, zu einer Isolierung dieser kommen.

Weil die Ausfithrung einer HPCCC Methode sehr aufwendig ist und vor allem die Auswertung
sehr viel Zeit in Anspruch nimmt, werden bei dieser Methode fiir jede mobile Phase nur zirka
30 Fraktionen a 0,5 ml gesammelt. Der untere Balken bei Bild 18 (S.34) und Bild 19 (S. 34)
zeigt an, bis zu welcher Fraktion die jeweilige mobile Phase verwendet wurde. Gesamt werden
155 Fraktionen fiir dieses Elutionsprogramm aufgefangen. Die stationdre Phase wird nach Ende
der Auftrennung in 24 Fraktionen zu je 2 ml gesammelt. Nach dem Abdampfen des
Losungsmittels kommt es zur Analyse mittels Diinnschichtchromatographie (siehe Kapitel 3.2,
S. 7). Die polaren Substanzen werden gleich zu Beginn mit den eher polaren mobilen Phasen
HEMWat-System 20, 21, 22 und 23 eluiert (siehe Bild 18, S. 34). Durch HEMWat-System 24
kommt es zu keiner weiteren Elution (siehe Bild 19, S. 34 ab Fraktion 122) und die Harzséuren
verbleiben in der stationdren Phase (siehe Bild 20, S. 35). Aulerdem konnte in den Fraktionen
80-92 (siehe Bild 18, S.34 und Bild 19, S.34) eine noch unbekannte Substanz, die als eine

schmale gelbe Bande angezeigt wird, mit einer Ausbeute von gesamt 0,25 mg isoliert werden.
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AH 11 14 17 20 23 26 29 32 35 38 41 44 AH 47 50 53 56 59 62 65 68 71 74 77 80 AH

HEMWat 20 UP HEMWat 21 UP HEMWat 22 UP

Bild 18: Fraktionsvergleich der Fraktionen 11-80 von der HPCCC Methode 200P_20UP-24UP RP (siche Kapitel 3.4.2,
S. 17) mittels DC (siehe Tabelle 1, S. 8)

AH 83 86 8 92 95 98 101 104 107 110 113 116 AH 119 122 125 128 131 134 137 140 143 146 149 152 155 AH
HEMWat 22 UP HEMWat 23 UP HEMWat 24 UP

Bild 19: Fraktionsvergleich der Fraktionen 83-155 von der HPCCC Methode 200P_20UP-24UP RP (siehe Kapitel 3.4.2,
S. 17) mittels DC (siehe Tabelle 1, S. 8)
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AH 156 158 160 162 164 166 168 170 172 174 176 178 AH

Bild 20: Fraktionsvergleich der Fraktionen 156-178 (stationdre Phase) von der HPCCC Methode 200P_20UP-24UP RP
(siehe Kapitel 3.4.2, S. 17) mittels DC (siehe Tabelle 1, S. 8)

Weil die Harzséduren in der stationdren Phase zurlickgehalten wurden und diese daher nicht
durch verschieden polare mobile Phasen aufgetrennt werden konnten, wird in Kapitel 4.2.4

(S. 35) ein weiterer Optimierungsschritt beschrieben.

4.2.4. Elutionsprogramm 210P_21UP-27UP RP

Wie im vorherigen Kapitel beschrieben, war die Elutionskraft der mobilen Phasen des
HEMWat Elutionsprogramms 200P_20UP-24UP RP zu schwach, um die Harzséuren aus der
stationdren Phase zu losen. Dies ldsst sich wahrscheinlich auf zu polare mobile Phasen
zurlickfithren. Indem man als stationédre Phase die Oberphase des HEMWat-Systems 21 und als
mobile Phasen die Unterphasen der HEMWat-Systeme 21-27 verwendet (siehe Tabelle 6, S.
17) verschiebt man das Spektrum der verwendeten HEMWat-Systeme mehr in den apolaren
Bereich. Dadurch sollte die Elutionsfdhigkeit der mobilen Phasen steigen.

Die Methode 210P_21UP-27UP RP wurde im préiparativen Malstab eingesetzt (siche Kapitel
3.4.2,S.17). Zusitzlich kamen noch zwei weiterer Methoden zur Anwendung, bei denen andere
Abstufungen der mobilen Phasen verwendet wurden (siehe Tabelle 9, S. 20). Das Ergebnis war
jedoch bei allen drei Gradientensystemen vergleichbar, daher wird in diesem Kapitel nur die

Methode 210P_21UP-27UP RP beschrieben.
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4.2.4.1. Fraktionsvergleich mittels DC
Zur Auswertung der verschiedenen Fraktionen wird zuerst wiederum mittels DC analysiert.
Dafiir werden bei diesem Elutionsprogramm 191 Fraktionen zu je 2,8 ml gesammelt, plus 15
Fraktionen zu je 10 ml, in denen sich die stationire Phase befindet. Von diesen gesamt 206
Fraktionen hat man dann jede zweite Fraktion auf DC Platten aufgetragen. Zusétzlich wird als
Vergleich die AH (siehe Bild 3, S. 6) aufgetragen. Nach Derivatisierung mit Anisaldehyd-

Schwefelsdure-Reagenz werden die Platten bei UV3¢6 ausgewertet (siche Tabelle 1, S. 8).

Die Unterphase von HEMWat-System 21 wird bei dieser HPCCC Methode von Fraktion 1 bis
43 verwendet. Die zahlreich enthaltenen polaren Begleitsubstanzen der AH werden zuerst
eluiert (siche Bild 21, S. 36). Besonders im Bereich bis zur 40. Fraktion ergibt sich daher ein
buntes Spektrum an Banden. Dieser ,,Vorlauf wurde vereinigt und ergab eine Ausbeute von

101,21 mg, was bei einer Einwaage von 201,36 mg AH 50,26% entspricht.

2R ld 16 NAH I3 =207 12224 26 28 300 R 3I2RNATT 340860 380400 42 44
HEMWat 21 UP

Bild 21: Fraktionsvergleich der Fraktionen 2-44 von der HPCCC Methode 210P_21UP-27UP RP
(siehe Kapitel 3.4.2, S. 17) mittels DC (siehe Tabelle 1, S. 8)

AnschlieBend folgt die Unterphase des HEMWat-Systems 23 als mobile Phase, und zwar von
der 44. bis zur 91. Fraktion (siehe Bild 21, S. 36 und Bild 22, S. 37). Der Balken unter den
Bildern stellt immer die bei diesen Fraktionen verwendete mobile Phase dar. Diese HEMWat
Unterphase 16ste verschiedene Substanzen aus der stationdren Phase, welche auf der DC-
Platte, wie in Tabelle 17 (S. 37) aufgelistet, detektiert werden konnten. Interessant sind vor
allem die blaue Bande bei Rf 0,4 und die gelbe Bande bei Rf 0,4, da es sich eventuell um neu

isolierte Reinsubstanzen handeln konnte (Berechnung von Rf siehe Kapitel 3.2, S. 7). Diese
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zwei Substanzen, SGtg37 und SGtg38, werden in einer zukiinftigen Arbeit mittels NMR-
Analyse interpretiert.

Tabelle 17: Vereinigte Fraktionen die von HEMWat-System 23 UP eluiert wurden

i Ausbeute
Fraktionen Bande + RI-Wert (Prozentsatz der AH Einwaage)
(S‘gt-§;7) blaue Bande bei Rf = 0,4 2,06 mg (1,02%)
54-64 e ]
(SGtg38) gelbe Bande bei Rf = 0,4 2,32 mg (1,15%)
e blaue Bande bei Rf= 0,4 .
66-70 e blaue Bande bei Rf=0,4 0,7 mg (0,35%)
74-90 Drei rote Bandenll{)z 131? 0,2, Rf=0,3 und 446 mg (2.21%)

46 48 50 52 54 56 58 60 62 AH 64 66 68 70 72 74 76 78 AH 80 82 B84 86 88 90 92 94 96
HEMWat 23 UP

Bild 22: Fraktionsvergleich der Fraktionen 46-96 von der HPCCC Methode 210P_21UP-27UP RP
(siehe Kapitel 3.4.2, S. 17) mittels DC (siehe Tabelle 1, S. 8)

Bei den Fraktionen 92-141 hat man als mobile Phase das HEMWat-System 25 UP eingesetzt.
Auf Bild 23 (8. 38) sind zwei Banden (Rf 0,4) ersichtlich. Auffillig ist besonders die hellrote
Bande bei Rf 0.4, die auch in der Mutterfraktion AH zu erkennen ist. Auf der DC Platte ist zu
sehen, dass die Bande bis Fraktion 134 immer breiter wird und dann wieder abnimmt bzw. bei
Fraktion 142 kaum mehr vorhanden ist. Ab Fraktion 144 folgt die Zunahme einer roten Bande,
die ins Rot-Violette libergeht und zum Schluss wieder rot wird (siehe Bild 24, S. 39). Diese
Substanzen, die diese rot-rotviolette Bande bilden, werden durch das HEMWat-System 27 UP
ausgesplilt, welches ab Fraktion 142 und bis zum Schluss dieser Methode durch das System
gepumpt wird. Jene Substanzen, die mit HEMWat-System 25 und 27 eluiert sind, werden in
Tabelle 18 (S. 38) zusammengefasst.
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Da sich in diesen Fraktionen (126-172) offensichtlich die Harzsduren befinden, werden diese
in Kapitel 4.2.4.2 (S. 40) genauer mit einem Gaschromatographen untersucht, um zu
iiberpriifen, wie und ob sich das Harzsduregemisch in den verschiedenen Fraktionen

aufgetrennt hat.

Tabelle 18: Vereinigte Fraktionen die bei HEMWat-System 25 UP und 27 UP eluiert wurden

. Ausbeute
Hiahuunen i (Prozentsatz der AH Einwaage)
104-118 Gelbe Bande bei Rf = 0,4 1,22 mg (0,6%)
126-140 Hellrote Bande bei Rf = 0,4 26,14 mg (12,98%)

Rote Bande, Rot-Violette Bande

144-172 bei Rf = 0,4

56,89 mg (28,25%)

98 100 102 104 106108 110 112 AH 114 116 118 120 122 124 126 128 130 AH 132 134 136 138 140 142 144 146 148

Bild 23: Fraktionsvergleich der Fraktionen 98-148 von der HPCCC Methode 210P_21UP-27UP RP
(siehe Kapitel 3.4.2, S. 17) mittels DC (siche Tabelle 1, S. 8)
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150 152 154 156 158 160 162 le4 AH 166 168 170 172 174 176 178 AH 180 182 184 186 188 190

Bild 24: Fraktionsvergleich der Fraktionen 150-190 von der HPCCC Methode 210P_21UP-27UP RP
(siehe Kapitel 3.4.2, S. 17) mittels DC (siehe Tabelle 1, S. 8)

Da sich in der stationidren Phase noch Substanzen befinden konnen, die durch die mobilen
Phasen nicht herausgelost werden konnten, wird von dieser ebenfalls ein Fraktionsvergleich
durchgefiihrt. Auf Bild 25 (S. 40) ist bei den Fraktionen 200-202 bei Rf 0,5, also knapp iiber
der Harzsdurebande, ein leichter hellrosa Schatten zu erkennen. In Tabelle 19 (S. 39) ist
zusitzlich die Ausbeute angegeben. Auf Grund der dhnlichen Laufstrecke und Farbe werden

diese Fraktionen ebenfalls mittels GC iiberpriift (siche Kapitel 4.2.4.2, S. 40).

Tabelle 19: Vereinigte Fraktionen der stationdren Phase

. Ausbeute
+ Rf-
Fraktionen Bande + Ri-Wert (Prozentsatz der AH Einwaage) |
200-202 Hellrosa Bande bei Rf = 0,5 0,93 mg (0,46%)
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Bild 25: Fraktionsvergleich der Fraktionen 192-206 (stationdre Phase) von der HPCCC Methode 210P_21UP-27UP RP
(siehe Kapitel 3.4.2, S. 17) mittels DC (siehe Tabelle 1, S. 8)

4.2.4.2. Fraktionsvergleich mittels GC
In diesem Kapitel werden ausgewdhlte Fraktionen in denen Harzsduren mit der DC
nachgewiesen werden konnten, mit einer GC Untersuchung analysiert.
In Bild 26 (S. 40) und Bild 27 (S. 41) sind jene Fraktionen mit einem roten Pfeil markiert, bei
denen eine GC Analyse durchgefiihrt wurde. Die Liste der ausgewdhlten Fraktionen inklusive

deren Auswaagen sind in Tabelle 20 (S.41) angegeben.

120 122 124 126 128 130 AH 132 134 136 138 140 142 144 146 148 |50 152 154 156 158 160 162 164 AH 166 168 170 172 174 176 178

Bild 26: Fraktionsvergleich der HPCCC Methode 210P_21UP-27UP RP (siehe Kapitel 3.4.2, S. 17) in denen die Harzséuren
enthalten sind mittels DC (siche Tabelle 1, S. 8)
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AH 197 198 199 200 201 AH 202 203 204 205 206

Bild 27: Fraktionsvergleich der HPCCC Methode 210P_21UP-27UP RP (siehe Kapitel 3.4.2, S. 17) in denen die Harzséuren
enthalten sind mittels DC (siche Tabelle 1, S. 8)

Tabelle 20: Ausbeute der fiir die GC verwendeten Fraktionen

Fraktion Ausbeute in mg
134 3,08
148 0,32
152 1,05
158 2,84
166 4,32
170 1,43
201 0,58

Fir die GC Analyse werden ca. 0,5 mg der auszuwertenden Fraktionen eingewogen,
vorbereitet, wie in Kapitel 3.3.3 (S. 13) beschrieben, und dann in den Gaschromatographen
injiziert. Nach Erhalt der einzelnen Chromatogramme werden diese gemeinsam mit einem
Chromatogramm der ,,Mutterfraktion® AH (siehe Bild 3, S. 6) untereinandergelegt, damit sie
besser vergleichbar sind (siehe Bild 28, S. 43).

Fraktion 134 sticht sofort ins Auge, da sie nur eine Harzsdure enthélt. Die Retentionszeit dieser
Harzsdure betridgt 37,4 min. Wenn man diese Retentionszeit mit der in Kapitel 4.1 (S. 22)
beschriebenen Retentionszeit der DHAA vergleicht, ergeben sich nur sehr geringe
Abweichungen. Daher kann man davon ausgehen, dass es sich um DHAA handelt. Zusétzlich
wurde ein GC-Vergleich der Fraktionen 128, 132, 134 und 138 durchgefiihrt, um zu bestitigen,
dass sich in allen Fraktionen, die mittels DC als hellroten Bande detektiert werden konnte, nur
DHAA befindet (siche Anhang Bild A 1, S. 62).

Weiters sind in den Chromatogrammen der Fraktion 148 und 152 zwei dominante Peaks zu
erkennen, und zwar die Peaks der Sandarakopimarsdure und der Palustrinsdure. Bei Martin et
al. (2006) wurde eine semi-préparative HPLC Methode beschrieben, bei der zwei Harzsduren

getrennt werden konnten. Es handelt sich dabei zwar um die Sandarakopimarsiure und die
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Isopimarsdure, aber es konnte trotzdem zu einer Auftrennung der zwei Harzsduren in Fraktion
148, 152 und den jeweils umliegenden Fraktionen fithren. Das Gleiche gilt fiir die Fraktionen
um die 170. Fraktion, bei denen hauptsichlich die Isopimarsédure, aber auch DHAA enthalten
sind. Weitere Untersuchungen konnen zeigen, ob eine semi-priaparative HPLC Methode fiir
einer Trennung dieser zwei Harzsduren geeignet wire.

Die hellrosa Bande (sieche Bild 27, S. 41) der Fraktion 201 konnte mittels GC-Analyse einer
Harzsédure zugeordnet werden, und zwar der Levopimarsdure mit einer minimalen
Verunreinigung durch DHAA. Die Retentionszeit dieser isolierten Levopimarsédure betragt 35,7
min, was der Retentionszeit der gekauften Reinsubstanz entspricht (siehe Kapitel 4.1, S. 22 und

Anhang Bild A 2, S. 62).

Zusammenfassend kann man sagen, dass durch diese HPCCC Methode zwei Harzsduren,
einerseits die DHAA (26,14 mg) und andererseits die Levopimarsdure (0,93 mg), isoliert
werden konnten. AuBerdem besteht eventuell die Moglichkeit Fraktionen, in denen
hauptsichlich zwei Harzsdauren vorkommen, mit einer semi-praparativen HPLC Methode zu
trennen (Martin et al., 2006). Zusitzlich wére noch interessant, wie sich die Harzsiduren bei
dieser HPCCC Methode in den verschiedenen Fraktionen verteilen, wenn man die VH
verwendet, bei welcher die Levopimarsdure nicht mehr, DHAA und Palustrinsdure nur noch zu

einem Teil enthalten sind (siehe Bild 12, S. 24).
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Bild 28: Vergleich der angereicherten Harzsdurefraktion (AH, siehe Bild 3, S. 6) mit den Fraktionen 134, 148, 152, 158, 166,
170 und 201 von der HPCCC Methode 210P_21UP-27UP RP (siche Kapitel 3.4.2, S. 17) mittels GC-FID (siehe Tabelle 2,
S. 10 und Tabelle 3, S. 11)

4.3. Vergleich der gaschromatographischen Systeme

Im Zuge dieser Diplomarbeit wurden fiir die Analyse der Harzsédureproben zwei verschiedene
Gaschromatographen und verschiedene stationére Phasen verwendet, wie in Kapitel 3.3.1 (S.
11) und Kapitel 3.3.2 (S. 12) dargelegt. In diesem Kapitel werden nun die verschiedenen
Instrumente verglichen und aufgezeigt, was sich dadurch fiir allgemeine Unterschiede und

Probleme bei der Auswertung der Daten ergeben haben.

4.3.1. Vergleich der stationiren Phasen
Es wurden vier verschiedene stationdre Phasen fiir die Auftrennung der AH (siehe Bild 3, S. 6)
ausprobiert. Wobei drei dieser Sédulen eine unterschiedliche chemische Zusammensetzung
aufweisen. Es handelt sich dabei um eine ZB-5 60m Saule, eine DB-1701 30m und 60 m Saule
und eine ZB-WAX Saule . In Bild 29 (S. 45) sind nun die erhaltenen Chromatogramme
untereinandergelegt. Die beste Trennleistung liefert die stationdre Phase mit der geringsten
Polaritit, die ZB-5 Séule, bei welcher sich acht Harzsdurpeaks ergeben. Vor allem die drei sehr
knapp hintereinander eluierenden Séuren Isopimarsdure, Palustrinsdure und Levopimarsédure

(Retentionszeit: 35.4-35.8 min) werden bei dieser Sdule am schirfsten getrennt. Auflerdem kam
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eine DB-1701 Sdule zum Einsatz, die sich von der Polaritit im apolaren bis mittelpolaren
Bereich befindet. Wie man auf Bild 29 (S. 45) sieht, fallen die Peaks der drei sehr knapp
hintereinander eluierenden Sauren bei der 30 m Sidule zu einem Peak mit einer ,,Schulter*
zusammen. Aus diesem Grund wurden bei dieser stationdren Phase verschiedene
Temperaturprogramme getestet, um eine bessere Trennleistung zu erreichen (siehe

Tabelle 21, S. 46). Durch diese unterschiedlichen Methoden konnte aber keine ausreichend gute
Trennung erzielt werden (sieche Anhang Bild A 3 S. 63), weshalb nur eine kleine Adaption zur
Methode der ZB-5 Séule vorgenommen wurde (Temperaturprogramm 100280-2). Wie aber im
Anhang auf Bild A 3 (S. 63) erkennbar ist, konnte durch Temperaturprogramm I und H die
Trennung der Isopimarsdure, Palustrinsdure und Levopimarsdure angedeutet werden. Aus
diesem Grund machte es sehr wohl Sinn eine doppelt so lange Séule anzuschaffen, bei der sich
die Bodenzahl erhoht und die Trennung daher um ca. 40 % verbessert werden kann.
Demzufolge gelang nach dem kiuflichen Erwerb der DB-1701 60 m Sdule der Durchbruch,
und es konnte eine dhnliche Trennleistung wie bei der ZB-5 Saule erzielt werden. Einzig die
Isopimarsdure und Palustrinsdure der drei knapp hintereinander eluierenden Harzséduren werden

nicht so scharf getrennt wie bei der ZB-5 Siule.

Bei der polaren ZB-WAX Sédule fallen die acht Harzséurepeaks zu zwei Peaks zusammen,

weshalb sich diese Phase nicht fiir die Trennung der Harzsduren eignet.
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Bild 29: Vergleich der GC-FID-Auftrennung der angereicherten Harzsaurefraktion (AH, siehe Bild 3, S. 6) mit
unterschiedlichen stationiren Phasen (siehe Tabelle 2, S. 10 und Tabelle 3, S. 11)
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Tabelle 21: Verschiedene Temperaturgradienten fiir die DB-1701 30m Séule

Rate Finale Temp | Halten Rate | Finale Temp | Halten
[°C/min] [°C]. [min] [°C/min] [°C]. [min]
100250-2 100 1 100280-2 100 1
15 200 15 200
2 250 5 2 280 10
Zeit: 37,67 min Fluss: 1,3 ml/min Zeit: 57,67 min Fluss: 2 ml/min
Rate Finale Temp | Halten Rate | Finale Temp | Halten
[°C/min] [°C]. [min] [°C/min] [°C]. [min]
100250-B 100 1 100250-C 100 1
10 200 15 200
2 250 10 1,5 250 10
Zeit: 46,00 min Fluss: 2 ml/min Zeit: 51,00 min Fluss: 2 ml/min
Rate Finale Temp | Halten Rate | Finale Temp | Halten
[°C/min] [°C]. [min] [°C/min] [°C]. [min]
100250-D 100 1 100250-E 100 1
15 200 3 200
0,5 250 10 2 250 10
Zeit: 117,67 min Fluss: 2 ml/min Zeit: 69,33 min Fluss: 2 ml/min
Rate Finale Temp | Halten Rate | Finale Temp | Halten
[°C/min] [°C]. [min] [°C/min] [°C]. [min]
100250-F 100 1 100250-G 100 1
15 200 15 200
2 250 10 2 250 10
Zeit: 42,67 min Fluss: 1 ml/min Zeit: 42,67 min Fluss: 0,5 ml/min
Rate Finale Temp | Halten Rate | Finale Temp | Halten
[°C/min] [°C]. [min] [°C/min] [°C]. [min]
100250-H 100 1 100250-1 100 1
3 200 3 200
1 250 10 0,5 250 10
Zeit: 94,33 min Fluss: 1 ml/min Zeit: 144,33 min Fluss: 1 ml/min
Rate Finale Temp | Halten Rate | Finale Temp | Halten
[°C/min] [°C]. [min] [°C/min] [°C]. [min]
100250-J 100 1 100250-K 100 1
3 200 3 200
1 250 10 1 250 10

Zeit: 94,33 min

Fluss: 0,7 ml/min

Zeit: 94,33 min

Fluss: 0,9 ml/min
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4.3.2. Apparativer Vergleich Shimadzu vs. Perkin Elmer
Im Zuge dieser und einer vorangegangen Diplomarbeit (Aichner, 2020) wurden zwei
verschiedene gaschromatographische Systeme fiir die Analyse der Harzsduren eingesetzt. Fiir
die GC Messungen in dieser Arbeit hat man vorzugsweise den Perkin Elmer Autosystem XL
GC verwendet, da es bei Aichner (2020) mit dem Shimadzu GC-2010 System zu
Verfdlschungen von Messungen, auf Grund eines Carry-Over-Effektes gekommen ist, siche
Bild 30 (S. 47). Es waren lange Reinigungsschritte notwendig, damit nachfolgende Analysen
nicht durch Harzsduren aus vorangegangenen Messungen gestort werden. Dem
gegeniibergestellt konnte bei den Messungen mit dem Perkin Elmer-Gerit nie ein Carry-Over-
Effekt beobachtet werden, siehe Bild 31 (S. 47). Bei allen durchgefiihrten Blank Messungen
(Injektion von 1 pl Aceton) nach einer Harzséure-Analyse, egal ob mit der DB-1701 30 m oder

DB-1701 60m Saule, trat dieser Effekt nie auf.

uW(x1,000)

Fet. Tume 29288 Infen -37]
3.0+
20] f
104 angereicherte Harzsiiurefraktion (AH) /\ }\A ‘ \ ﬂ\
] A\ Ju J \ R X
00—- : 2 =
1 Aceton Blank nach der Messung der angereicherten Harzsiurefraktion (AH)
275 280 285 290 295 300 305 310 315 320 325 330 335 340 345 350 355 360 365 nun

Bild 30: GC der angereicherten Harzséurefraktion (AH, siehe Bild 3, S. 6) mit anschlieBender Blank Kontrolle beim
Shimadzu GC-2010 System (siehe Tabelle 2, S. 10 und Tabelle 3, S. 11)

u¥i(x1,000)
58 Chromatogram Tel.Tome 21266 Inmten 1,752

53
579
56
5.5-:
544
534

5.2

s angereicherte Harzsiiurefraktion (AH)

5.0

4.9

43 Aceton Blank nach der Messung der angereicherten Harzsiinrefraktion (AH)

155 180 185 110 115 150 185 190 195 200 205 210 2ls 220 225 min

Bild 31: GC der angereicherten Harzsdurefraktion (AH, siehe Bild 3, S. 6) mit anschlieBender Blank Kontrolle beim Perkin
Elmer Autosystem XL System (siehe Tabelle 2, S. 10 und Tabelle 3, S. 11)
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Dabher ist die Frage, was die Ursache fiir dieses Problem darstellt, weil die Kontamination auch
noch nach Reinigung des Auto-Injektors, Austausch des Septums und nach manueller Injektion
vorhanden war.

Eine weitere Vermutung war, dass der Altersunterschied dieser zwei Gerdte ausschlaggebend
sein konnte. Was bedeuten wiirde, dass LOD bzw. LOQ des Perkin Elmer Systems hoher ist als
beim Shimadzu System und daher dieser Carry-Over-Effekt beim dlteren Gerit nicht messbar
ist. In Kapitel 4.4.1 (S. 49) ist die Ermittlung dieser Parameter des Perkin Elmer Autosystem
XL aufgezeigt. In Tabelle 22, S. 48 sind die eruierten Signal/Rausch-Verhéltnisse (S/R) des
Shimadzu GC-2010 dargestellt, mit den Daten aus den Messungen fiir die von Aichner (2017)
erstellte Eichgerade.

Tabelle 22: S/R-Verhiltnisse des Shimadzu GC-2010 Systems (siche Tabelle 2, S. 10 und Tabelle 3, S. 11)

Dg‘;‘; " 32&?::1 DHAA Hohe Raﬁ‘z;egxg;he S/R-Verhiltnis
0.0025 0,001 1383 6,05571 23:1

0.025 0,01 2067 6,05571 34:1

0.125 0,05 574.6 6,05571 95:1

0.25 0.1 1229.6 6,05571 203:1

1.25 0.5 34532 6.05571 570:1

25 1 10261 6,05571 1694:1

3,75 1,5 21249 6,05571 3509:1

Wenn man nun Tabelle 22 (S. 48) und Tabelle 25 (S. 51) vergleicht, wird ersichtlich, dass der
Shimadzu 2010-GC in kleineren Konzentrationen messen kann und zwar um zirka das 4-fache
unter denen des Perkin Elmer-Gerites. Wobei anzumerken ist, dass es beim Shimadzu-Gerit
massive Probleme mit der Reproduzierbarkeit bzw. Linearitdt der S/R-Verhéltnisse gegeben
hat.

Um das Ausmal des Carry-Over-Effekts darzustellen, wird {iber mehrere Messungen die AUC
eines Harzsdurepeaks mit der AUC des dazugehorigen ,,Ghostpeaks* bei derselben
Retentionszeit verglichen. In Tabelle 23 (S. 49) sieht man, dass ein ,,Ghostpeak* bei einer
Blank-Messung direkt nach der Harzsdure-Messung zirka 4-10 % des urspriinglichen
Harzséurepeaks ausmacht.

Unter Betrachtung dieser beiden Gesichtspunkte erscheint es sehr unwahrscheinlich, dass der
Perkin Elmer etwaige Verunreinigungen nie aufgezeichnet hitte. Aulerdem konnte mit diesem
Gaschromatographen eine lineare Eichgerade, siche Kapitel 4.4.2 (S. 51), erstellt werden, bei
welcher die Peakflichen nicht durch Kontamination aus vorigen Messungen beeinflusst

wurden.
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Eine weitere These war, dass durch die Apolaritit der ZB-5 Sdule die Harzsduren auf der
stationdren Phase haften bleiben und diese bei den nidchsten Messungen mitgerissen werden.
Diese Vermutung konnte aber schnell widerlegt werden, da nach Einbau der DB-1701 60 m
Sdule im Shimadzu 2010-GC ebenfalls ein Carry-Over-Effekt zu beobachten war.

Daher kam man zu der Annahme, dass sich die Harzsduren irgendwo im Gerét anreichern, z.B.
beim Splitventil oder der Septumspiilung, von dort nach und nach wieder in die Messungen

einflieBen und diese dadurch verfalschen.

Tabelle 23: AUC Vergleiche von Harzsdurepeaks und deren Ghostpeaks beim Shimadzu 2010 GC (siehe Tabelle 2, S. 10
und Tabelle 3, S. 11)

AUC Retenfionszeit AUC Retentionszeit | prozentsatz des Ghostpeaks
Eint e Harzsalfrepeak el Ghost.peak zunI}I urs?rungllclilen
[mln] [mln] arzaurepea:
8535 32,6 644,5 32,6 7,55
31023 31,4 1174 31,4 3,78
32379 31,5 133,6 31,5 4,13
5130,31 343 320,3 343 6,24
9719,3 32,6 1029,5 32,6 10,59
10688,4 32,6 757,1 32,6 7,08
9364,5 31,3 397,1 31,4 4,24
5055,4 30,0 273,9 30,0 5,42
4.4. Quantifizierung von Dehydroabietinsaure

Um einen Analyten quantifizieren zu konnen, miissen zuerst die Nachweisgrenze (LOD, limit
of detection) und die Quantifizierungsgrenze (LOQ, limit of quantification) bestimmt werden
(sieche Kapitel 4.4.1, S. 49). AnschlieBend wird in Kapitel 4.4.2 (S. 51) eine Eichgerade bei
unterschiedlichen DHAA Einwaagen erstellt und ein Standardkorrekturfaktor mit dem interner

Standard Palmitinsduremethylester berechnet.

4.4.1.LOD + LOQ

Die Nachweisgrenze (LOD, limit of detection) und die Quantifizierungsgrenze (LOQ, limit of
quantification) sind zwei wichtige Parameter zur Validierung einer analytischen Methode, um
ein verldssliches Verfahren zu garantieren (Sanagi et al., 2009). Beim LOD wird die niedrigste
Konzentration eines Analyten ermittelt, die gerade noch nachweisbar ist, aber nicht unbedingt
quantifiziert werden kann. Beim LOQ wird jene niedrigste Konzentration eines Analyten

ermittelt, die unter Einhaltung von Genauigkeit und Prézision quantifizierbar ist (ICH
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Guidlines, 1994). Um diese Werte zu bestimmen, konnen verschiedene Methoden angewendet
werden. Im Zuge dieser Diplomarbeit wird das Signal-Rausch-Verhiltnis (signal-to-noise ratio)
errechnet. Fiir das LOD betrdgt dieses Verhéltnis 3:1 und fiir das LOQ 10:1. Der dafiir
verwendete Gaschromatograph Perkin Elmer Autosystem XL GC und die stationdre Phase sind
in Kapitel 3.3 (S. 8) genauer beschrieben.

Es wurden 11 verschiedene Analysen an unterschiedlichen Tagen durchgefiihrt. Aus diesen
erhaltenen Chromatogrammen wurden dann jeweils 5-9 Rauschpeaks (noise) zuféllig tiber die
gesamte Messung ausgewdihlt, und deren Peakhohen mit dem Lineal manuell ausgemessen

(siche Tabelle 24, S. 50).

Tabelle 24: Mit dem Lineal ausgemessene Peakhdhen des Rauschens aus elf verschiedenen GC-FID Messungen mit dem
daraus errechneten Mittelwert; GC-FID System siehe Tabelle 2, S. 10 und Tabelle 3, S. 11

Rauschen Peakhdohe:

Peak 1 |[Peak2 |[Peak3 |Peak4 |Peak5 |Peak6 |Peak7 |Peak8 |Peak9
Messung 1: | 0,0050 | 0,0070 | 0,0050 | 0,0017 | 0,0003 | 0,0030
Messung 2: 0,0038 | 0,0066 | 0,0038 | 0,0010 | 0,0003 | 0,0003
Messung 3: | 0,0068 | 0,0020 | 0,0004 | 0,0003 | 0,0005 | 0,0080
Messung 4: 0,0010 | 0,0060 | 0,0030 | 0,0012 | 0,0006 | 0,0014
Messung 5: | 0,0049 | 0,0064 | 0,0005 | 0,0022 | 0,0008 | 0,0009 | 0,0002 | 0,0015
Messung 6: 0,0060 | 0,0060 | 0,0020 | 0,0003 | 0,0020 | 0,0009 | 0,0020 | 0,0028
Messung 7: | 0,0057 | 0,0028 | 0,0011 | 0,0004 | 0,0003 | 0,0006 | 0,0005 | 0,0003 | 0,0004
Messung 8: 0,0031 | 0,0040 | 0,0003 | 0,0004 | 0,0006 | 0,0005 | 0,0004 | 0,0019 | 0,0015
Messung 9: | 0,0030 | 0,0023 | 0,0007 | 0,0002 | 0,0003 | 0,0004 | 0,0003 | 0,0005 | 0,0004
Messung 10: | 0,0030 | 0,0032 | 0,0003 | 0,0003 | 0,0002
Messung 11: | 0,0021 | 0,0020 | 0,0007 | 0,0004 | 0,0003 | 0,0004 | 0,0006 | 0,0005 | 0,0004
Mittelwert der Rausch-Peakhohe aus allen Messungen = 0,0019

Aus diesen Rausch-Peakhohen kann dann ein Mittelwert berechnet werden. Dieser Mittelwert
wird nun mit den Peakhohen von verschiedenen Konzentrationen des zu quantifizierenden
Analyten, in unserem Fall DHAA (siche Kapitel 4.4.2, S. 51), ins Verhéltnis gesetzt (siche
Tabelle 25, S. 51). Daher ergibt sich ein LOD von 0,025 mg/ml (S/R 4:1) und ein LOQ von
0,0375 mg/ml (S/R 10:1).
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Tabelle 25: Signal/Rausch-Verhiltnisse unterschiedlicher DHA A-Konzentrationen zum Rauschen

DHAA in | DHAA in DHAA Mittelwert S/R-Verhiltnis
mg/ml mg/0,4 ml Hohe Rauschen Hohe

0,025 0,01 0,008 0,0019 4:1

0,05 0,02 0,009 0,0019 5:1

0,075 0,03 0,038 0,0019 20:1

0,125 0,05 0,068 0,0019 36:1

0,25 0,1 0,12 0,0019 63:1

1,25 0,5 0,71 0,0019 374:1

2,5 1,0 1,4 0,0019 737:1

3,75 1,5 2,1 0,0019 1105:1

4.4.2. Eichgerade

Um DHAA zu quantifizieren, wird eine Eichgerade bei verschiedenen Einwaagen des Analyten
erstellt. Wobei sich durch die erhaltenen Peakfldchen ein linearer Bereich ergeben sollte. In
einer vorherigen Diplomarbeit (Aichner, 2020) wurde mit Palmitinsduremethylester ein
passender interner Standard fiir DHAA gefunden. Von diesem internen Standard wurden immer
0,3 mg zu der jeweiligen Konzentration von DHAA zugegeben. Jede Probenkonzentration wird
mit 200 pl Methyl-8-Reagenz derivatisiert und nach 30-miniitiger Erhitzung bei 85° im
Trockenschrank werden 200 pl Pyridin dazugegeben. Nach der Messung mittels GC werden
die Peaks des internen Standards und der DHAA integriert und so die AUC bestimmt. Mit dem
Standardkorrekturfaktor werden dann die Peakfldchen im Verhéltnis zur Einwaage miteinander

verglichen. Mit nachstehender Formel kann dieser bestimmt werden.

Einwaage DHAA = AUC interner Standard

Standardk kt ktor =
andardkorrekturfaktor AUC DHAA * Einwaage interner Standard

In Tabelle 26 (S. 52) sind nur Standardkorrekturfaktoren von jenen Konzentrationen fett
geschrieben, die laut LOQ, siehe Kapitel 4.4.1 (S. 49), auch quantifizierbar sind. Diese
Standardkorrekturfaktoren schwanken im unteren Konzentrationsbereich (0,01-0,03 mg/0,4
ml) recht stark, weshalb es bei diesen Einwaagen auch Abweichungen von der Linearitét der
erstellten Eichgerade gibt. Griinde dafiir konnten sein, dass die Messung so nahe an die
Quantifizierungsgrenze reicht und daher ungenau wird oder, dass bei diesen kleinen
Analytkonzentrationen die  Derivatisierung zu  Verfidlschungen fiihrt.  Weitere

Quantifizierungen von anderen Harzsduren werden dariiber hoffentlich Aufschliisse liefern.



Tabelle 26 (S. 52) zeigt, dass nur im gelb hinterlegten Konzentrationsbereich zwischen 0,05-
1,5 mg/0,4 ml DHAA im linearen Bereich gearbeitet werden kann. Die dazugehdrige grafische
Darstellung ist in Bild 32 (S. 52) abgebildet.

Tabelle 26: Ermittlung des Standardkorrekturfaktors von DHAA mit Palmitinsduremethylester als interner Standard

Einwaage Einwaage AUC AUC
DHAA ingmg Standard i%l mg | DHAA Standard SELLELGL Dl EL
0,01 0,3 36,1 1551,3 1,4324
0,02 0,3 50,2 1091,1 1,4490
0,03 0,3 216,9 3495,8 1,6117
0,05 0,3 3299 2088,2 1,0550
0,1 0,3 645,7 1948,2 1,0057
0,5 0,3 4042,9 2025,7 0,8351
1 0,3 8012,2 1851,9 0,7705
1,5 03] 12212,9 1841,3 0,7538
Mittelwert Standardkorrekturfaktor: 1,0687
Standardabweichung Standardkorrekturfaktor: 0,3382
relative Standardabweichung Standardkorrekturfaktor: 31,65%
Mittelwert Standardkorrekturfaktor: 0,8840
Standardabweichung Standardkorrekturfaktor: 0,1381
relative Standardabweichung Standardkorrekturfaktor: 15,62%

0,05-1,5 mg/0,4 ml DHAA
14000
12000 L
10000 e
8000 .

6000

AUC DHAA

4000 L

2000

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
DHAA in mg/0,4 ml

Bild 32: DHAA Eichgerade von den Konzentration 0,05 mg/0,4 ml, 0,1 mg/0,4 ml, 0,5 mg/0,4 ml, 1 mg/0,4 ml und
1,5 mg/0,4 ml
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5. Diskussion und Schlussfolgerung/Ausblick

Harzséduren sind die Hauptkomponenten des Fichtenfaulpechs, die wahrscheinlich entscheidend
am wundheilenden Prozess dieses traditionellen Arzneimittels beteiligt sind. Daher sind die
Quantifizierung und Isolierung dieser Diterpen-Séuren ein entscheidender Schritt hin zur
Qualitatskontrolle solcher Balsame.

Weil diese Harzsduren strukturell sehr dhnlich sind und andere chromatographische Methoden,
wie Sadulenchromatographie oder HPLC, nicht zu einer Trennung gefiihrt haben, wurde fiir
diese Diplomarbeit die HPCCC zur Isolierung der Harzsduren herangezogen. Mit einem
vierstufigen HPCCC-Elutionsprogramm gelang es, aus einer durch fliissig-fliissig Extraktion
mit anschlieender Ionenaustauschchromatographie erhaltenen angereicherten
Harzsdurefraktion (AH, siehe Bild 3, S. 6), zwei Harzsduren zu isolieren und zwar
Dehydroabietinsdure (DHAA) und Levopimarsdure (siche Bild 28, S. 43). Savluchinske-Feio
et al. (2006) beschreiben eine Reihe von antimikrobiellen Effekte fiir DHAA, Derivate von
DHAA und andere Harzs4uren, wie Abietinsiure und Isopimarsiure. Uber Levopimarsiure ist
noch keine Literatur vorhanden, in der eine Wirkung gegen pathogene Keime, die auch an
Infektionen von Wunden beteiligt sind, beschrieben wird.

AuBerdem war es mittels HPCCC gelungen, in mehreren Fraktionen zwei weitere Harzséuren
anzureichern, die man, wie bei Martin et al. (2006), eventuell mit einer semi-priaparativen
HPLC Methode auftrennen konnte. Zuséatzlich wére sehr interessant, wie sich die Harzsduren
in den Fraktionen verteilen, wenn man die vorgereinigte Harzsdurefraktion (VH, siehe Bild 3,
S. 6) verwendet, da sich bei dieser die Peak-Verhéltnisse zur AH unterscheiden (siehe Bild 12,
S. 24).

Dariiber hinaus konnten aus der AH noch zwei polare Begleitsubstanzen isoliert werden,
SGtg37 und SGtg38. Weitere Untersuchungen miissen hier noch zeigen, um was fiir Substanzen
es sich dabei handelt.

Da zur Auftrennung von Harzsduregemischen mittels HPCCC keine Literatur vorhanden ist,
musste eine geeignete HPCCC-Methode entwickelt werden. Wéhrend dieser Phase ergaben
sich einige Probleme, die hier kurz dargelegt werden. Weil die Auftrennung mit
Loésungsmittelgemischen durchgefiihrt wurde, die vermehrt apolare Anteile aufwiesen, ergaben
sich oft Druckprobleme im Schlauchsystem der HPCCC, was zu instrumentellen
Komplikationen fiihrte. Durch Spiilung des Systems vor jeder Methodendurchfiihrung konnten

diese Schwierigkeiten beseitigt werden. Aullerdem war die Auswertung aufwendig, weil sehr

~53 ~



viele Fraktionen gesammelt wurden, die zuerst mittels DC und anschlieBend mittels GC
untersucht werden mussten.

Zusitzlich kann noch angemerkt werden, dass sich diese HPCCC-Methode sehr gut zur
Aufreinigung der AH eignet, um noch enthaltene polare Begleitsubstanzen zu entfernen.

In zukiinftigen Arbeiten konnte dieses HPCCC-Elutionsprogramm auch verwendet werden, um

sich anzuschauen, wie sich die Harzsduren aus der NaHCO3 Fraktion auftrennen lassen.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Quantifizierung der Dehydroabietinsiure, welche schon
zuvor mittels LPLC isoliert werden konnte (G6ls). Es konnte mit dem Perkin Elmer Autosystem
XL eine lineare Eichgerade im Bereich von 0,05-1,5 mg/0,4 ml bzw. 0,125-3,75 mg/ml
generiert werden (siehe Bild 32, S. 52). Da es bei fritheren Harzsdure-Messungen mit dem
Shimadzu GC-2010 zu einem Carry-Over-Effekt kam, konnten Quantifizierungen nur mit
langwierigen Spiilprogrammen durchgefiihrt werden. In dieser Arbeit wurde die Methode auf
beiden Geriten validiert, und man kam zu dem Schluss, dass der Carry-Over-Effekt bei den
Harzséure-Messungen ein geritespezifisches Problem der Shimadzu-Anlage darstellt. Diese
Harzséuren aus vorangegangenen Messungen reichern sich wahrscheinlich irgendwo im Gerét
an, zum Beispiel beim Splitventil, der Septumspiilung oder am Siuleneingang. Es wird daher

vorgeschlagen kiinftige Quantifizierungen von Harzsduren mit der Perkin Elmer-Anlage

durchzufiihren.
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6. Zusammenfassung/Abstract

Das Fichtenfaulpech wird seit vielen Jahren als traditionelles Arzneimittel zur Wundheilung
eingesetzt. Dieses Exsudat, welches von der Gewdhnlich-Fichte (Picea abies (L.) H. KARST.,
Pinaceae) zum Schutz vor Pathogenen produziert wird, kann von der Austrittsstelle abgeschabt,
mit Schweineschmalz oder Butter erhitzt, als Salbe topisch angewendet werden. Die
Wirksamkeit gegen Mikroorganismen, die fiir Infektionen von Wunden verantwortlich sind,
sowie die Unterstiitzung von wundheilungsfordernden Prozessen sind in der Literatur bereits
beschrieben. Zusitzlich zeigten Studien an Patienten mit Ulcera und komplizierten
Operationswunden das Potential dieser Zubereitungen.

Vor allem die Diterpen-Harzsduren als Hauptkomponenten sind ein wichtiger Baustein dieser
wundheilungsfordernden Mechanismen. Um einen Uberblick iiber die pharmazeutische
Qualitdt der eingesetzten pflanzlichen Produkte zu erlangen ist es wichtig, diese Harzsduren zu
isolieren und zu quantifizieren.

Das Ausgangssubstanzgemisch zur Erreichung dieser Ziele war eine angereicherte
Harzsdurefraktion (AH), die {ber fliissig-fliissig Extraktion und Ionenaustausch-
chromatographie aus dem Fichtenfaulpech gewonnen worden war. Eine erste
gaschromatographische Analyse dieser Fraktion zeigte das Vorhandensein von acht
Harzsduren. Durch kéuflich erworbene Reinsubstanzen konnte dieses fiir die Messungen in
dieser Arbeit verwendete Substanzgemisch mittels GC weitgehend charakterisiert werden. Das
Ziel dieser Diplomarbeit war es, die Harzséuren dieser Fraktion zu isolieren.

Da die Substanzen strukturell sehr &hnlich aufgebaut sind, ist es eine analytische
Herausforderung, diese aufzutrennen. Im Rahmen dieser Arbeit gelang es, mittels High
Performance Counter Current Chromatography (HPCCC) die beiden Harzséuren
Dehydroabietinsdure und Levopimarsdure, sowie zwei weitere noch unbekannte Substanzen,
SGtg37 und SGtg38, zu isolieren. Der entscheidende Trennerfolg wurde durch einen fein
abgestuften Elutionsgradienten {iber mehrere Schritte hinweg erzielt. Dabei kamen vier mobile
Phasen eines Losungsmittelgemischs aus Hexan, Ethylacetat, Methanol und Wasser (HEMWat)
zum Einsatz. Bei diesem im Umkehrphasenmodus ablaufenden Verfahren wurden stufenweise
HEMWat-Systeme mit sinkender Polaritét in das System geleitet. Durch diese Methode gelang
auBBerdem die Abreicherung von polaren Begleitsubstanzen und Verunreinigungen.

Dariiber hinaus wurde in dieser Arbeit eine Validierung einer GC-Methode durchgefiihrt. Dabei
kamen eine DB 1701 60 m Saule als stationire Phase und ein zweistufiger Temperaturgradient

zum Einsatz, bei dem der Sdulenofen bis auf 280 °C aufgeheizt wurde. Detektiert wurde mit
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einem Flammenionisationsdetektor. Die Proben wurden vor der Analyse einer Derivatisierung
mittels Methylierung unterzogen. Dehydroabietinsdure stand in ausreichenden Mengen zur
Verfiigung und wurde fiir die Validierung herangezogen. Der ermittelte lineare Bereich lag fiir
diese Substanz in einem sehr kleinen Konzentrationsbereich (0,05-1,5 mg/0,4 ml bzw. 0,125-
3,75 mg/ml), das Limit of Detection (LOD) wurde mit 0,025 mg/ml (S/R 4:1) und das Limit of
Quantification (LOQ) mit 0,0375 mg/ml (S/R 10:1) ermittelt.

Abstract

Norway spruce balm has been used as traditional medicine for many years to cure wounds. This
exudate, which is produced by Norway spruce (Picea abies (L.) H. KARST., Pinaceae), protect
the tree against pathogens. It can be scrapped off the emersion point at the trunk. After heating
with butter or lard the ointment can applied topically. The antimicrobial effect against
microorganisms that are responsible for infections of wounds, as well as the support of wound
healing processes has already been proven in studies. In addition, studies on patients with
pressure ulcers and complicated surgical wounds have shown the potential of this formulations.
Above all, the diterpene resin acids as the main components play an important role in the wound
healing mechanisms that the Norway spruce balm trigger. To gain an overview of the
pharmaceutical quality of these herbal products, it is fundamental to isolate and quantify these
resin acids.

The substance mixture to achieve these goals was a resin acid fraction (AH), which was
obtained from the balm via liquid-liquid separation and ion exchange chromatography. A first
gas chromatographic analysis showed that this fraction contains eight resin acids. In this thesis
the AH was widely characterized with commercially available resin acids via gas
chromatography. The aim of this diploma thesis was to isolate the resin acids of this fraction.
Because the substances have a very similar structure, it is an analytical challenge to separate
them. Within the frame of this diploma thesis it was possible to isolate two resin acids,
dehydroabietic acid and levopimaric acid, as well as two yet unknown substances, SGtg37 and
SGtg38, using high performance counter current chromatography. The decisive success of the
separation was achieved through a gradient elution program over several steps. Four mobile
phases of a solvent mixture of hexane, ethyl acetate, methanol and water (HEMWat) were used.
In this reversed phase program HEMWats with decreasing polarity were added stepwise into
the instrumentation. In addition, this method also enabled the depletion of polar accompanying

substances and impurities.
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Furthermore, a validation of a GC method was carried out. The stationary phase was a DB-1701
60 m column. A two-phase temperature program was used in which the column oven was heated
up to 280 °C. A flame ionization detector was used for the detection. Derivatisation of the
sample via methylation is necessary that the resin acids can be analysed via GC. Dehydroabietic
acid was available in adequate quantities and was used for validation. The linear range
determined for this substance was in a very small concentration range (0.05-1.5 mg/0.4 ml or
0.125-3.75 mg/ml), the limit of detection (LOD) was 0.025 mg/ml (S/N 4:1) and the limit of
quantification (LOQ) was 0,0375 mg/ml.
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8. Abkiirzungsverzeichnis

AH
AUC

DC

DCM
DHAA

et al.

FID

GC

HCl
HEMWat
HPCCC

HPLC

LOD
LOQ
LPLC

MS
NaHCO;3
NaOH
NMR
NP
OAB
opP
RP
rpm
Rf
S/R
UP
VH

Angereicherte Harzsaurefraktion

area under the curve

Kohlenstoff

Diinnschichtchromatographie

Dichlormethan

Dehydroabietic acid, Dehydroabietinsdure

et alii (lat.)

Flammenionisationsdetektor

Gaschromatographie

Salzsdure

hexane, ethyl acetate, methanol, water

high performance counter current chromatography,
Hochleistungs-Gegenstromverteilungschromatographie
High performance liquid chromatography,
Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie
Verteilungskoeffizient

limit of detection, Nachweisgrenze

limit of quantification, Quantifizierungsgrenze
Low pressure liquid chromatography,
Niederdruck-Fliissigchromatographie
Massenspektrometrie

Natriumhydrogencarbonat

Natriumhydroxid

nuclear magnetic resonanz, Kernspinresonanzspektroskopie
,normal phase‘ / Normalphase

Osterreichisches Arzneibuch

Oberphase

,reversed phase‘ / Umkehrphase

revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute
Retentionsfaktor

Signal/Rausch

Unterphase

Vorgereinigte Harzsurefraktion



9. Anhang
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Bild A 1: GC-Fraktionsvergleich der hellroten DC-Bande der HPCCC Methode 210P_21UP-27UP RP (siche Kapitel 3.4.2,
S. 17 und Kapitel 4.2.4, S. 35); GC-FID siehe Tabelle 2, S. 10 und Tabelle 3, S. 11
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Bild A 2: GC-Chromatogrammvergleich der mit der HPCCC Methode 210P_21UP-27UP RP (siehe Kapitel 3.4.2, S. 17 und
Kapitel 4.2.4, S. 35) isolierten Levopimarsdure und der kduflich erworbenen Levopimarsdure; GC-FID siehe Tabelle 2, S. 10
und Tabelle 3, S. 11
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Bild A 3: Trennung des Doppelpeaks bei verschiedenen Temperaturprogrammen (siche
Tabelle 21, S. 46) mit der DB-1701 30 m Saule; GC-FID siche Tabelle 2, S. 10 und Tabelle 3, S. 11
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