Analytische und
toxikologische Untersuchungen
von Friichten von Morinda citrifolia

(V Cuvillier Verlag Gottingen

Internationaler wissenschaftlicher Fachverlag




Analytische und toxikologische Untersuchungen

von Friichten von Morinda citrifolia

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



Analytische und toxikologische Untersuchungen

von Friichten von Morinda citrifolia

Von der Fakultat fur Lebenswissenschaften
der Technischen Universitat Carolo-Wilhelmina zu Braunschweig
zur Erlangung des Grades eines
Doktors der Naturwissenschaften
(Dr. rer. nat.)

genehmigte

Dissertation

von Sebastian Tolle

aus Wernigerode

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



Bibliographische Informationen der Deutschen Nationalbibliothek
Die Deutsche Nationalbibliothek verzeichnet diese Publikation in der
Deutschen Nationalbibliografie; detaillierte bibliografische Daten
sind im Internet Uber http://dnb.d-nb.de abrufbar.

1. Aufl. — Gottingen: Cuvillier, 2012

Zugl.: (TU) Braunschweig, Univ., Diss., 2012

© CUVILLIER VERLAG, Gottingen 2012
Nonnenstieg 8, 37075 Gottingen
Telefon: 0551-54724-0

Telefax: 0551-54724-21

www.cuvillier.de

Alle Rechte vorbehalten. Ohne ausdriickliche Genehmigung des Verlages
ist es nicht gestattet, das Buch oder Teile daraus auf fotomechanischem
Weg (Fotokopie, Mikrokopie) zu vervielfaltigen.

1. Auflage, 2012

Gedruckt auf sdurefreiem Papier

ISBN 978-3-95404-060-5

1. Referent: Prof. Dr. P. Winterhalter
2. Referent: apl. Prof. Dr. U. Engelhardt
eingereicht am: 18. Dezember 2011
miindliche Prifung (Disputation) am: 09. Mérz 2012

Druckjahr 2012

Dissertation an der Technischen Universitat Braunschweig,

Fakultat fir Lebenswissenschaften

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



VORVEROFFENTLICHUNGEN DER DISSERTATION

Teilergebnisse aus dieser Arbeit wurden mit Genehmigung der Fakultat fiir Lebenswissen-
schaften, vertreten durch den Mentor der Arbeit, in folgenden Beitragen vorab ver-

offentlicht:

Publikationen

Tolle S., Lander V., Winterhalter P. Authentication of Fruit Juices Derived from Morinda
citrifolia (Noni). Ebeler S.E., Takeoka G.R., Winterhalter P. (eds) In: Progress in
Authentication of Food and Wine. ACS Symp. Series 1081, American Chemical Society:
Washington DC, 2011, pp. 249-258.

Tolle S., Honig S., Lander V., Winterhalter P. Results of Brine shrimp lethality assay of
fermented and fresh fruit juices from Morinda citrifolia (Noni). In: Proceedings of the Euro
Food Chem XV. Food for the future—the contribution of chemistry to improvement of food

quality. Faculty of Life Sciences, University of Copenhagen, Denmark (2009), Vol. Il, pp 37-41.

Tagungsbeitrage

Tolle S., Lander V., Winterhalter P. Authentication of Fruit Juices Derived from Morinda
citrifolia (Noni). Progress in Authentication of Food and Wine Symposium held in conjunction
with the American Chemical Society (ACS) 239" National Meeting. Division of Agricultural
and Food Chemistry. San Francisco, CA (21.-22. Méarz 2010).

Tolle S., Lander V., Stodt U., Winterhalter P. Préparative Isolierung von Inhaltsstoffen aus
Morinda citrifolia L. (Noni) mittels Countercurrent Chromatography. 39. Deutscher
Lebensmittelchemikertag, Hohenheim (2010), Abstract erschienen in Lebensmittelchemie,
2011.

Tolle S., Lander V., Schmid W., Winterhalter P. Unterscheidung von fermentierten und
frischen Fruchtsaften aus Morinda citrifolia (Noni) anhand fllichtiger Inhaltsstoffe. 38.
Deutscher Lebensmittelchemikertag, Berlin (2009), Abstract erschienen in
Lebensmittelchemie, 2010, 64, 86.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



DANKSAGUNG

Ein grolRer Dank gilt allen, die mich wahrend dieser Zeit unterstiitzt haben. Denen, die diesen
wundervollen Doktorwagen konzipiert und umgesetzt haben und nicht zu vergessen den

Doktorhut angefertigt haben. Ihr seid groRartig!

Lieber Prof. Peter Winterhalter, meinen herzlichsten Dank, dass ich bei lhnen meine
Dissertation anfertigen durfte. Die Reisen, die ich unternehmen durfte und die Konferenzen,
die ich besucht habe, waren groRartige Erfahrungen, die mich in meinem Leben weiter-

gebracht haben. Vielen Dank fiir das entgegengebrachte Vertrauen und die Unterstiitzung.

Herzlicher Dank gebiihrt auch Frau Dr. Vera Lander vom Bayerischen Landesamt fiir Gesund-
heit und Lebensmittelsicherheit fir die Finanzierung des Projekts und die fortwahrende

Unterstlitzung bei der Bearbeitung der Aufgaben.

Herrn Prof. Ulrich Engelhardt danke ich fiir die Ubernahme des Zweitgutachtens der
Dissertation. Vielen Dank auch an Herrn Prof. Ingo Rustenbeck fiir die Ubernahme des

Vorsitzes der Prifungskommission.

Ein grolRes Dankeschon geblihrt auch Herrn Prof. Dieter Schrenk von der TU Kaiserslautern
fir die Durchfliihrung der Hepatotoxizitats-Tests und die Hilfe bei der Auswertung der

Ergebnisse.

Vielen Dank dem gesamten Institut fiir Lebensmittelchemie. Es war eine wunderbare Zeit
mit euch. Ich habe mich immer wohlgefihlt, habe viel gelernt und bin immer gern hier

gewesen. Besonders hervorheben mochte ich:

e Pl-Betreuer-Crew: Heike Scharnhop und Fabian Weber

e Pll-Betreuer-Crew 1. Besetzung: Tuba Esatbeyoglu

e PlI-Betreuer-Crew 2. Besetzung: Stefanie Drager, Recep Gok, Sebastian Macke
e NMR-Spektren: Silke Hillebrand, Gerold Jerz, Monika Messerer

e Literatur und Korrekturen: Carola Balcke

e Annika Burmeister, Miriam Adriana Rodriguez Arzaba, Andrea Wilkens

e WAs: Susann Honig, UIf Stodt, Christine Gabriel, Sarah Richter, Sabrina Zinn
Vielen Dank fir die Unterstlitzung und den Riickhalt liebe Eltern, GroRReltern, Schwieger-

eltern und kleiner Bruder Christian. Danke, dass lhr alle immer an mich geglaubt habt.

Julia. Vielen Dank fur alles. Ich liebe dich.

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



INHALT

ABKURZUNGEN IX
ABBILDUNGEN X1
TABELLEN XXI
1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG 1
2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN 3
2.1 Die Pflanze Morinda CitrifoliQ ...........euceeeeneerenneerencerenncereaneerenneereneeeanenes 3
2.1.1 Taxonomie und MOorphologie .......cccuuviieeiiii e 3
2.1.2 Wachstumsbedingungen und Verbreitung ........c.covvveccveeeeeeeeieeccciireeeeeen, 5
2.13 Ethnobotanik und Vermarktung von NONi ......cccveeeveiiieeeiriiiee e 6
2.1.4 Kultivierung von Morinda citrifolia auf Hawai‘i........cccccceeeeviciiieeeeces 11
2.15 Produktion von NOoni-Saft .........ceeeiiiiiiiiiie e 12
2.1.5.1 Herstellung und Mikrobiologie von fermentiertem Saft .........cccooeieeiiiceeeennneen. 12
2.1.5.2 Herstellung von frischem Saft.........oooviiiiii e 15

2.1.6 Phytochemie von Morinda CitrifoliQ................ccoueeeeciieeeeciiieececieee e 15
2.1.6.1 Nichtfllichtige INhaltsstoffe......cocuiiiiee e 15
2.1.6.2 Flichtige INhaltsstoffe. ... e 19

2.1.7 Biosynthese ausgewahlter Inhaltsstoffe ........ccccceeeviiieicciiiec e, 20
21.7.1 Lignane und NEOKIZNANE ....cccuviiiiiiiee et s e e s ebaeeeeeans 20
2.1.7.2 ([T o] o 1P PPRPPPIN 25

2.1.8 Problematik NONI......ccuiiiiiieiieeeee e 27
2.1.8.1 TOXIKOIOZIE .. et e e e eraee e aes 28
2.1.8.2 AUTNENTIZIEAT c.eveeiiieeciie et et st e s raee e sabeesbaeens 29

2.2 Praparative Trenntechniken .......ccccoivveeiiiiiiiniiiiinneiininnnnnenen. 30
2.2.1 Gegenstromverteilungschromatographie........cccceeeeeeeccineeeeeiee e, 30
2.2.1.1 (G U g T 1 7= =T o USSR 30
2.2.1.2 Auswahl des FlieBmittelSyStemS .....cccvuiiiiiiiiie e 32
2.2.1.3 High-speed countercurrent chromatography.......cccoecevveeiiiiieeicciiee s 33

2.2.2 Gelchromatographi€.. ... 36

2.3 Grundlagen zu einigen verwendeten Methoden .........cccccceeviiiiiinnnennnee. 37
2.3.1 Untersuchung der Zytotoxizitat mittels Brine-shrimp-Assay .........cccccueeene 37
2.3.2 Untersuchung der Zytotoxizitat mittels Resazurin (Alamar Blue) Assay.... 38

-V -

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



INHALT

2.3.3 Bestimmung des antioxidativen Potentials.......cccccuvveiviiiieeiniiiieeiniiiennn, 38
2.3.4 Bestimmung des Gesamtphenolgehalts........ccooveeeieiiiiiiiiiiieeeeeeeee, 39
3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 41
3.1 Nichtfliichtige Bestandteile .......cccceveereiieeiiiieniiieeirieenerieeneneenneerenceeennees 41
3.1.1 Saft von Morinda CitrifoliQ............cococeveveeiiiiieicceeee e 41
3.1.11 Herstellung der EXTrakte ....c.veeiveciiie e 41
3.1.1.1.1 FlUssig-FIUssig-EXtraktioNn........coccuiiiiiiiiiie ettt e 41
3.1.1.1.2 Adsorption an Amberlite XAD-7 UNd XAD-2 ........eeeeeiirieeeecieee et 43
3.1.1.2 Untersuchung der EXErakte ......coccueee ittt sbaee e 44
3.1.1.2.1 Dichlormethan-EXTrakie ........ccocoeeriiiiiiieiiee ettt 44
3.1.1.2.2 Ethylacetat-EXtrakte ...ccccueiiieiee e e e e 47
3.0.1.2.3 XAD-2-EXEraKte cueeeeeeiiieieiiieieee ettt ettt sttt 52
3.1.1.3 Zytotoxizitdt in Brine ShrimPs ..cueee i 56
3.1.14 Zytotoxizitdt in Rattenhepatozyten in Primarkultur........ccccooeeeiiiiiieiiniiiee e, 62
3.1.15 Antioxidative Kapazitat und Gesamtphenolgehalt der Extrakte .........c.cccceeuveeeen. 70
3.1.1.6 Isolierung und StrukturaufkIGruNg .......ccveeiiiiiii i 75
3.1.1.6.1 Isolierungen aus dem XAD-7-Extrakt von TAreif ......cccccevveviiii i 75
3.1.1.6.2 Isolierungen aus dem XAD-2-Extrakt von TAreif .......cccccooeviveiiccieee e 86
3.1.2 Steine und Pulpe von Morinda CitrifoliQ.............ccccouveeeiiieeeeciiieeeecieeeens 90
3.1.2.1 Herstellung der EXErakte ....c.vvveeiiiie et 90
3.1.2.2 Untersuchung der EXTrakte .......coccveeiiiiiiiie it 91
3.1.2.2.1 Dichlormethan-EXtrakte .......c.ccooiiiiiiiiiieeeeceee e 91
3.1.2.2.2 Ethylacetat-EXtrakte ....ooiiiiiii i 94
3.1.2.2.3 XAD-2-EXEIaKL c.vveeriieiiieeiiee sttt sttt et e e st st e et e e sabeestaeeaaeens 97
3.1.2.3 Antioxidatives Potential und Zytotoxizitat der Extrakte........ccccovvveiivciveeiiiiienenns 99
3.1.2.4 Isolierung und Strukturaufklarung ........cceeeiiiiii e 106
B.1.2.4.1 SEOINE it e e s 106
BL1.204.2 PUIPE ettt et et b e e bae e ate e sbeeeaee e aene 117
3.2 Fliichtige Bestandteile......ccccceereeeiieenieieeniereeneeienneetenereenerenneereaneesennes 122
3.2.1 Ubersicht tber die fliichtigen Verbindungen in frischen Saften.............. 122
3.2.2 Ubersicht iber die fliichtigen Verbindungen in fermentierten Siften.... 125
3.2.3 Vergleich der flichtigen Verbindungen .......ccooveeeveeieiieiiiineeeeece e, 129
3.231 ATKONOIE et 129
3.23.2 Carbonsduren und CarboNSAUIEESTEr .......c.eeveiriiriiiieeeee e 132
3.2.4 Gebundene fllichtige Verbindungen .........cccovveveeiiieicciieeee e, 135
3.3 Quantifizierung von Inhaltsstoffen in Friichten von Morinda citrifolia.138
3.3.1 Quantifizierungen und deren Nutzen fiir die Authentifizierung.............. 138
-VI| -

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



INHALT

3.3.1.1 F N 1= U1 (o 1] o Y- [ TS SEP 138
3.3.1.2 Yol o Yo 1] 4 1o U PERN 141
3.3.1.3 (2E,4Z,72)-Decatriensdure und dessen GIUCOSE-EStEr.......uuvvveeeviiiivrereeeeeeeniinnns 143
33.14 FUFaN-2-CarbONSAUIE......cccuiiiiiiiiiie ittt s b e sbae e 146
3.3.15 Isoamericanol A und ISOaMEricaninSAUre A......ccoocvieeeiiiieeeniiee e 149
3.3.2 Quantifizierungen in Pulpe und Steine.......ccccvvveeiiiiieiccieeee e, 155
3.3.21 ASPEIUIOSIASAUIE...eeiiuiiiee et ettt ettt e e et e e et e e e e ette e e e s bteeeesbaeeeesaraeeesasraeaeannes 155
3.3.2.2 Y ole] o o] [=1 u 1o NS SRR 157
3.3.2.3 (2E,42,77)-Decatriensaure und dessen GlUCOSE-ESter........ccovvveeevvreeeeecrvereeennnen. 158
4 EXPERIMENTELLER TEIL 161
4.1 Untersuchungsmaterialien .......cccceieeerieeiereecerenneereneerenneerenneereaneeeennes 161
4.1.1 Authentische Untersuchungsmaterialien........ccooveeveeiiiiiiiiiiiveeeeee e, 161
4.1.2 Kommerzielle Untersuchungsmaterialien........coccccoiivieeeeiiieccccciiieeeeee, 161
4.1.3 Verarbeitung der Untersuchungsmaterialien ........cccccovveviviiieeeiiniieennnns 163
413.1 Herstellung VON Saft........oooiiiii e 163
4.1.3.2 PUIPE UNG STEINE ..t e e st e e e s sraeeeas 164
4.2 Losungsmittel und Chemikalien ........cccceeviiveeeiiiiinnniiiniinniiinnieniiinnnenee. 164
4.3 Gerdteparameter und FlieBmittelsysteme .......cccceeirrvvvniiiiiinnniinnnnnnnnn. 165
43.1 FIUssigchromatographie ......ueeeee i e e e 165
43.1.1 HPLC-DAD ...ttt ettt e e e e s e nbe e e e e e s e sennnee 165
4.3.1.2 HPLC-ESI-MIS" .ttt ettt ettt eb et et s s neereanas 166
. Tt 0 0 A o 1 = PP PPPPPINN 166
4.3.1.2.2 ESIFIMIS/MIS ottt ettt ettt et st st e st st e s e et e et e e beebeenbeebe e baearaenraens 166
4.3.1.2.3 DAD-ESI-MS ...ttt ettt ettt ettt et b b naeae et 166
43.1.3 HR-ESIFMIS et e e e e s e e e s e s e 168
4.3.1.4 1T Y gL A =Y YA (=] 0 1 TSR SSURRNE 168
4.3.1.5 Praparative HPLC-UV/VIS........oo ittt ete et eae e enee e 170
4.3.2 GasChromMatograpPhi€ ..uueee i e e it 172
43.2.1 LT 15 172
4.3.2.2 GCAMIS e e e e e e e 172
43.3 High-Speed Countercurrent Chromatography ......ccccceeeeeeveviciiiveeeeneeeennn, 173
43.4 Diinnschichtchromatographie........cooocvveeeiiiiiiieicie e, 173
4.3.5 Nuclear Magnetic Resonance SpectroSCOPY ......ccccvvrerereeeeeeeeccccerreeeeeeeeenn. 174
4.3.6 UV-SPEKETOMEBLEN .. vveeeiie ettt e e e e e e e e eaans 174
43.7 (oo = T 4 1= (=] PSP PURPI 174
4.3.8 DateNaAUSWEITUNE covvvviiieie ettt e e e e e er e s e e e e e e eaeaeabaaas 174
-VII -

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



INHALT

5

6

7

4.4 Methoden ........cciiiiiiiiiicccirr e 175
44.1 FlGchtige VerbindUNZEN .......uveeeiieiiiicceeeeee e e 175
44.1.1 ProbenVOrbereitUNG ... e e e 175
4.4.1.2 Qualifizierung und Quantifizierung der fllichtigen Verbindungen .................... 175
4.4.1.2.1 QUANFIZIEIUNE weveeieeieee et ettt e e e e et e e e tr e e e e ntaeeeennaeeas 175
4.4.1.2.2 QUANTIIZIEIUNG ..eeeeiieie e e e e tre e e e et e e e e e are e e e enreeeeennreas 176
44.13 Enzymatische Freisetzung gebundener Aromastoffe .........cccvevieiniieiniecninnnne 176
4414 Synthese der heterocyclischen Acetale .........cccovieiniiiniiiiniiciee e 177
4.4.2 Nichtflliichtige Verbindungen ..., 177
4.4.2.1 FlUssig-FlUssig-Extraktion vONn Saft.........ccoeciiiiiiiiiiiiiie e 177
4.4.2.2 FlUssig-FlUssig-Extraktion von Pulpe und Steinen.......cccccoeevieeeiciieiecciiee e, 178
4.4.2.3 Herstellung von Extrakten mit Amberlite XAD-7 und XAD-2 .......cccocvvvvveeeeeeiennns 178
4424 Gelchromatographie ..c....eicuii i 179
44.25 Brin@-ShIMP-ASSAY .eccuveiiiiieiieeeiie ettt ettt et sbe e st s e e sabe e e sabeesabee e 179
4.4.2.6 Resazurin (Alamar BIUE) ASSAY ........eecccueieeeiiieeeeciieeeeetreeeeeire e e esrae e e esareeeeesnnneeean 180
4.4.2.7 Bestimmung der antioxidativen AKtiVItat ..........ccccovveeiiiiiie e 181
4.4.2.8 Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes .........ccocevveiiiiiiciieeicce e 181
4.4.2.9 Quantifizierungen in Saften, Pulpe und Steinen von Morinda citrifolia............. 182
4.4.2.9.1 Asperulosidsaure in SAfLEN ........oieiiiie e 182
4.4.2.9.2 Scopoletin in SATLEN .....cccuiiii e e 183
4.4.2.9.3 2-O-(B-D-Glucopyranosyl)-1-0-(2E,4Z,72)-decatrienoyl-B-D-glucopyranose
(DTA-dIgIUCOSE) IN SATLEN ..cvvvieeiie et 183
4.4.29.4 (2E,4Z,72)-Decatrienoic acid in SAFteN.....c.vveeeiiiiiiiiieeeee e 183
4.4.2.9.5 Isoamericanol A und Isoamericaninsaure A in Saften..........cccvvevinciieeneene. 183
4.4.2.9.6 Furan-2-carbonsaure in SEfteN ......ccoouii i 184
4.4.2.9.7 Asperulosidsadure, Scopoletin und 2-O-(B-D-Glucopyranosyl)-1-0-(2E,42,72)-
decatrienoyl-B-D-glucopyranose (DTA-diglucose) in Pulpe und Steinen............. 184
4.4.2.9.8 (2E,4Z,72)-Decatrienoic acid in Pulpe und Steinen .........ccccceeeeeecieeeeecieee e, 185
ZUSAMMENFASSUNG 186
LITERATUR 189
APPENDIX 205
7.1 Daten weiterer isolierter Verbindungen .......ccccccovvvveiiiiiiineciiiiiennicnnnes 205
7.2 Daten der fliichtigen Verbindungen.........ccccuuciiiiiinniiiiiiinnciinninnenicnnne. 212
7.3 Daten der nichtfliichtigen Verbindungen ..............cuuuuueeeerenenenninnenenennns 215
- VIII -

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



ABKURZUNGEN

A. Artemia

Abb. Abbildung

AMP Adenosinmonophosphat

BPC Base peak chromatogram

bzw. beziehungsweise

o Konzentration

CccC Countercurrent chromatography
CCD Countercurrent distribution

Cl chemische lonisation

cm Zentimeter

CoA Coenzym A

const. konstant

Cosy 'H-'H correlated spectroscopy
CPC Centrifugal partition chromatography
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d dublett

d.h. das heisst

DAD Diode array detector

DC Diinnschichtchromatographie
dd dublett von dublett

ddd dublett von dublett von dublett
DMADP (3,3-Dimethylallyl)diphosphat
dt dublett von triplett

DTA (2E,42,72)-Decatrienoic acid

EE Elution extrusion

EFSA European Food Safety Authority
El ElektronenstoRionisation

EIC Extracted ion chromatogram
ELSD Evaporative light scattering detector
ESI Electrospray lonization
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etc. et cetera
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FID Flame lonization Detector
fullferm acht Wochen fermentiert
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GC Gas chromatography
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HA Hawai’i

HMBC Heteronuclear multiple bond coherence

HPLC High performance liquid chromatography

HS-SPME Headspace solid-phase microextraction

HSCCC High-speed countercurrent chromatography

HSQC Heteronuclear single quantum correlation

Hz Hertz

i.D. innerer Durchmesser

IDP Isopentenyldiphosphat

IRMS Isotope ratio mass spectrometry

i.S. interner Standard

J Kopplungskonstante

K Verteilungskoeffizient

k.A. keine Angabe

kg Kilogramm

I Lange

L Liter

L. LINNE

LC Liquid chromatography

LCso letale Konzentration, bei der 50 % der Versuchsorganismen gestorben
sind

LDL Low density lipoprotein

LOD Limit of detection

LOQ Limit of quantitation

m Meter

m multiplett

M. Morinda

medferm zwei Wochen fermentiert

min Minute

mL Milliliter

MS Mass spectrometry

pL Mikroliter

um Mikrometer

NADP Nicotinsdureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat

NADPH reduzierte Form von Nicotinsdureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat

n.g. nicht quantifizierbar

n.n. nicht nachweisbar

NOESY Nuclear Overhauser enhancement and exchange spectroscopy

Nr. Nummer

p.a. pro analysi

pH negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen-Aktivitat

pKs negativer dekadischer Logarithmus der Sdurestarke

ppm Parts per million

psi Pounds per square inch

q quartett

Ref. Referenz

RFU Relative fluorescence units
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s Sekunde

S. siehe

SAFE Solvent assisted flavor evaporation

SCF Scientific Committee on Food

SD Standard deviation

S/N Signal-Rausch-Verhaltnis

sog. sogenannt

SPE Solid phase extraction

SR Noni-Safte ohne Zusatz anderer Zutaten laut Herstellerangabe
SZ Noni-Safte mit Zusatz anderer Zutaten laut Herstellerangabe
t Zeit

t triplett

TA Tahiti

Tab. Tabelle

tBME tert-Butylmethylether

TEAC Trolox® equivalent antioxidant capacity
TFA Trifluoressigsaure

Trolox® 6-Hydroxy-2,5,7,8-Tetramethylchroman-2-carbonsaure
u Unified atom mass unit

u.a. unter anderem

UK United Kingdom

U. NN tber Normalnull

USA United States of America

u.U. unter Umstanden

uv Ultraviolett

V Volt

var. Varietat

Vis Visible

Vpp Volts peak-to-peak

0 Winkelgeschwindigkeit

z.B. zum Beispiel

z.T. zum Teil
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Abb. 2-1: Wuchsformen von M. citrifolia. M. citrifolia als Baum (links), als Strauch auf Lavagestein (Mitte) und in
Buschform am Pazifischen Ozean (F&CHES). ......uii it e e et e e et e e e e e areeeeanes 3

Abb. 2-2: Friichte von M. citrifolia. Griine Friichte mit Bliten (links) und aufgetaute aufgeschnittene Frucht
(=Tl 21 2 TR OO RSP TP PP 4

Abb. 2-3: Unterschiedliche Reifestadien der Friichte von M. citrifolia. Die Friichte in den Stadien 1-5 weisen
eine sehr harte Konsistenz auf, Stadium 6 weist eine feste Konsistenz auf, im Reifestadium 7 ist die Frucht
Y=L V2= el o P 5

Abb. 2-4: Geographische Verbreitung von M. citrifolia. Die graue Flache kennzeichnet die derzeitige
Ausbreitung der grof3friichtigen M. citrifolia var. citrifolia. Die schwarz gestrichelte Linie begrenzt das
Verbreitungsgebiet von M. citrifolia var. bracteata. Die graue Linie umschlief3t die Verbreitungszone von
M. citrifolia cultivar Potteri und die schwarze Linie stellt die Ausbreitung der mikronesischen kleinfriichtigen
M. citrifolia var. citrifolia dar. Abbildung aus RAZAFIMANDIMBISON et al., 2010 (12). ....cceeeeeveeeeiieeeeiieeeeeieeeeas 6

Abb. 2-5: Noni-Farm auf Big Island (Hawai’i). Setzling von M. citrifolia, der zum Schutz vor Austrocknung in
einem Autoreifen steht (links). Lavaspalte, aus der eine junge Noni-Pflanze wachst. Die Samen werden in
diese Spalten eingebracht, um neue Felder anzulegen (Mitte). Im Vordergrund sind frisch gepflickte
Friichte gezeigt, die zum Abtransport flr die Weiterverarbeitung bereit sind (rechts). ......ccccecoveevveeviieenenne 11

Abb. 2-6: Blick (iber die Noni-Farm auf Big Island (Hawai’i). Alterer Teil der Noni-Farm (links) und neuerer Teil
der Noni-Farm, die auf einem erkalteten Lavafeld angelegt wurde (rechts). ......cccccoecveeeiiiieeecciec e 12

Abb. 2-7: Verschiedene Safte von M. citrifolia. Saft von unreifen Friichten (HAunreif) und von reifen Friichten
(HAreif) sowie zwei Wochen fermentierter Saft (HAmedferm) und vier Wochen fermentierter Saft
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Abb. 2-8: Mikrobiologische Verdanderungen wahrend der Fermentation von Saft von M. citrifolia. Verdanderung
des Gehaltes an koloniebildenden Einheiten von mesophilen und milchsaurebildenden Bakterien sowie
Schimmelpilzen und Hefen wahrend der Fruchtreifung und des achtwdchigen Fermentationsprozesses von
Noni-Saft Nach CHAN-BLANCO €1 Q1. (57). cuueeeeeiee ettt ettt et e e et e e e e taa e e saa e e e stveeesnbeeeennneas 14

Abb. 2-9: Aus Friichten von M. citrifolia isolierte sekundare Pflanzeninhaltsstoffe. Die Zuordnung der einzelnen
Strukturen erfolgt NACh Tabh. 2-3. ..ot e e e et e e e s tta e e e e eabaeeenteeeennaeas 18

Abb. 2-10: Untergruppen der Lignane. Dargestellt sind die acht Untergruppen Furofuran, Furan, Dibenzylbutan,
Dibenzylbutyrolacton, Aryltetralin, Arylnaphthalin, Dibenzocyclooctadien und Dibenzylbutyrolactol.
ADDIlAUNE NACH UMEZAWA (89).......eeeeieeee ettt et e e e et e e et e e et e e e e ette e e e ateeeeenaaeeeenreaaans 21

Abb. 2-11. Biosynthese der Lignine und Lignane. Tyrosin und Phenylalanin bilden die Ausgangsstoffe zur
Synthese von p-Cumarylalkohol, Coniferylalkohol und Sinapylalkohol, die in die Biosynthese von Ligninen
und Lignanen eingehen konnen. Beteiligte Enzyme an der Umsetzung sind Phenylalanin-Ammoniak-Lyase
(1), Tyrosin-Ammoniak-Lyase (2), Cinnamat-4-hydroxylase (3), Hydroxylase (4), CoA-Ligase mit AMP und
CoA (5), O-Methyltransferase (6), Cinnamoyl-CoA:NADP-Oxireduktase (7) und
Cinnamoylalkoholdehydrogenase (8). Abbildung modifiziert nach LEwIS et al. (93).....cccocveeeecciviicciieeenee. 22

Abb. 2-12. Biosynthese von Lignanen in Forsythia intermedia. Ausgehend von zwei Molekilen
E-Coniferylalkohol wird Gber mehrere Zwischenschritte (-)-Matairesinol gebildet. Die Reaktionen laufen
stereoselektiv und enantiospezifisch ab. Abbildung nach LEWIS et al. (93)....c..ceeeueiiieiieeeciee e 23

Abb. 2-13. Biosynthese von Lignanen und Neolignanen. Aus zwei Molekiilen Coniferylalkohol entstehen durch
Dimerisierung Pinoresinol (8-8° verkniipftes Lignan), Guajacylglycerol-B-coniferylether (8-0-4‘ verkniipftes
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Abb. 2-14: Biosynthese von Isopentyldiphosphat und (3,3-Dimethylallyl)diphosphat. Uber den Mevalonat-Weg
werden aus drei Molekilen Acetyl-CoA die aktiven Isopren-Einheiten Isopentenyldiphosphat und (3,3-
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Abb. 2-15: Biosynthese von Deoxyloganinsdure. Ausgehend von Geraniol wird tGber Oxidationsschritte,
Cyclisierung und Glykosidierung das Iridoid Deoxyloganinsaure gebildet. Abbildung modifiziert nach Jensen
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Abb. 2-16. J-Type-HSCCC-Anlage. Schematischer Aufbau einer Monocoil-J-Typ-HSCCC-Anlage bestehend aus
einem Losungsmittelreservoir, einer HPLC-Pumpe, einer Dosierschleife, einer Coilhalterung, einem Detektor
und einem Fraktionssammler NAch SUTHERLAND (147). c.uuuieeiuueeiiieeeesiieeeeieeeesteeeesteeeessaeessnsaaessssseeesnssessnnnnes 33

Abb. 2-17. Bewegungsablauf eines multilayer Type-J-Coils, hydrodynamische Aquilibrierung in einem Coil und
Elutionsmodi der HSCCC. Gezeigt ist die Rotation der Coil-Halterung um ihre eigene Achse als auch um die
Zentralachse mit gleicher Winkelgeschwindigkeit () und gleicher Richtung (links). Hydrodynamische
Aquilibrierung zweier Phasen im geschlossenen Coil und Elution der leichten Phase und der schweren Phase
in einem rotierenden offenen Coil (rechts). Abbildungen nach ITO (139). ......cccovieiiiieeeiiiieeceee e 34

Abb. 2-18. Bewegung und Verteilung der Fllssigkeiten in einem Type-J-Coil. Gezeigt ist die Mischung und
Trennung der Phasen wahrend der Revolution (links). Bewegung der Mixing Zones durch den helical
gewickelten Schlauch in den Positionen I-IV (rechts). Abbildungen nach ITO (139). .....coceeeeiviiveeieesieeeenee 35

Abb. 2-19: Strukturen von Resazurin und Resorufin. Dargestellt sind Resazurin (Alamar Blue, 1) und Resorufin
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Abb. 2-20: Schematische Darstellung der Reaktionen des TEAC-Assays. ABTS (2,2‘-Azino-bis(3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonsaure)) wird in Gegenwart von K,S,0g (Kaliumperoxodisulfat) zum
Radikalkation oxidiert. In Anwesenheit von antioxidativ wirksamen Substanzen tritt eine Minderung der
Farbintensitat ein, die bei 734 nm verfolgt werden Kann. ..........ccoeoiiiiiiciie e 39

Abb. 3-1: Schema zur Aufarbeitung von Noni-Saft. Der Saft wurde zundchst mit n-Hexan und nachfolgend mit
Dichlormethan und Ethylacetat extrahiert. Die Komponenten in der wassrigen Phase wurden an XAD-2
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Abb. 3-2: Base-peak-Chromatogramme (BPC) der Dichlormethan-Extrakte. Dargestellt sind die
Chromatogramme von HAunreif (A), HAreif (B) und HAmedferm (C) im negativen Modus. Die Zuordnung der
Peaks ist in Tab. 3-4 angegeben. Nicht aufgefiihrte Ziffern konnten in den dargestellten Base-peak-
Chromatogrammen nicht als Peaks detektiert werden. Sind diese in der Tabelle fiir den Extrakt aufgefihrt,
konnten die Peaks lediglich im Extracted-ion- bzw. im DAD-Chromatogramm nachgewiesen werden.......... 45

Abb. 3-3: Base peak Chromatogramme (BPC) der Ethylacetat-Extrakte. Dargestellt sind die Chromatogramme
von HAunreif (A), HAreif (B) und HAmedferm (C) im negativen Modus. Die Zuordnung der Peaks ist in
Tab. 3-5 angegeben. Nicht aufgefiihrte Ziffern konnten in den dargestellten Base-peak-Chromatogrammen
nicht als Peaks detektiert werden. Sind diese in der Tabelle fiir den Extrakt aufgefiihrt, konnten die Peaks
lediglich im Extracted-ion- bzw. im DAD-Chromatogramm nachgewiesen werden. ........cccccoecveeevcvieeesineenns 48

Abb. 3-4: Base peak Chromatogramme (BPC) der XAD-2-Extrakte. Dargestellt sind die Chromatogramme von
HAunreif (A), HAreif (B) und HAmedferm (C) im negativen Modus. Die Zuordnung der Peaks ist in Tab. 3-6
angegeben. Nicht aufgefiihrte Ziffern konnten in den dargestellten Base-peak-Chromatogrammen nicht als
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Abb. 3-5: UV-Chromatogramm der HSCCC-Trennung und LCsp-Werte des Brine-shrimp-Assays des Ethylacetat-
Extrakts von fermentiertem Saft (TAmedferm). Dargestellt ist das UV-Chromatogramm der HSCCC-Trennung
bei 260 nm. Erhalten wurden finf Fraktionen (F1-F5) und zusatzlich die Coil-Fraktion (F6). Flr die Trennung
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Abb. 3-7: Contour-Plots der Fraktionen F2 und F3 sowie UV-Vis- und MS-Daten der unbekannten Verbindung.
Dargestellt sind die Contour-Plots der Fraktionen F2 und F3 des Ethylacetat-Extrakts von TAmedferm. Die
Nummerierung richtet sich nach Tab. 3-5. Die Intensitatsbereiche sind rechts angegeben. Zusatzliche
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in Tab. 3-21 angegeben. Nicht aufgefiihrte Ziffern konnten in den dargestellten Base-peak-
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1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Morinda citrifolia, auf Hawai’i und im europdischen Raum auch unter dem Namen Noni
bekannt, ist eine seit mehr als 2000 Jahren im polynesischen und indonesischen Kulturkreis
genutzte Heilpflanze, welche dort eine Volksmedizin darstellt (1). Dabei wurden traditionell
alle Teile der Pflanze, wie Blatter, Wurzeln, Bliten und Friichte gegen vielfaltige
Beschwerden eingesetzt (2). Seit 1996 diirfen Produkte aus der Pflanze M. citrifolia auf dem
US-amerikanischen Markt sowie in Kanada, Japan, Australien, Mexiko, Norwegen und
Hongkong angeboten werden. Im Jahr 2003 wurde der Saft der Friichte in der EU als
neuartiges Lebensmittel zur Verwendung in pasteurisierten Fruchtsaftgetranken zugelassen
(3). Seit August 2008 sind die getrockneten und gerdsteten Blatter zur Zubereitung von
teedhnlichen Getranken und seit April 2010 zusatzlich Fruchtsaftkonzentrat und Fruchtpiree
in der EU zugelassen (4, 5).

Der Saft stellt jedoch das am haufigsten konsumierte Produkt aus M. citrifolia in der EU dar.
Obwohl die Preise fiir einen normalen Fruchtsaft ungewdhnlich hoch sind, sind nicht wenige
Verbraucher bereit diese zu bezahlen. Dies konnte daran liegen, dass Noni-Produkte oft mit
positiven gesundheitlichen Effekten, wie heilungsfordernden Wirkungen bei Krebs-, Herz-
und Kreislauferkrankungen sowie bei Infektionen, Allergien und anderen Defiziten des
Immunsystems, beworben werden (6, 7). Obwohl einige Untersuchungen bezlglich positiver
Eigenschaften von Noni existieren, entbehrt das Gros dieser postulierten Wirkungen jedoch
bisher jeder wissenschaftlichen Grundlage.

Uber Inhaltsstoffe der Pflanze M. citrifolia, insbesondere der Friichte, existieren bis dato
zahlreiche Publikationen. Jedoch ist wenig Uber die qualitative und quantitative Zusammen-
setzung der aus ihnen gewonnenen Safte bekannt. Ein Ziel dieser Arbeit ist es deshalb, eine
Ubersicht (iber die fliichtigen und nichtfliichtigen Verbindungen in fermentierten und
frischen Saften zu geben. Fir anschliefende quantitative Analysen ist die Isolierung und
Strukturaufklarung relevanter Inhaltsstoffe notig, da Standardsubstanzen in den meisten
Fallen nicht kommerziell verfiigbar sind. Die Isolierung von Verbindungen soll zunachst von
verschiedenen Fruchtsaft-Extrakten ausgehen. Eine Anreicherung erfolgt mittels Gegen-
stromverteilungschromatographie und die weitere Aufreinigung zur Gewinnung von
Reinsubstanzen mittels prdparativer HPLC bzw. GroéRenausschlusschromatographie. Die
Strukturaufklarung der isolierten Substanzen wird mit 1D- und 2D-NMR-Spektroskopie und

hochauflésender Massenspektrometrie durchgefihrt. Darliber hinaus sollen diese Unter-
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suchungen auf die anderen Bestandteile der Frucht, wie Pulpe und Steine, ausgedehnt
werden, da hierlber bis zu diesem Zeitpunkt keine Daten verfligbar sind.

Zu den beschriebenen positiven Wirkungen von Fruchtsadften von M. citrifolia zéhlen ihre
antioxidativen Eigenschaften. Das antioxidative Potential sowie der mit diesem in Zu-
sammenhang stehende Gesamtphenolgehalt der Safte sowie die daraus hergestellten
Extrakte sollen aufgrund dessen naher untersucht werden.

Es existieren jedoch auch negative Schlagzeilen im Zusammenhang mit Noni. So sind
mehrere Falle, bei denen nach dem Verzehr von Noni-Produkten Leberschadigungen aufge-
treten sind, publiziert (8, 9). Nach Einschatzung des Scientific Committee on Food (SCF)
besteht jedoch kein kausaler Zusammenhang zwischen Hepatotoxizitdt und der Einnahme
von Noni-Produkten (10). Um diese Fragestellung naher zu beleuchten, werden die zyto-
toxischen Eigenschaften von Noni-Saften und deren Extrakten mittels Brine-shrimp-Assay
und Resazurin (Alamar Blue) Assay an Rattenhepatozyten in Primarkultur durchgefiihrt.

Die oben erwdahnten hohen Preise lassen eine Verfalschung von Noni-Saften sehr lukrativ
erscheinen. Deshalb sollen die gewonnenen Kenntnisse Uber die charakteristischen Zu-
sammensetzungen der flichtigen und nichtfliichtigen Bestandteile der Safte in Ansatze zur
Authentifizierung solcher Produkte minden. Dabei soll vor allem auf die zwei unter-
schiedlichen Herstellungsverfahren von Noni-Saften eingegangen werden. Diese werden als
fermentierte oder frische Safte auf dem Markt angeboten. Das traditionelle polynesische
Verfahren fuhrt zu fermentierten Saften und ist deutlich aufwandiger im Gegensatz zur
Herstellung von frischgepresstem Saft. Da eine zuverldssige Methode zur Unterscheidung
beider Noni-Saft-Produkte bis dato nicht moglich ist, sollen hier Ansdtze zur eindeutigen

Zuordnung beider Produkte gezeigt werden.
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2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

2.1 Die Pflanze Morinda citrifolia

2.1.1 Taxonomie und Morphologie

Morinda citrifolia L. (Noni) gehort zur Pflanzenfamilie der Rubiaceen (Rotegewdchse). Der
Genus Morinda umfasst weltweit etwa 80 Arten, welche ausschliefllich in den tropischen
Klimazonen anzutreffen sind (11). Bei der Art M. citrifolia sind aufgrund der hohen gene-
tischen Variabilitat zahlreiche Varietaten bekannt, wobei heutzutage jedoch nur zwei
Varietaten und ein Kultivar eine groBere Rolle spielen. Dabei handelt es sich um die
Varietaten M. citrifolia var. bracteata und var. citrifolia und den Kultivar M. citrifolia cultivar
Potteri (12, 13).

M. citrifolia var. citrifolia weist unter den hier genannten Varietaten den mit Abstand
groBRten okonomischen Wert sowie die weiteste Verbreitung auf. Diese Varietat ist
morphologisch uneinheitlich. Sie kann sowohl kleine als auch grofle Friichte aufweisen.
Daruber hinaus kénnen die Blatter in ihrer Form und GroRe sehr unterschiedlich sein.
M. citrifolia var. bracteata stellt eine kleinfriichtige Varietat dar, die auffallige Brakteen
aufweist und an der Grenze von Indischem und Pazifischem Ozean beheimatet ist. Der
Kultivar Potteri lasst sich aufgrund der griin-weien Kolorierung der Blatter von den anderen
Varietaten eindeutig unterscheiden (14, 15). Die folgenden Ausfiihrungen beziehen sich auf
die groRfriichtige M. citrifolia var. citrifolia, welche im Folgenden nur noch mit M. citrifolia

bezeichnet wird.

Abb. 2-1: Wuchsformen von M. citrifolia. M. citrifolia als Baum (links), als Strauch auf Lavagestein
(Mitte) und in Buschform am Pazifischen Ozean (rechts).
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Da die Urspriinge von M. citrifolia als Heilpflanze mehr als 2000 Jahre zurickliegen,
existieren vielfdltige Bezeichnungen fiir dieses Gewachs. So ist M. citrifolia unter den
Bezeichnungen Indian Mulberry (Englisch), Mora de la India (Spanisch), Canary Wood
(Australien), Noni (Hawai’i, Marquesas), Nono (Tahiti, Cook Islands), Nonu (Samoa, Tonga)
und Kura (Fidschi) bekannt (11). Der immergriine kleine Baum oder Strauch erreicht im
ausgewachsenen Zustand eine Hohe von etwa drei bis zehn Metern (Abb. 2-1). Wahrend die
Borke des Stammes graubraun und leicht angeraut ist, sind das laterale Wurzelsystem und
die innere Baumrinde gelb bis orangerot gefarbt (7). Die ovalen, glanzenden, unbehaarten
Blatter sind gegeniiberliegend angeordnet und erreichen eine Lange von 20 bis 45 cm und
eine Breite von 7 bis 25 cm. Die Bliten von M. citrifolia sind perfekt, weil}, rohrenférmig und
es sind etwa 75 bis 90 kugelférmige Képfchen an einem Blitenstangel, wie in Abb. 2-2 (links)

gezeigt, gruppiert (16).

Abb. 2-2: Friichte von M. citrifolia. Griine Friichte mit Bllten (links) und aufgetaute aufgeschnittene
Frucht (rechts).

Die einzelnen Bliten verbinden sich bei der Ausbildung der Frucht, so entsteht eine Frucht-
oberflache, die polygonale Segmente aufweist und in deren Zentrum sich die Nektarie einer
Bllte befindet (17). Die GroRe der synkarpen Friichte von M. citrifolia variiert recht stark. Im
Regelfall weisen diese eine Lange von 5 bis 10 cm und einen Durchmesser von 3 bis 4 cm auf.
Es gibt jedoch auch Exemplare, die eine Ldange von lber 20 cm und einen entsprechend
grofReren Durchmesser erreichen kénnen (7).

Die unreifen Friichte von M. citrifolia sind dunkelgrin (Stadium 1 und 2, Abb. 2-3). Wahrend
des Reifungsprozesses verandert sich die Farbe der Friichte von griin tber gelb (Stadien 3-6)
zu weilllich durchscheinend (Stadium 7). Zusatzlich andert sich die Konsistenz der Friichte,
die Frucht ist anfangs sehr hart und bleibt bis zu Stadium 6 recht fest. Beim Ubergang zum
letzten Stadium andert sich die Konsistenz jedoch schlagartig. Die Frucht ist nun so weich,
dass sie problemlos mit der Hand zerdriickt werden kann. Die reifen Friichte besitzen einen

sehr unangenehmen, kaseartigen Geruch und seifenartigen Geschmack.
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DIE PFLANZE MORINDA CITRIFOLIA
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Abb. 2-3: Unterschiedliche Reifestadien der Friichte von M. citrifolia. Die Friichte in den Stadien 1-5
weisen eine sehr harte Konsistenz auf, Stadium 6 weist eine feste Konsistenz auf, im Reifestadium 7
ist die Frucht sehr weich.

Im Inneren der Friichte befinden sich ca. 1cm grofRe, brdunliche Steine. Die Friichte
enthalten ungefahr 40 000 Steine pro kg Frucht (14). Eine aufgetaute aufgeschnittene Frucht
ist in Abb. 2-2 (rechts) gezeigt. Die Steine sind aufgrund ihrer sich im Inneren befindlichen
Luftkammern befdhigt, auf dem Meerwasser zu schwimmen und wahrenddessen fir

mehrere Monate keimfahig zu bleiben (18).
2.1.2 Wachstumsbedingungen und Verbreitung

M. citrifolia ist das, was gemeinhin als anspruchslose Pflanze bezeichnet wird. Die Pflanze ist
sehr gut an tropische und subtropische klimatische Verhaltnisse angepasst, d.h. sie benétigt
Jahresdurchschnittstemperaturen von 20 bis 35 °C und durchschnittliche Jahresnieder-
schlagsmengen von 250 bis 4000 mm und wachst bis zu einer Hohe von 800 m . NN.
Darliber hinaus toleriert M. citrifolia eine Vielzahl an Boden, wie saure und alkalische sowie
nahrstoffarme Untergriinde, extreme Trockenheit und Lichtverhéltnisse von 100 % Sonnen-
einstrahlung bis zu 80 % Schatten (14). Des Weiteren kommt Noni auf erkalteten Lava-
stromen und an Meereskiisten, wie in Abb. 2-1 (Mitte und rechts) gezeigt, vor.

Durch diese ausgezeichnete Adaption und die ausgepragte Fahigkeit zur Selbstregeneration
erstreckt sich die Verbreitung von M. citrifolia heutzutage etwa 19° geographischer Breite zu
beiden Seiten des Aquators. Die indopazifische Verbreitung schlieRt Ostpolynesien (z.B.
Hawai’i, die Pitcairn-Inseln, die Marquesas und die Cook-Inseln), Melanesien (z.B. Fidschi,
Vanuata und Neu-Guinea), Westpolynesien (wie z.B. Tonga, Samoa und Rotuma), Mikro-
nesien (z.B. Guam, Palau, die Marshall-Inseln), Australien und Siidostasien ein. Des Weiteren
ist Noni mittlerweile auch in Mittel- und Stidamerika (z.B. Mexiko, Surinam, Panama, Costa
Rica und Venezuela), auf vielen Inseln der Karibik (z.B. den Westindischen Inseln, den
Bahamas, Kuba und den Bermudas) sowie Teilen von Afrika zu finden (11, 12, 19). Das
gegenwartige Verbreitungsgebiet ist in Abb. 2-4 gezeigt. Zusatzlich sind in dieser Abbildung
die Verbreitungsgebiete von M. citrifolia var. bracteata, M. citrifolia cultivar Potteri und der

kleinfriichtigen M. citrifolia var. citrifolia dargestellt.
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Abb. 2-4: Geographische Verbreitung von M. citrifolia. Die graue Flache kennzeichnet die derzeitige
Ausbreitung der grof¥friichtigen M. citrifolia var. citrifolia. Die schwarz gestrichelte Linie begrenzt das
Verbreitungsgebiet von M. citrifolia var. bracteata. Die graue Linie umschliel3t die Verbreitungszone
von M. citrifolia cultivar Potteri und die schwarze Linie stellt die Ausbreitung der mikronesischen
kleinfriichtigen M. citrifolia var. citrifolia dar. Abbildung aus RAZAFIMANDIMBISON et al., 2010 (12).

Die Urspriinge von M. citrifolia werden gemeinhin in Sldostasien vermutet (11). Phylo-
genetische Untersuchungen aus dem Jahr 1994 in Neu Kaledonien zeigten, dass M. citrifolia
zu einer Klade an endemischen Spezies des Stidwestpazifiks gehort und damit der Ursprung
u.U. eher dort zu suchen ist als in Stidostasien (19). M. citrifolia wurde anschlieBend durch
Menschen oder Tiere Uber die Inseln des westlichen Pazifiks verteilt (20). Eine grofRe Rolle
spielten dabei wohl Vogel, die die Frichte als Nahrung nutzten und so zu einer weiten
Verbreitung der Pflanze beitrugen (18). Sowohl WHISTLER als auch ABBOTT und SHIMAZU
nehmen an, dass Noni von friiheren Seefahrern, die die pazifischen Inseln kolonisiert haben,
als medizinische Heilpflanze verbreitet worden ist (1, 21).

Neuere Untersuchungen aus dem Jahr 2010 zeigten jedoch durch molekular-phylogene-
tische Analysenmethoden, dass M. citrifolia bereits vor der Besiedlung von mikronesischen
und polynesischen Vorfahren aus Sidostasien im pazifischen Raum beheimatet war und
lediglich sekundar durch den Menschen bzw. Tiere verbreitet wurde. Die heutige weitlaufige
geographische Verbreitung von Noni ist damit auf die schwimmfahigen und extrem wider-
standsfahigen Samen, die Fahigkeit zur Selbstbestaubung und das ganzjahrige Wachsen von

Bliten und Friichten zurlickzufiihren (12).
2.1.3 Ethnobotanik und Vermarktung von Noni

Die Verwendung von Bestandteilen der Pflanze M. citrifolia hat eine mehr als 2000 jahrige
Tradition (22). Seit ungefahr 1000 Jahren wird Noni aufgrund seiner vielfaltigen Nutzungs-
moglichkeiten in Polynesien domestiziert und kultiviert. Genutzt wurde dabei traditionell die
gesamte Pflanze. Die Wurzeln und das Holz wurden vorwiegend wegen ihrer farbenden
Eigenschaften als Farbemittel fir Bekleidung verwendet (16). Das frische Holz zeigt eine
gelbe Farbung. Wahrend des Alterungsprozesses verandert sich die Farbe zu gelb-braun bis

olivgrin. Die Farbung der Wurzeln und des Holzes wird durch das Vorhandensein von
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Anthrachinonen hervorgerufen (23, 24). Auf die Inhaltsstoffe in M. citrifolia wird unter 2.1.6
gesondert eingegangen. Der Stamm der Pflanze wurde vorwiegend als Brennholz, aber auch
zur Herstellung von Geschirrutensilien, wie Tellern und Schiisseln verwendet. Die Blatter von
M. citrifolia dienten als Nahrungsmittel. Sie wurden im jungen Stadium roh oder gegart als
Gemise auf Java und in Thailand zu Reis verzehrt. AuBerdem wurde haufig Fisch in die
Blatter eingewickelt und gegart (11).

Die Noni-Frucht wurde ebenfalls, obwohl sie einen recht unangenehmen Geschmack und
Geruch aufweist, als Nahrungsmittel verwendet. Dies galt lange Zeit als nicht gesichert,
obwohl SIDNEY PARKINSON, ein Mitglied der Crew von Captain JAMES Cook auf der Endeavour
bei Cooks erster Pazifikreise 1768—1771, schon 1773 festhielt, dass die Tahitianer Noni-
Frichte als Nahrungsmittel nutzten (25). Auf den meisten polynesischen Inseln waren Noni-
Friichte fester Bestandteil der Erndhrung. So waren die Friichte auf Raratonga, Samoa und
Fidschi auf dem Speiseplan der einheimischen Bevolkerung zu finden (26). Auf Hawai’i waren
die Frichte jedoch kein normales Nahrungsmittel, sondern wurden nur in Zeiten von
Hungersnoten konsumiert (27).

Sehr wichtig ist jedoch die traditionelle Nutzung von M. citrifolia als Heilpflanze. Wenn die
Anzahl an Indikationen fiir Noni in Betracht gezogen wird, kann davon ausgegangen werden,
dass Noni eine der wichtigsten polynesischen Heilpflanzen ist (20). In einer Umfrage im Jahr
1995 war Noni nach Aloe (Aloe barbadensis) auf Platz zwei der popularsten Naturheilmittel
des Bundesstaates Hawai’is zu finden, vor Knoblauch (Allium sativum) und Ginseng
(Panax ginseng) (16). Die Nutzung von Noni als Heilpflanze betrifft alle Pflanzenteile. Dabei
sind die Anwendungen sowie die Applikationsarten sehr vielfiltig. So kénnen die Wurzeln,
das Holz, die Rinde, die Blatter und die Frichte duBerlich als Kompressen angewendet
werden sowie intern als Aufglisse bzw. wie es bei den Saften aus den Friichten der Fall ist,
direkt oral verabreicht werden. Safte werden oft auch durch Fermentation der Friichte her-
gestellt und dann verabreicht (6).

Die Indikationen fiir die duBerlichen Anwendungen betreffen vorwiegend Wunden und
Entziindungen sowie Verletzungen durch giftige Fische und Kopfschmerzen. Die Indikationen
fir die innerlichen Anwendungen von Noni sind relativ breit aufgefachert. Diese reichen von
der Therapie von Krebs bis zur Behandlung von Wurmbefall (16). Die Tab. 2-1 soll einen
Uberblick iiber einige traditionelle medizinische Anwendungen von M. citrifolia geben und

die vielfaltige Nutzung der Pflanze als Naturmedizin zeigen.

-7-

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Tab. 2-1: Ubersicht iiber den ethnomedizinischen Nutzen von M. citrifolia.

Pflanzenteil medizinische Verwendung Ort Ref.

Behandlung von Karies Brunei (28)

Behandlung von Harnwegserkrankungen, Unterleibs- Cook-Inseln (22)

schmerzen und Gonorrhoe

Behandlung von Geschwiiren im Rachenbereich und Fidschi (29)

Hamorrhoiden; orale Aufnahme gegen Depressionen,

Fieber, Tuberkulose, virale Infektionen und Krampfe

zerkaute Frucht wird auf die Lippe aufgetragen zur Be- Futuna (30)

handlung von Geschwiiren

Behandlung von Tuberkulose; als Bestandteil von Hawai’i (27)
Friichte Kompressen zur Behandlung von Wunden, Schnitten und (31)

Frakturen; Fruchtsaft aus unreifen Friichten gegen (32)

Diabetes, Bluthochdruck, Verdauungsstorungen,

Menstruationsbeschwerden; die Uberreifen Friichte

wurden gegen Mudigkeit und Bluthochdruck eingesetzt

Behandlung von Geschwiiren an den FiiRen; Behandlung Mikronesien (33)

von Diabetes; Saft von unreifen Friichten gegen Diabetes

orale Einnahme gegen Tuberkulose und Fieber Samoa (34)

Behandlung von Steinfischwunden; gegen Schwellungen Tahiti (11)

des Halses, der Ohren, der GliedmaRen (22)

Behandlung von Entziindungen im Augenbereich Fidschi (32)
Bluten Behandlung von Augenentziindungen, Konjunktivitis und Samoa (20)

Hordeoleen; gegen Hustenbeschwerden

Abflihrmittel Afrika (11)

Behandlung von Gonorrhoe Cook-Inseln (22)

Behandlung von Wunden durch giftige Fische; Kom- Fidschi (32)
Blitter pressen bei Entziindungen, Rheuma und Verbrennungen (35)

zerkleinert und gekocht als Tonikum; oral verabreicht als Hawai'i (16)

Abortivum

Behandlung von Rheuma und Wunden; gekaut gegen Samoa (34)

entzlindetes und geschwollenes Zahnfleisch

Antiseptikum Australien (11)

orale Einnahme zur Behandlung von Diabetes Cook-Inseln (22)

Behandlung von Blasenbeschwerden Fidschi (32)
Rinde und orale Einnahme als Abortivum und gegen Magen- Futuna (30)
Holz beschwerden

gegen bakterielle Infektionen Rotuma (36)

orale Einnahme gegen Diarrhoe, Magenschmerzen und Samoa (34)

Husten

gegen Unfruchtbarkeit Tonga (30)

die Flissigkeit aus zerriebenen Wurzeln wird gegen die Cook-Inseln (22)

Wunden von Steinfischvergiftungen eingesetzt; duRer-

liche Anwendung gegen Krebsgeschwiire

zerriebene Wurzel wird zur Behandlung von Yaws Fidschi (29)
Wurzel eingesetzt; wassriger Extrakt gegen Insektenstiche und

Entziindungen

Behandlung von Schwellungen; Behandlung von Mikronesien (33)

Steinfisch- und Stachelrochenwunden; gegen Pocken

Behandlung von Zahnschmerzen und Gelbsucht Samoa (34)
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Mittlerweile geht der Bekanntheitsgrad von Noni weit (iber den polynesischen Raum hinaus.
Mit der Zulassung vom 1. Juli 1996 durfte Noni-Saft in den USA, Kanada, Japan, Australien,
Mexiko, Norwegen und Hong Kong zum Verkauf angeboten werden (37). In der
Europdischen Union ist Noni-Saft als neuartige Lebensmittelzutat in pasteurisierten
Fruchtsaften nach Verordnung (EG) Nr. 258/97 seit 5. Juni 2003 zugelassen (3). Dem
zugrunde lag ein Gutachten des Scientific Committee on Food (SCF), welches pasteurisierten
Noni-Saft als sicher einstufte und auf Grundlage des Zulassungsantrages von Tahitian Noni
eine Verzehrsempfehlung von 30 mL/Tag aussprach. Diese Verzehrsempfehlung liegt laut
Tahitian Noni im hohen Preis und dem einzigartigen Geschmack von Noni-Saft begriindet.
Das SCF konnte aber keine Hinweise auf gesundheitsférdernde Wirkungen, die Uber die
anderer Fruchtsafte hinausgehen, nachweisen. Folglich wurde klargestellt, dass Werbung mit
gesundheitsbezogenen Aussagen zur Heilung von Krankheiten ausdriicklich zu unterlassen
sei (37).

Diese Zulassung bezog sich ausschlielRlich auf pasteurisierte Fruchtsafte von M. citrifolia,
wohingegen z.B. gefriergetrocknete Pulver der Friichte oder anderer Pflanzenbestandteile,
wie den Blattern, keine Zulassung erhielten. Bis Juni 2009 wurden 48 Noni-Safte nach Antrag
auf Gleichstellung in der EU notifiziert. Die zugelassenen Safte sind in einer Liste auf den
Webseiten der EU nachzulesen (38). In Bezug auf einen Antrag auf Zulassung getrockneter
und gerosteter Blatter von M. citrifolia zur Herstellung von Aufgussgetranken gab die
Europdische Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (EFSA) am 11. August 2008 bekannt, dass
diese in den zu erwartenden Aufnahmemengen sicher seien (39). Die Zulassung erfolgte am
15. Dezember 2008 durch die Europaische Kommission (4). Im April 2009 gab die EFSA des
Weiteren bekannt, dass auch Noni-Fruchtpiree sowie Noni-Fruchtkonzentrat als sicher
angesehen werden (40). Die Zulassung dieser Zubereitungen aus Noni-Friichten wurde am
21. April 2010 erteilt (5).

Die breitangelegte Werbung und clevere Vermarktungsstrategie der Noni-Produkte als
Allheilmittel gegen eine Vielzahl von Erkrankungen, obwohl nach europdischem Lebens-
mittelrecht nicht zuldssig, lieB eine grolRe Anzahl an Konsumenten Noni-Produkte fiir sich
entdecken (6). Gerade im Internet existiert eine Vielzahl von Anbietern, welche Behaup-
tungen aufstellen, denen zufolge der Genuss von Noni-Saft u.a. als Heilmittel von Ent-
ziindungen, Bluthochdruck, Verdauungsstérungen, aber auch schweren Erkrankungen wie
AIDS, Krebs, Depression und Diabetes geeignet sei (16). Die wissenschaftlichen Nachweise
dafir fehlen jedoch grotenteils.

Es existieren aber mittlerweile einige wissenschaftliche Untersuchungen zu M. citrifolia, bei
denen positive Wirkungen von Noni nachgewiesen werden konnten. Dabei zeigten sich z.B.

positive Effekte auf die Wundheilung, aber auch hypoglykdmische und hepatoprotektive
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Effekte. Weitere Untersuchungen zum medizinischen Nutzen von diversen Pflanzenteilen

von M. citrifolia sind in Tab. 2-2 angegeben.

Tab. 2-2: Untersuchungen zu M. citrifolia. Ausgewdhlte Untersuchungen zu Bestandteilen von
M. citrifolia hinsichtlich ihres medizinischen Nutzens.

Untersu?ht.mgs- Untersuchungen/Ergebnisse Jahr Ref.
materialien
Mause mit Lewis-Lung-Cancer zeigten eine signifikant
Fruchtsaf .. 1 41
ruchtsatt erhodhte Uberlebensdauer 999 (41)
Hexan-Extrakt der starke Aktivitat gegen Mycobacterium tuberculosis, den
’ e 2002  (42)
Blatter Erreger der Tuberkulose in vitro
Fruchtextrakt Inhibierung der LDL-Oxidation in vitro 2004 (43)
Fruchtextrakt bei Krebspatienten zeigte sich keine Tumorriickbildung,
- . . 2005 (44)
(lyophilisiert) aber eine messbare Schmerzlinderung
2007  (45)
Fruchtsaft, Blatter Forderung der Wundheilung in vitro und in vivo 2009 (46)
2010 (47)
diverse erhohte Proliferationsrate von B- und T-Lymphozyten in
. L 2010 (48)
Fruchtextrakte vitro und in vivo
Ethanolextrakt des  analgetische und antiinflammatorische Effekte an Mausen
. ; 2010 (49)
Fruchtpirees und in Humanzellen
Fruchtsaft Vo.rbe-L-Jgung von Nervenzellschddigungen nach Ischamie 5010 (50)
bei Mausen
fermentierter hypoglykdamische und hepatoprotektive Effekte bei
. . . - 2011 (51)
Fruchtsaft Diabetes-induzierten Mausen

Eine betrachtliche Anzahl der positiven Effekte von Noni in Werbeaussagen werden dabei
dem Alkaloid ,Xeronine” zugeschrieben. Dieses existiert angeblich als Precursor
,Proxeronine” in Noni, welches im Korper gespalten wird und vielfaltige positive Effekte auf
den Organismus besitzt (52). Weder die Struktur von ,Xeronine” noch von ,Proxeronine”
wurden in dieser Publikation angegeben. AuBerdem existiert bis dato keine peer-reviewed-
Veroffentlichung, die diese Ergebnisse bestatigen konnte.

Trotz der oftmals fehlenden Beweise fur die angepriesenen gesundheitsfordernden Wir-
kungen von Noni-Produkten hat sich inzwischen ein Milliarden-Dollar-Geschéaft rund um die
Vermarktung von Noni-Erzeugnissen entwickelt. Internationaler Marktfiihrer beim Vertrieb
von Noni-Produkten ist die Firma Tahitian Noni International aus den USA, welche nach
eigenen Angaben allein 2004 einen Umsatz von 500 Millionen USS machte und bis 2008
einen kumulativen Umsatz von 4 Milliarden USS erreichte. Die 1996 gegriindete Firma ist
laut eigenen Angaben das am viertschnellsten wachsende Unternehmen aller Zeiten (53).
Tahitian Noni International beantragte im Jahr 2000 auch die Zulassung von Noni-Saft als

Novel Food in der Europaischen Union, die im Jahr 2003 genehmigt wurde.
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2.1.4 Kultivierung von Morinda citrifolia auf Hawai‘i

M. citrifolia ist in den subtropischen und tropischen Klimazonen beheimatet und bendtigt fir
das Wachstum Jahresdurchschnittstemperaturen von 20-35 °C. Deshalb verwundert es
nicht, dass kommerzielle Noni-Plantagen auf Hawai‘i, den polynesischen Inseln Tahiti, Fidschi
und Samoa, in Costa Rica sowie Indonesien zu finden sind (7). Im August 2008 wurde vom
Autor eine Noni-Plantage auf Big Island, Hawai’i im Puna District, besucht. Die dargestellten
Photographien wurden dort aufgenommen.

Fir den Aufbau einer Plantage werden Noni-Pflanzen aus den Samen oder aus Stecklingen
der Wurzeln oder Sprossachsen vermehrt. Die Vermehrung der Pflanze aus den Samen
dauert bis zum Keimen etwa 6—12 Monate, wohingegen die vegetative Vermehrung nur zwei
Monate in Anspruch nimmt. Oft werden die Setzlinge anschlieBend, wie in Abb. 2-5 (links)
gezeigt, zum Schutz vor Austrocknung in Autoreifen gepflanzt. Eine weitere Moglichkeit ist
es, die Samen einfach in Lavaspalten zu platzieren und dort sich selbst zu Uberlassen
(Abb. 2-5 Mitte). So kdénnen auch Lavafelder relativ einfach zum Aufbau einer Plantage

verwendet werden (Abb. 2-6 rechts).

Abb. 2-5: Noni-Farm auf Big Island (Hawai’i). Setzling von M. citrifolia, der zum Schutz vor Aus-
trocknung in einem Autoreifen steht (links). Lavaspalte, aus der eine junge Noni-Pflanze wachst. Die
Samen werden in diese Spalten eingebracht, um neue Felder anzulegen (Mitte). Im Vordergrund sind
frisch gepfliickte Frichte gezeigt, die zum Abtransport fiir die Weiterverarbeitung bereit sind
(rechts).

Da Noni recht langsam wachst (30-60 cm/Jahr), werden die Friichte das erste Mal nach etwa
drei Jahren nach dem Auspflanzen geerntet. Auf den Farmen werden die Pflanzen auf eine
Hohe von etwa zwei Metern geschnitten, um das Pfliicken der Friichte zu erleichtern. Das
tropische bzw. subtropische Klima erlaubt ein ganzjdhriges kontinuierliches Wachstum der
Friichte.

Die besuchte Farm besitzt eine GroRe von 27 ha (Abb. 2-6). Die Farm ist nicht als Monokultur

angelegt, sondern durchzogen von Papaya- und Mangobdaumen, Bananenstauden, Kokos-
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nusspalmen und Ananaspflanzen. Durch den Verzicht des Einsatzes von Pestiziden und
besonders Fungiziden, kann es bei hohen Niederschlagsmengen zu Pilzbefall auf den Blattern
kommen. Diese Erkrankung der Pflanzen wird als Black Flag Disease bezeichnet und durch

Phytophthora spec. hervorgerufen (54, 55).

ot e 3 E - :‘-- . -’-;' .ﬁjin L ¢
Abb. 2-6: Blick liber die Noni-Farm auf Big Island (Hawai’i). Alterer Teil der Noni-Farm (links) und
neuerer Teil der Noni-Farm, die auf einem erkalteten Lavafeld angelegt wurde (rechts).

Die Ernte der Frichte erfolgt manuell im Zweiwochen-Rhythmus. Dabei werden aus-
schlieRBlich reife Frichte mit harter Konsistenz geerntet (vgl. Abb. 2-3). Eine ausgewachsene
Pflanze erzeugt etwa 10 kg Frichte/Monat. Die geerntete Menge fiir die gesamte Farm
belduft sich somit, abhadngig von der Niederschlagsmenge, auf ungefahr 1000 kg/Monat. In
Noni-Monokulturen kénnen durch den Anbau von besonders groRfriichtigen Genotypen
jahrlich bis zu 80 Tonnen Frichte/ha geerntet werden. Dies ist jedoch nur durch einen hohen
Diingereinsatz, optimale Standortbedingungen und eine hohe Pflanzdichte von etwa 700

Pflanzen/ha zu erreichen (56).
2.1.5 Produktion von Noni-Saft
2.1.5.1 Herstellung und Mikrobiologie von fermentiertem Saft

Saft aus M. citrifolia kann nach zwei verschiedenen Verfahren gewonnen werden. Diese
beiden Verfahren sollen hier vorgestellt werden.

Das Produktionsverfahren fir die Herstellung von fermentiertem Noni-Saft stammt aus
Polynesien und stellt die traditionelle Vorgehensweise zur Herstellung von fermentiertem
Noni-Saft dar. Durch die internationale Vermarktung von Noni-Saft ist es heute auch in den
anderen Anbaugebieten verbreitet. Hierzu werden die Friichte im reifen, aber festen
Zustand geerntet und in Sacke verpackt. Die Friichte reifen sehr schnell nach und werden
innerhalb kurzer Zeit sehr weich, deshalb ist die umgehende Weiterverarbeitung

unabdingbar.
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Die Frichte werden anschliefend gewaschen und an der Luft getrocknet. Fiir das Waschen
der Friichte existieren mehrere Moglichkeiten. So kénnen die Friichte mit einem Wasser-
strahl gewaschen oder in speziellen automatisierten Waschanlagen gesaubert werden.
Einige Hersteller verwenden aber auch umgeristete Waschvorrichtungen, welche z.B. fiir die
Reinigung von Tomaten, Ingwer oder Kartoffeln verwendet werden. AnschlieBend werden
die Friichte in Fermentationsbehaltnisse Gberfihrt. Diese sind meist aus Edelstahl, Glas oder
lebensmittelechtem Kunststoff und gewdhren den Ausschluss von Sauerstoff. In diesen
Behaltnissen lagern die Friichte zwei Monate oder langer. Wahrend dieser Zeit trennt sich
der Saft selbstandig von der Pulpe. Die hochste Saftausbeute von etwa 40-50 % wird
erreicht, wenn Friichte im Stadium der Vollreife zur Fermentation verwendet werden. Diese
kann durch nachtragliches Auspressen der Pulpe jedoch erhoht werden. Der Saft wird
schlieRlich aus den Fermentationsbehaltnissen abgezogen, filtriert und abgefullt (56). Durch
den niedrigen pH-Wert von 3,5 ist eine Pasteurisation der Safte zur Haltbarmachung nicht

zwingend notwendig, jedoch zur Einfuhr in die Europadische Union vorgeschrieben (3).

Vern =l

HAunreif HAreif HAmedferm HAfullferm

Abb. 2-7: Verschiedene Safte von M. citrifolia. Saft von unreifen Friichten (HAunreif) und von reifen
Frichten (HAreif) sowie zwei Wochen fermentierter Saft (HAmedferm) und vier Wochen fermen-
tierter Saft (HAfullferm).

Wiéhrend der Fermentation dndert sich die Farbe des Saftes von gelb fur Saft von reifen
Frichten Uber bernsteinfarben fir Saft mit zwei Wochen Fermentationszeit zu dunkelbraun
fir Saft mit vier Wochen Fermentationszeit (Abb. 2-7). Darliber hinaus verdndert sich der
Geschmack der Safte. Der Saft von unreifen Friichten ist deutlich heller im Gegensatz zu Saft
aus reifen Frichten und besitzt eine deutliche Bitternote, die wahrend der Fruchtreifung
verschwindet. Der Saft von reifen Friichten schmeckt sehr siif}. Bei der Fermentation nimmt
die StiBe der Safte stark ab. Das fertige Produkt weist einen sauren Geschmack auf und eine
Textur, die an Sojasauce erinnert.

Die wahrend der Fermentation von Noni-Friichten ablaufenden mikrobiologischen Prozesse

wurden von CHAN-BLANCO et al. 2007 in Costa Rica untersucht (57). Hierbei zeigte sich, dass
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innerhalb der ersten zwei Wochen ein exponentielles Wachstum der Schimmelpilz- und
Hefepopulationen sowie der mesophilen Bakterien und Milchsdurebakterien stattfand. Die
Populationen der mesophilen Bakterien sowie der Hefen und Schimmelpilze blieben
innerhalb des Untersuchungszeitraums stabil. Die Anzahl der Milchsdurebakterien erreichte
ihren Hohepunkt nach zwei Wochen. Diese nahmen dann stark ab und waren nach funf
Wochen nicht mehr nachweisbar (Abb. 2-8). Untersuchungen zur Fermentation von Friichten
einer verwandten Morinda-Spezies (M. coreia HAM.) von KANTACHOTE et al. aus dem Jahr 2009
bestatigen diese Ergebnisse (58). Es wird angenommen, dass die Abnahme der Population
der Milchsdaurebakterien durch die Veranderung des Substrates, durch die Bildung von
Gasen und die Bildung antimikrobieller Substanzen wahrend des Fermentationsprozesses
hervorgerufen wird. Die antimikrobielle Wirkung von diversen Extrakten aus M. citrifolia ist
hinlanglich bekannt (31, 59, 60).

- -#- = Total mesophilic bacteria

1.00E+07 —=a— Lactic acid bacterias
— 4= Moulds and yeasts
1.00E+06 -
.

1.00E+05 | f"f“-ﬁ--.!.-'!
oy 1.00E+04 | -L
& 1.00E+03 -

1.00E+02

1.00E+01 1

1.00E+00 ——— T —i——8—

unripe  ripe 1| 2 3 4 5 6 7 8

Weeks

Abb. 2-8: Mikrobiologische Veranderungen wahrend der Fermentation von Saft von M. citrifolia.
Veranderung des Gehaltes an koloniebildenden Einheiten von mesophilen und milchsdurebildenden
Bakterien sowie Schimmelpilzen und Hefen wahrend der Fruchtreifung und des achtwdchigen
Fermentationsprozesses von Noni-Saft nach CHAN-BLANCO et al. (57).

Der pH-Wert des Safts sinkt wahrend der ersten Woche der Fermentation leicht ab und
bleibt danach relativ konstant bei pH 3,6. In Bezug auf die Inhaltsstoffe wurden die
Konzentrationen von Ethanol, Milchsdure, Vitamin C und der phenolischen Komponenten
Rutin und Scopoletin wahrend der Fermentation untersucht. Dabei zeigte sich, dass der
Ethanolgehalt in der ersten Woche auf etwa 10 g/L ansteigt und dann konstant bleibt. Die
Gehalte an Milchsaure erreichen ihren héchsten Wert mit ca. 3 g/L nach drei Wochen und

fallen danach etwas ab. Der Ascorbinsdure-Gehalt bleibt (iber den Untersuchungszeitraum
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relativ unverandert. Der Gehalt an Rutin sinkt wahrend der Fermentation etwas ab. Die Wer-

te fir Scopoletin dagegen erfahren im Zuge der Fermentation einen leichten Anstieg (57).
2.1.5.2 Herstellung von frischem Saft

Zur Herstellung von frisch gepresstem Saft werden die reifen Friichte von M. citrifolia in
einer Saftpresse abgepresst und anschlieBend in Flaschen oder Plastikbehaltern abgefiillt.
Bei dieser Methode betragt die Saftausbeute bis zu 65 %. Frisch gepresster Saft besitzt einen
stiReren und fruchtigeren Geschmack als fermentierter Saft. Seine Farbe ist goldgelb und er
weist weniger Sedimente als fermentierter Saft auf. Flir Produkte, welche auf frisch
gepresstem Saft basieren, ist eine Pasteurisation unabdingbar, da andernfalls der Verderb

umgehend einsetzen wiirde (56).
2.1.6 Phytochemie von Morinda citrifolia
2.1.6.1 Nichtfliichtige Inhaltsstoffe

Aufgrund der mittlerweile recht populdaren Nutzung von M. citrifolia existieren eine groRe
Anzahl biologischer und chemischer Untersuchungen, die teilweise mehr als 100 Jahre
zuriickgehen (6). Aus der Pflanze M. citrifolia, d.h. aus Wurzeln, Holz, Blattern, Bliiten und
Frichten sind bisher ungefahr 200 Verbindungen isoliert worden. Zu den isolierten
Sekundarmetaboliten aus Noni gehoéren vorrangig Anthrachinone und Anthrachinon-
glykoside, Fettsauren und Di- bzw. Trisaccharid-Fettsaureester, Iridoide und Iridoidglykoside,
Lignane und Neolignane, Flavonole und Flavonolglykoside, Cumarinderivate und
Triterpenoide. Eine Auswahl an relevanten sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen, die aus den
Friichten bisher isoliert worden sind, ist in Tab. 2-3 und Abb. 2-9 aufgefiihrt.

Die Safte von Noni-Friichten wurden beziglich ihrer Zusammensetzung untersucht. Noni-
Safte weisen einen Trockensubstanzgehalt von etwa 10 % auf. In der Trockensubstanz liegen
hauptsachlich Ballaststoffe (34,5 %), die Monosaccharide Glucose (12 %) und Fructose (8 %),
Proteine (25 %), Lipide (1,5 %) und Mineralstoffe (9 %) vor (61). Untersuchungen der Poly-
saccharid-Fraktion von Noni zeigten, dass diese hauptsdchlich aus pektischen Poly-
sacchariden, wie Homogalacturonanen, Typ | Arabinogalactanen, Arabinan und Rhamno-
galacturonanen sowie Typ Il Arabinogalactan besteht. Bei der Analyse der aus der Spaltung
der Polysaccharide erhaltenen Monosaccharide konnten Galacturonsdure, Galactose,
Arabinose, Rhamnose, Glucose, Gluconsaure, Xylose, Mannose und Fucose nachgewiesen
werden (62, 63). An Mineralstoffen konnten in Noni-Saft Natrium, Phosphor, Kalium,
Calcium, Magnesium, Schwefel und Selen nachgewiesen werden. Relativ hohe Werte

werden dabei fir Kalium mit ca. 4 g/100 g Trockenmasse erreicht (61). Noni-Friichte stellen
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dariber hinaus mit 30-160 mg/kg Trockenmasse eine gute Quelle flur Vitamin C dar (64).
Untersuchungen der Lipidphase aus Noni-Saft zeigten, dass etwa 50 % des Ols ungesattigte
und mehrfach ungesattigte Fettsauren darstellen. Dabei handelt es sich hauptsachlich um
Ol- und Linolenséure. Interessant ist, dass in relativ groRen Mengen kurzkettige Fettsiuren,
wie Hexan- (6 %) und Octansiure (22 %), im Ol enthalten sind (61).

Tab. 2-3: Auswahl an sekunddren Pflanzeninhaltsstoffen, die aus Friichten von M. citrifolia isoliert
wurden. Die zugehorigen Strukturen sind in Abb. 2-9 gezeigt.

Verbindungsklasse/Name Nr. Ref. Verbindungsklasse/Name Nr. Ref.
Nonioside Morindolin 24 (43)
Noniosid A 1 (65) | Balanophonin 25 (66)
Noniosid B 2 (67) | 3,3“-Bisdemethylpinoresinol 26 (43)
Noniosid C 3 (65) | (-)-Pinoresinol 27 (68)
Noniosid D 4 (65) | 3,3-Bisdemethyltanegool 28 (68)
Noniosid E 5 (69) | Isoprincepin 29 (43)
Noniosid F 6 (69) | Flavonole/Flavonolglykoside
Noniosid G 7 (69) | Kampferol 30 (68)
Noniosid H 8 (69) | Quercetin 31 (68)
Noniosid L 9 (70) fsir::;;g'i:) O-rutinosid 32 (71)

. Isorhamnetin-3-O-rutinosid
Noniosid M 10 (70) (Narcissosid) 33 (71)
Iridoide Rutin 34 (67)
Asperulosid 11 (72) | Anthrachinone
N Anthragallol-1,2-di-O-
Asperulosidsaure 12 (67) methylether 35 (73)
Asperulosidsduremethylester 13 (74) | Anthragallol-2-O-methylether 36 (73)
Deacetylasperulosid 14 (71) | Austrocortinin 37 (75)
Deacetylasperulosidsdure 15 (73) | 5,15-O0-Dimethylmorindol 38 (73)
ancetylasperulosid— 16 (74) 6-Hydroxyanthragallol-1,3-di-O- 39 (73)
sdauremethylester methylether
. . (73) | 2-Methoxy-1,3,6-
Borreriagenin 17 (76) trihydroxy»;nthrachinon 40 (66)
4-epi-Borreriagenin 18 (77) Morindon-5-O-methylether 41 (73)
Lignane/Neolignane diverse Verbindungen
Americaninsdure A 19 (43) | Scopoletin 42 (42)
Americanin A 20 (43) | Aesculetin 43 (78)
Americanol A 21 (43) | B-Hydroxypropiovanillon 44 (66)
Isoamericaninsdure A 22 (79) | Coniferylaldehyd 45 (66)
Isoamericanin A 23 (79) | (2E,4Z,7Z2)-Decatrienoic acid 46 (80)

HO
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OH CH,
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Abb. 2-9: Aus Friichten von M. citrifolia isolierte sekundare Pflanzeninhaltsstoffe. Die Zuordnung
der einzelnen Strukturen erfolgt nach Tab. 2-3.

Unter den sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen in Noni-Friichten stellen die Nonioside relativ
einzigartige Verbindungen dar. Als Nonioside werden die Glucoseester von Fettsduren (2-7)

und Glykoside von 3-Methyl-3-buten-1-ol bezeichnet (1, 8, 9). Bei den Fettsdure-Glucose-
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estern handelt es sich um kurzkettige Fettsduren, wie 2-Methylbutan-, Hexan-, Octan- und
Decansdure, die mit zwei oder drei B-b-Glucopyranose-Einheiten verknlpft sind. Glykoside
von 3-Methyl-3-buten-1-ol sind mit B-b-Glucopyranose (1), B-D-Xylopyranose (8) und B-p-
Xylofuranose (9) nachgewiesen worden. Die Bezeichnung der Verbindungen als Nonioside
geht auf DALSGAARD et al. zuriick, der diese Nomenklatur 2006 etablierte (69).

Aus Noni-Friichten konnten diverse Anthrachinone isoliert werden (35-41). 5,15-Dimethyl-
morindol (38) ist bisher nur aus Noni bekannt und das einzige Anthrachinon, welches in
Noni-Frichten in signifikanten Mengen mit 0,2 pug/mL Fruchtpliree nachweisbar ist (81). Die
genotoxischen Anthrachinone Rubiadin und Lucidin (Nachweisgrenze: jeweils 10 pg/kg)
konnten in Noni-Friichten nicht nachgewiesen werden (37). Friichte von M. citrifolia weisen
eine Vielfalt von Iridoiden (11-18) auf. Davon stellen Asperulosidsdure (12) und Deacetyl-
asperulosidsaure (15) die Hauptiridoide in Noni-Friichten dar (82). Einige Iridoid-Strukturen
wurden im Jahr 2006 revidiert. So wurde z.B. Morindacin zu Borreriagenin (17) korrigiert
(76). Bei den Lignanen und Neolignanen (19-29), die aus Noni-Friichten bisher isoliert
wurden, handelt es sich um Verbindungen, die hauptsachlich aus Pflanzensamen bekannt
sind (83, 84). Dies kdnnte auch bei Noni der Fall sein, da zur Isolierung von der vollstandigen
Frucht ausgegangen worden ist (43). Dariiber hinaus sind Flavonole und deren Glykoside
(30-34), die Phenylpropanoide Scopoletin (42), Aesculetin (43), B-Hydroxypropiovanillon
(44) und Coniferylaldehyd (45) sowie die ungewdhnliche Fettsdure (2E,4Z,72)-Decatriensaure

(46), die wie die Nonioside relativ einzigartig flir Noni zu sein scheint, bekannt.
2.1.6.2 Fliichtige Inhaltsstoffe

Die erste Veroffentlichung zu flichtigen Inhaltsstoffen von Noni-Friichten von FARINE et al.
stammt aus dem Jahr 1996. Hier konnten in Friichten von M. citrifolia 50 fliichtige Ver-
bindungen nach Extraktion mit Dichlormethan mittels GC-MS (Cl und El) identifiziert und
mittels GC-FID quantifiziert werden. Es zeigte sich, dass sich die flichtigen Verbindungen aus
Carbonsduren, Estern, Alkoholen, Ketonen und Lactonen zusammensetzen. Die Carbon-
sauren stellen mit 20 Verbindungen die groRte Substanzklasse dar. Hier konnten als Haupt-
komponenten Hexan-, Octan-, Decan- und 2-Methylbutansdure nachgewiesen werden (85).
Bei einer neueren Untersuchung von PINO et al. aus dem Jahre 2009 konnten 34 flichtige
Sauren in Noni-Friichten identifiziert werden. Hierunter fallen einige verzweigte kurzkettige
Sauren, die bei der Synthese aliphatischer Aminosduren eine Rolle spielen, und 2- bzw. 3-
Hydroxycarbonsaduren, die durch die Oxidation von a,B-ungesattigten Fettsdauren gebildet
werden (86).

Mit elf Verbindungen stellen die Ester die zweitgroBte Substanzklasse dar. Hier konnten

vorwiegend die Carbonsdureester der Hauptfettsauren mit Methanol bzw. Ethanol
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nachgewiesen werden. Bei den Alkoholen stellt 3-Methyl-3-buten-1-ol die mengenmalig
wichtigste Komponente dar. Darlber hinaus konnten noch Hexanamid, Limonen und die
schwerer flichtigen Komponenten Scopoletin und Vomifoliol identifiziert werden. Die flinf
Substanzen mit den hochsten Gehalten (Hexan-, Octan-, Decansaure, 3-Methyl-3-buten-1-ol
und Scopoletin) stellen ca. 85 % der volatilen Komponenten in Noni-Friichten dar (85).

In einer aktuelleren Ver6ffentlichung von PINO et al. aus dem Jahr 2010 konnten 96 fllichtige
Verbindungen nach Anreicherung mittels HS-SPME in reifen und Uberreifen Frichten
identifiziert werden. Hier konnten zusatzlich einige noch nicht bekannte Ester, verzweigte
Alkohole und Ketone nachgewiesen werden. Hexan- und Octansdure konnten auch hier als
die Hauptkomponenten im Aroma von Noni-Friichten nachgewiesen werden (87).

Des Weiteren wurden die Veranderungen der Gehalte der Carbonsauren, Alkohole und Ester
wahrend des Fermentationszeitraumes von 108 Tagen untersucht. Dabei ist eine Abnahme
der Carbonsduren im Untersuchungszeitraum zu verzeichnen. AulRerdem steigen die Gehalte
von Estern mit fruchtigen Noten aus Ethanol, 1-Butanol und 1-Hexanol an. Diese fllchtigen
Verbindungen erfahren nach 60 Tagen Fermentationsprozess keine Anderung in ihrer

Zusammensetzung mehr (88).
2.1.7 Biosynthese ausgewadhlter Inhaltsstoffe
2.1.7.1 Lignane und Neolignane

Lignane gehoren zur Gruppe der phenolischen Naturstoffe, welche in hoheren Pflanzen weit
verbreitet sind. Darlber hinaus wurden sie in Farnen und Lebermoosen nachgewiesen. Im
Gegensatz zu den Ligninen kommen Lignane jedoch nicht ubiquitdr vor (89). Bei den
Lignanen handelt es sich nach der Definition von HAWORTH aus dem Jahr 1936 um Dimere
von Phenylpropanoiden, deren Phenylpropanoid-Einheiten liber ein zentrales Kohlenstoff-
atom (C8) der Propyl-Seitenketten verbunden sind (90). Lignane variieren dabei in der
chemischen Struktur des Kohlenstoffgrundgerists, im Oxidationsgrad und Substitutions-
muster. Aufgrund dessen kdnnen Lignane in acht Untergruppen unterteilt werden. Diese
Untergruppen resultieren aus der unterschiedlichen Inkorporation von Sauerstoff und Art
der Cyclisierung der Strukturen. In Abb. 2-10 sind die acht Untergruppen Furofuran, Furan,
Dibenzylbutan, Dibenzylbutyrolacton, Aryltetralin, Arylnaphthalin, Dibenzocyclooctadien und
Dibenzylbutyrolactol nach UmezawA dargestellt (89), welcher die Darstellung von WHITING
zugrunde liegt (91). Dariber hinaus weisen einige Furane, Dibenzylbutane und Dibenzo-
cyclooctadiene keinen Sauerstoff an C9 (C9‘) auf, wohingegen andere eine zuséatzliche
Hydroxylgruppe an C7 (C7‘) oder C8 (C8‘) besitzen (89). Uber die strukturelle Diversitat

hinaus existiert bei den Lignanen auch eine groRe Diversitdt an Enantiomeren. In der Natur
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existierende Lignane kommen dabei als ein Enantiomer oder als Enantiomerengemische mit

unterschiedlichen Zusammensetzungen vor. Darliber hinaus existieren auch racemische

o H3C CH3
9 9
0

Gemische von Lignanen (92).

Furofuran Furan Furan
mit 9(9')-Sauerstoff ohne 9(9')-Sauerstoff
OH CHj;
e Ve O I QXL
CHs3
OH (0] (@]
Dibenzylbutan Dibenzylbutan Dibenzylbutyro- Dibenzylbutyro-  Arylnaphthalin
mit 9,9'-Dihydroxygruppen  ohne 9(9')-Sauerstoff lactol lacton

OH
OH

O. CHs
CHs
O

Aryltetralinlacton Aryltetralin Dibenzocyclo- Dibenzocyclooctadien
mit 9,9'-Dihydroxygruppen octadienlacton ohne 9(9')-Sauerstoff

(©)

Abb. 2-10: Untergruppen der Lignane. Dargestellt sind die acht Untergruppen Furofuran, Furan,
Dibenzylbutan, Dibenzylbutyrolacton, Aryltetralin, Arylnaphthalin, Dibenzocyclooctadien und Di-
benzylbutyrolactol. Abbildung nach UMEzAWA (89).

Lignane kommen sowohl als freie Aglykone als auch mono- bzw. diglykosyliert in allen
Pflanzengeweben, einschlielllich Wurzeln, Samen, Bliiten, Blattern, Frichten, Rhizomen und
Sprossachse, vor (93). Besonders hohe Konzentrationen an Lignan-Aglykonen konnten von
HoLmBom et al. im Kernholz und in den Astknoten von Picea albies (Norwegische Fichte)
nachgewiesen werden (94). In Pflanzen erfillen Lignane vielfaltige Abwehrfunktionen, vor
allem schiitzen sie diese gegenliber Fungi, die zur Verwesung des Holzes fiihren wiirden (95).
In Lebensmitteln sind Lignane vor allem in Leinsamen mit 340 mg/100 g und in Olsaaten mit
370 mg/100 g sowie in vielen Vollkorngetreideprodukten enthalten (96). Der Verzehr von

lignanreichen Lebensmitteln spielt fir die menschliche Gesundheit eine groRe Rolle.
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Abb. 2-11. Biosynthese der Lignine und Lignane. Tyrosin und Phenylalanin bilden die Ausgangsstoffe
zur Synthese von p-Cumarylalkohol, Coniferylalkohol und Sinapylalkohol, die in die Biosynthese von
Ligninen und Lignanen eingehen kénnen. Beteiligte Enzyme an der Umsetzung sind Phenylalanin-
Ammoniak-Lyase (1), Tyrosin-Ammoniak-Lyase (2), Cinnamat-4-hydroxylase (3), Hydroxylase (4),
CoA-Ligase mit AMP und CoA (5), O-Methyltransferase (6), Cinnamoyl-CoA:NADP-Oxireduktase (7)
und Cinnamoylalkoholdehydrogenase (8). Abbildung modifiziert nach LEwis et al. (93).

Die meisten Lignane werden durch die intestinale Mikroflora im oberen Bereich des Darms

in Enterolactone und Enterodiole umgewandelt. Diese Verbindungen weisen vielfaltige
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positive gesundheitliche Wirkungen auf. So haben Experimente gezeigt, dass diese Lignane
anticancerogene Effekte aufweisen (97). Dariiber hinaus konnte in epidemiologischen
Studien eine Schutzfunktion der Lignane gegen hormonabhangige Tumore, wie z.B. Brust-
krebs, nachgewiesen werden (98). Fir diese Effekte konnten die anti-estrogenen und
estrogenen (99, 100) sowie antioxidativen Eigenschaften (101, 102) dieser Verbindungen
verantwortlich sein. Des Weiteren konnte das anti-Aromatase Potential von Lignanen eine
Rolle spielen (103, 104). Lignane und Lignine sind neben Stilbenen, Flavonoiden und
Cumarinen Metabolite des Phenylpropanoid-Metabolismus in héheren Pflanzen. Als Edukte
fir die Biosynthese von Lignanen sind Tyrosin und Phenylalanin, welche auf dem Shikimat-
Weg gebildet werden, zu nennen. Zum Shikimat-Weg sei auf einschlagige Lehrbicher
verwiesen. Aus Tyrosin bzw. Phenylalanin wird p-Cumarsaure gebildet. Die p-Cumarsaure
kann zum Einen Uber die Zwischenschritte des aktivierten p-CumaroylCoA-Esters und des p-
Cumaraldehyds zum p-Cumarylalkohol reduziert werden. Zum Anderen kann p-Cumarsaure

zu Kaffeesaure, Ferulasaure, 5-Hydroxyferulasaure und Sinapinsaure umgewandelt werden.

OCH3 OCHj
OH OH oH
= (O N o_ .
Oxidase/Oxidant Hio M
und Dirigent-Protein NADPH Hi iH
" O Pinoresinol/Lariciresinol w OH
H3CO 0 Reduktase
OH H
OCH; OCHj
E-Coniferylalkohol (2x) (+)-Pinoresinol (+)-Lariciresinol
NADPH
H;CO H,CO
O Pinpljesir)ol/
" NADP™ O Fanctesinol

Secoisolariciresinol
Dehydrogenase

OCH,

OH
(-)-Matairesinol (-)-Secoisolariciresinol

Abb. 2-12. Biosynthese von Lignanen in Forsythia intermedia. Ausgehend von zwei Molekilen
E-Coniferylalkohol wird Gber mehrere Zwischenschritte (-)-Matairesinol gebildet. Die Reaktionen
laufen stereoselektiv und enantiospezifisch ab. Abbildung nach Lewis et al. (93).

Ferulasdure und Sinapinsdure werden (iber mehrere Zwischenstufen zu Coniferyl- bzw.
Sinapylalkohol reduziert. Coniferyl-, p-Cumaryl- und Sinapylalkohol kdnnen dann in die Bio-

synthese von Ligninen und Lignanen eingehen (Abb. 2-11) (93).
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Recht gut untersucht ist die Biosynthese von Lignanen ausgehend von Coniferylalkohol in
Forsythia intermedia (Goldflieder, Goldglockchen), welche in Abb. 2-12 dargestellt ist. Das in
F. intermedia enthaltene Dirigent-Protein kann in Gegenwart von entsprechenden Oxidasen,
wie z.B. Laccasen, die Kopplungsreaktion von zwei Molekilen E-Coniferylalkohol unter
Beibehaltung der absoluten Konfiguration katalysieren. Wahrend die Oxidase die Oxidation
von einzelnen Elektronen katalysiert, spezifiziert das Dirigent-Protein den Zusammenschluss.
Im Falle der F. intermedia wird dabei (+)-Pinoresinol gebildet. AnschlieBend katalysiert die
(+)-Pinoresinol/(+)-Lariciresinol Reduktase zwei enantiospezifische NADPH abhangige Reduk-
tionen, aus denen Uber (+)-Lariciresinol (-)-Secoisolariciresinol hervorgeht. Bei F. intermedia
kann dann das entstandene (-)-Secoisolariciresinol unter enantiospezifischer Dehydrierung
in das (-)-Matairesinol Uberfihrt werden. Wie das Beispiel F.intermedia verdeutlicht,
unterliegen biochemische Prozesse bei der Bildung von Lignanen stereoselektiven und

enantiospezifischen Transformationen (93, 105).

OH OH
=8 =8
- 5 c
©
c
=
+ ' a
OCH; ¥ N4 TOoCH, N
OH OH H,CO Pinoresinol
Coniferylalkohol
x OH
8 O Q
HO §
OCHs3 5
OH =
(3]
z
HO
OCH, OCHs
Guajacylglycerol-B-coniferylether Dehydroconiferylalkohol

Abb. 2-13. Biosynthese von Lignanen und Neolignanen. Aus zwei Molekilen Coniferylalkohol
entstehen durch Dimerisierung Pinoresinol (8-8‘ verknipftes Lignan), Guajacylglycerol-B-coniferyl-
ether (8-0-4 verkniipftes Neolignan) und Dehydroconiferylalkohol (8-5‘ verknipftes Neolignan).
Abbildung nach BEEIMOHUN et al. (106).

Neolignane gehoren, wie die Lignane, zu den phenolischen Naturstoffen. Sie sind im
Kernholz der Pflanzenfamilien Magnoliaceae (107) und Piperaceae (108) sowie in den
Friichten und Samen von Ocotea veraguensis (Lauraceae) zu finden (109). Fir die
Klassifikation der Neolignane existieren mehrere Definitionen. So sind Neolignane nach
GOTTLIEB CgCs-KOrper, die anders verknlipft sind als Lignane, welche 8-8'-verkniipfte CgCs-

Kérper darstellen (110). Spater wurden Neolignane als Dimere von Allyl- bzw. Propenyl-
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phenyl-Monomeren, die durch oxidative Kupplung entstanden sind, bezeichnet, wohingegen
Lignane als Dimere von Cinnamoylalkohol bzw. Zimtsaure angesehen werden (111). In
Abb. 2-13 ist die Dimerisierung von zwei Molekilen Coniferylalkohol gezeigt. Dabei kénnen
sowohl 8-8‘-Dimere (Lignane), wie das Pinoresinol, als auch 8-5- und 8-0O-4'-Dimere
(Neolignane) entstehen (106). Obwohl eine ganze Reihe an Enzymen bekannt sind, die fiir
die Biosynthese der Neolighane eine Rolle spielen, ist liber den Mechanismus der Bildung

vieler Neolignane wenig bekannt (91, 105, 112).
2.1.7.2 Iridoide

Iridoide stellen eine groRRe Untergruppe der Monoterpene dar. Bis zu diesem Zeitpunkt sind
etwa 500 Verbindungen (ca. 300 Iridoide, 100 Secoiridoide und 100 nichtglykosidische
Iridoide) bekannt (113). Die Bezeichnung Iridoid geht auf das im Abwehrsekret der
Ameisenart Iridomyrmex gefundene Iridodial zurlick (114). Entgegen der ersten
Beschreibung von Iridoiden in Insekten sind diese Verbindungen im Pflanzenreich weitaus
haufiger anzutreffen (115). Hier spielen sie u.a. eine Rolle als bitterschmeckende Abwehr-
stoffe gegen FralRfeinde. Darliber hinaus wirken einige Iridoide hemmend auf das Pflanzen-
wachstum (113). Bei Iridoiden handelt es sich normalerweise um Verbindungen mit einem
Grundgerist bestehend aus einem Cyclopentanring, welcher mit einem Pyranring verknipft
ist. Chemotaxonomisch sind Iridoide u.a. nitzlich als Marker fir diverse Gattungen von
Pflanzenfamilien. So stellt beispielsweise Aucubin fiir die Gattung Plantago (Plantaginaceae)

und Aperulosid fir die Gattung Galium (Rubiaceae) einen Marker dar (116, 117).

O H;C, OH )\/\
- - S - > Isopentenyl-
3 H3C)J\S/COA OOC\)\/\OH opp diphosphat
(IDP)
Acetyl-CoA Mevalonat

//L§§//\\ (3,3-Dimethyl-

OPP allyl)diphosphat
(DMADP)

Abb. 2-14: Biosynthese von Isopentyldiphosphat und (3,3-Dimethylallyl)diphosphat. Uber den
Mevalonat-Weg werden aus drei Molekilen Acetyl-CoA die aktiven Isopren-Einheiten Isopentenyl-
diphosphat und (3,3-Dimethylallyl)diphosphat gebildet.

Die Biosynthese der Iridoide geht wie bei allen Terpenen von der Bildung von Isopentenyl-
diphosphat (IDP) und (3,3-Dimethylallyl)diphosphat (DMADP) aus. IDP bzw. DMADP werden
Uber den Mevalonat-Weg aus drei Molekilen Acetyl-CoA (iber die Zwischenschritte

Acetoacetyl-CoA, 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA, Mevalonat und Mevalonatdiphosphat
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gebildet (Abb. 2-14). Zusatzlich konnen Pflanzen, Algen und einige Bakterien IDP bzw.
DMADP iber den Methylerythritol-Phosphat-Weg synthetisieren.

Flr die weitere Biosynthese von Iridoiden existieren mindestens drei Wege, wovon Weg 1,
welcher zur Bildung von Deoxyloganinsaure fiihrt, in Abb. 2-15 dargestellt ist. Sowohl Weg 1
als auch Weg 2 gehen von 10-Hydroxygeraniol als Hauptprecursor aus, welches durch Oxi-
dation von Geraniol entsteht. Geraniol wird vorher Gber mehrere Zwischenschritte durch
Kopf-Schwanz-Addition aus IDP und DMADP gebildet. Bei Weg 1 wird 10-Hydroxygeraniol
zum Dialdehyd 10-Oxogeranial oxidiert, welches dann zum Iridodial cyclisiert (118). Der
Mechanismus des Ringschlusses ist nicht vollstandig aufgeklart, wurde jedoch von
EScHER et al. 1970 plausibel beschrieben (119). Fur die weitere Synthese vom Iridodial zur
Deoxyloganinsdure existieren zwei mogliche Wege. Zum Einen kann es zur direkten Bildung
des glykosidierten Dihydropyrans kommen, welches anschlieBend an Position 10 zum
Aldehyd und zur Saure oxidiert wird. Die Glykosidierung in Position 1 flhrt dabei zu einer
starkeren Stabilisierung des Lactolrings und verleiht dem Molekiil einen hydrophileren
Charakter (120).

)\/\OPP P P
. . = CHO
= = = CHO
NS
OPP OH OH

10-Oxogeranial

Geraniol 10-Hydroxygeraniol
CHO /
H
X CHO
D ——— - D ——
© CHO
H
OGlc
Deoxyloganinsaure Iridotrialglucosid Iridodialglucosid Iridodial
CHO CHO
\ } /
X CHO
! o CHO
OH

Iridotrial

Abb. 2-15: Biosynthese von Deoxyloganinsdure. Ausgehend von Geraniol wird liber Oxidations-
schritte, Cyclisierung und Glykosidierung das Iridoid Deoxyloganinsaure gebildet. Abbildung modi-
fiziert nach Jensen (118).

Obwohl bei Iridoiden auch Glykosidierungen an anderen Positionen bekannt sind, ist die

Position 1 fur die Verkniipfung mit einer B-p-Glucopyranose bevorzugt (121). Dariber hinaus

kann zum Anderen aus dem Iridodial durch Oxidation an Position 10 das Iridotrial entstehen,
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welches im Gleichgewicht mit seiner Lactolform steht. Das Iridotrial wird anschlieBend in
Position 1 glykosyliert. Welche Alternative hier bevorzugt wird, hdangt von der Pflanzenart ab
(113, 118). Weg 2 fiuhrt ausgehend vom 10-Hydroxygeraniol (iber 8-epi-Iridodial und 8-epi-
Iridotrial zu epi-Deoxyloganinsaure. Diese ist als Vorstufe weiterer Iridoide, die als Marker
fiir verschiedene Gattungen gelten, wie Aucubin (Plantago), Lamiid (Phlomis) und lpolamiid
(Stachytarpheta), bekannt (118, 122, 123).

Weg 3 geht von 10-Hydroxycitronellol aus, welches (iber die aus Weg 1 und 2 bekannte
Zwischenstufe Iridodial nichtglykosidische Iridoide, wie Dolichodial und Dolicholacton, bildet.
Interessant ist, dass nur (S)-(-)-Citronellol und (S)-(-)-10-Hydroxycitronellol als Zwischen-
stufen zur Bildung befahigt sind, nicht aber 10-Hydroxygeraniol wie bei Weg 1 und Weg 2
(121).

2.1.8 Problematik Noni

Im Jahr 1996 wurde Noni auf dem US-amerikanischen Markt eingefiihrt. Im Zuge dieser
Einfhrung durften Noni-Produkte ebenso in Kanada, Japan, Australien, Mexiko, Norwegen
und Hongkong vermarktet werden (37). Seit dem 5. Juni 2003 ist der Saft der Friichte von
M. citrifolia in der EU als neuartiges Lebensmittel zur Verwendung in pasteurisierten
Fruchtsaftgetranken zugelassen (3). Im August 2008 wurden getrocknete und gerdstete
Blatter der Pflanze M. citrifolia zur Zubereitung von Teegetranken fiir den europaischen
Markt zugelassen und seit April 2010 ist das Inverkehrbringen von Piiree und Konzentrat aus
Frichten von M. citrifolia fiir die Herstellung von Joghurt, Eiscreme, Bonbons, Marmeladen
und Gelees in der EU erlaubt (4, 5). Zu beachten ist jedoch, dass andere aus Noni
hergestellte Produkte, wie z.B. Kapseln oder Tabletten aus Bestandteilen der Pflanze, in der
EU (noch) nicht zugelassen sind.

Flir Safte aus M. citrifolia ergeben sich nun folgende Probleme. So wurden bis zum April
2011 elf Falle von akutem Leberversagen in Zusammenhang mit der Einnahme von Noni-
Produkten bekannt. Der Kenntnisstand zu dieser Problematik soll unter 2.1.8.1 naher
erlautert werden. Des Weiteren stellen Noni-Safte relativ hochpreisige Produkte dar. So
belaufen sich die Preise flr Noni-Safte auf etwa 30 bis 60 € pro Liter Saft. Diese hohe
Gewinnspanne macht eine Verfalschung dieser Safte zu einem lukrativen Geschaft. Darliber
hinaus ist die eindeutige Differenzierung von Noni-Saften mit unterschiedlicher Ver-
arbeitung, d.h. frischer Saft vs. fermentierter Saft, bis jetzt nicht moglich. Diese Problematik

wird unter 2.1.8.2 naher behandelt.
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2.1.8.1 Toxikologie

In den Jahren 2005 und 2006 erschienen drei Publikationen, in denen vier Fille in Osterreich
und Deutschland von akuter Hepatitis nach Verzehr von Noni-Saft beschrieben wurden (8,
124, 125). Bei drei der vier Falle erfolgte eine spontane Gesundung. Aufgrund der wenigen
Falle und der Begleitmedikation in zwei von vier Fallen von Acetaminophen und chinesischen
Krautern (124) bzw. Interferon beta-1a (8) kam die EFSA zu der Auffassung, dass kein
kausaler Zusammenhang zwischen der Aufnahme von Noni-Saft und einer hepatotoxischen
Wirkung bestehe (126).

In der Stellungnahme der EFSA zu Fruchtpilree und Fruchtkonzentrat aus M. citrifolia im
April 2009 wurden finf weitere Falle von Hepatotoxizitdit im Zusammenhang mit der
Einnahme von Noni-Saft und ein Fall in Zusammenhang mit der Einnahme einer nicht weiter
spezifizierten Noni-Zubereitung erwdhnt (127-130). Auch hier kam das Panel zu der Ein-
schatzung, dass kein kausaler Zusammenhang zwischen Hepatotoxizitdt und der Einnahme
von Noni-Produkten nachgewiesen werden kann. Jedoch wird mittlerweile in Betracht
gezogen, dass moglicherweise sensible Bevolkerungsgruppen existieren, die auf Noni-

Produkte mit Schadigung der Leber reagieren konnten (10).

Tab. 2-4: Hepatotoxizitdt von Noni-Produkten. Zusammenstellung von neun publizierten Fallen von
Hepatotoxizitat in Zusammenhang mit der Einnahme von Saft und anderen Zubereitungen von
M. citrifolia*.

Geschlecht Begleitmedikation Aufnahme an Noni Symptome Ref.
/Alter
. 1 Glas Saft/Tag Uber . .
M/45 keine mehrere Wochen allgemeines Unwohlsein (125)
M/29 Acetanﬁl-lnophen, 1,5 L Saft akutes Leberversagen (124)
Krauter
W/62 keine 2 L Saft nach vier Wochen Diarrhea (124)
W/24 Interferon beta-1a 1-1,5 L Saft nach drei Wochen sub- (8)
akutes Leberversagen
M/43 Levetiracetam 0,56 L Saft Routine-Check (9)
30r:1n;_hsr:ZEﬁrl;ber nach acht Wochen
W/49 Acetaminophen ! erhohten Saft-Konsums (127)
danach acht Wochen Erschopfung und Gelbsucht
240 mL Saft/Tag pTung
W/80 keine tag"hche saftaufnahme Juckreiz und Gelbsucht (128)
Uber vier Wochen
. Zubereitung tber Ubelkeit, Anorexie und
W/33 keine einige Tage Gelbsucht (129)
. nach acht Wochen
M/14 keine 0,6 L Saft Gelbsucht (131)

*Zwei weitere Falle aus dem Jahr 2008 sind nicht gesondert publiziert (130).
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Im Jahr 2010 wurde ein weiterer Fall von Hepatotoxizitdt nach Aufnahme von Noni-Saft bei
einem 14-jahrigen Jungen vero6ffentlicht (131). Eine Zusammenstellung der publizierten Falle
von Hepatotoxizitat im Zusammenhang mit Noni-Produkten ist in Tab. 2-4 aufgefiihrt.

In den zwei bis zu diesem Zeitpunkt durchgefiihrten in-vitro-Studien zur Hepatotoxizitdt von
Noni-Saft von WESTENDORF et al. und WEST et al. konnten keine hepatotoxischen Wirkungen
nachgewiesen werden (132, 133). Des Weiteren sei eine im Jahr 2008 durchgefiihrte
pranatale Toxizitatsstudie mit Saft aus M. citrifolia an schwangeren Sprague Dawley-Ratten
von WEST et al. erwahnt. Diese Untersuchung kam zu dem Schluss, nachdem keine Effekte
auftraten, dass das Potential einer Toxizitdat von Noni-Saft flir werdende Miitter sehr gering
einzuschatzen sei (134). Im Gegensatz dazu sind in vitro und in vivo Untersuchungen zur
Reproduktionstoxizitat eines wassrigen Noni-Extraktes von MULLER et al. aus dem Jahr 2009
zu betrachten. Hier konnten an Wistar-Ratten Effekte auf die pranatale Entwicklung
nachgewiesen werden. Die Autoren weisen daraufhin, dass wahrend des ersten Trimesters
der Schwangerschaft und der Laktation sehr vorsichtig mit der Einnahme von Produkten aus
M. citrifolia verfahren werden soll (135). Im Jahr 2010 erschien eine weitere Untersuchung
zur Toxizitat von wassrigem Noni-Extrakt und Noni-Saft an schwangeren Wistar-Ratten. Hier
konnte keine Toxizitdat auf die Muttertiere nachgewiesen werden. Jedoch konnten
verzogerte Verkndcherungen des Schadels, der Rippen, der Wirbelsaule, der vorderen und
hinteren Extremitaten und des Brustbeins in den Foten beobachtet werden (136). Eine
abschliefende Beurteilung einer moglichen Toxizitat von Noni-Saft kann aufgrund dieser z.T.

widersprichlichen publizierten Ergebnisse nicht erfolgen.
2.1.8.2 Authentizitat

Wie oben schon angemerkt, liegen die Preise fiir Noni-Saft mit 30—60 €/Liter Saft, verglichen
mit anderen Fruchtsaften, recht hoch. Aufgrund der groBen Gewinnspanne besteht deshalb
die Gefahr, dass Noni-Safte verfalscht werden. Verfalschung im Fall von Saft aus M. citrifolia
kann bedeuten, dass der Saft mit Wasser verdinnt wird, dass giinstigere Fruchtsafte
zugesetzt werden, dass nachtraglich Zucker zugesetzt wird oder dass Fruchtsaftkonzentrat
statt Direktsaft verwendet wird.

Die Wasserung von Noni-Saft bzw. die Verwendung von riickverdiinntem Konzentrat sowie
der Einsatz von glinstigeren Fruchtsaften koénnen mittels Isotopen-Verhaltnis-Massen-
spektrometrie (IRMS) anhand der &6 80-werte erfolgen. So konnten fiir derartig verfalschte
Sifte stark negative & *0-Werte bestimmt werden, die fur die Safte aus M. citrifolia nicht zu
erwarten waren. Dariiber hinaus ist es mit der IRMS-Methode anhand der & *C-Werte
moglich, Zusatze von Rohrzucker zu identifizieren, da M. citrifolia zu den C3-Pflanzen gehort
(137).
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Eine Methode zur Detektion der Verdinnung von Noni-Saft mit Wasser bzw. anderen
Fruchtsaften und des Einsatzes von Saftkonzentrat anstatt von Direktsaft wurde von BASAR
und WESTENDORF vorgeschlagen. Daflir wurden die drei Marker (2E,4Z,7Z)-Decatriensaure,
Scopoletin und Kalium verwendet. Durch den Gehalt an Kalium und der Trockensubstanz
konnte eine Verdiinnung von Noni-Saften nachgewiesen werden und durch das Verhaltnis
von Scopoletin und (2E,4Z,72)-Decatriensaure konnte eine Verwendung von Saftkonzentrat
nachgewiesen werden (80).

Ein weiteres Problem hinsichtlich der Zulassung von neuen Saften aus M. citrifolia stellt die
Bestimmung des Verarbeitungsgrades der Friichte (frisch vs. fermentiert) dar. Mit der von
BAsAR und WESTENDORF vorgeschlagenen Methode kann eine Fermentation anhand des
Gehalts an (2E,4Z,72)-Decatrienoic acid und des zugehorigen Saccharidesters nachgewiesen
werden (80). Es bleibt jedoch zu bedenken, dass die Spaltung dieser Esterverbindung auch
durch Lagerung und bei der Herstellung von Saftkonzentrat hervorgerufen werden kann.
Auch die Bestimmung der geographischen Herkunft von Saften aus M. citrifolia stellt ein
Problem dar, da die Friichte aus verschiedenen Regionen stammen und mit der Herkunft der
Safte geworben wird, moglicherweise auch um die Produkte zu hoheren Preisen zu
verkaufen. Ein Ansatz zur Bestimmung der geographischen Herkunft mittels Gaschromato-
graphie und anschliefender Hauptkomponentenanalyse (PCA) wurde veroffentlicht (138).
Die geringe verfligbare Probenzahl authentischer Safte schrankt die Anwendbarkeit

statistischer Methoden fiir die Herkunftsbestimmung jedoch stark ein.
2.2 Praparative Trenntechniken

2.2.1 Gegenstromverteilungschromatographie
2.2.1.1 Grundlagen

Die Gegenstromverteilungschromatographie, engl. Countercurrent chromatography (CCC),
stellt eine Uberaus leistungsfahige praparative Vorfraktionierungs- und Isolierungsmethode
zur Gewinnung von Naturstoffen aus komplexen Matrices und zur Isolierung von Substanzen
aus Reaktionsgemischen dar (139, 140). Bei der CCC handelt es sich um eine Fllssig-Flussig-
Verteilungschromatographie. Die Trennung beruht dabei auf der Verteilung der Substanzen
zwischen zwei nicht mischbaren flissigen Phasen. Eine der beiden fliissigen Phasen (obere
oder untere bzw. leichte oder schwere) wird als mobile Phase eingesetzt, wahrend die
zweite flUssige Phase die stationdre Phase darstellt.

Mathematisch kann das Grundprinzip der CCC folglich nach dem NERNsT'schen Verteilungs-

gesetz (Gleichung 2-1) ausgedriickt werden (141). Der Verteilungskoeffizient K ist dabei
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zusatzlich von Druck, Temperatur und Art des Losungsmittels abhdngig. Eine Trennung der
Substanzen erfolgt nun aufgrund der unterschiedlichen Loslichkeiten in den beiden flissigen
Phasen. Fir Verbindungen, die eine gute Loslichkeit in der stationdren Phase aufweisen, ist

K > 1 und fiir Verbindungen, die sich gut in der mobilen Phase I6sen, ist K< 1.

= C(SUbStanz)stationéire Phase Gleichung 2-1
C(SUbStanz)mobile Phase
K Verteilungskoeffizient
c Konzentration

Fir die Trennung von Substanzen bei der CCC ist neben dem Verteilungskoeffizienten auch
die Retention an stationarer Phase, welche direkten Einfluss auf die Auflésung hat, wichtig.
Die Auflésung Rs von zwei Substanzen eines Substanzgemisches definiert sich fir die CCC

nach Gleichung 2-2.

Rs = ‘_1‘ x (a-1) x /N x (%) Gleichung 2-2
mit
. V,
k=Kx —
Vi
Rs Auflésung
a Selektivitatsfaktor
N Anzahl der theoretischen Trennstufen
k* Kapazitatsfaktor
K Verteilungskoeffizient
Vs Volumen an stationarer Phase
Vm Volumen an mobiler Phase

Wird in Gleichung 2-2 der Kapazitatsfaktor k* ersetzt, ergibt sich Gleichung 2-3, in welcher
die Zusammenhange zwischen der Auflésung R;, dem Selektivitatsfaktor a, der Trennstufen-
zahl N und dem Verteilungskoeffizienten K besser ersichtlich sind.

Rg = % x (a-1) x /N x Gleichung 2-3

(Vin/Vs) +K

Je groRer diese Werte werden, desto besser ist die Auflosung. Gut zu erkennen ist ebenfalls
der Einfluss des Volumenverhaltnisses an mobiler und stationarer Phase auf die Trennung.
Bei der CCC kommt ein relativ groBes Volumen an stationdrer Phase zum Einsatz, deshalb ist
der Quotient von V,,/Vs; mit Werten von 0,1-1 relativ klein. Der Quotient betragt bei der
prdparativen HPLC im Vergleich dazu etwa 15-20. Durch ein grofRes Volumen an stationarer

Phase V; und damit ein kleines Volumen an mobiler Phase V,,, da V; + V,, = const., lasst sich
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der Kapazitatsfaktor k‘ also beeinflussen. Dadurch ldsst sich auch die relativ gute
Trennleistung der CCC erklaren, obwohl die Anzahl der theoretischen Trennstufen N lediglich
bei ca. 1000 liegt (142).

2.2.1.2 Auswahl des FlieBmittelsystems

Aus dem vorangegangenen Absatz wird ersichtlich, dass ein optimales FlieBmittelsystem
unabdingbar fir eine gelungene Trennung der Analyten ist. Die Suche nach einem
geeigneten System kann nach dem ,trial-and-error“-Prinzip sehr aufwandig sein, deshalb
empfiehlt es sich, immer vorher die Literatur hinsichtlich bereits entwickelter FlieBmittel-
systeme fir CCC und Countercurrent distribution (CCD) zu durchsuchen. Mittlerweile sind
sehr viele Ubersichtsartikel zur Anwendung der HSCCC erschienen, die eine Vielzahl an
FlieBmitteln zur Durchfiihrung unterschiedlicher Trennungen enthalten (139, 141, 143, 144).
Im Regelfall sind dies binare, tertidre oder quartare Losungsmittelsysteme, welche eine
stabile Phasengrenze ausbilden. Es existieren jedoch dariiber hinaus einige Anforderungen

an die FlieBmittelsysteme, deren man sich bewusst sein sollte.

e Die Analyten missen im Phasensystem |6slich und stabil sein.

e Das System sollte eine Verteilung von oberer und unterer Phase von etwa 1:1 auf-
weisen, um unnotigen Losungsmittelabfall zu vermeiden.

e Die Analyten sollten eine adaquate Verteilung zwischen den beiden Phasen ein-
nehmen.

e Die Retention an stationarer Phase sollte maximal sein.

Die letzten beiden Punkte sollen ndher erlautert werden. Zundchst muss die Entscheidung
getroffen werden, ob die schwere (untere) oder die leichte (obere) Phase als stationare
Phase dienen soll. Es wird dann von einer Tail-to-head-Trennung bzw. von einer Head-to-tail-
Trennung gesprochen (Erklarung unter 2.2.1.3). Meistens wird der Head-to-tail-Modus
bevorzugt, der hier ndaher betrachtet werden soll. Der Verteilungskoeffizient K sollte fiir eine
erfolgreiche Trennung des Analyten 0,5<K<1,0 betragen. Analyten mit K<1 sind
hauptsachlich in der schweren, also der mobilen Phase, gelost und Analyten mit K> 1
hauptsachlich in der leichten, also der stationdaren Phase, gelost. Kleine Werte fir K
bedeuten eine schnelle Elution und damit eine mogliche unzureichende Abtrennung der
Analyten von der Matrix. GrolRe Werte fir K flihren zu einer langen Trennzeit oder u.U. dazu,
dass die Verbindungen in der stationdren Phase verbleiben.

Unter 2.2.1.1 wurde gezeigt, dass die Retention der stationdren Phase entscheidenden

Einfluss auf die Gute der Trennung hat. Eine hohe Retention geht dabei einher mit einer
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hohen Auflosung der Analyten. Eine hohe oder gute Retention bedeutet in der HSCCC, dass
die stationdre Phase >50 % des Gesamtvolumens des Coils beansprucht. Jedoch kdnnen
ausreichende Trennungen auch mit Retentionen <30 % erreicht werden, dann jedoch nur
bei hohen Verteilungskoeffizienten (139).

2.2.1.3 High-speed countercurrent chromatography

Mitte der 1960er Jahre wurde der erste Prototyp zur Anwendung der CCC von ITo et al.
entwickelt. Diese sog. Coil Planet Centrifuge war zunachst u.a. zur Analyse der osmotischen
Fragilitdit von roten Blutzellen gedacht (145). Seit den frilhen 1970er Jahren setzte die
Entwicklung hydrostatischer Systeme ein. Zu diesen Techniken zahlen z.B. die Droplet CCC
und die Centrifugal partition chromatography (CPC) (146). Heutzutage finden vorwiegend
hydrodynamische Systeme wie die High-speed countercurrent chromatography (HSCCC)
Anwendung, deren Entwicklung in den 1980ern einsetzte. Solche Systeme eignen sich sehr
gut zur Durchflihrung effizienter Trennungen zur Fraktionierung und Isolierung von

Substanzen aus komplexen Matrices (140).

-—
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o o
f HPLC-Pumpe y
Dosierschlgile

-

Detektor

i

Fraktionssammler

Phasensystem
rotisrender Halter
{coil)

‘ Gegengewicht

planetares Zahnrad (links)
zentrales Zahnrad (rechts)

rotierend
Planetenachse

Abb. 2-16. J-Type-HSCCC-Anlage. Schematischer Aufbau einer Monocoil-J-Typ-HSCCC-Anlage
bestehend aus einem Ldsungsmittelreservoir, einer HPLC-Pumpe, einer Dosierschleife, einer Coil-
halterung, einem Detektor und einem Fraktionssammler nach SUTHERLAND (147).

Der Aufbau einer J-Type-HSCCC-Anlage mit einer Trennsaule ist in Abb. 2-16 gezeigt. Der

Versuchsaufbau ist dem einer HPLC-Anlage recht dhnlich. Die Anlage besteht aus einer
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Pumpe, einer Dosierschleife, einer Coilhalterung mit dem Coil (der eigentlichen Trennséaule),
einem Detektor und einem Fraktionssammler. Zu Beginn wird mittels einer Pumpe
stationare Phase in den PTFE-Schlauch, der in mehreren Lagen helical um die Achse
gewickelt ist (Coil), gepumpt. Dieser Schlauch hat eine ungefdhre Lange von bis zu 160 m
und einen i.D. von 2,5 mm. AnschlieBend kann die im FlieBmittelsystem geloste Probe mit
Hilfe einer Probenschleife aufgegeben werden. Gleichzeitig wird mit dem Einpumpen der
mobilen Phase und der Rotation begonnen. Nach Verlassen des Coils registriert ein Detektor
die Substanzen. Die getrennt eluierenden Substanzen werden anschlieBend mit Hilfe eines
Fraktionssammlers fraktioniert gesammelt.

Der eigentliche Chromatographievorgang findet in einem inerten Teflonschlauch statt.
Dieser ist in mehreren Lagen um eine Spule gewickelt. Dieser sog. Coil wird in Bewegung
versetzt. Dabei flhrt der Coil eine synchrone Planetenbewegung durch, d.h. er dreht sich
sowohl um die eigene Achse (Rotation) als auch in gleicher Richtung und mit gleicher

Geschwindigkeit um die Zentralachse (Revolution), wie in Abb. 2-17 links gezeigt.

A
muttilayer col Bilateral Hydrodynamic Equilibrium
in a Closed Coll
Head T il

Axis of Rotaken —- ——- —
B
One-Way Elution Modes
Axs of Revoluson FEU:

Head - j% Tail
—
= F

Abb. 2-17. Bewegungsablauf eines multilayer Type-J-Coils, hydrodynamische Aquilibrierung in
einem Coil und Elutionsmodi der HSCCC. Gezeigt ist die Rotation der Coil-Halterung um ihre eigene
Achse als auch um die Zentralachse mit gleicher Winkelgeschwindigkeit () und gleicher Richtung
(links). Hydrodynamische Aquilibrierung zweier Phasen im geschlossenen Coil und Elution der
leichten Phase und der schweren Phase in einem rotierenden offenen Coil (rechts). Abbildungen
nach ITo (139).

Diese Bewegung flihrt zum Einen dazu, dass die mobile Phase kontinuierlich eluiert wird und
zum Anderen wird eine hydrodynamische Bewegung zweier nichtmischbarer Flissigkeiten
innerhalb des Coils erzeugt. Das Prinzip, welches diesem Effekt zugrunde liegt, kann als
Archimedische Schraube bezeichnet werden. Werden zwei nichtmischbare Phasen in einen
geschlossenen Coil eingebracht, trennen sich diese Phasen bei der Rotation vollstandig. Die
leichtere Phase (weiR dargestellt) bewegt sich zum Head-Ende und die schwerere Phase
(schwarz dargestellt) zum Tail-Ende (Abb. 2-17 A). Die Bezeichnungen ,Head” und ,Tail”

III

wurden definiert. So bezeichnet ,Tail“ das Schlauchende, welches in die Rotationsrichtung
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zeigt. Als ,Head” ist das Schlauchende definiert, welches entgegengesetzt der Rotations-
richtung zeigt (148).

In Abb. 2-17 B ist der Effekt der Archimedischen Schraube fiir die HSCCC dargestellt. Der Coil
wird zunachst mit der leichteren Phase (weiB) gefiillt und anschlieBend wird vom Head-Ende
schwere Phase (schwarz) eingepumpt (Abb.2-17 B oben). In Abb.2-17 B unten wird
zunachst die schwere Phase in den Coil eingefillt und danach vom Tail-Ende die leichte
Phase eingepumpt. In beiden Fallen wandert die mobile Phase zligig durch den Coil und ein
Teil der anderen Phase bleibt als stationare Phase aufgrund der durch die Bewegung hervor-
gerufenen Krafte auf dem Coil zuriick (139). Wird die schwere fliissige Phase als stationare
Phase eingesetzt, wird von einer Tail-to-head-Trennung gesprochen, wird dagegen die
leichtere flissige Phase als stationdare Phase eingesetzt, wird dies als Head-to-tail-Trennung

bezeichnet.

Axis of Rotation Tail H(Isad
. UL L ||| —

Mixing Zones oI T 3

Settling Zones ( TR "RTHIY ¥ 1m

Axis of Revolution

Abb. 2-18. Bewegung und Verteilung der Fliissigkeiten in einem Type-J-Coil. Gezeigt ist die
Mischung und Trennung der Phasen wahrend der Revolution (links). Bewegung der Mixing Zones
durch den helical gewickelten Schlauch in den Positionen I-1V (rechts). Abbildungen nach ITo (139).
Diese Bewegung fuhrt dazu, dass zwischen beiden Phasen ein standiger Mischungs- und
Trennvorgang ablauft. Wahrend einer Revolution des Coils wandert die Mixing Zone um
genau eine Runde. Die gangigen Rotationsgeschwindigkeiten in der HSCCC liegen bei etwa
600-1000 U/min. Bei einer mittleren Rotationsgeschwindigkeit von 800 U/min werden ca.
13 Misch- und Trennungsvorgange der Phasen pro Sekunde erreicht, was mehr als 45000
solcher Vorgdnge pro Stunde entspricht (vgl. Abb. 2-18). Dies verdeutlicht die hohe
Verteilungseffizienz in der HSCCC.

Fiir die Detektion der Analyten nach Verlassen des Coils wird meist ein UV-Detektor mit
variablen Wellenldangen oder besser noch ein DAD verwendet. In letzter Zeit sind auch einige
Veroffentlichungen zur Kopplung der CCC mit Lichtstreudetektoren (evaporative light
scattering detector, ELSD) und Massenspektrometern (MS) erschienen (149, 150). Verbin-
dungen mit einem hohen Verteilungskoeffizienten verbleiben u.U. auf dem Coil und eluieren
nicht mit der mobilen Phase. Hier bietet es sich an, eine Elution-Extrusion durchzufiihren,

d.h. nach Ende der normalen Elution wird statt der mobilen Phase stationdre Phase einge-
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pumpt und die Verbindungen werden dadurch vom Coil gedriickt und kénnen fraktioniert
gesammelt werden (151).

Fir die Durchflihrung von flissig-fliissig-chromatographischen Trennungen mit der HSCCC
ergeben sich einige Vorteile gegeniber anderen etablierten Methoden zur Isolierung und
Aufreinigung von Verbindungen. Durch die Verwendung einer flliissigen stationdren Phase
werden sowohl irreversible Adsorptionen als auch oberflachenkatalysierte Reaktionen, wie
sie bei festen stationaren Phasen auftreten konnen, verhindert. Des Weiteren wird durch
den Austausch der stationdren Phase nach jeder Trennung die im Gerat verbliebene Probe
vollstandig zurickgewonnen. Einen weiteren Vorteil stellt die Vielfalt der moglichen
Phasensysteme dar, durch welche sich Substanzgemische in einem weiten Polaritdtsbereich
trennen lassen. Der Teflonschlauch, in welchem die Trennung abladuft, ist im Vergleich zu
Saulen, die mit festen Materialien gepackt sind, sehr viel langlebiger und kostenglinstiger
(146).

2.2.2 Gelchromatographie

Die Saulenflussigkeits-Chromatographie stellt einen wesentlichen Bestandteil zur Trennung
und Isolierung von Naturstoffen dar. Bei einer Art der Sadulenflissigkeits-Chromatographie,
der Gelchromatographie, wird eine Auftrennung der Substanzgemische nach der Molekiil-
groRe und Polaritat erreicht. Fir prdparative Trennungen von Naturstoffen, wie poly-
phenolischen Verbindungen und cyanogenen Glykosiden, sowie fir analytische Trennungen
von anthropogenen Substanzen, wie polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffen, hat
sich das Dextrangel Sephadex LH-20 bewahrt (152-154).

Sephadex LH-20 ist ein lipophiles und gleichzeitig hydrophiles Dextrangel, welches durch
Epichlorhydrin quervernetzt ist. Es besteht aus dem hochpolymeren Kohlenhydrat Dextran,
welches ausschlieRlich aus Glucose aufgebaut ist. Pro Glucoseeinheit sind drei freie
Hydroxylgruppen vorhanden, die hydroxypropyliert werden, um eine Lipophilisierung des
Gels zu erreichen, die es ermoglicht, mit organischen Losungsmitteln lipophile Substanz-
gemische nach GroRenausschluR- und Adsorptionseffekten zu trennen.

Fir die Quellungseigenschaften des Materials sind die Dextrankonzentration, die relative
Molekilmasse des Ausgangsmaterials und das Mengenverhaltnis von Dextran zu Epichlor-
hydrin verantwortlich. Somit kénnen Sephadex-Gele, mit unterschiedlichem Vernetzungs-
grad und damit auch unterschiedlichen PorengréRen, fiir Fraktionierungen von Substanzen
mit unterschiedlichen Mokelulargewichtsbereichen bereitgestellt werden (155).

Einige Vorteile von Sephadex LH-20 gegenilber anderen Saulenfillmaterialien sind die
simplen Trennsysteme, die meistens angewendet werden. Oft werden nur reine Losungs-

mittel als mobile Phase verwendet. AulRerdem ist eine Gradientenelution zur Trennung nicht
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notig. Weiterhin ist die universelle Einsetzbarkeit der stationdren Phase zu erwdhnen, da die
Trennung nicht ausschliefRlich nach MolekilgroBe, sondern auch durch Adsorptionseffekte
erfolgt. Zudem ist die Probenaufgabe mit bis zu 300 mg pro Gramm trockenem Gel recht
hoch (156).

2.3 Grundlagen zu einigen verwendeten Methoden

2.3.1 Untersuchung der Zytotoxizitdt mittels Brine-shrimp-Assay

Um umfassende Aussagen Uiber einzelne Substanzen oder Substanzklassen treffen zu
kénnen, missen chromatographische Trenntechniken zur Isolierung, spektroskopische
Methoden zur Strukturaufklarung und Biosysteme zur Abschatzung von Wirkungen auf
Organismen miteinander verknipft werden (157). Solch ein Biosystem stellt der Brine-
shrimp-Assay dar. Hierbei handelt es sich um eine in-vivo-Screening-Methode, die Hinweise
auf das Vorliegen von zytotoxisch aktiven Verbindungen liefert. Zur Bestimmung der
Zytotoxizitat wird der Testorganismus Artemia salina LEACH (Brine shrimp) verwendet (158).
A. salina ist ein Vertreter der Crustaceen, der in natlirlichen und kiinstlichen Salzseen
vorkommt. Im Handel kdnnen die sogenannten Zysten der Brine shrimps erworben werden.
Diese werden in Extremsituationen gelegt, um das Uberleben der Art zu sichern. Sie sind im
trockenen Zustand noch nach mehreren Jahren keimfahig (159). Unter geeigneten
Bedingungen, d.h. salzhaltiges Wasser, Warme und Licht, schliipfen innerhalb von 24-48
Stunden eine sehr groRe Anzahl von Larven, die sogenannten Nauplien, welche fiir die
Durchfiihrung des Assays verwendet werden (158).

Aufgrund der schnellen und unbegrenzten Verfligbarkeit, der einfachen Handhabung und
der geringen Kosten bieten sich Brine-shrimp-Nauplien fir die Verwendung in vielen
Bioassay-Systemen an. So werden sie fir die Analyse von Pestizid-Rickstanden (160),
toxischen marinen Pflanzen (161), Narkotika (162), Phorbolestern (163), Dinoflagellaten-
toxinen (164) und Mykotoxinen (165-167) eingesetzt.

Fiir die Durchfihrung des Assays werden frisch geschlipfte Nauplien mit wenigen
Milligramm der zu untersuchenden Probe in kiinstlichem Meerwasser inkubiert. Nach
24 Stunden Inkubationszeit werden die iberlebenden und toten Brine shrimps ausgezahlt.
Aus diesen Werten lasst sich die Absterberate berechnen, mit welcher sich auf den LCsq
schlieBen lasst (158, 168). Als Positivkontrolle werden Brine shrimps mit Podophyllotoxin
inkubiert. Hierbei handelt es sich um ein Lignan des Aryltetralin-Typs, welches in der Wurzel
der Gattung Podophyllum vorkommt. Dieses wirkt durch die Hemmung der Topoisomerase |l

als starkes Mitosegift und dient damit der Uberpriifung des Assays (169).
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2.3.2 Untersuchung der Zytotoxizitdt mittels Resazurin (Alamar Blue) Assay

In den letzten Jahren sind sporadisch Félle von Lebererkrankungen nach Einnahme von Noni-
Produkten aufgetreten (vgl. 2.1.8.1). Auch fur andere Pflanzenextrakte, wie z.B. Extrakte aus
Kava Kava (Piper methysticum) (170), Griinem Tee (Camellia sinensis) (171) und Schoéllkraut
(Chelidonium majus) (172) sind vereinzelte hepatotoxische Wirkungen beim Menschen
bekannt. Dies zeigt die Wichtigkeit eines einfachen, schnellen, verlasslichen und empfind-
lichen Tests zur Einschatzung der Lebertoxizitdt von Extrakten und Reinsubstanzen. Durch
die Verwendung von Alamar Blue (Resazurin) als Farbstoff zur Bestimmung der Vitalitat der
Zellen wurde ein solches Testsystem geschaffen, da diese Verbindung zum Einen selbst nicht
toxisch auf die Zellen wirkt und zum Anderen keine Wechselwirkungen mit Testsubstanzen
bekannt sind (173).

Resazurin wurde erstmals 1929 von PescH und SIMMERT zur quantitativen Bestimmung von
Bakterien benutzt (174). Seit den 1950ern wird der ,Resazurin-Reduktions-Test” routine-
maRig zur Einschatzung der Kontamination von Milch und anderen biologischen Fllssig-
keiten mit Bakterien oder Hefen eingesetzt (175). Resazurin (Alamar Blue), welches eine
blaue Farbe und keine Fluoreszenz aufweist, wird bei diesem Test in Anwesenheit vitaler

Zellen zu Resofurin (reduziertes Alamar Blue) reduziert (Abb. 2-19).

NADH/H*  NAD*, H,0O

?
NT K J N
OSB! SOV SN
(@) (0] OH (0] (@) OH
1 2
blau, nicht fluoreszierend pink, starke Fluoreszenz bei 590 nm

Abb. 2-19: Strukturen von Resazurin und Resorufin. Dargestellt ist die Umwandlung von Resazurin
(Alamar Blue, 1) in Resorufin (reduziertes Alamar Blue, 2) in lebenden Zellen.

Es wurde eine direkte Korrelation zwischen der Reduktion von Resazurin im Medium und der
Proliferation von verschiedenen Zellen (173), wie z.B. Lymphozyten (176), Fibroblasten (177)
und diversen Krebszelllinien (178), nachgewiesen. Resofurin zeigt im reduzierten Zustand

eine intensive pinke Fluoreszenz im Medium, wenn Zellaktivitat besteht, welche anschlie-

Rend fluorimetrisch oder colorimetrisch bestimmt werden kann.
2.3.3 Bestimmung des antioxidativen Potentials

Das antioxidative Potential eines Stoffes ist definiert als dessen Fahigkeit, die Oxidation
anderer Verbindungen zu verhindern oder zu verzégern. So existiert eine groRe Vielfalt von

antioxidativ wirksamen Substanzen, die aufgrund ihrer Loslichkeit in lipophile, wie Toco-
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pherole und Carotinoide, bzw. hydrophile Verbindungen, wie Ascorbinsdure, Glutathion,
phenolische und polyphenolische Verbindungen, eingeteilt werden kdnnen. In den 1990ern
wurden einige Methoden zur Bestimmung des antioxidativen Potentials in verschiedenen
Matrices, wie z.B. Korperflissigkeiten (179, 180) und Lebensmitteln (181, 182) entwickelt.
Diese Methoden unterscheiden sich durch die Erzeugung der Radikale und durch die
Detektion des Endpunktes der Reaktion.

Hier soll naher auf die von MILLER et al. (180) im Jahr 1993 entwickelte Methode zur Bestim-
mung des antioxidativen Potentials von hydrophilen Verbindungen eingegangen werden,
welche 1999 von REe et al. (183) fir lipophile Verbindungen erweitert wurde. Diese Methode
beruht auf einer photometrischen Endpunktbestimmung und wird gemeinhin als TEAC-Assay
(Trolox®-Equivalent-Antioxidative-Capacity-Assay) bezeichnet.

Die Methode des TEAC-Assays basiert auf der Oxidation von ABTS (2,2'-Azino-bis(3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonsdure)) in Gegenwart von Kaliumperoxodisulfat zum relativ
stabilen ABTS*-Radikalkation. Nach Zugabe von antioxidativ wirksamen Substanzen fiihrt
dies zu einer Minderung der Farbintensitdt, welche photometrisch bei 734 nm verfolgt
werden kann. Je starker die Entfarbung der Losung, desto stdarker ist das antioxidative

Potential der Probe.

Antioxidans

ABTS + K,S,03 —— ABTS™ (blaugriine Lésung) ——— ABTS (farblose Lésung)

Abb. 2-20: Schematische Darstellung der Reaktionen des TEAC-Assays. ABTS (2,2‘-Azino-bis(3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonsdure)) wird in Gegenwart von K,S,0g (Kaliumperoxodisulfat) zum
Radikalkation oxidiert. In Anwesenheit von antioxidativ wirksamen Substanzen tritt eine Minderung
der Farbintensitat ein, die bei 734 nm verfolgt werden kann.

Die Durchfiihrung des Assays erfolgt in ethanolischer Losung, sodass auch lipophile Stoffe
erfasst werden konnen. Als Bezugssubstanz wird Trolox® (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-
chroman-2-carbonsdure), ein wasserldsliches Vitamin-E-Analogon, verwendet. Die Ergeb-
nisse des antioxidativen Potentials werden folglich in Trolox®-Aquivalenten, d.h. in Bezug auf

die Aktivitat einer 1 mM Trolox®-Losung, angegeben (183).
2.3.4 Bestimmung des Gesamtphenolgehalts

Phenolische Verbindungen besitzen fiir viele Lebensmittel eine grofle Relevanz. Aufgrund
des weiten Spektrums an unterschiedlichen Substanzen ist es sinnvoll, auf eine Methode
zurlickgreifen zu koénnen, die eine Aussage Uber den Gesamtphenolgehalt einer Probe
zuldsst. Solch eine Methode stellt der photometrische Assay mit Folin-Ciocalteu-Reagenz
nach SINGLETON und RossI von 1965 dar (184), welcher anschlieend mehrmals miniaturisiert
wurde (185, 186).
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Das Reagenz fir den Assay wurde 1927 von OTTO FOLIN und VINTILA CIOCALTEU entwickelt. Es
stellt eine Losung aus Natriumwolframat und Natriummolybdat dar, welche mit Salzsdure
und Phosphorsaure angesauert, erhitzt und nach dem Abkihlen mit Lithiumsulfat versetzt
wird (187). Diese Losung weist eine klare gelbe Farbung auf. In Anwesenheit von pheno-
lischen Verbindungen werden die im Reagenz gebildeten Phosphorsdure-Komplexe, Isopoly-
phosphowolframat und dessen Molybdan-Analogon, zu Molybdanoxid und Wolframoxid in
alkalischem Milieu reduziert, wobei sich die Oxidationsstufe von Molybdan von +6 teilweise
zu +5 andert; es entsteht das sog. Molybdanblau. Diese sich bildende Blaufarbung kann bei
765 nm photometrisch detektiert werden (188).

Bei der Oxidation von Phenolat-lonen entstehen Radikale, die durch Resonanzstabilisierung
an sich relativ stabil sind, jedoch zur Dimerisierung neigen. Um quantitative Aussagen zu
treffen, muss die Reaktion schnell ablaufen, da dimerisierte Molekiile oft leichter oxidierbar
sind als die Ausgangsverbindungen und damit wieder in die Reaktion eingehen kdnnen. Die
Oxidation lauft bei Phenolen schnell und vollstandig am oder tGber dem pKs-Wert ab. Dies ist
in der Regel bei einem pH-Wert von Gber 10 gegeben.

Die Intensitat der Blaufarbung ist anndahernd proportional zur Anzahl freier phenolischer
Hydroxylgruppen. Zu beachten ist jedoch, dass Hydroxylgruppen, die in ortho- oder para-
Stellung zueinander stehen, eine hohere Reaktivitat aufweisen. Als Vergleichssubstanz wird
Gallussdure eingesetzt und der Gesamtphenolgehalt somit als Gallussdure-Aquivalente
angegeben (185).

Vorteile dieses Assays mit Folin-Ciocalteu-Reagenz zur Bestimmung der Gesamtphenole sind
die schnelle und einfache Durchfiihrbarkeit und die reproduzierbaren Ergebnisse, die die
Methode liefert. Nachteilig ist jedoch, dass andere leicht oxidierbare Verbindungen wie
Ascorbinsaure, Proteine und Schwefeldioxid die bestimmten Werte flir den Gesamtphenol-

gehalt einer Probe beeinflussen kénnen (186).
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1 Nichtfliichtige Bestandteile
3.1.1 Saft von Morinda citrifolia

3.1.1.1 Herstellung der Extrakte

3.1.1.1.1 FlUssig-Flissig-Extraktion

Fiir die Flissig-Flussig-Extraktion wurden acht Safte von M. citrifolia verwendet. Bei sechs
Saften handelte es sich um Safte aus frisch gepressten Friichten. Die Friichte stammten aus
Tahiti (TAunreif, TAreif) Hawai’i (HAunreif, HAreif), Costa Rica (CRreif) und Kuba (CUreif).
Zwei Safte wurden durch Fermentation von Noni-Frichten gewonnen (TAmedferm,
HAmedferm). Die eingesetzten Mengen an Friichten und die daraus erhaltenen Volumina an
Saften sind in Tab. 3-1 angegeben. Des Weiteren sind die Saftausbeuten zu den Friichten
aufgeflihrt. Dabei zeigte sich, dass die Ausbeuten bei den unreifen Friichten jeweils geringer

waren als bei den reifen Frichten.

Tab. 3-1: Verwendete Friichte und Safte fiir die Fllssig-Fllissig-Extraktion. Aufgefiihrt sind die zur
Herstellung von frisch gepresstem Saft verwendeten Friichte, das erhaltene Saftvolumen nach
Pressung und die Saftausbeute. Von den fermentierten Saften ist das eingesetzte Saftvolumen
angegeben.

Bezeichnung Einwaage [kg] Saftvolumen [L] Saftausbeute [%]
TAunreif 2,98 2,1 70
TAreif 3,10 2,3 74
HAunreif 3,09 1,7 55
HAreif 3,12 2,1 67
CRreif 2,22 1,4 64
CUreif 2,01 1,5 75
TAmedferm — 2,3 —
HAmedferm — 2,2 —

Um eine Vorfraktionierung der komplexen Zusammensetzung der nichtfliichtigen Bestand-
teile der Safte zu erreichen, wurden diese einer fraktionierten Flissig-FlUssig-Extraktion mit
Losungsmitteln ansteigender Polaritat unterworfen. Die schematische Aufarbeitung der
Safte ist in Abb. 3-1 dargestellt.
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n-Hexan- Dichlormethan- Ethylacetat- wadssrige
Noni-Saft Extrakt Extrakt Extrakt Phase (XAD-2)
unpolar semipolar polar hochpolar

Abb. 3-1: Schema zur Aufarbeitung von Noni-Saft. Der Saft wurde zunachst mit n-Hexan und
nachfolgend mit Dichlormethan und Ethylacetat extrahiert. Die Komponenten in der wassrigen Phase
wurden an XAD-2 adsorbiert.

Zur besseren Phasentrennung wurden die Safte mit Methanol versetzt. Die Extraktion
erfolgte jeweils dreimal mit 1,5 L n-Hexan, Dichlormethan und Ethylacetat. Die Auswaagen
der erhaltenen Extrakte sind in Tab. 3-2 angegeben. Es zeigte sich, dass die Hexan- und
Dichlormethan-Extrakte sehr unterschiedliche Auswaagen aufweisen. Die Hexan-Extrakte
zeigten bei Saften aus den reifen Friichten hohere Auswaagen, wohingegen im Dichlor-
methan-Extrakt die Safte aus den jeweiligen unreifen Frichten hohere Auswaagen lieferten.
Im Ethylacetat-Extrakt und der wassrigen Phase zeigten die Safte aus reifen Friichten hohere
Auswaagen. Die Freisetzung von Fettsauren wahrend der Reifung kann fiir die hoheren
Auswaagen im Hexan-Extrakt verantwortlich sein. Die hoheren Auswaagen des Ethylacetat-
Extrakts sind wahrscheinlich durch die Zunahme glykosylierter Verbindungen im Verlauf der
Reifung bedingt. Durch den Abbau der Kohlenhydrate wahrend der Fermentation waren in

den fermentierten Saften die geringsten Auswaagen in der Saftphase zu vermerken.

Tab. 3-2: Auswaagen der Extrakte. Aufgefiihrt sind die nach der Flissig-Flissig-Extraktion der
frischen und fermentierten Safte erhaltenen Auswaagen der Extrakte.

Dichlor- iibrige

Saft/Extrakt Hexan [mg] methan Ethylacetat Saftphgase XAD-2 [g]* nach XAD-2

[me] [mg] le] [g]
TAunreif 498 1303 363 73 0,9 7,5
TAreif 684 760 894 121 0,7 8,2
HAunreif 40 299 122 78 1,1 7,7
HAreif 230 210 847 138 0,9 9,4
CRreif 66 254 682 91 0,6 9,0
CUreif 156 1708 1320 87 0,9 8,9
TAmedferm 491 790 965 55 0,8 8,6
HAmedferm 613 560 490 63 1,0 9,0

*Jeweils 10 g der Ubriggebliebenen Saftphase wurden mittels XAD-2 aufgearbeitet.

Solch eine Fraktionierung nach der Polaritat der Inhaltsstoffe hatte zur Folge, dass im Hexan-
Extrakt die stark lipophilen Verbindungen wie Fette/Ole und freie Fettsiuren sowie
Phytosterole und Tocopherole zu finden waren. Im semi-polaren Dichlormethan-Extrakt
sollten Anthrachinone, Flavonoide und Cumarinderivate zu finden sein. Die nachfolgende
Extraktion mit Ethylacetat flihrte zur Separierung der polaren Verbindungen, wie den

Glykosiden (Iridoide, Flavonolglykoside etc.) und den Glucose-Estern, den Noniosiden. Die
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Ubrige Saftphase stellte einen hochpolaren Extrakt, der hauptsachlich aus ebenfalls
hochpolaren Glykosiden bestand. Darliber hinaus waren in dieser Phase Proteine, freie
Aminosauren und organische Sauren zu finden. Zur Abtrennung dieser unerwiinschten
Begleitstoffe aus der (brigen Saftphase wurden jeweils 10 g davon an Amberlite XAD-2

adsorbiert.

3.1.1.1.2 Adsorption an Amberlite XAD-7 und XAD-2

Die Aufarbeitung der Safte mittels Fllssig-FlUssig-Extraktion stellt eine sehr zeitaufwandige
Methode dar, welche zudem nur geringe Mengen an Extrakt fir eine weitere Auftrennung
liefert. Fir die Generierung groRerer Extraktmengen fiir weitere Untersuchungen und
Isolierungen wurden zwei der acht Safte (TAreif und TAmedferm) an XAD-7 und nachfolgend
an XAD-2 adsorbiert.

TAreif wurde ausgewahlt, da in reifen Friichten ein hoherer Anteil an glykosidisch ge-
bundenen Substanzen vermutet wird als in unreifen Frichten. TAmedferm als fermentierter
Noni-Saft wurde einerseits aufgrund der unter 3.1.1.3 gezeigten zytotoxischen Aktivitat
sowie andererseits aufgrund der typischerweise enthaltenen putativen Markersubstanzen
zur Isolierung herangezogen. Die erhaltenen lyophilisierten Extrakte der beiden ausge-
wahlten Safte wurden ferner auf ihre Zytotoxizitat getestet.

Bei XAD-7 handelt es sich um ein schwach polares Acrylsdaureester-Polymer, welches fir
seine adsorptiven Eigenschaften von phenolischen und polyphenolischen Verbindungen
hinlanglich bekannt ist (189). Durch Waschen der XAD-7-Saule mit Wasser wurden Proteine,
Aminosauren, Kohlenhydrate, organische Sauren und Salze eliminiert, wohingegen
(poly)phenolische Verbindungen selektiv am Adsorbens adsorbiert wurden. Im Wassereluat
des Waschschrittes sollten sich demnach keine Verbindungen (poly)phenolischer Natur
befinden. Die (poly)phenolischen Verbindungen wurden anschlieBend mit Methanol eluiert.
Das gefriergetrocknete Eluat konnte dann zur Trennung mittels HSCCC eingesetzt werden.

Da der Saft der Friichte von M. citrifolia eine Vielzahl glykosylierter sekundéarer Pflanzen-
inhaltsstoffe beinhaltet, die jedoch keine (poly)phenolische Struktur aufweisen, war es
naheliegend, das Wassereluat aus der vorangegangenen Adsorption fiir eine Aufarbeitung
an XAD-2-Material zu nutzen. Amberlite XAD-2 stellt ein Adsorbens dar, welches aus hydro-
phoben, quervernetzen Polysterol-Divinylbenzol-Copolymeren aufgebaut und bekannt fiir
die Adsorption glykosidisch gebundener Substanzen ist (190). Die Vorgehensweise war
analog zur Aufarbeitung mittels XAD-7. Die glykosidischen Verbindungen wurden mit
Methanol eluiert. Der eingeengte und lyophilisierte Extrakt wurde anschlieBend zur weiteren

Trennung mittels HSCCC eingesetzt.
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Tab. 3-3. Auswaagen der XAD-7- und XAD-2-Extrakte. Angegeben sind die Auswaagen der XAD-7-
und XAD-2-Extrakte von TAreif und TAmedferm.

Saft eingesetztes Volumen [L] XAD-7-Extrakt [g] XAD-2-Extrakt [g]
TAreif 3,10 7,5 3,2
TAmedferm 3,15 51 5,3

Nach der Adsorption der verschiedenen Safte zur Anreicherung der (poly)phenolischen
Verbindungen (XAD-7) sowie der glykosidischen Verbindungen (XAD-2) wurden die in
Tab. 3-3 angegebenen Auswaagen erhalten. Diese Herangehensweise erwies sich fiir die
weitere Aufarbeitung der Extrakte als wertvoll, da ausreichende Auswaagen erreicht

wurden.

3.1.1.2 Untersuchung der Extrakte

3.1.1.2.1 Dichlormethan-Extrakte

Fir die Analyse der Extrakte der Noni-Safte wurde HPLC-DAD-MS’ verwendet. Die base-
peak-Chromatogramme der Dichlormethan-Extrakte von HAunreif (A), HAreif (B) und
HAmedferm (C) zeigten, dass diese Extrakte hinsichtlich ihrer Inhaltsstoffe eine dhnliche
Zusammensetzung aufweisen (Abb. 3-2). Die UV-Vis- und LC-MS-Daten der einzelnen
Verbindungen sind in Tab. 3-4 aufgefihrt. Da nicht in allen Extrakten alle Verbindungen
nachgewiesen werden konnten, sind zusatzlich die Extrakte, in welchen die Verbindungen
identifiziert wurden, angegeben. Nach Auswertung der Chromatogramme konnten 28
Verbindungen detektiert werden, von denen 14 Verbindungen, darunter Flavonole, Iridoide,
Cumarinderivate, Lignane, ein Anthrachinon sowie weitere phenolische Komponenten, in
den Dichlormethan-Extrakten identifiziert werden konnten. Die folgenden Verbindungen
wurden durch Uberpriifung mittels Standardsubstanzen verifiziert: 10-Deacetylasperulosid-
saure, Noniosid A, Asperulosidsaure, Aesculetin, Scopoletin, Isoamericaninsdaure A, Noni-
osid B, Quercetin, Kimpferol und (2E,4Z,72)-Decatriensaure.

Peak 1 zeigte im LC-MS die Massen m/z 389 [M-H]~ bzw. m/z 413 [M+Na]". Die Fragmen-
tierung im negativen Modus ergab m/z 227, 209, 183, 165 und 137. Dies deutete durch
einen Vergleich mit Literaturdaten auf ein Iridoidglykosid hin (77). Des Weiteren zeigte
Peak 7 m/z 431 [M-H]™ bzw. m/z 455 [M+Na]" und Fragmente im negativen Modus von 269,
251 und 165. Auch hier lief8 sich ein Iridoidglykosid vermuten (67). Durch Vergleich mit den
Standardsubstanzen konnten 10-Deacetylasperulosidsaure (Peak 1) und Asperulosidsdure
(Peak 7) identifiziert werden. Die hohe Polaritat der Iridoidglykoside lasst ein Vorhandensein

im Dichlormethan-Extrakt widerspriichlich erscheinen. Bedingt jedoch durch die sehr guten
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lonisierungseigenschaften lassen sich wahrscheinlich schon geringste Spuren dieser

Verbindungen detektieren, wodurch diese hier nachgewiesen werden konnten.
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Abb. 3-2: Base-peak-Chromatogramme (BPC) der Dichlormethan-Extrakte. Dargestellt sind die
Chromatogramme von HAunreif (A), HAreif (B) und HAmedferm (C) im negativen Modus. Die
Zuordnung der Peaks ist in Tab. 3-4 angegeben. Nicht aufgefiihrte Ziffern konnten in den
dargestellten Base-peak-Chromatogrammen nicht als Peaks detektiert werden. Sind diese in der
Tabelle fir den Extrakt aufgefiihrt, konnten die Peaks lediglich im Extracted-ion- bzw. im DAD-
Chromatogramm nachgewiesen werden.

Bei Peak 6 wurde m/z 409 [M-H]™ detektiert und bei Peak 15 m/z 629 [M-H] . Charak-
teristische Fragmente von m/z 341, 247 und 179 fiir Peak 6 und m/z 611, 527, 431, 305 und
179 fiir Peak 15 sowie die fehlende UV-Vis-Absorption im gemessenen Wellenlangenbereich
deuteten auf Nonioside hin (65, 67). Durch Koinjektion von authentischen Standards
konnten Noniosid A (Peak 6) und Noniosid B (Peak 15) identifiziert werden. Bei den
Noniosiden handelt es sich um sehr polare Verbindungen, die nicht im Dichlormethan-
Extrakt aufzufinden sein sollten. Aufgrund amphiphiler Eigenschaften durch ihren polaren
Teil, z.B. Glucose, und den unpolaren Teil, z.B. Octansaure, ldsst sich die Anwesenheit im

Dichlormethan-Extrakt jedoch erklaren.
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Tab. 3-4: Identifizierung der detektierten Verbindungen in den Dichlormethan-Extrakten. Ange-
geben sind die detektierten Verbindungen mit Wellenlangen fir ihre Absorptionsmaxima [nm], ihrer
detektierten Masse und ihren Fragmenten bei MS? in HAunreif (A), HAreif (B) und HAmedferm (B)

(n.d. nicht detektiert).

identifizierte

. 2
Peak R;[min] UV [nm] MS [m/z] MS” (-) [m/z] Verbindung Extrakt
389 [M-H]™ 227,209, 183, 10-Deacetylasperulosid-
1 U, + . 7 B/
46 nd 413 [M+Na) 165,137  saure A B C
2 5,7 n.d. 397 (-) 279, 257 unbekannt B
3 7,2 290 471 (-) 411,323,179 unbekannt B
4 8,6 n.d. 529 (-) 345, 255,299 unbekannt A B
5 10,0 257,292 153 [M-H] 109 Protocatechusaure A B, C
6 10,4 n.d. 409 [M-H]" 341,247,179 Noniosid A A, B,C
431 [M-H]" s
1 d. . 269,251,1 B,
7 0,8 n.d 455 [M+Na] 69, 251, 165  Asperulosidsdure A B, C
8 11,7 260,291 167 [M-H] n.d. Vanillinsiure A, B,C
9 12,9 288 367 (-) 119 unbekannt B, C
177 [M=H] .
10 13,2 296, 344 201 [M+NaJ* 133,115,103 Aesculetin A, B, C
11 14,1 257, 290 505 (-) 337,277,175 unbekannt B
12 16,4 298, 344 191 [M-H]” 177 Scopoletin A, B, C
_ 299, 269, 179, . L
13 18,7 282,310 343 [M-H] 177, 163 Isoamericaninsaure A C
14 20,6 n.d. 523 (-) 463 unbekannt A B, C
629 [M-H]” 611, 527, 431, I
1 21 .d. . N B A, B
> 3 A 653 (M+Nal 305, 179 oniosid
16 22,1 265 583 (-) 535, 387 unbekannt A, B, C
17 23,3 280 151 [M-H]” 129,121 Vanillin B, C
301 [M-H]” .
18 24,4 370 303 [M+H]" 273,179,151 Quercetin A B, C
19 24,9 272 343 (-) 241, 223,159 unbekannt A, B, C
20 26,1 n.d. 187 (-) 169, 151, 141  unbekannt B, C
21 27,1 260,366 285 [M-H] 257, 151 Kampferol A, B, C
22 27,9 260 n.d. n.d. unbekannt A B;C
23 28,5 n.d. 399 (-) 339,291,143  unbekannt A, B,C
24 31,0 n.d. 259 (-) 143, 115 unbekannt B
25 320 262 165 [M-H]" n.d. (2£,42,72) Decatrien- ) g ¢
sdure
26 34,1 412 313 [M-H] 299, 22?553' 270, 5,15-Dimethylmorindol B, C
431, 347, 287,
27 37,1 n.d. 491 (-) 185, 143 unbekannt B
28 37,8 n.d. 369 (-) 337,193,163 unbekannt A B

Die Peaks 18 und 21 zeigten ein m/z von 301 bzw. 285 [M-H]". Die Fragmentierung von Peak
18 zeigte m/z 273, 179 und 151 und die Fragmentierung von Peak 21 zeigte m/z 257 und
151. Peak 18 konnte daraufhin nach FABRE et al. als Quercetin und Peak 21 als Kdmpferol

identifiziert werden (191). Diese Annahme wurde unterstitzt durch die Absorptions-
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wellenlangen bei 370 nm (Peak 18) bzw. 260 nm und 366 nm (Peak 21). Zusatzlich wurde ein
Vergleich mit den Standardsubstanzen Quercetin und Kampferol durchgefiihrt.

Die Absorptionsmaxima von Peak 10 und Peak 12 von 296 nm und 344 nm bzw. 298 nm und
344 nm deuteten auf Cumarinderivate hin (78). Die Peaks wiesen ein m/z von 177 [M-H]~
und 201 [M+Na]® (Peak 10) und m/z 191 [M-H]™ (Peak 12) auf. Durch Koinjektion von
authentischen Standards konnten die Verbindungen Aesculetin (Peak 10) und Scopoletin
(Peak 12) nachgewiesen werden.

Der Peak 13 wies ein m/z 343 [M-H]™ auf und eine charakteristische UV-Absorption bei
282 nm und 310 nm. Hier lag die Vermutung nahe, dass es sich um eine Verbindung des
Lignantyps handelt, was durch die Fragmente mit m/z 299, 269, 179, 177 und 163
untermauert werden konnte (43). Die Verbindung konnte als Isoamericaninsdure A
identifiziert werden. Dariber hinaus fallt auf, dass diese Verbindung lediglich im Extrakt von
TAmedferm (C) nachgewiesen werden konnte.

Peak 25 wies eine sehr starke UV-Absorption bei einer Wellenldnge von 262 nm und ein m/z
von 165 [M-H] auf. Die Verbindung konnte nach Vergleich mit der Standardsubstanz als
(2E,42,72)-Decatriensadure identifiziert werden. Die Verbindung ist aus Friichten bis jetzt nur
aus M. citrifolia bekannt und konnte bereits von BASAR et al. nachgewiesen werden (80).
Weitere Verbindungen, die anhand ihrer UV-Absorption und ihrer Massendaten identifiziert
werden konnten, waren Protocatechusaure (Peak 5) mit m/z 153 [M-H]™ und UV-Maxima bei
260 nm und 291 nm, Vanillinsdure (Peak 8) mit UV-Maxima bei 260 nm und 294 nm und
Vanillin (Peak 17) mit m/z 151 [M-H]" und einem UV-Maximum bei 280 nm. Diese
Verbindungen wurden auch von Dussossoy et al. beschrieben (192). Des Weiteren konnte
aus der Gruppe der Anthrachinone 5,15-Dimethylmorindol (Peak 26) mit m/z 313 [M-H]~
und einem UV-Maximum bei 412 nm nachgewiesen werden. Die Verbindung konnte durch
den Vergleich mit Literaturdaten identifiziert werden (73). 5,15-Dimethylmorindol wurde
von DENG et al. als Hauptanthrachinon in Noni-Saft identifiziert (81).

Die Ubrigen detektierten Verbindungen konnten nicht eindeutig zugeordnet werden. Die LC-
MS-Daten und Maxima der UV-Absorption der einzelnen Verbindungen sind in Tab. 3-4
angegeben. Bei der Untersuchung der Dichlormethan-Extrakte von TAunreif, TAreif, CRreif,

CUreif und TAmedferm wurden sehr dhnliche Profile erhalten.

3.1.1.2.2 Ethylacetat-Extrakte

In den base-peak-Chromatogrammen der Ethylacetat-Extrakte von HAunreif (A), HAreif (B)
und HAmedferm (C) konnten 35 Verbindungen detektiert werden, von denen 22 identifiziert

werden konnten. Die Chromatogramme der Ethylacetat-Extrakte der verschiedenen Safte
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waren untereinander recht dhnlich. Die auffalligsten Abweichungen existierten zwischen A/B
und C (Abb. 3-3). Die LC-MS- und UV-Vis-Daten der detektierten Verbindungen sind mit

ihrem Vorkommen in den Extrakten in Tab. 3-5 angegeben.
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Abb. 3-3: Base peak Chromatogramme (BPC) der Ethylacetat-Extrakte. Dargestellt sind die Chro-
matogramme von HAunreif (A), HAreif (B) und HAmedferm (C) im negativen Modus. Die Zuordnung
der Peaks ist in Tab. 3-5 angegeben. Nicht aufgefiihrte Ziffern konnten in den dargestellten Base-
peak-Chromatogrammen nicht als Peaks detektiert werden. Sind diese in der Tabelle fiir den Extrakt
aufgefiihrt, konnten die Peaks lediglich im Extracted-ion- bzw. im DAD-Chromatogramm nach-
gewiesen werden.

In den Ethylacetat-Extrakten der Safte konnten Iridoide, Lignane/Neolignane, Nonioside,
Flavonole, Flavonolglykoside und Cumarinderivate nachgewiesen werden. Mittels authen-
tischer Referenzsubstanzen konnten folgende Verbindungen identifiziert werden: 10-De-
acetylasperulosidsaure, Furan-2-carbonsadure, Noniosid A, Asperulosidsaure, Aesculetin, 3,3"-
Bisdemethylpinoresinol, Morindolin, Scopoletin, Rutin, Isoamericanol A, Isoamericanin-
saure A, 2-O-(B-p-glucopyranosyl)-1-0-(2E,42,77)-decatrienoyl-B-b-glucopyranose, Quercetin,
Kampferol und (2E,4Z,72Z)-Decatriensaure.

Bei Peak 3 und Peak 12 konnten die Iridoide 10-Deacetylasperulosidsaure (m/z 389 [M-H]"
und m/z 413 [M+Na]®*) und Asperulosidsdure (m/z 431 [M-H]™ und m/z 455 [M+Na]*) nach-
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gewiesen werden, die durch Koinjektion mit Standardsubstanzen Uberprift wurden.
Zusatzlich konnte ein Peak 13 mit m/z 445 [M-H] identifiziert werden, der die Fragmente
m/z 431, 269, 251, 227, 183 und 165 aufwies und damit eine sehr dhnliche Fragmentierung
zu Asperulosidsaure mit den Fragmenten m/z 269, 251 und 165 zeigte. Der Verlust von 14 Da
von m/z 445 - 431 bei der Fragmentierung lieR auf eine Methylgruppe schlieRen. Ein Ver-

gleich mit Literaturdaten zeigte, dass es sich um Asperulosidsduremethylester handelt (74).

Tab. 3-5: Identifizierung der detektierten Verbindungen in den Ethylacetat-Extrakten. Angegeben
sind die detektierten Verbindungen mit Wellenldngen fir ihre Absorptionsmaxima [nm], ihrer
detektierten Masse und ihren Fragmenten bei MS? in HAunreif (A), HAreif (B) und HAmedferm (C)
(n.d. nicht detektiert).

identifizierte

. 2
Peak R;[min] UV [nm] MS [m/z] MS” (<) [m/z] Verbindung Extrakt
275 (-)
1 4,9 n.d. 299 (+) 257, 159 unbekannt A, B, C
2 5,9 n.d. 187 (-) 115 unbekannt A B, C
389 [M-H]” 227,209, 183, 10-Deacetylasperu-
.d. N . A, B,
3 6,6 n.d 413 [M+Na] 165, 137 losidsaure ¢
4 7,1 n.d. 257 (-) n.d. unbekannt A B
5 7,4 260 117 [M-H]” n.d. Furan-2-carbonsaure C
311, 213, 195,
6 9,6 293 329 (-) 177,133 unbekannt C
471 (-) 411,323, 179, o
7 10,8 280, 338 495 (+) 177 Aesculetinderivat A B
345 (-) 299, 255, 227,
8 12,0 270 369 (+) 161 unbekannt A B,C
327 (-)
9 13,0 n.d. 351 (+) 165 unbekannt A B
153 [M-H]” ..
10 13,5 257,292 177 [M+Na]* 109 Protocatechusaure A B, C
409 [M-H] .
11 15,0 n.d. 433 [M+Na]' 341,247,179 Noniosid A A, B, C
431 [M-H]” I
12 15,6 n.d. 455 [M+Na]" 269, 251, 165  Asperulosidsaure A B, C
_ 431, 269, 251, Asperulosidsdure-
13 174 n.d. 445 [M-H] 227,183,165 methylester A B C
177 [M-H]” .
14 17,7 296, 344 201 [M+Na]* 133,115,103 Aesculetin A B, C
15 18,8 n.d. 601 [M-H] 583,499,403, '\ . e A, B

625 [M+Na]* 305,277, 179
16 19,0 260, 291 167 [M-H]” n.d. Vanillinsaure A B, C
269, 219, 189, 3,3‘-Bisdemethylpino-

17 19,5 280 329 [M-H] 159, 137 resinol C
18 21,0 282,325 343 [M-H] 299, 21652’ 183, Morindolin A B, C
19 21,4 298, 344 191 [M-H]” 177 Scopoletin A, B, C
439 [M-H]” L
20 21,9 n.d. 463 [M+Na]" 361, 263,179 Noniosid D A B
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identifizierte

. 2
Peak R;[min] UV [nm] MS [m/z] MS* (-) [m/z] Verbindung Extrakt
21 22,5 298, 310 379 (-) n.d. unbekannt C
- 13,2 151
22 24,5 288, 320 343 [M-H] 313, 1277’ >1, unbekannt A B, C
609 [M-H]" .
23 25,1 256, 354 633 [M+Na]* 301 Rutin A B, C
- 11,2 1
24 25,5 268 329 [M-H] 311, 196% 65, Isoamericanol A A B, C
_ 299, 269, 179, . -
25 26,8 282,310 343 [M-H] 177, 163 Isoamericaninsaure A C
593 [M-H] TP
26 27,3 268, 346 617 [M+Na]’ 285, 257 Nicotiflorin A B, C
2-0-(B-D-
s glucopyranosyl)-1-O-
27 29,6 272 483 [M-H] . 323,263,179 (2E,472,72)- A, B, C
513 [M+Na] :
decatrienoyl-B-D-
glucopyranose
301 [M-H] .
28 30,4 370 303 [M+NaJ* 273,179,151 Quercetin A B, C
467 [M-H]” —
29 30,4 n.d. 491 [M+Na]* 389, 263,179  Noniosid C A B
30 32,4 n.d. 187 (-) 169, 141 unbekannt B, C
31 33,3 260, 366 285 [M-H]” 257,213,151 Kampferol A B, C
32 33,8 n.d 367 (-) 307, 163 unbekannt A B
399 (-)
33 35,1 n.d. 423 (+) 339, 143 unbekannt A B
259 (-)
34 37,3 368 283 (+) 143 unbekannt A B
35 38,7 262 165 [M-H] n.d. (2£,42,72)- A, B, C

Decatriensaure

Peak 11 konnte wie im Dichlormethan-Extrakt aufgrund der MS-Daten (m/z 409 [M-H] und
m/z 433 [M+Na]") nach Uberpriifung mit der Standardsubstanz als Noniosid A identifiziert
werden. Weiterhin lag bei Peak 15 (m/z 601 [M-H] und m/z 625 [M+Na]"), Peak 20 (m/z 439
[M-H]™ und m/z 463 [M+Na]*) und Peak 29 (m/z 467 [M-H]  und m/z 491 [M+Na]’) die
Vermutung nahe, dass es sich ebenfalls um Nonioside handeln konnte. Die fehlende UV-
Absorption im gemessenen Wellenlangenbereich untermauerte diese Annahme. Die charak-
teristischen Fragmente der einzelnen Verbindungen bei MS? zeigten nach einem Vergleich
mit der Literatur, dass es sich um Noniosid E (Peak 15) (69), Noniosid D (Peak 20) und
Noniosid C (Peak 29) (65) handeln konnte. Eine eindeutige Zuordnung konnte aufgrund
fehlender Standards nicht durchgefiihnrt werden. Darliber hinaus fiel auf, dass diese
Verbindungen nicht in C nachweisbar waren. Durch die Bedingungen bei der Fermentation
schienen diese Verbindungen einem starken Abbau zu unterliegen. Peak 27 wies m/z 489

[M-H]" und 513 [M+Na]” und ein UV-Maximum bei 272 nm auf. Die Fragmentierung mit m/z
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263 und 179 deutete auch hier auf ein Noniosid hin. Ein Vergleich mit der isolierten
Standardsubstanz zeigte, dass es sich um 2-O-(B-p-Glucopyranosyl)-1-O-(2E,4Z,77)-deca-
trienoyl-B-b-glucopyranose handelt.

Die Peaks 28 und 31 konnten anhand ihrer UV-Maxima bei 370 nm bzw. 260 nm und 366 nm
durch Koinjektion von Standardsubstanzen als Quercetin und Kampferol identifiziert werden.
Hinzukommen im Ethylacetat-Extrakt die Peaks 23 und 26 mit m/z 609 [M-H]™ und 633
[M+Na]" bzw. m/z 593 [M-H] und 617 [M+Na]*. Die UV-Maxima von Peak 23 mit 256 nm
und 354 nm und das Fragment mit m/z 301 deuteten auf ein Quercetinderivat hin. Durch Ko-
injektion der Referenzsubstanz konnte Rutin, Quercetin-3-O-(a-L-rhamnopyranosyl-
[1““—>6"]-B-D-glucopyranosid), identifiziert werden. Peak 26 wies ahnliche UV-Maxima mit
268 nm und 346 nm auf. Hier konnte ein Fragment-lon mit m/z 285 detektiert werden,
welches fiir ein Kampferolderivat spricht. Anhand von bereits zu Noni publizierten Daten
konnte Nicotiflorin, Kampferol-3-O-(a-L-rhamnopyranosyl-[1°‘—=>6‘]-B-D-glucopyranosid),
identifiziert werden (71, 193).

Des Weiteren konnten, wie im Dichlormethan-Extrakt, die Cumarinderivate Aesculetin (Peak
14) und Scopoletin (Peak 19) identifiziert werden. Interessanterweise zeigte Peak 7 ahnliche
UV-Maxima mit 290 nm und 338 nm wie Aesculetin oder Scopoletin. Das detektierte m/z
von 471 (-) bzw. 495 (+) und das Fragmentierungsmuster mit m/z 411, 323, 179 und 177
deutete auf ein Diglykosid von Aesculetin (m/z 475 - 177) hin. Der Ubergang von m/z
471 - 323 [M-149] deutet auf die Abspaltung eines Pentosyl-Restes hin und das Fragment-
lon mit m/z 179 auf einen Hexosyl-Rest. Da Hymexelsin, Scopoletin-7-O-(B-p-apiofuranosyl-
[1“>6]-B-D-glucopyranosid), aus Noni isoliert werden konnte, ware es denkbar, dass es sich
bei dieser Verbindung um das entsprechende Aesculetinderivat handelt, wobei die Ver-
knlpfung an Aesculetin aufgrund der Struktur auch in Position 6 stattfinden kdnnte.

Peak 25 konnte anhand der UV-Maxima von 282 nm und 310 nm, dem m/z 343 [M-H]™ und
dem Vergleich mit der Standardsubstanz als Isoamericaninsdure A identifiziert werden. Die
Verbindung konnte, wie es auch beim Dichlormethan-Extrakt der Fall war, nur in C detektiert
werden. Weitere Verbindungen des Lignantyps konnten bei Peak 17, 18 und 24 identifiziert
werden. Peak 17 zeigte eine UV-Absorption bei 280 nm und ein m/z 329 [M-H]". Das
Fragmentierungsmuster zeigte eine hohe Ubereinstimmung mit der isolierten Verbindung
3,3’-Bisdemethylpinoresinol. Dies wurde zusatzlich durch Koinjektion mit der Referenz-
substanz Gberprift. Peak 24 wies ein UV-Maximum bei 268 nm und ein m/z 329 [M-H]™ auf.
Durch Vergleich mit der Standardsubstanz konnte Isoamericanol A identifiziert werden. Des
Weiteren konnte bei Peak 18 ein Molekul-lon mit m/z 343 [M-H] identifiziert werden. Das
Fragmentierungsmuster mit m/z 299, 267, 189 und 159 und die UV-Absorptionen bei

282 nm und 325 nm deuteten nach Vergleich mit Literaturdaten von KAmiYA et al. auf ein
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Neolignan hin (43). Durch Vergleich mit der isolierten Standardsubstanz konnte Morindolin
identifiziert werden.

Peak 5 stellte eine Verbindung dar, die lediglich in C identifiziert werden konnte. Eine
intensive UV-Absorption bei 260 nm und ein m/z 117 [M-H]" lieRen keine Riickschlisse auf
die Struktur der Verbindung zu. Nach Isolierung und Strukturaufklarung (Daten nicht gezeigt)
konnte Furan-2-carbonsdure identifiziert werden. Dies wurde zusatzlich durch einen
Vergleich mit einer Referenzsubstanz Uberprift. Die aus dem Dichlormethan-Extrakt
bekannten Verbindungen Protocatechusédure (Peak 10) mit m/z 153 [M-H]™ und 177 [M+Na]"
und Vanillinsdure (Peak 16) mit m/z 167 [M-H]  konnten auch im Ethylacetat-Extrakt
identifiziert werden.

Die Peak 14 und 19 konnten anhand ihrer charakteristischen UV-Maxima bei 296 und
344 nm bzw. 298 und 344 nm und der Koinjektion von Standardsubstanzen als Aesculetin
(Peak 14) und Scopoletin (Peak 19) identifiziert werden. Zusatzlich konnte (2E,4Z,72)-
Decatriensaure (Peak 35) durch Vergleich mit der Standardsubstanz in A, B und C
nachgewiesen werden.

Die Ubrigen detektierten Verbindungen konnten nicht zugeordnet werden. Die LC-MS- und
UV-Vis-Daten der einzelnen Verbindungen sind in Tab. 3-5 angegeben. Die Profile der Ethyl-
acetat-Extrakte von TAunreif, TAreif, CRreif, CUreif und TAmedferm zeigten die gleichen

Verbindungen.

3.1.1.2.3 XAD-2-Extrakte

Die base-peak-Chromatogramme der XAD-2-Extrakte von HAunreif (A), HAreif (B) und
HAmedferm (C) zeigten 24 Verbindungen, von denen 15 Verbindungen identifiziert werden
konnten. Die Chromatogramme A und B wiesen untereinander starke Ahnlichkeiten auf. Die
groRten Unterschiede waren zwischen A/B und C zu erkennen (Abb. 3-4). Hier konnten
einige Verbindungen, die in A/B detektierbar waren, nicht nachgewiesen werden. Die LC-MS-
und UV-Daten der detektierten Verbindungen sind in Tab.3-6 aufgefihrt. In den
Chromatogrammen der XAD-2-Extrakte konnten Iridoide, Nonioside, Cumarinderivate und
Flavonolglykoside detektiert werden. Anhand von Referenzsubstanzen konnten die
Verbindungen 10-Deacetylasperulosidsdure, Scopoletin-7-O-(B-p-glucopyranosyl-[1“>6‘]-B-
p-glucopyranosid), Hymexelsin, Noniosid A, Asperulosidsaure, 10-Dehydrogardenosid, 6B,7-
Epoxy-10-dehydrogardenosid, Rutin, Noniosid B und 2-O-(B-bp-glucopyranosyl)-1-O-
(2E,4Z7,77)-decatrienoyl-B-pD-glucopyranose identifiziert werden.
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Abb. 3-4: Base peak Chromatogramme (BPC) der XAD-2-Extrakte. Dargestellt sind die Chromato-
gramme von HAunreif (A), HAreif (B) und HAmedferm (C) im negativen Modus. Die Zuordnung der
Peaks ist in Tab. 3-6 angegeben. Nicht aufgefiihrte Ziffern konnten in den dargestellten Base-peak-
Chromatogrammen nicht als Peaks detektiert werden. Sind diese in der Tabelle fir den Extrakt
aufgefihrt, konnten die Peaks lediglich im Extracted-ion- bzw. im DAD-Chromatogramm nach-
gewiesen werden.

Die Peaks 1 und 8 zeigten erneut m/z 389 [M-H]™ und 413 [M+Na]" bzw. m/z 431 [M-H]
und 455 [M+Na]". Aufgrund der Fragmentierungen bei MS? und dem Vergleich mit Standard-
substanzen konnten 10-Deacetylasperulosidsaure (Peak 1) und Asperulosidsdure (Peak 8)
identifiziert werden. Bei Peak 12 und 13 handelte es sich ebenfalls um Iridoide. Diese
konnten anhand von Koinjektion von isolierten Standardsubstanzen als 10-Dehydro-
gardenosid (Peak 12) und 6B,7B-Epoxy-10-dehydrogardenosid (Peak 13) identifiziert werden.
Bei Peak 7, 22 und 23 konnten anhand der LC-MS-Daten und Vergleich mit Referenz-
substanzen die Nonioside A (Peak 7) und B (Peak 22) und 2-O-(B-b-Glucopyranosyl)-1-O-
(2E,47,77)-decatrienoyl-B-D-glucopyranose (Peak 23) identifiziert werden. Die Peaks 11 und
14 konnten nur anhand des Vergleichs mit Literaturdaten als Noniosid E (Peak 11) (69) und
Noniosid D (Peak 14) (65) angenommen werden. Die Abnahme der Intensitdten besonders
der Peaks 14 und 22 in C deuteten auch hier auf einen Abbau dieser Verbindungen wahrend

der Fermentation hin.
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Tab. 3-6: Identifizierung der detektierten Verbindungen in den XAD-2-Extrakten. Angegeben sind

die detektierten Verbindungen mit Wellenldngen fir ihre Absorptionsmaxima [nm],

ihrer

detektierten Masse und ihren Fragmenten bei MS? in HAunreif (A), HAreif (B) und HAmedferm (C)
(n.d. nicht detektiert).

identifizierte

. 2
Peak R;[min] UV [nm] MS [m/z] MS” (<) [m/z] Verbindung Extrakt
389 [M-H]" 227,209,183, 10-Deacetyl-
1 .d. N o , B,
4,6 n.d 413 [M+Na] 165, 137 asperulosid-sdure A B C
471 [M-H]” 411,323,179, . .
2 7,7 280, 338 495 [M+Na]* 177 Aesculetinderivat A B, C
3 9,0 285, 340 501 [M-H]" 323,179,177 Aesculetinderivat A B, C
401, 359, 239,
4 10,1 n.d. 461 (-) 221,179 unbekannt A B, C
Scopoletin-7-0-(B-D-
- glucopyranosyl-
5 10,8 285,338 515 [M-H 191, 179 ) A, B, C
[ ] [1“>6]-B-D-
glucopyranosid)
6 13,0 280, 333 485 [M-H] 425, 31273;' 191, Hymexelsin A, B, C
409 [M-H] _
7 14,0 n.d. 433 [M+Na]' 341,247,179 Noniosid A A, B, C
431 [M-H]” 371, 269, 251, -
8 15,3 n.d. 455 [M+Na]* 225, 165 Asperulosidsaure A B, C
9 17,6 265 307 (-) 247,179 unbekannt A B, C
379 (-) 293, 251, 221,
10 18,3 281 403 (+) 191, 149 unbekannt A B, C
601 [M-H]" 583,499, 403, .
11 19,0 n.d. 625 [M+Na]® 305, 277, 179 Noniosid E A B, C
_ 263,239,221, 10-Dehydro-
12 19,4 n.d. 401 [M-H] 179, 161 gardenosid A B, C
- 6B,7B-Epoxy-10-
13 19,4 n.d. 415 [M-H] n.d. dehydrogardenosid A B, C
439 [M-H] .
14 20,6 n.d. 463 [M+Na]" 361, 263,179 Noniosid D A B, C
15 24,6 285, 342 499 (-) 439,323,179 unbekannt A B, C
439 (-) 361, 323, 263,
16 25,3 n.d. 463 (+) 179, 161 unbekannt A B, C
17 28,2 260, 353 741 (-) 609, 591,301 Quercetinderivat A B, C
18 30,6 n.d. 791 (-) 509, 383 unbekannt A B
609 [M-H]" .
19 32,0 256, 354 633 [M+NaJ* 301 Rutin A B, C
20 33,1 n.d. 523 (-) 463, 331 unbekannt A B, C
21 33,7 272 711 (-) 633, 485,305 unbekannt A B
629 [M-H]" 611,527,431, .
22 35,5 n.d. 653 [M+Na]’ 305, 179 Noniosid B A B, C
2-0-(B-D-Glucopyra-
489 [M-H] nosyl)-1-0-(2E,42,72)-
2 2 272 . 323,263,1 _ B,
3 42,3 / 513 [M+Na] 323,263,179 decatrienoyl-B-p- ABC
glucopyranose
24 43,3 368 527 (-) 467,323,179 unbekannt A B, C
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Bei den Flavonolglykosiden konnte nur Peak 19 eindeutig Rutin, Quercetin-3-O-(a-L-
rhamnopyranosyl-[1“‘—>6“]-B-D-glucopyranosid), anhand des Vergleichs mit der Standard-
substanz zugeordnet werden. Des Weiteren konnten bei Peak 17 Rutin-ahnliche UV-Maxima
mit 260 nm und 353 nm nachgewiesen werden. Peak 17 wies ein m/z 741 [M-H]™ und die
Fragment-lonen bei MS? von m/z 609, 591 und 301 auf. Das Fragment-lon mit m/z 301
deutete dabei auf Quercetin hin und das Fragment-lon m/z 609 auf Rutin. Die Differenz von
132 Da [M-Rutin-H]™ wiirde fiir einen weiteren Pentosylrest sprechen. Eine solche Ver-
bindung wurde auch von KITE et al. aus Friichten von Styphnolobium japonicum beschrieben
(194). Als interessant stellten sich die Peaks 2, 3, 5 und 6 dar. Peak 5 und 6 wiesen UV-
Maxima von 285 nm und 338 nm bzw. 280 nm und 333 nm auf. Die detektierten m/z
betrugen 515 [M-H] fir Peak 5 und 485 [M-H] fiir Peak 6. Sowohl das Fragment-lon mit
m/z 191 als auch die UV-Vis-Absorption deuteten hier auf zwei Scopoletinderivate hin. Durch
Koinjektion der isolierten Referenzsubstanzen konnten diese Verbindungen als Scopoletin-7-
O-(B-p-glucopyranosyl-[1“—>6‘]-B-D-glucopyranosid) (Peak 5) und Scopoletin-7-O-(B-p-apio-
furanosyl-[1“—>6]-B-D-glucopyranosid) (Hymexelsin) (Peak 6) identifiziert werden. Die LC-
MS- und UV-Vis-Daten wurden dariiber hinaus mit Literaturwerten verglichen (195, 196). Bei
den Peaks 2 und 3 konnten UV-Maxima von 280 nm und 338 nm bzw. 285 nm und 340 nm
detektiert werden. Die LC-MS-Daten zeigten m/z 471 [M-H]™ und 495 [M+Na]" fiir Peak 2
und m/z 501 [M-H]" fur Peak 3. Bei der Fragmentierung von Peak 2 konnten mit m/z 411,
323, 179 und 177 recht ahnliche Fragmentierungen zu Peak 6 nachgewiesen werden. Das
Fragment m/z 323 entstand vermutlich durch den Verlust eines Apiosyl-Rests [M-148-H]".
Des Weiteren entstand das Fragment m/z 177 [Aesculetin—H]™ durch Abspaltung des Apiosyl-
glucosyl-Rests [M-294-H]". Bei Peak 2 handelte es sich deshalb vermutlich um das
Aesculetin-Analogon zu Scopoletin-7-O-(B-pD-apiofuranosyl-[1‘—>6‘]-B-D-glucopyranosid). Die
Verknipfung des Kohlenhydrat-Restes konnte anstatt an Position 7 jedoch auch an Position
6 erfolgen. Peak 3 zeigte die Fragment-lonen m/z 323, 179 und 177. Das Fragment-lon m/z
323 entstand hier vermutlich durch Abspaltung eines Glucosyl-Rests [M-178-H]". Durch
Abspaltung des Diglucosyl-Rests [M-324-H]™ entstand m/z 177 [Aesculetin—H]". Bei Peak 3
konnte so das Aesculetin-Analogon zu Scopoletin-7-O-(B-D-glucopyranosyl-[1“—>6]-B-D-
glucopyranosid) vermutet werden. Die Verkniipfung des Kohlenhydrat-Restes konnte anstatt
an Position 7 auch an Position 6 erfolgen. Fiir solche Aesculetindiglykoside sind nach bestem
Wissen keine Literaturdaten bekannt. Lediglich fur Aesculin, Aesculetin-6-O-B-b-gluco-
pyranosid, wurden Daten publiziert (197). Die LC-MS- und UV-Vis-Daten der Ubrigen Ver-
bindungen sind in Tab. 3-6 aufgefiihrt. Die Profile der XAD-2-Extrakte von TAunreif, TAreif,
CRreif, CUreif und TAmedferm zeigten die gleichen Verbindungen.
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3.1.1.3 Zytotoxizitdt in Brine shrimps

Neben der Zusammensetzung der Extrakte aus Saften von M. citrifolia wurde auch die
Zytotoxizitat mittels des Brine-shrimp-Assay analysiert. In Tab. 3-7 sind die berechneten LCso-
Werte der Safte und Extrakte von TAunreif, TAreif, HAunreif, HAreif, CRreif, CUreif,
TAmedferm und HAmedferm aufgefiihrt (Herstellung nach 3.1.1.1.1).

Tab. 3-7: LC;,-Werte des Brine-shrimp-Assays der Safte und Extrakte. Angegeben sind die LCsy-
Werte mit Standardabweichung (SD) [ug/mL] fur die Extrakte der frischen (TAunreif, TAreif, HAunreif,
HAreif, CRreif und CUreif) und fermentierten Safte (TAmedferm und HAmedferm). Podophyllotoxin
als Positivkontrolle wies einen LCso-Wert von 68,03+13,18 pug/mL auf.

LCsotSD [ug/mlL]

Saft/ TA TA HA HA CR CU TAmed HAmed
Extrakt unreif reif unreif reif reif reif ferm ferm
Saft >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500

Dichlor- 385,55 5500 5500 440,01 5500 5500 495,43 480,21

methan +27,57 +25,93 +29,56 +23,17

485,838 33691 43432 25112 266,87
Ethylacetat )94 41879 +2469 200 >>00 >00 1734 12069
Ubrige >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
Saftphase

359 33 34796 41553 366,67
XAD-2 >00 o490 P9 414099 14526 4165 00 >>00

Die gefriergetrockneten Safte zeigten jeweils LCso-Werte >500 pg/mL. Hier waren demnach
keine zytotoxischen Wirkungen auf Brine shrimps nachweisbar. Die Dichlormethan-Extrakte
der Safte wiesen keine bis sehr geringe Aktivitat im Brine-shrimp-Assay auf. Geringe
Aktivitaten zeigten TAunreif mit LCso 386 pg/mL, HAreif mit LCsg 440 pg/mL, TAmedferm mit
LCso 495 pg/mL und HAmedferm mit LCso 480 pg/mL. Von besonderem Interesse waren die
Ethylacetat-Extrakte, welche die niedrigsten LCso-Werte aufwiesen. So konnten in
TAmedferm und HAmedferm LCso-Werte von 251 pug/mL bzw. 267 pug/mL detektiert werden.
Diese Werte lagen jedoch deutlich hoher als der bestimmte LCso-Wert von 68,03 pg/mL fur
die Vergleichssubstanz Podophyllotoxin. In den Ethylacetat-Extrakten von TAunreif
(LCs0 486 pg/mL), TAreif (LCsp 337 pg/mL) und HAunreif (LCsg 434 pug/mL) war ebenfalls eine
geringe Zytotoxizitdt nachweisbar. In den Ethylacetat-Extrakten von HAreif, CRreif und
CUreif konnte keine Aktivitat festgestellt werden. Die librigen wassrigen Phasen nach der
Extraktion zeigten durchgangig keine Zytotoxizitat. Dies ist wenig Uberraschend, da hier die
stark polaren Bestandteile wie Kohlenhydrate und Proteine einen groBen Anteil am Extrakt
haben sollten.

Nach Aufarbeitung dieser wassrigen Phasen an XAD-2-Material konnte jedoch eine geringe
Zytotoxizitat in den Extrakten von TAreif (LCsg 359 pg/mL), HAreif (LCso 347 pug/mL), CRreif
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(LCs0 416 pg/mL) und CUreif (LCso 367 pug/mL) festgestellt werden. Moglicherweise lagen in
frischen Saften aus reifen Friichten zytotoxische Substanzen glykosyliert vor und waren da-
durch im XAD-2-Extrakt zu finden. Durch den Fermentationsprozess kénnten diese Ver-
bindungen freigesetzt worden sein und deshalb im Ethylacetat-Extrakt der fermentierten
Safte gefunden werden. Die Uibrigen XAD-2-Extrakte zeigten keine zytotoxische Aktivitat im
Brine-shrimp-Assay.

In Tab. 3-8 sind die LCsp-Werte der XAD-7- und XAD-2-Extrakte sowie der librigen Saftphase
von TAreif und TAmedferm aufgeflihrt (Herstellung nach 3.1.1.1.2). TAreif zeigte wie nach
Aufarbeitung mittels FlUssig-FlUssig-Extraktion keine bzw. eine sehr geringe zytotoxische
Wirkung. Lediglich der XAD-2-Extrakt wies mit einem LCso von 421 ug/mL eine geringe
Zytotoxizitat auf. Die Extrakte von TAmedferm zeigten mit LCso-Werten von 357 pg/mL fur
den XAD-7-Extrakt bzw. 361 ug/mL fir den XAD-2-Extrakt eine starkere Zytotoxizitat
gegeniber den Brine shrimps als die Extrakte von TAreif. Des Weiteren war in der Uibrigen

Saftphase von TAmedferm ebenfalls eine geringe Zytotoxizitat festzustellen.

Tab. 3-8: LC;,-Werte des Brine-shrimp-Assays der Safte und Extrakte. Angegeben sind die LCsy-
Werte mit Standardabweichung (SD) [pg/mL] der XAD-7- und XAD-2-Extrakte von TAreif und
TAmedferm. Podophyllotoxin als Positivkontrolle wies einen LCs-Wert von 68,03+13,18 pug/mL auf.

Saft/Extrakt TAreif TAmedferm
LCso£SD [pg/mL] LCso£SD [pg/mL]
XAD-7 >500 356,87+£29,15
XAD-2 421,24+18,68 361,44+15,67
Ubrige Saftphase >500 448,58+20,80

Untersuchungen des Ethylacetat-Extrakts

Die Untersuchungen der Extrakte auf Zytotoxizitat mittels Brine-shrimp-Assay zeigten, dass
im Ethylacetat-Extrakt von TAmedferm mit 251,12+17,34 ug/mL der niedrigste LCso-Wert
vorlag. Dieser Extrakt wurde aus diesem Grund genauer untersucht. Zunachst wurde mittels
HSCCC eine Auftrennung von 800 mg des Ethylacetat-Extraktes durchgefiihrt. Die erhaltenen
Fraktionen wurden anschliefend bezliglich ihrer Zytotoxizitat evaluiert. Die Fraktionen mit
niedrigen LCso-Werten wurden mit HPLC-DAD-ESI-MS/MS untersucht. Aus der Trennung des
Ethylacetat-Extrakts mittels HSCCC (CCCSystem 3) wurden sechs Fraktionen inklusive der
Coil-Fraktion erhalten. Dafiir wurden die Reagenzglas-Fraktionen mittels DC-Analyse mit
DCSystem 2 eingeteilt und anschlieBend vereinigt. Diese Fraktionen wurden gefrier-
getrocknet. Die Trennung mit den Auswaagen und LCso-Werten fiir die einzelnen Fraktionen
ist in Abb. 3-5 dargestellt.
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Il
I
. Auswaage LC50xSD
: Fraktion "“mgl [g/mi]
g F1 264 407,54£19,01
I F2 101 179,61+15,51
E F3 16 181,73+15,95
F4 41 420,39+25,00
F5 16 >500
F6 (Coil) 192 276,14+17,41
FLo[r2| i3 | Fa . F5 .
I I | I | I I -
1 2 3 4 5 6 7
Zeit [h]

Abb. 3-5: UV-Chromatogramm der HSCCC-Trennung und LC;,-Werte des Brine-shrimp-Assays des
Ethylacetat-Extrakts von fermentiertem Saft (TAmedferm). Dargestellt ist das UV-Chromatogramm
der HSCCC-Trennung bei 260 nm. Erhalten wurden fiinf Fraktionen (F1-F5) und zusatzlich die Coil-
Fraktion (F6). Fiir die Trennung wurde CCCSystem 3 verwendet (links). Tabellarisch aufgefiihrt sind
die erhaltenen Fraktionen der HSCCC-Trennung mit Auswaagen und den LCs-Werten des
Brine-shrimp-Assays (rechts). Podophyllotoxin als Positivkontrolle wies einen LCsp-Wert von
68,03+£13,18 ug/mL auf.

Im Ethylacetat-Extrakt von fermentiertem Noni-Saft konnte nach Abb. 3-3 und Tab. 3-5 eine
Anzahl von 26 Verbindungen nachgewiesen werden (dargestellt ist dort der Ethylacetat-
Extrakt von HAmedferm). Um eine Einschatzung vornehmen zu kénnen, welche Ver-

bindungen die Hauptkomponenten des Ethylacetat-Extrakts von TAmedferm darstellen,
wurde der UV-Vis-Contour-Plot von 220-600 nm ausgewertet (Abb. 3-6).

Wavelen Int.
[nm
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100
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Abb. 3-6: Contour-Plot des Ethylacetat-Extrakts von fermentiertem Saft. Dargestellt ist der DAD-
Contour-Plot des Ethylacetat-Extrakts von TAmedferm von 220-600 nm. Die Intensitdtsbereiche sind
rechts angegeben. Die Nummerierung erfolgt nach Tab. 3-5.

Mit diesen Informationen lassen sich ausschlieflich Verbindungen nachweisen, die eine
Absorption von Licht im UV-Vis-Bereich hervorrufen. Diese Verbindungen sind aufgrund ihrer

Strukturmerkmale interessant fir die Evaluation moglicherweise zytotoxischer Substanzen

im Brine-shrimp-Assay. Durch die Betrachtung des Contour-Plots des Ethylacetat-Extrakt von
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fermentiertem Saft (TAmedferm) zeigte sich, dass die zugeordneten Verbindungen Furan-2-
carbonsdure (Peak5), Protocatechusdure (Peak 10), Aesculetin (Peak 14), 3,3
Bisdemethylpinoresinol (Peak 17), Morindolin (Peak 18), Scopoletin (Peak 19), Rutin (Peak
23), Isoamericaninsdure A (Peak 25), 2-O-(B-b-Glucopyranosyl)-1-O-(2E,4Z,72)-decatrienoyl-
B-p-glucopyranose (Peak 27), Quercetin (Peak 28) und (2E,4Z,77)-Decatriensaure (Peak 35)
die Hauptkomponenten des Extrakts darstellen. Darlber hinaus konnten bei den
Retentionszeiten R 14,1 min und R; 18,2 min zwei Verbindungen detektiert werden, die eine
relativ starke UV-Absorption bei 250 nm bzw. 254 nm zeigten. Diese Verbindungen konnten
nicht zugeordnet werden, da aufgrund ungenigender lonisierungseigenschaften keine MS-
Daten erhalten werden konnten.

Nach Trennung des Ethylacetat-Extrakts zeigten die Fraktionen F2 und F3 LCso-Werte von
180 pg/mL bzw. 182 ug/mL im Brine-shrimp-Assay. Diese lagen damit niedriger als der Wert,
welcher fiur den Ethylacetat-Extrakt (LCso 251 pg/mL) bestimmt werden konnte. In diesen
Fraktionen hat demnach eine Anreicherung der zytotoxisch aktiven Komponenten statt-
gefunden.

Die Untersuchung von Fraktion F2 mit HPLC-DAD-ESI-MS/MS zeigte die Verbindungen Furan-
2-carbonsaure (Peak 5) und Protocatechusdure (Peak 10) (Abb. 3-7 oben links). Des Weiteren
konnten bei R; 17,3 min und R; 24,2 min zwei unbekannte Verbindungen detektiert werden.
Die Verbindung mit R; 17,3 min (UV-Absorption bei 270 nm) wies nur eine ungeniigende
lonisation auf und konnte deshalb in der MS-Spur (TIC und BPC) keiner bestimmten Masse
zugeordnet werden. Weiterhin schien die unbekannte Verbindung mit R; 24,2 min inte-
ressant. Hier konnten die typischen UV-Vis-Absorptionsmaxima von Flavonolen mit 260 nm
und 354 nm nachgewiesen werden. Das Massenspektrum der unbekannten Verbindung wies
ein Molekil-lon mit m/z 595 [M-H]™ auf (Abb.3-7 unten). Nach Fragmentierung des
Molekdl-lons ergaben sich die folgenden lonen mit m/z 463 (27 %), 343 (10 %), 301 (44 %),
300 (100 %), 271 (22 %) und 179 (4 %). Die MS/MS-Fragmente mit den hochsten Intensitaten
m/z 300 und 301 deuteten auf Quercetin hin. Das Fragment mit m/z 463 lieR vermuten, dass
die terminale Einheit eine Pentose ist und die Verbindung zum Aglykon eine Hexose
darstellt. Diese Daten passen gut mit den Daten eines Quercetin-Hexose-Pentosids (iberein,
das von GIL-IzQUIERDO und MELLENTHIN in Rowanberry-Saft (Sorbus aucuparia) identifiziert
wurde (198). Es existieren mehrere Veroffentlichungen beziglich der Toxizitdit von
Quercetin- und Kampferolglykosiden gegeniber Brine shrimps (199-202). Es ist daher
moglich, dass diese Verbindung einen Beitrag zur Zytotoxizitat von Fraktion F2 leistet.
Fraktion F3 zeigte nach Trennung des Ethylacetat-Extrakts mittels HSCCC eine geringe
Auswaage von nur 16 mg. Der Contour-Plot von 220-600 nm der Fraktion zeigte eine Viel-

zahl von Verbindungen, unter denen keine Hauptverbindung identifiziert werden konnte
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(Abb. 3-7 oben rechts). Peak 5 konnte im Chromatogramm eindeutig als Furan-2-
carbonsdure identifiziert werden. Die unbekannte Verbindung mit R;14,9 min (UV-
Absorption bei 280 nm) konnte aufgrund ungeniigender lonisation nicht weiter evaluiert
werden. Durch die geringe Auswaage von Fraktion F3 und dem damit verbundenen geringen
Anteil am Gesamtextrakt ist der Beitrag zum zytotoxischen Potential des Ethylacetat-Extrakts

eher gering einzuschatzen.
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Abb. 3-7: Contour-Plots der Fraktionen F2 und F3 sowie UV-Vis- und MS-Daten der unbekannten
Verbindung. Dargestellt sind die Contour-Plots der Fraktionen F2 und F3 des Ethylacetat-Extrakts von
TAmedferm. Die Nummerierung richtet sich nach Tab. 3-5. Die Intensitdtsbereiche sind rechts
angegeben. Zusatzliche Verbindungen sind mit der Retentionszeit angegeben (oben). Zusatzlich sind
die UV-Vis- und MS-Daten der unbekannten Verbindung mit R; 24,2 min gezeigt (unten).

Darlber hinaus wies die Coil-Fraktion F6 (LCsg 276 pg/mL) eine zytotoxische Aktivitat
gegeniber den Brine shrimps auf, die etwas hoher als der Wert fiir den Ethylacetat-Extrakt
ausfiel. Es war zu erwarten, dass diese Fraktion aufgrund der Auswaage von 192 mg einen
erheblichen Teil zur Zytotoxizitat des Ethylacetat-Extrakts beitragt. In Fraktion F6 konnten
die Verbindungen Protocatechusaure (Peak 10), Aesculetin (Peak 14), 3,3'-Bisdemethyl-
pinoresinol (Peak 17), Morindolin (Peak 18), Scopoletin (Peak 19), Isoamericanol A (Peak 24),
Isoamericaninsdure A (Peak 25), 2-O-(B-b-Glucopyranosyl)-1-O-(2E,4Z,7Z)-decatrienoyl-B-b-
glucopyranose (Peak 27) und (2E,4Z7Z)-Decatriensaure (Peak 35) identifiziert werden
(Abb. 3-8).

Als zytotoxisch aktive Substanzen kamen in dieser Fraktion besonders das Lignan 3,3‘-Bis-
demethylpinoresinol (Peak 17) und die Neolignane Morindolin (Peak 18), Isoamericanol A
(Peak 24) und Isoamericaninsaure A (Peak 25) in Frage, da die zytotoxischen Effekte solcher
Verbindungen bereits bekannt sind (die Strukturformeln sind in Abb. 3-9 dargestellt). So
konnten aus Blattern von Magnolia virginiana (203) und Endlicheria dysodantha (204)
zahlreiche Neolignane mit teilweise starken zytotoxischen Effekten auf Brine shrimps isoliert

werden.
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Abb. 3-8: Contour-Plot von Fraktion F6. Dargestellt ist der DAD-Contour-Plot von Fraktion F6 des
Ethylacetat-Extrakts von TAmedferm von 220-600 nm. Die Intensitatsbereiche sind rechts ange-
geben. Die Nummerierung erfolgt nach Tab. 3-5.

¢} Ho HO o)
HO ~ o Z >R HO HO "'H
© o
HO OH HO
Isoamericaninsédure A R = COOH Morindolin 3,3'-Bisdemethylpinoresinol

Isoamericanol A R = CH,OH

Abb. 3-9: Zytotoxische Verbindungen aus dem Saft von M. citrifolia. |dentifizierte Verbindungen aus
Fraktion F6 des Ethylacetat-Extrakts von TAmedferm, die moglicherweise fir die zytotoxischen
Wirkungen auf die Brine shrimps verantwortlich sind.

Des Weiteren existieren mehrere Publikationen liber stark zytotoxische Lignane aus Centau-
rea americana (205), Myrsine africana (206) und Hyptis verticillata (207). Fir (£)-Pinoresinol
sind darliber hinaus Publikationen liber zytotoxische Effekte in Humanzellen verfiigbar (208,
209). Da eine weitere Anreicherung der Lignane und Neolignane aus dem Ethylacetat-Extrakt
des Saftes aufgrund geringer verfligbarer Extraktmengen nicht moglich war, wurden die
Steine hinsichtlich dieser Verbindungen naher untersucht (s. 3.1.2.3).

Fir die Cumarinderivate Aesculetin und Scopoletin sind keine zytotoxischen Effekte im
Brine-shrimp-Assay bekannt (210, 211). Da jedoch Scopoletin in relativ groRen Mengen mit
9-15 mg/L in authentischen Noni-Saften enthalten ist (vgl. 3.3), wurde diese Verbindung
erneut evaluiert. Dabei konnten die Ergebnisse der Literatur bestatigt werden (Daten nicht
gezeigt). Es ist demnach auszuschlieBen, dass die Cumarinderivate zur Zytotoxizitdt des
Extrakts beitragen.

Fir langkettige mehrfach ungesattigte Fettsduren wie Linol- und Linolensdure (212) sowie
kurzkettige mehrfach ungesattigte Fettsduren (213) sind keine zytotoxischen Effekte auf
Brine shrimps bekannt. Trotzdem wurde eine CCC-Fraktion aus dem Dichlormethan-Extrakt
der Pulpe, in der (2E,4Z,77)-Decatriensaure (Peak 35) stark angereichert vorlag, mittels
Brine-shrimp-Assay untersucht (Isolierung und Anreicherung unter 3.1.2.4.2). Dabei konnte

keine Zytotoxizitdt nachgewiesen werden. Damit waren die Verbindungen (2E,4Z,72)-Deca-
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triensdure (Peak 35) und die glykosylierte Form 2-O-(B-pD-Glucopyranosyl)-1-0-(2E,42,72)-
decatrienoyl-B-pD-glucopyranose (Peak 27) nicht verantwortlich fiir die Zytotoxizitat des
Ethylacetat-Extrakts.

AbschlieBend kann zusammengefasst werden, dass mehrere Fraktionen aus der Trennung
des Ethylacetat-Extrakts von fermentiertem Saft zytotoxische Effekte auf Brine shrimps
zeigten. Durch den groRen Anteil der CCC-Fraktion F6 am Ethylacetat-Extrakt konnte gefol-
gert werden, dass die in diesem Extrakt angereicherten Verbindungen 3,3‘-Bisdemethyl-
pinoresinol, Morindolin, Isoamericanol A und Isoamericaninsaure A fiir die zytotoxischen

Effekte verantwortlich sind.
3.1.1.4 Zytotoxizitdt in Rattenhepatozyten in Primarkultur

Fiir Produkte von M. citrifolia, im Besonderen fiir die Safte, sind mehrere Falle von hepato-
toxischen Wirkungen nach Aufnahme solcher Produkte publiziert (vgl. 2.1.8.1). Aufgrund der
bis dato unklaren Datenlage zur Hepatotoxizitat von Noni-Saften wurde im Folgenden eine
Untersuchung zur Zytotoxizitdt in Rattenhepatozyten in Primarkultur vorgenommen. Dabei
wurde von Extrakten des fermentierten Saftes TAmedferm, die durch Loésungsmittel anstei-
gender Polaritdt (Hexan, Dichlormethan, Ethylacetat) sowie Extraktion mit XAD-2 gewonnen

wurden, ausgegangen (s. 3.1.1.1.1).
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Abb. 3-10: Reduktion von Resazurin [%] in Rattenhepatozyten in Primarkultur nach Inkubation mit
Extrakten von fermentiertem Saft von M. citrifolia. Dargestellt ist die Reduktionsrate von Resazurin
[%] nach 24 h (links) und 48 h (rechts) von 0,5 %igen und 1,0 %igen Extraktlédsungen der Hexan-,
Dichlormethan-, Ethylacetat- und XAD-2-Extrakte von fermentiertem Saft (TAmedferm). Die Reduk-
tion von Resazurin in der Kontrolle wurde als 100 % definiert. Die Balken geben Mittelwerte + SD von
vier Messungen an. Signifikante Unterschiede zur DMSO-Kontrolle **p <0,01, *p <0,05 und nicht
signifikante Unterschiede p > 0,05.
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Die Analyse von 0,5 %igen und 1,0 %igen Extrakt-Lésungen nach 24 h bzw. 48 h mittels
Resazurin-Reduktions-Test ergab signifikant (p <0,01) zytotoxische Wirkungen des Hexan-,
Dichlormethan- und Ethylacetat-Extrakts im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (100 % Resazurin-
Reduktion). Der XAD-2-Extrakt zeigte erst nach 48 h Inkubationszeit signifikante (p <0,05)
toxische Wirkungen. Der Dichlormethan-Extrakt zeigte mit 44,9 % Resazurin-Reduktion fir
0,5 %ige Extrakt-Losungen bzw. 17,1 % Resazurin-Reduktion fiir 1,0 %ige Extrakt-Losungen
nach 24 h die niedrigsten Werte im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Nach 48 h war die Ab-
nahme der Fahigkeit zur Reduktion von Resazurin der Rattenhepatozyten mit 27,5 % fir
0,5 %ige Extrakt-Losungen bzw. 10,2 % fur 1,0 %ige Extrakt-Losungen noch starker ausge-
pragt (Abb. 3-10). Der Dichlormethan-Extrakt war damit der am starksten zytotoxische
Extrakt und wurde im Folgenden zur Uberpriifung der Zusammensetzung niher betrachtet.

Im Contour-Plot des Dichlormethan-Extrakts konnten neun Verbindungen eindeutig zuge-
ordnet werden: Protocatechusaure (Peak 5), Vanillinsdure (Peak 8), Aesculetin (Peak 10),
Scopoletin (Peak 12), Isoamericaninsaure A (Peak 13), Vanillin (Peak 17), Quercetin (Peak
18), Kampferol (Peak 21) und (2E,4Z,72)-Decatriensdure (Peak 25). Besonders starke UV-Vis-
Absorptionen riefen dabei die Verbindungen Scopoletin und (2E,477Z2)-Decatriensaure

hervor, die die Zusammensetzung des Dichlormethan-Extrakts damit dominieren (Abb. 3-11).
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Abb. 3-11: Contour-Plot des Dichlormethan-Extrakts von fermentiertem Saft. Dargestellt ist der
DAD-Contour-Plot des Dichlormethan-Extrakts von TAmedferm von 220-600 nm. Die Intensitats-
bereiche sind rechts angegeben. Die Nummerierung erfolgt nach Tab. 3-4.

Flr Scopoletin sind sowohl hepatotoxische (214) als auch hepatoprotektive Wirkungen (215)
in der Literatur bekannt. Fir die Fettsdure (2E,4Z7Z)-Decatrienoic acid sind keine Daten
hinsichtlich toxischer Wirkungen verfligbar. Der Dichlormethan-Extrakt wurde zur Evalu-
ierung der toxischen Substanzen mittels HSCCC aufgetrennt. Nach Analyse mittels DC
(DCSystem 3) konnten elf Fraktionen (F1-F11) eingeteilt werden (Abb. 3-12).
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Abb. 3-12: Chromatogramm der HSCCC-Trennung des Dichlormethan-Extrakts von fermentiertem
Saft von M. citrifolia. Dargestellt ist das UV-Chromatogramm der HSCCC-Trennung des Dichlor-
methan-Extrakts von TAmedferm bei 280 nm. Erhalten wurden elf Fraktionen (F1-F11). Acht
Fraktionen (F1-F8) wurden im Elutions-Modus erhalten. Die drei Fraktionen F9—F11 wurden im
Extrusions-Modus erhalten. Fiir die Trennung wurde CCCSystem 6 verwendet.

Diese elf Fraktionen wurden anschlieBend mittels Resazurin-Reduktions-Test analysiert.
Besonders starke toxische Effekte konnten in den Fraktionen F10 und F11 detektiert werden.
In Fraktion F10 wurden Reduktionsraten von Resazurin von 41,0 % nach 24 h Inkubationszeit
und von 39,2 % nach 48 h Inkubationszeit detektiert. Die Fraktion F11 zeigte Resazurin-
Reduktionsraten von 49,0 % nach 24 h bzw. 50,0 % nach 48 h Inkubationszeit. Darliber
hinaus wurden in Fraktion F9 lediglich nach 48 h Inkubationszeit geringe Resazurin-
Reduktionsraten von 48,1 % nachgewiesen (Abb. 3-13). Die Fraktionen F9, F10 und F11
wurden aufgrund ihrer niedrigen Resazurin-Reduktionsraten im Folgenden naher mittels LC-
DAD-MS/MS untersucht.

Im Contour-Plot von Fraktion F9 konnte lediglich eine Verbindung nachgewiesen werden.
Nach Vergleich der erhaltenen UV- und MS-Daten der Verbindung wurde Scopoletin (12)
vermutet. Die Verbindung wurde anschlieRend durch Koinjektion der isolierten Standard-
substanz Uberprift und konnte dadurch als Scopoletin (12) bestatigt werden (Abb. 3-14
oben). Reines Scopoletin wurde weiterhin an primaren Rattenhepatozyten getestet. Dabei
konnten ahnliche Effekte mit 79,8 + 14,4 % nach 24 h bzw. 60,8 £ 19,7 % nach 48 h Inku-
bationszeit detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Hinsichtlich der Wirkungen von
Scopoletin existieren Veroffentlichungen, welche im Gegensatz zu den hier erhaltenen
Ergebnissen eher hepatoprotektive Effekte der Verbindung vermuten lassen. So konnten
hepatoprotektive Wirkungen von Scopoletin an primdren Rattenhepatozyten, welche mit

Tetrachlorkohlenstoff behandelt wurden, nachgewiesen werden (215, 216). Es wurden
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jedoch auch negative Effekte von Scopoletin auf Rattenleberzellen nachgewiesen. So
konnten nach Fitterungsversuchen an mannlichen Wistar-Ratten hepatotoxische Wirkungen
von Scopoletin nachgewiesen werden (214). Des Weiteren ist zu beachten, dass Scopoletin
(6-Methoxy-7-hydroxycumarin) ein Cumarinderivat darstellt. Cumarin (2H-1-Benzopyran-2-
on) selbst ist aufgrund des Metabolismus, welcher Uber eine 3,4-Epoxidierung stattfindet,
bekannt fiir seine Hepatotoxizitat in Nagetieren, wie z.B. Ratten (217). Dies konnte u.U. ein
Grund fir die toxischen Wirkungen von Scopoletin in den Rattenhepatozyten sein. Unklar ist
jedoch der Einfluss der Substitutionen an Position 6 und 7 bei Scopoletin auf den Meta-
bolismus und die Toxizitat in den Rattenhepatozyten. Es sei Uberdies darauf hingewiesen,
dass aufgrund des unterschiedlichen Metabolismus solcher Verbindungen keine Ubertrag-

barkeit auf Humanzellen gegeben ist (218, 219).
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Abb. 3-13: Reduktion von Resazurin [%] in Rattenhepatozyten in Primarkultur nach Inkubation mit
CCC-Fraktionen des Dichlormethan-Extrakts von TAmedferm. Dargestellt ist die Reduktionsrate von
Resazurin [%] nach 24 h und 48 h von 1,0 %igen Losungen der elf CCC-Fraktionen (F1-F11) des
Dichlormethan-Extrakts von fermentiertem Saft (TAmedferm). Die Reduktion von Resazurin in der
Kontrolle wurde als 100 % definiert. Die Balken geben Mittelwerte = SD von vier Messungen an.

Der Contour-Plot der Fraktion F10 zeigte eine hochkomplexe Zusammensetzung der Fraktion
(Abb. 3-14 Mitte). Die Fraktion F10 wurde aufgrund der niedrigen Resazurin-Reduktionsraten
und der komplexen Zusammensetzung in 13 Unterfraktionen (F10.1-F10.13) unterteilt. Die
einzelnen Fraktionen wurden anschlielend auf deren Toxizitdt an Rattenhepatozyten in
Primarkultur getestet.

In Fraktion F11 konnten die Verbindungen Quercetin, Kampferol und (2E,4Z7,7Z7)-Deca-
triensdure nachgewiesen werden (Abb. 3-14 unten). In der Literatur sind nach bestem

Wissen keine zytotoxischen Wirkungen fir die Verbindungen Quercetin und Kampferol
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vorhanden. Im Gegenteil existieren flir Quercetin zahlreiche Veroffentlichungen, welche
hepatoprotektive Effekte dieser Verbindung in primaren Rattenhepatozyten beschreiben. So
wurden positive Effekte in Rattenhepatozyten nachgewiesen, nachdem diese Zellen
oxidativem Stress, z.B. in Form des Zellgifts Ethanol, ausgesetzt wurden (220, 221). Weiter-
hin konnte fir Kampferol eine hepatoprotektive Wirkung in primaren Rattenhepatozyten
nachgewiesen werden (222). Darliber hinaus sind fur die entsprechenden Flavonolglykoside
hepatoprotektive Eigenschaften bekannt (223). Es ist damit auszuschliefen, dass diese
Verbindungen fir die zytotoxischen Effekte der Fraktion F11 verantwortlich sind. Fir die
Verbindung (2E,4Z,72)-Decatriensaure sind bis zu diesem Zeitpunkt keine Daten hinsichtlich
toxischer Wirkungen vorhanden. Aufgrund dessen, dass fiir Quercetin und Kampferol keine
toxischen Wirkungen auf primare Rattenleberzellen bekannt sind, ist es moglich, dass

(2E,4Z,72)-Decatriensaure fir die Toxizitat der Fraktion F11 verantwortlich ist.
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Abb. 3-14: Contour-Plots der CCC-Fraktionen F9, F10 und F11 des Dichlormethan-Extrakts von
fermentiertem Saft von M. citrifolia. Dargestellt sind die DAD-Contour-Plots der CCC-Fraktionen F9,
F10 und F11 des Dichlormethan-Extrakts von TAmedferm von 220-600 nm. Die jeweiligen Inten-
sitdtsbereiche sind rechts angegeben. Die Nummerierung erfolgt nach Tab. 3-4. Retentions-
zeitverschiebungen zu Tab. 3-4 ergeben sich durch Verwendung von HPLCSystem 8.
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Die Fraktion F10 wurde aufgrund ihrer komplexen Zusammensetzung mittels HPLC-DAD in
13 Unterfraktionen (F10.1-F10.13) unterteilt. Diese Fraktionen wurden erneut mittels Resa-
zurin-Reduktions-Test untersucht. Um die unterschiedlichen Einwaagen der Subfraktionen zu
berlicksichtigen, wurden die Fraktionen in gleichen Volumina DMSO geldst. In der
Auswertung wurden dann die Fluoreszenzwerte (Relative fluorescence units, [RFU]) mit den
jeweiligen Einwaagen multipliziert um die gewichtete Vitalitat zu erhalten. Die Fraktion
F10.6 zeigte nach Beriicksichtigung der Einwaage die geringsten Resazurin-Reduktionsraten
mit 750 RFU nach 24 h bzw. 502 RFU nach 48 h Inkubationszeit (Abb. 3-15). Diese Fraktion

wird im Folgenden genauer betrachtet.
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Abb. 3-15: Gewichtete Vitalitdt (Relative fluorescence units, [RFU]) der Rattenhepatozyten in
Primarkultur der Unterfraktionen von Fraktion F10 der CCC-Trennung des Dichlormethan-Extrakts
von TAmedferm. Dargestellt ist die gewichtete Vitalitdit der Rattenhepatozyten [RFU] nach
Inkubation mit 1 %igen Losungen der 13 Unterfraktionen der CCC-Trennung des Dichlormethan-
Extrakts von fermentiertem Saft (TAmedferm) nach 24 h und 48 h. Die Balken geben Mittel-
werte + SD von vier Messungen an.

Im Contour-Plot der Subfraktion F10.6 der CCC-Fraktion F10 konnten finf Verbindungen
nachgewiesen werden, von denen drei Verbindungen identifiziert werden konnten. Die Ver-
bindungen Vanillinsdure (8) und Vanillin (17) konnten schon im Dichlormethan-Extrakt nach-
gewiesen werden (vgl. 3.1.1.2.1). Die Verbindung mit der hochsten Konzentration, abge-
schatzt mit dem Contour-Plot, konnte als Syringaldehyd (R; 27,3 min) anhand der erhaltenen
UV-Vis- und MS-Daten identifiziert werden. Die Molekiilmasse von M =182 g/mol wurde
durch die Molekilionen im negativen Modus 181 [M-H]  und im positiven Modus 205
[M+Na]* festgelegt. Die Fragmentierung im negativen Modus von m/z 166 und m/z 151

entsprach der Abspaltung von einer bzw. von zwei Methylgruppen im Molekil. Weiterhin
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wurde die Vermutung, dass es sich um Syringaldehyd handelt, durch die intensive UV-
Absorption bei 309 nm unterstiitzt. Nach Vergleich mit Literaturdaten konnte die

Verbindung als Syringaldehyd identifiziert werden (224).
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Abb. 3-16: Contour-Plot der Subfraktion F10.6 von CCC-Fraktion F10. Dargestellt ist der DAD-
Contour-Plot der Subfraktion F10.6 der CCC-Fraktion F10 des Dichlormethan-Extrakts von fermen-
tiertem Saft von M. citrifolia (TAmedferm) von 220-600 nm. Die Intensitdtsbereiche sind rechts
angegeben. Die Nummerierung erfolgt nach Tab. 3-4. Retentionszeitverschiebungen zu Tab. 3-4
ergeben sich durch Verwendung von HPLCSystem 8.

Dariber hinaus konnten bei Ry 20,7 min und R, 22,1 min Verbindungen identifiziert werden
die zum Einem sehr dhnliche UV-Absorptionen bei 292 nm und 322 nm (R 20,7 min) bzw.
291 nm und 321 nm (R; 22,1 min) und zum Anderen die gleichen Molekiilionen mit 193
[M-H]~ und 195 [M+H]" aufwiesen. Bei den Fragmentierungen (MS?) ergaben sich lediglich
Unterschiede bei den Intensitdaten. Die Fragmente selbst waren jedoch die gleichen. Nach
Vergleich mit Literaturdaten wurde auf Ferulasaure geschlossen (224). Durch Koinjektion der
Standardsubstanz konnte schlieBlich Ferulasdure bei R; 20,7 min eindeutig identifiziert
werden. Die Verbindung mit R; 22,1 min schien aufgrund der UV-Vis- und MS-Daten eine
ahnliche Verbindung zu Ferulasaure zu sein. Diese Verbindung konnte jedoch nicht identi-
fiziert werden (Tab. 3-9).

Tab. 3-9: Identifizierte Verbindungen in der Subfraktion F10.6 von CCC-Fraktion F10 des Dichlor-
methan-Extrakts von fermentiertem Saft. Angegeben sind die detektierten Verbindungen mit den
Wellenlangen fiir ihre Absorptionsmaxima [nm], ihrer detektierten Masse und ihren Fragmenten bei
MS? in der Subfraktion F10.6 von CCC-Fraktion F10 des Dichlormethan-Extrakts von TAmedferm.

R; [min] UV [nm] MS [m/z ] MS? (=) [m/z] identifizierte Verbindung
118 260,201 7 m;:} 123,152 (62), 108 (60)  Vanillinséure (8)
20,7 292,322 123 {m;m; 133,149 (83), 178 (47) Ferulasdaure
22,1 291, 321 133 {m;:}; 133,178 (47), 149 (12) ahnlich Ferulasaure?
23,9 280 151 [M-H]” 129 Vanillin (17)
27,3 309 210851[5\IAVI+_|\|;|a]]_+ 166, 151 (30) Syringaldehyd
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Nachdem bei Untersuchungen von WEST et al. mit purem Noni-Saft (Tahitian Noni Juice) und
daraus hergestelltem Ethylacetat-Extrakt keine aulRergewodhnlichen toxischen Effekte in
primaren Rattenhepatozyten beobachtet werden konnten (133), wurden bei diesen Unter-
suchungen toxische Wirkungen im Dichlormethan-Extrakt des fermentierten Safts nach-
gewiesen. Als zytotoxisch aktive Substanzen konnten in diesem Extrakt die Verbindungen
Scopoletin, (2E,4Z,72)-Decatriensdure und Syringaldehyd identifiziert werden. Die Daten
konnen als erste Hinweise auf eine hepatotoxische Wirkung verstanden werden, sind jedoch
nicht direkt auf den Menschen (bertragbar. Hier missten weitere Untersuchungen an

Humanleberzellen erfolgen um die Hepatotoxizitat im Menschen einschatzen zu kénnen.
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3.1.1.5 Antioxidative Kapazitiat und Gesamtphenolgehalt der Extrakte

Mit M. citrifolia im Allgemeinen und besonders mit dem Saft der Friichte dieser Pflanze
werden neben einer Vielzahl physiologischer Effekte auch antioxidative Eigenschaften in
Verbindung gebracht (57, 225). Die Bedeutung antioxidativer Substanzen ergibt sich aus den
vielen Krankheiten, wie Arteriosklerose, verschiedenen Krebsarten und neurodegenerativen
Krankheiten, welche ihre Ursache im oxidativen Stress haben (226). Im engen Zusammen-
hang mit dem antioxidativen Potential steht der Gesamtphenolgehalt, da phenolische
Verbindungen, wie z.B. Flavonoide, eine hohes antioxidatives Potential besitzen und als
Inhaltsstoffe in Frichten und Fruchtsaften weit verbreitet sind (227). Das antioxidative
Potential von authentischen und kommerziellen Noni-Saften wurde mittels TEAC-Test nach
RE et al. (183) und der Gesamtphenolgehalt mit der Folin-Ciocalteu-Methode nach SINGLETON
und Rossl (184) evaluiert.
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Abb. 3-17: Antioxidative Kapazitit und Gesamtphenolgehalt von Siften von M. citrifolia. Darge-
stellt ist die Antioxidative Kapazitdt bestimmt als Trolox-Aquivalente [mmol Trolox/L] und der Ge-
samtphenolgehalt nach Folin-Ciocalteu als Gallussdure-Aquivalente [mg GAE/L] der authentischen
Noni-Safte von unreifen Friichten (TAunreif, HAunreif), reifen Frichten (TAreif, HAreif, CRreif, CUreif)
und fermentierten Saften (TAmedferm, TAfullferm, HAmedferm, HAfullferm).

Die antioxidative Kapazitdt lag bei den Saften aus unreifen Friichten zwischen 0,7 und
1,9 mmol Trolox/L. Bei den Saften aus den reifen Friichten wurden signifikant hohere anti-
oxidative Kapazitaten mit 3,6-5,9 mmol Trolox/L detektiert (Abb. 3-17). Die TEAC-Werte der
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Safte mit unterschiedlichen Reifestadien differierten also deutlich. Die Reifung der Frichte
und die damit verbundene Verdnderung der Zusammensetzung der Inhaltsstoffe spiegelt
sich auch in den Saften wieder. Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu den Daten von
CHAN-BLANCO et al. Hier konnten kaum Anderungen der antioxidativen Kapazitidt zwischen
unreifen und reifen Friichten festgestellt werden (57). Die TEAC-Werte fir die Noni-Safte aus
reifen Frichten liegen im Bereich von rotem Trauben-, rotem Johannisbeer-, Blutorangen-
und Cranberrysaft und hoher als Apfel-, Orangen-, Zitronen- und Ananassaft (228). Die
relativ hohen Gehalte fiir das antioxidative Potential beruhen nach Dussossoy et al. auf den
(poly)phenolischen Inhaltsstoffen und dem hohen Vitamin-C-Gehalt in den Noni-Saften
(192).

Wird der Gesamtphenolgehalt der frischen Safte betrachtet, zeigt sich, dass die Safte aus
unreifen Frichten Werte an Gesamtphenolen von 430 mg GAE/L fur TAunreif bzw. 203 mg
GAE/L fur HAunreif aufwiesen. Die Werte fir die reifen Friichte TAreif und HAreif lagen mit
867 mg GAE/L bzw. 788 mg GAE/L deutlich hoher. Der Anstieg des Gehaltes an Gesamt-
phenolen scheint damit verantwortlich zu sein fir den Anstieg der antioxidativen Kapazitat.
Die Noni-Safte aus reifen Friichten aus Costa Rica und Kuba lagen mit 527 mg GAE/L bzw.
431 mg GAE/L etwas niedriger. Die Werte fir den Gesamtphenolgehalt von Noni-Saften aus
reifen Frichten lagen damit im Bereich fur Apfel-, Grapefruit- und Zitronensaft (228). Der
Anstieg des Phenolgehalts wahrend der Fruchtreifung konnte auch von CHAN-BLANCO et al.
festgestellt werden (57).

Zwei Wochen fermentierte Safte von M. citrifolia (TAmedferm und HAmedferm) wiesen
Werte von 4,1-5,2 mmol Trolox/L im TEAC-Assay auf. Die Werte unterschieden sich also
nicht von den Werten der Safte aus frischen Friichten (3,6-5,9 mmol Trolox/L). Bei den vier
Wochen fermentierten Saften konnten im Vergleich zu den zwei Wochen fermentierten
Saften deutlich niedrigere Werte mit 0,5-1,7 mmol Trolox/L nachgewiesen werden. Die vier
Wochen fermentierten Safte lagen im Bereich der Safte unreifer Friichte (0,7-1,9 mmol
Trolox/L). Dieser Abfall des antioxidativen Potentials wahrend der Fermentation konnte auch
von YANG et al. beobachtet werden, die einen Verlust des antioxidativen Potentials nach
einer Fermentationszeit von drei Monaten von ca. 90 % im Vergleich zu den frischen Saften
feststellen konnten. Dieser Verlust konnte aus dem Abbau von Vitamin C resultieren (229).
Wird der Gesamtphenolgehalt der fermentierten Safte betrachtet, zeigten sich fiir die zwei
Wochen fermentierten Safte Werte von 623 mg GAE/L fir TAmedferm bzw. 508 mg GAE/L
flir HAmedferm. Es zeigten sich also kaum Verdanderungen zu den frischen Saften aus reifen
Frichten (431-867 mg GAE/L). Interessantere Ergebnisse lieferte die Entwicklung des
Gesamtphenolgehalts in den fermentierten Saften. So stiegen diese in den vier Wochen
fermentierten Saften TAfullferm und HAfullferm auf 1016 mg GAE/L bzw. 1498 mg GAE/L an
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(Abb. 3-17). Dieser Anstieg konnte auch von CHAN-BLANCO et al. beobachtet werden. Bei der
Saftgewinnung durch Abpressen ist anzunehmen, dass nur ein geringer Anteil der in der
Pulpe gebundenen Polyphenole in den Saft (ibergeht. Durch die Fermentation der Friichte
stehen diese langere Zeit in Kontakt mit dem Saft und eine erhohte Extraktion poly-
phenolischer Verbindungen aus der Pulpe (und den Steinen) ist dadurch moglich. Dieser
Effekt kann durch bei der Fermentation entstehendes Ethanol noch verstarkt werden (57).
Bei der naheren Betrachtung der antioxidativen Kapazitaten der Extrakte zeigte sich, dass die
gefriergetrockneten Sifte die geringsten Werte mit 0,16—0,33 umol Trolox/g aufwiesen. Die
Safte aus unreifen Frichten, TAunreif und HAunreif, wiesen dabei niedrigere Werte mit
0,16 umol Trolox/g bzw. 0,21 umol Trolox/g auf als die Safte aus reifen Friichten, TAreif und
HAreif, mit 0,28 umol Trolox/g bzw. 0,25 pmol Trolox/g (Abb. 3-18). Dieses Ergebnis deckt
sich mit den entsprechenden Werten der Safte (Abb. 3-17).

1,60

| Saft m Dichlormethan-Extrakt Ethylacetat-Extrakt B XAD-2-Extrakt
1,40

1,20

1,00 —

0,80 —

0,60

0,40

Antioxidative Kapazitdt [umol Trolox/g]

0,20 -

0,00 -
TAunreif TAreif HAunreif HAreif CRreif CUreif TAmedferm HAmedferm

Abb. 3-18: Antioxidative Kapazitdt der Extrakte von Saften aus M. citrifolia. Dargestellt ist die
antioxidative Kapazitit als Trolox-Aquivalente [pmol Trolox/g] von gefriergetrocknetem Saft, des
Dichlormethan-, Ethylacetat- und XAD-2-Extrakts von frischen Saften aus unreifen Friichten
(TAunreif, HAunreif), reifen Frichten (TAreif, HAreif, CRreif, CUreif) und fermentierten Saften
(TAmedferm, HAmedferm). Die Vergleichssubstanzen Ascorbinsdure und Catechin wiesen Werte von
5,10 bzw. 3,71 pmol Trolox/g auf.

Nach der Fraktionierung mit Losungsmitteln ansteigender Polaritat (Dichlormethan, Ethyl-
acetat) und Adsorption der librigen hochpolaren Phase an XAD-2 konnte eine Anreicherung
antioxidativ wirksamer Verbindungen in allen Extrakten nachgewiesen werden. In den
frischen Saften von HAunreif, HAreif, CRreif und CUreif waren die Werte fiir die Ethylacetat-
Extrakte mit 0,99-1,30 umol Trolox/g deutlich hoher als fur die Dichlormethan-Extrakte mit
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Werten von 0,65-0,72 umol Trolox/g und XAD-2-Extrakte mit Werten von 0,42—0,69 umol
Trolox/g. Bei TAunreif und TAreif ergaben sich Werte fir die Ethylacetat-Extrakte von 0,65
bzw. 0,68 umol Trolox/g. Hier wiesen die XAD-2-Extrakte jedoch nur geringfligig niedrigere
Werte mit 0,55 umol Trolox/g fir TAunreif und 0,63 umol Trolox/g fiir TAreif auf.

Die gefriergetrockneten fermentierten Safte TAmedferm und HAmedferm zeigten mit 0,20
bzw. 0,26 umol Trolox/g keine Unterschiede zu den gefriergetrockneten Extrakten der
frischen Safte, was auch in Abb. 3-17 gezeigt werden konnte. Nach der Flissig-Fllssig-
Fraktionierung der fermentierten Safte war ebenfalls in allen Extrakten (Dichlormethan-,
Ethylacetat-, XAD-2-Extrakt) eine Anreicherung antioxidativ wirksamer Verbindungen zu
verzeichnen. Auffallig war, dass die Werte fiir die Dichlormethan-Extrakte wahrend der
Fermentation angestiegen sind. Die Werte beliefen sich hier auf 0,96 umol Trolox/g fir
TAmedferm und 1,06 umol Trolox/g fir HAmedferm. Im Vergleich dazu lagen die Werte in
den frischen Saften aus M. citrifolia mit 0,31-0,72 umol Trolox/g deutlich niedriger. Die
Werte fir die Ethylacetat-Extrakte von TAmedferm und HAmedferm waren mit 0,82 bzw.
1,05 umol Trolox/g geringfligig niedriger bzw. gleich im Gegensatz zu den Werten der
Dichlormethan-Extrakte. Ein antioxidatives Potential der GroRenordnung der Vergleichs-
substanz Ascorbinsdure (5,10 umol Trolox/g) konnte jedoch von keinem der getesteten
Extrakte erreicht werden.

Verantwortlich fiir den Anstieg des antioxidativen Potentials der Dichlormethan-Extrakte
nach der Fermentation ist wahrscheinlich die Freisetzung von antioxidativ wirksamen
Aglykonen aus ihren glykosylierten Vorstufen. Diese Vorstufen lagen in frischen Saften
aufgrund ihrer groBeren Polaritat in den Ethylacetat- oder XAD-2-Extrakten vor. Im Zuge des
Fermentationsprozesses kommt es zur Abspaltung der Kohlenhydratreste, wodurch die
Aglykone dann im unpolaren Dichlormethan-Extrakt zu finden waren. Flavonoide sowie
Cumarinderivate konnten bereits als sehr potente Hydroxylradikalfanger in fermentiertem
Saft aus den Friichten von M. citrifolia nachgewiesen werden (78). Bei den Flavonoiden
handelte es sich dabei um Kampferol und Quercetin sowie deren Derivate, die aus Noni
bekannt sind (vgl. 2.1.6.1) und eine wichtige Rolle als natirliche Antioxidantien spielen (230).
Die Cumarinderivate Aesculetin und Scopoletin sind in Noni-Saft von besonderer Bedeutung
als Radikalfanger. Fiir beide Verbindungen konnten antioxidative Wirkungen beschrieben
werden (231).

Uber die Freisetzung von unpolaren Aglykonen durch Abspaltung von Kohlenhydratresten
hinaus ware eine Extraktion antioxidativ wirksamer Verbindungen aus der Pulpe oder den
Steinen wahrend des Fermentationsprozesses denkbar. Durch den Kontakt des Saftes mit
diesen Bestandteilen konnen Verbindungen in den Saft (ibergehen, die dann zu einer er-

hohten antioxidativen Kapazitat des Dichlormethan-Extrakts beitragen.
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Des Weiteren wurden die antioxidativen Potentiale der Extrakte der Safte betrachtet,
welche durch aufeinanderfolgende Adsorption an XAD-7 und XAD-2 gewonnen wurden. Die
frischen Safte TAreif und HAreif zeigten Werte in den XAD-7-Extrakten von 0,69 umol
Trolox/g bzw. 0,49 umol Trolox/g. Diese waren damit niedriger als in den XAD-7-Extrakten
der fermentierten Safte TAmedferm und HAmedferm mit 1,02 umol Trolox/g bzw. 0,82 umol
Trolox/g (Abb. 3-19). Die antioxidativen Kapazititen der XAD-2-Extrakte lagen bei allen
Saften niedriger als die der vorab gewonnenen XAD-7-Extrakte. Diese Feststellung ver-
wundert nicht, da an XAD-7 vorwiegend phenolische und polyphenolische Komponenten
adsorbiert werden, die bekannt fur ihre Eigenschaften als Radikalfanger sind (230). Die
antioxidativen Kapazitaten der XAD-2-Extrakte der frischen Safte TAreif und HAreif beliefen
sich auf 0,52 umol Trolox/g bzw. 0,28 umol Trolox/g, die Werte fir die fermentierten Sifte
TAmedferm und HAmedferm lagen bei 0,44 umol Trolox/g bzw. 0,24 umol Trolox/g. In
XAD-2-Extrakten finden demnach wahrend der Fermentation nur sehr geringe Ver-

anderungen statt.
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Abb. 3-19: Antioxidative Kapazitdt der XAD-7- und XAD-2-Extrakte von Saften von M. citrifolia. Dar-
gestellt ist die antioxidative Kapazitat bestimmt als Trolox-Aquivalente [umol Trolox/g] der XAD-7-
und XAD-2-Extrakte von frischen (TAreif und HAreif) und fermentierten Saften (TAmedferm und
HAmedferm). Die Vergleichssubstanzen Ascorbinsdure und Catechin wiesen Werte von 5,10 bzw.
3,71 umol Trolox/g auf.

Verantwortlich fur die hoheren Werte der antioxidativen Kapazitat in den XAD-7-Extrakten
der fermentierten Safte kdnnten auch hier wieder Aglykone sein, die durch die Abspaltung
von Kohlenhydratresten wahrend der Fermentation aus glykosylierten Verbindungen

entstehen. Weiterhin kann eine Extraktion antioxidativer Komponenten aus der Pulpe und

den Steinen wahrend der Fermentation angenommen werden.
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AbschlieBend kann festgestellt werden, dass frische Safte aus reifen Friichten und kurzzeitig
fermentierte Safte (zwei Wochen) die hochsten antioxidativen Potentiale aufweisen.
Waiahrend der fortschreitenden Fermentation nimmt das antioxidative Potential ab, was
wahrscheinlich auf der Abnahme von Vitamin C als Radikalfanger beruht. Des Weiteren
nimmt im Zuge der Fermentation der Gehalt an phenolischen Verbindungen stark zu, was
auf einer langeren Kontaktzeit des Saftes mit der Pulpe und den Steinen beruhen kdnnte.
Werden die Extrakte der Safte betrachtet, zeigt sich, dass in den frischen Saften die
Verbindungen mit dem hochsten antioxidativen Potential im polaren Ethylacetat-Extrakt
vorliegen. Bei den fermentierten Saften verschiebt sich das Auftreten des starksten
antioxidativen Potentials durch die Freisetzung unpolarer Aglykone aus glykosylierten
Vorstufen von Kampferol und Quercetin in Richtung des weniger polaren Dichlormethan-
Extrakts. Darlber hinaus stellen die in Noni vorhandenen Cumarinderivate potente Radikal-

fanger dar.

3.1.1.6 Isolierung und Strukturaufklarung

3.1.1.6.1 Isolierungen aus dem XAD-7-Extrakt von TAreif

Der XAD-7-Extrakt (800 mg) von TAreif wurde mittels HSCCC getrennt (CCCSystem 1). Das
UV-Chromatogramm der Trennung bei 260 nm ist in Abb. 3-20 gezeigt. Die Trennung ergab
funf Fraktionen (F1-F5) sowie die Coil-Fraktion (F6), die mittels HPLC-DAD (HPLCSystem 4)
und DC (DCSystem 1) eingeteilt wurden.

5

Absorption bel 260 nm

Zeit [h]

Abb. 3-20: UV-Chromatogramm der HSCCC-Trennung des XAD-7-Extrakts von TAreif bei 260 nm.
Nach der Trennung konnten fiinf Fraktionen (F1-F5) sowie die Coil-Fraktion (F6) eingeteilt werden.
Fir die Trennung wurde CCCSystem 1 verwendet.

-75 -

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Diese Trennung wurde mit dem gleichen Extrakt viermal durchgeflihrt, um grofRere
Auswaagen der einzelnen Fraktionen fir weitere Auftrennungen zu erzielen. Fraktion F1
zeigte ein sehr komplexes Gemisch an unterschiedlichen Substanzen. Diese Fraktion wurde
mittels HSCCC rechromatographiert (vgl. Abb. 3-22). Aus Fraktion F2 konnte 2-O-(B-p-Glu-
copyranosyl)-1-0-(2E,4Z,77)-decatrienoyl-B-D-glucopyranose isoliert werden. Die Struktur-
aufklarung dieser Verbindung ist im Folgenden angegeben. In Fraktion F3 konnte Rutin ohne
weitere Aufarbeitung identifiziert werden. Aus der Coil-Fraktion (Fraktion F6) konnte
Scopoletin mittels praparativer HPLC isoliert werden. Die Daten zur Strukturaufklarung von

Scopoletin und Rutin sind im Anhang unter 7.1 zu finden.

2-0O-(B-p-Glucopyranosyl)-1-0-(2E,42Z,7Z)-decatrienoyl-B-D-glucopyranose

Aus der CCC-Fraktion F2 des XAD-7-Extraktes von TAreif gelang nach Aufreinigung mittels
praparativer HPLC (prdpHPLCSystem 4) die Isolierung von 13,3 mg einer blassgelben
Substanz. Die Charakterisierung erfolgte mittels 1-D *H-NMR und *C-NMR-Spektroskopie
sowie den 2-D-Experimenten "H-'H-COSY, HSQC, HMBC und NOESY. Die 1-D-NMR-Daten sind
in Tab. 3-10 aufgefihrt.

Tab. 3-10: 'H-NMR- und **C-NMR-Daten von 2-O-(B-p-Glucopyranosyl)-1-O-(2E,42,72)-decatrienoyl-
B-p-glucopyranose. Ubersicht der chemischen Verschiebungen der einzelnen Signale im 'H-NMR-
und C-NMR-Spektrum von 2-O-(B-D-Glucopyranosyl)-1-O-(2E,4Z,72)-decatrienoyl-B-b-glucopyra-
nose. Die Spektren wurden bei 600 MHz (*H-NMR) bzw. 150 MHz (**C-NMR) in CD;0D aufgenommen.

C/H 8y [ppm] ¢ [ppm] | C/H 8y [ppm] 8¢ [ppm]
1 164.62 s 2! 3.42-3.50 (m, 1H) 82.07 d
2 6.07 (d, /=15.0 Hz, 1H) 121.17 d 3 3.42-3.50 (m, 1H) 75.57 d
3 7.60 (dd, J=11.5, 15.0 Hz, 1H) 140.00 d 4 il-::-)g (ddd, J=5.5, 8.5, 9.5 Hz, 68.98 d
4 6.22 (dd, )=11.5,11.5Hz, 1H) 126.29d 5 i:; (ddd, )=2.0,5.5,9.5 Hz, 77.60d

3.42-3.50 (m, 1H)
5 5.88(dt J=8.0,10.5Hz, 1H)  139.75d | 6 3.65(ddd, J=2.0,5.5,12.0 60.30 t*

Hz, 1H)
6 3.04 (dd, J/=7.0, 7.0 Hz, 2H) 27.26t 1“ 4.36 (d, J=8.0 Hz, 1 H) 104.71d
7 5.30 (dtt, J=1.5, 7.5, 10.5 Hz, 12561 d 94 2.94 (ddd, J=8.5, 8.5, 3.0 Hz, 2451 d

1H) 1H)
8 i:)s (dtt, J=1.5,7.5,10.5 Hz, 132.62d 3 3.09-3.16 (m, 1H) 76.08 d
9 2.07 (dqg, J=1.5, 7.5 Hz, 2H) 20.07 t 4 3.09-3.16 (m, 1H) 69.24 d
, ~ .. 3.39(dd, J=5.0, 6.0 Hz, 1H) .
1 5.53 (d, J=7.5 Hz, 1H) 92.55d 6 3.42-3.50 (m, 1H) 60.32't
*Signale austauschbar
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Im HR-ESI-MS-Experiment zeigte sich ein Peak mit m/z 513.1942 [M+Na]®, was der
Molekilformel von Cy,H3401, entspricht. Die Fragmentierungen fiir die Verbindung sind in

Tab. 3-11 aufgefihrt.

Tab. 3-11: Fragmentierung von 2-O-(B-D-Glucopyranosyl)-1-0-(2E,4Z,7Z)-decatrienoyl-B-D-gluco-
pyranose. Angegeben sind die MS*-Fragmentierungen im negativen und positiven Modus inklusive
der Intensitdten (ESI-MS).

Modus/Precursor-lon Fragmentierung MS? [m/z]
negativ (m/z 489 [M-H]") 263, 471 (23), 323 (21), 179 (17), 411 (11), 327 (9)
positiv (m/z 513 [M+Na]") 347,329 (5)

Die NMR-Signale 5.53 (d, J=7.5Hz) und 4.36 (d, /=8.0 Hz) deuteten auf zwei anomere
Protonen hin, welche von zwei Monosacchariden resultieren. Die Kopplungskonstanten von
7.5 Hz bzw. 8.0 Hz wiesen Uberdies auf eine B-Konfiguration hin. Unterstiitzt wurde diese
Vermutung durch acht Methin-Gruppen im 13C—NMR—Spektrum zwischen 68.98 ppm und
82.07 ppm. Uberdies waren zwei Methylen-Gruppen bei 60.30 ppm und 60.32 ppm zu
finden, was auf eine Glucose (CH,OH-Gruppe in Position 6) zurlickzufiihren ist. Dariber
hinaus war im Massenspektrum ein Fragment mit m/z 179 zu detektieren, was ebenfalls auf
eine Glucose hinweist.

Die Zuordnung der zwdlf Signale im >C-NMR-Spektrum zu zwei Glucose-Molekiilen steht im
Einklang mit den Fragmenten von m/z 323 (M-CyoH140,-H)" bzw. m/z 347
(M-C1oH140,+Na)*, welche dem Molekiilgewicht von zwei verkniipften Glucose-Molekiilen
entsprechen. Die zehn 13C-NMR-SignaIe (14.05 g, 20.07 t, 27.26t,121.17 d, 125.61 d, 126.29
d, 132.62 d, 139.75 d, 140.00 d, 164.62 s) und die zugehorigen 1H—NMR-SignaIe bei 0.94 (t,
J=7.5Hz, 3H), 2.07 (dg, J = 1.5, 7.5 Hz, 2H), 3.04 (dd, J = 7.0, 7.0 Hz, 2H), 6.07 (d, J = 15.0 Hz,
1H), 5.30 (dtt, J= 1.5, 7.5, 10.5 Hz, 1H), 6.22 (dd, J = 11.5, 11.5 Hz, 1H), 5.43 (dtt, J=1.5, 7.5,
10.5 Hz, 1H), 5.88 (dt, J=8.0, 10.5 Hz, 1H) und 7.60 (dd, J=11.5, 15.0 Hz, 1H) deuteten auf
eine dreifach ungesattigte Fettsdure mit zehn Kohlenstoffatomen hin. Die Position der

Doppelbindungen konnte mittels *H-"H-COSY, wie in Abb. 3-21 dargestellt, ermittelt werden.

HO

1O1 C/—\/—\/

H
~— HMBC — COSsY

Abb. 3-21: Strukturaufkldrung von 2-O-(B-D-Glucopyranosyl)-1-O-(2E,4Z,7Z)-decatrienoyl-B-D-gluco-
pyranose. Gezeigt sind wichtige *H-"H-COSY- und HMBC-Kopplungen.
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Die Konfiguration der Doppelbindungen konnte anhand der Kopplungskonstanten der
Protonen ermittelt werden. So betrug die Kopplungskonstante zwischen den Protonen 2-H
und 3-H 15.0 Hz, was fiir eine trans-Konfiguration spricht, wahrend die Kopplungskonstanten
zwischen 4-H und 5-H sowie zwischen 7-H und 8-H bei 11.5 Hz bzw. 10.5 Hz lagen, was auf
eine cis-Konfiguration hindeutet.

Die Verknilpfung der Fettsaure mit der Glucose-Einheit wurde mittels HMBC ermittelt,
welche Kopplungen von C-1 zu H-1° und von C-1‘ zu H-2 zeigte (Abb. 3-21). Die Fettsaure ist
demnach an C-1‘ mit der Glucose verestert. Einen weiteren Schritt der Strukturaufklarung
stellte die Aufklarung der Verkniipfungsposition der beiden Glucose-Molekiile dar. Zunachst
fiel auf, dass C-2‘ eine hohe Verschiebung von 6. = 82.07 aufweist. Kopplungen von C-2‘ zu
H-1 und von C-1" zu H-2 im HMBC zeigten, dass die Glucose-Molekile 2,1 verknlpft sind.
Zwei Glucose-Molekile, die eine B-1,2-glykosidische Bindung aufweisen, werden als
Sophorose bezeichnet. Die Verbindung konnte demnach als 2-O-(B-b-Glucopyranosyl)-1-O-
(2E,4Z7,72)-decatrienoyl-B-D-glucopyranose identifiziert werden. Diese Verbindung ist nach
bestem Wissen bis jetzt in der Literatur nicht bekannt. Die freie Fettsdaure (2E,4Z,72)-
Decatrienoic acid konnte jedoch 1999 erstmalig in einer mit einem Stamm des Bakteriums
Streptomyces viridochromogenes inkubierten Kulturldsung nachgewiesen werden (232). Zur

Isolierung der freien Fettsdaure aus der Pulpe von M. citrifolia sei auf 3.1.2.4.2 verwiesen.

HSCCC-Trennung von Fraktion F1

Fraktion F1 des XAD-7-Extrakts von TAreif zeigte ein sehr komplexes Spektrum an Ver-
bindungen. Zur Auftrennung dieser Fraktion wurden verschiedene FlieRmittelsysteme
getestet. Dabei zeigte sich, dass durch Zusatz von 0,1 % TFA eine glinstige Phasentrennung
und vor allem Verteilung der Verbindungen in beiden Phasen moglich ist (CCCSystem 4). Das
UV-Chromatogramm der Trennung ist in Abb. 3-22 gezeigt. Mittels DC (DCSystem 2) und
HPLC (HPLCSystem 4) konnten acht Fraktionen (F1-F8) separiert werden. In der Coil-Fraktion
konnten keine Verbindungen nachgewiesen werden.

Die Fraktion F1 der erneuten Trennung wurde zur weiteren Isolierung mittels praparativer
HPLC (prdpHPLCSystem 1) eingesetzt. Aus dieser Fraktion konnten Scopoletin-7-O-(B-D-
apiofuranosyl-[1““—>6]-B-b-glucopyranosid), 10-Dehydrogardenosid und 6f,7B-Epoxy-10-de-
hydrogardenosid als Gemisch sowie ein Dimer von 10-Dehydrogardenosid isoliert werden,
deren Strukturaufklarung nachfolgend erlautert ist. Des Weiteren konnte Scopoletin-7-O-(B-
D-glucopyranosyl-[1“—>6‘]-B-D-glucopyranosid) isoliert werden. Die NMR-Daten zu dieser

Verbindung sind im Anhang unter 7.1 zu finden.
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)

Absorption bel 260 nm

Zeit [h]

Abb. 3-22: UV-Chromatogramm der HSCCC-Trennung von Fraktion F1 des XAD-7-Extrakts von
TAreif. Nach der Trennung konnten acht Fraktionen (F1-F8) erhalten werden. Fir die Trennung
wurde das CCCSystem 4 verwendet.

Scopoletin-7-0-(B-p-apiofuranosyl-[1‘‘<6‘]-B-D-glucopyranosid) (Hymexelsin)

Aus der CCC-Fraktion F1 konnten 4 mg einer gelben Verbindung isoliert werden. Die
Charakterisierung der Verbindung erfolgte mittels 1-D-'H-NMR- und 1:“"C-NMR-Spektroskopie
sowie den 2-D-Experimenten 1H-lH-COSY, HSQC, HMBC und NOESY. Die 1-D-NMR-Daten sind
in Tab. 3-12 aufgefihrt.

Das HR-ESI-MS-Experiment wies eine Masse von m/z 509.1265 [M+Na]* auf, was einer
Molekilformel von C,;H»3014 entspricht. Das 1H-NMR-Spektrum zeigte vier tieffeldver-
schobene Signale mit &, 6.35 (d, J=9.5 Hz, 1H), 7.98 (d, J/=9.5 Hz, 1H), 7.16 (s, 1H) und 7.31 (s,
1H). Dies lieR vermuten, dass es sich um eine Cumaringrundstruktur handelt, die an zwei
Positionen substituiert ist. Die beiden *H-NMR-Signale &y 7.16 (s, 1H) und 7.31 (s, 1H) lieRen

vermuten, dass die Substitutionen an Position 6 und Position 7 stattgefunden haben.

-~ HMBC ¥ . NOESY

Abb. 3-23: Strukturaufkldrung von Scopoletin-7-O-(B-p-apiofuranosyl-[1‘->6]-B-D-glucopyranosid).
Gezeigt sind wichtige HMBC- und NOESY-Kopplungen.
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Dariber hinaus war im 13C—NMR—Spektrum eine Verschiebung von &¢ 55.87 (q) zu erkennen,
welche auf eine Methoxygruppe hinweist. Dies wurde unterstitzt durch ein Singulett bei 6y
3.82 im 'H-NMR, welches fiir drei Protonen integrierte. NOESY-Kopplungen mit H-5 und H-4
zeigten, dass die Methoxygruppe an Position 6 mit der Cumarinstruktur verknipft ist
(Abb. 3-23).

Des Weiteren waren im *C-NMR die zwei Signale mit &¢c 99.36 und 109.19 mit den
zugehorigen 1H-NMR-Daten 64 5.09 (d, J/=7.5 Hz, 1H) und 4.77 (d, J=3.0 Hz, 1H) auffallig.
Diese konnten den Protonen an C1‘ bzw. C1‘ der zwei Monosaccharide, einer Glucose und
einer Apiose, zugeordnet werden. Die Kopplungskonstanten von J=7.5 Hz fir die Glucose
und J=3.0 Hz fiir die Apiose zeigten, dass es sich jeweils um eine B-Konfiguration handelt
(233).

Tab. 3-12: 'H-NMR- und **C-NMR-Daten von Scopoletin-7-O-(B-p-apiofuranosyl-[1‘->6‘]-B-D-gluco-
pyranosid). Ubersicht der chemischen Verschiebungen der einzelnen Signale im 'H-NMR- und **C-
NMR-Spektrum von Scopoletin-7-O-(B-D-apiofuranosyl-[1“—>6]-B-D-glucopyranosid). Die Spektren
wurden bei 600 MHz (*H-NMR) bzw. 150 MHz (**C-NMR) in DMSO-d6 aufgenommen.

C/H &4 [ppm] 8c [ppm] | C/H 64 [ppm] 8c [ppm]
2 160.51s | 2* 3.25-3.35(m, 3H)* 72.85d
3  6.35(d, J=9.5 Hz, 1H) 113.29d | 3 3.25-3.35(m, 3H)* 76.51d
4  7.98(d, J=9.5 Hz, 1H) 144.11d | 4° 3.13 (m, 1H) 69.57 d

, 3.61(ddd,J=2.0,6.5,
5  7.31(s, 1H) 109.51d | 5° Hz, 1H) 75.28 d

3.61 (dd, J=2.0, 10.5 Hz, 1H)

6 145825 6" 5 3 (dd, j=6.5,105 Hz, 1) 0 371
7 148.80s | 1“ 4.77 (d, J=3.0 Hz, 1H) 109.19 d
8 7.6 (s, 1H) 102.88d | 2 3.71(dd,J=3.0,6.0Hz, 1H) 75844
9 149655 | 3“ 78.66 5
10 112.22s | 4“ 3.88(d,J=9.5 Hz, 1H) 73.29d

OCH; 3.82 (s, 3H) 55.87q | .. 3.58(d,J=9.5Hz, 1H) 3924
1°  5.09 (d,J=7.5 HZ, 1H) 99.36 d 3.25-3.35 (m, 3H)* :

*Signale Uberlappen

Aufgrund der Methoxygruppe in Position 6 stand fiir die Verknilipfung des Saccharidteils mit
dem Aglykon nur noch Position 7 zur Verfligung. Die Zuordnung konnte mittels HMBC- und
NOESY-Kopplungen erfolgen (Abb. 3-23). Die Verknipfung der Monosaccharide unter-
einander konnte ebenfalls durch HMBC festgelegt werden. Cross-Peaks zwischen 1 und 6°
bestatigten die Position der Verknlipfung der beiden Monosaccharide.

Die Verbindung konnte schlieRlich als Scopoletin-7-O-(B-p-apiofuranosyl-[1“—>6‘]-B-D-gluco-
pyranosid) (Hymexelsin) identifiziert werden. Die Daten stimmen mit den in der Literatur
angegeben gut Uberein (195). Die Verbindung war bis zu diesem Zeitpunkt aus M. citrifolia

nicht bekannt.

- 80 -

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



NICHTFLUCHTIGE BESTANDTEILE

10-Dehydrogardenosid und 683,7B-Epoxy-10-dehydrogardenosid

Aus Fraktion F1 konnten weiterhin 7,6 mg eines Zwei-Substanzen-Gemisches isoliert werden.
Die Charakterisierung der Verbindungen erfolgte mittels 1-D-'H-NMR- und B3C-.NMR-
Spektroskopie sowie den 2-D-Experimenten "H-'H-COSY, HSQC, HMBC und NOESY.

-~~~ HMBC ¥ X NOESY

Abb. 3-24: Strukturaufkldarung von 10-Dehydrogardenosid (1) und 6pB,7B-Epoxy-10-dehydrogarde-
nosid (2). Gezeigt sind wichtige HMBC- und NOESY-Kopplungen.

Die Molekilmassen wurden mit HR-ESI-MS als m/z 425.1051 [M+Na]® fir 10-Dehydro-
gardenosid (1) und m/z 441.1002 [M+Na]" fiir 6B,7B-Epoxy-10-dehydrogardenosid (2) be-
stimmt. Daraus ergaben sich die Molekilformeln Cy7H,,04; fiir 1 bzw. C17H,,04, fiir 2. Fir das
Gemisch konnte ferner eine Verteilung von 6:5 (1:2) anhand des ‘H-NMR-Spektrums
berechnet werden. Verbindung 1 wies die fiir Iridoide charakteristischen Signale von 641
5.56 (d, J/=2.5 Hz, 1H), 643 7.29 (d, J=1.5 Hz) und &4 3.66 (s) auf. Das Singulett 64 3.66 fiir die
Methylgruppe integrierte fiir drei Protonen. Darlber hinaus waren die beiden Protonen an
C-6 und C-7 mit &4 6.35 (dd, J=3.0, 6.0Hz, 1H) und 5.57 (dd, J=1.5, 6.0 Hz, 1H)
charakteristisch. Diese deuteten auf eine Doppelbindung in dieser Position hin, was durch
die Verschiebungen im 13C-.NMR von &8¢ 137.36 d und &8¢, 132.02 d gestltzt wurde
(Tab. 3-13).

Ungewohnlich stark tieffeldverschoben war das Singulett 6410 (6y 9.42). Das zugehorige
Kohlenstoffatom wies eine Verschiebung von 6c.;0 200.39 d auf. Dies deutete auf eine
Aldehydgruppe hin. Die Position der Aldehydgruppe an C-8 konnte durch HMBC-Kopplung
festgelegt werden. Um die Stereochemie an C-8 zu bestimmen, mussten NOESY-Experimente
durchgefihrt werden. Im NOESY-Spektrum konnten starke cross-peaks zwischen H-10 und
H-1 festgestellt werden (Abb.3-24). In Ubereinstimmung mit SANG etal. konnte das
Stereozentrum an C-8 als a-orientiert festgelegt werden (234). Zuséatzlich konnte ein
Monosaccharid-Teil identifiziert werden. Die Kopplungskonstante an C-1‘ mit J=8.0 Hz sowie
die Methylengruppe C-6° mit 60.82 deuteten auf das B-Anomer einer Glucopyranose hin. Die

Unterscheidung zur Galactopyranose konnte anhand von Literaturdaten getroffen werden
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(235). Die HMBC-Korrelationen C-1/H-1‘ bzw. C-1‘/H-1 und NOESY-Korrelationen (H-1/H-1)

zeigten, dass die Verknipfung der Glucopyranose an Position C-1 des Aglykons stattfindet.

Tab. 3-13: 'H-NMR- und **C-NMR-Daten von 10-Dehydrogardenosid und 6B,7B-Epoxy-10-dehydro-
gardenosid. Ubersicht der chemischen Verschiebungen der einzelnen Signale im *H-NMR- und “*C-
NMR-Spektrum von 10-Dehydrogardenosid und 6f,7B-Epoxy-10-dehydrogardenosid. Die Spektren
wurden bei 600 MHz (*H-NMR) bzw. 150 MHz (**C-NMR) in DMSO-ds aufgenommen.

10-Dehydrogardenosid (1) 6B,7B-Epoxy-10-dehydrogardenosid (2)
C/H &u [ppm] 8c[ppm] | C/H &u [ppm] 8c [ppm]
1 5.56 (d, J=2.5 Hz, 1H) 91.10d 1 5.74 (d, J=1.0 Hz, 1H) 90.58 d
3 7.29 (d, J=1.5 Hz, 1H) 150.12 d 3 7.28 (d, J=1.5 Hz, 1H) 151.88 d
4 110.06 s 4 105.81 s
5 3.66 (m, 1H) 36.97 d 5 3.14 (m, 1H) 31.49d
6 6.35 (dd, J=3.0, 6.0 Hz, 1H) 137.36 d 6 3.39 (d, J=2.5 Hz, 1H) 58.17 d
7 5.57 (dd, J=1.5, 6.0 Hz, 1H) 132.02d 7 3.86 (d, J=2.5 Hz, 1H) 56.79 d
8 88.98 s 8 82.39s
9 2.65 (dd, J=2.5, 8.5 Hz, 1H) 53.15d 9 2.25 (dd, J=1.0, 8.5 Hz, 1H) 47.10d
10  9.42 (s, 1H) 200.39d | 10 9.54 (s, 1H) 201.74 d
coo 165.98s | €COO 165.98 s
CH; 3.66 (s, 3H) 51.17q CH; 3.60(s, 3H) 51.17q
1  4.43(d, J=8.0 Hz, 1H) 97.96 d 1  4.38(d,J=8.0 Hz, 1H) 97.99 d
2! 2.85-2.98 (m, 2H)* 72.77,d 2! 2.85-2.98 (m, 2H)* 72.85,d
3 3.09-3.20 (m, 4H)* 77.29d 3 3.09-3.20 (m, 4H)* 77.33d
4 3.01-3.05 (m, 2H)* 69.74 d 4 3.01-3.05 (m, 2H)* 69.77 d
5 3.09-3.20 (m, 4H)* 76.37 d 5 3.09-3.20 (m, 4H)* 76.49 d
,  3.59-3.70 (m, 2H)* ,  3.59-3.70 (m, 2H)*
& 342349 (m, 2H)* 60.82t & 342-349 (m, 2H)* 60.861

*Proton mit dem jeweils korrespondierenden Signal austauschbar

Verbindung 2 zeigte sehr dhnliche Signale im "H-NMR sowie im “*C-NMR bis auf die Posi-
tionen C-6 und C-7. Die Protonen waren hier mit 8.6 3.39 (d, J/=2.5 Hz, 1H) bzw. 64, 3.86 (d,
J=2.5 Hz, 1H) deutlich hochfeldverschoben. Dies galt ebenso fiir die Methingruppen mit
58.17 (C-6) und 56.79 (C-7). Hier konnte anhand von Literaturdaten ein Epoxid an dieser
Position identifiziert werden (234). Die Konfiguration des Epoxids konnte darliber hinaus
nach DAMTOFT et al. anhand der Kopplungskonstante J; 9=1.0 Hz und der Verschiebung von
Oc.1 <99 (hier: 6¢.1 90.58) als B-orientiert festgelegt werden (236).

Die Strukturen 1 und 2 waren bis zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht aus M. citrifolia
bekannt. Verbindung 2 wurde von SANG et al. 2001 als Vorstufe der Citrifolinoside postuliert,
welche aus den Blattern von M. citrifolia isoliert werden konnten (234). Durch Anlagerung
eines Protons am Aldehyd von Verbindung 2 kommt es zur Bildung eines intramolekularen

Acetals. Dabei entsteht ein neues Stereozentrum an C-10 (Abb. 3-25).

-82 -

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



NICHTFLUCHTIGE BESTANDTEILE

+H*

2 Citrifolinoside B

Abb. 3-25: Intramolekulare Acetalisierung von 6p,7B-Epoxy-10-dehydrogardenosid (2). Durch die
Anlagerung eines Protons an der Aldehydgruppe von 68,7B-Epoxy-10-dehydrogardenosid kommt es
zu einer intramolekularen Acetalbildung an C-10. Dabei entsteht ein neues Stereozentrum und damit
zwei epimere Citrifolinoside. Abb. nach SANG et al. verandert (234).

Dimer von 10-Dehydrogardenosid

Aus Fraktion F1 konnten weiterhin 25 mg einer hellgelben Substanz isoliert werden. Die
Charakterisierung dieser Verbindung erfolgte durch 1-D-"H-NMR- und 13C—NMR—Spektros—
kopie sowie die 2-D-Experimente *H-'H-COSY, HSQC, HMBC und NOESY.

OH Teilstruktur A

Abb. 3-26: Struktur des Dimers von 10-Dehydrogardenosid. Die Verbindung wurde zur besseren
Ubersichtlichkeit bei der Auswertung in die zwei Teilstrukturen A und B eingeteilt.

Fiir die Verbindung konnte mit HR-ESI-MS eine Molekiilmasse von m/z 827.2218 [M+Na]"
ermittelt werden, die der Summenformel Cs4Hs40,, zugeordnet werden konnte. Der
Vergleich der 'H-NMR- und *C-NMR-Daten mit denen von 10-Dehydrogardenosid lieR
vermuten, dass es sich um ein Dimer dieser Verbindung handelt (Abb. 3-26). Unterstitzt
wurde diese Hypothese durch die Summenformel, welche eine Verdopplung der Anzahl an
Kohlenstoff- und Sauerstoffatomen sowie Protonen von 10-Dehydrogardenosid entsprach
und dem Fragmentierungsmuster, welches als Hauptfragment im positiven Modus des
Molekiil-lons [M+Na]" m/z 425 ergab. Dies ldsst auf die Abspaltung eines 10-Dehydro-

gardenosid-Monomers schlieBen (Tab. 3-14).
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Tab. 3-14: Fragmentierung des Dimers von 10-Dehydrogardenosid. Angegeben sind die MS*-
Fragmentierungen im positiven Modus inklusive der Intensitdten (ESI-MS).

Precursor-lon Fragmentierung MS? [m/z]
m/z 827 [M+Na]") 425, 665 (65), 633 (56), 408 (15), 647 (13)

Die Signale wurden den zwei Teilstrukturen A und B zugeordnet. Teilstruktur A zeigte
folgende Signale im 1H—NMR—Spektrum: On.1 6.10 (s), 64.3 7.32 (d, J/=1.5 Hz), 645 3.48 (M), bhe
6.16 (m), 647 5.62 (dd, J=1.5, 6.0 Hz) und 6y9 2.74 (d, J=9.5 Hz). Teilstruktur B zeigte die
Signale: &1 5.80 (s), 6n3 7.33 (d, J=1.5 Hz), 645 3.54 (m), 6u.6 6.16 (M), 647 5.55 (dd, J=1.5,
6.0 Hz) und 4.9 2.49. Dariiber hinaus waren zwei anomere Protonen H-1‘A mit &4 4.40 (d,
J=8.0 Hz) fir Teilstruktur A und H-1‘B mit &4 4.50 (d, J/=8.0 Hz) fir Teilstruktur B vorhanden,
die zu zwei B-Glucopyranosiden gehoren. Die zugeordneten Protonen und Kohlenstoffatome
bestatigten diese Annahme (Tab. 3-15). Die Unterscheidung zur B-p-Galactose wurde nach

AGRAWAL et al. vorgenommen (235).

Tab. 3-15: '"H-NMR- und *C-NMR-Daten des Dimers von 10-Dehydrogardenosid. Ubersicht der che-
mischen Verschiebungen der einzelnen Signale im "H-NMR- und *C-NMR-Spektrum des Dimers von
10-Dehydrogardenosid. Die Spektren wurden bei 600 MHz (‘*H-NMR) bzw. 150 MHz (*C-NMR) in
DMSO-dg aufgenommen.

Part A Part B
C/H 84 [ppm] &c [ppm] 64 [ppm] &c [ppm]
1 6.10(s, 1H) 93.04d | 5.80 (s, 1H) 92.15d
3 7.32(d, J=1.5Hz, 1H) 149.96 d | 7.33 (d, J=1.5 Hz, 1H) 150.36 d
4 109.95 s 109.85 s
5  3.48 (m, 1H) 35.75d | 3.54 (m, 1H) 36.56 d
6  6.16 (m, 2H)** 135.10d | 6.16 (m, 2H)** 134.03 d
7  5.62(dd, J=1.5, 6.0 Hz, 1H) 132.19d | 5.55 (dd, J=1.5, 6.0 Hz, 1H) 134.42 d
8 95.47 s 83.30s
9  2.74(d, J=9.5 Hz, 1H) 49.00d | 2.49* 51.26 d
10  5.20 (d, J=5.0 Hz, 1H) 94.46d | 4.90 (s, 1H) 102.60 d
coo 166.38 s 166.40 s
CH; 3.63 (s, 3H) 51.06 g | 3.64 (s, 3H) 51.16 g
1 4.40 (d, J=8.0 Hz, 1H) 97.97d | 4.50 (d, /=8.0 Hz, 1H) 99.05 d
2°  3.00-3.30 (m, 4H)** 72.85d | 3.00-3.30 (m, 4H)** 72.85d
3‘  3.00-3.30 (m, 4H)** 76.51d | 3.00-3.30 (m, 4H)** 76.51d
4‘  3.13(m, 2H)** 69.57d | 3.13 (m, 2H)** 69.57 d
,  3.61(ddd, J=2.0,6.5,10.5 Hz, 3.61 (ddd, J=2.0, 6.5, 10.5 Hz,
5 2H)** 75.28 d 2H)** 75.28 d
,  3.84(dd, J=2.0,10.5 Hz, 2H)** 3.84 (dd, J=2.0, 10.5 Hz, 2H)**
& 343 (dd, J=6.5, 10.5 Hz, 2H)** 6735t 1343 (dd, J=6.5, 10.5 Hz, 2H)** 67.35t

*interferiert mit Losungsmittel, **Proton mit dem jeweils korrespondierenden Signal austauschbar

Deutliche Unterschiede waren nur bei den Kohlenstoffatomen C-8 und den Protonen und
Kohlenstoffatomen H-10 bzw. C-10 zwischen den beiden Teilstrukturen nachzuweisen.

Teilstruktur A wies an C-8A eine Verschiebung von &¢ 95.47 und Teilstruktur B eine
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Verschiebung an C-8B von &¢ 83.30 auf, was auf quartdre Kohlenstoffatome hindeutet,
welche ein Sauerstoffatom tragen. Das Kohlenstoffatom C-10A war Bestandteil einer
Acetalgruppe mit 6ci0n 94.46. Das zugehorige acetalische Proton H-10A zeigte eine
Verschiebung von 6y.10a 5.20 (d, J=5.0 Hz). Position C-10B (&c.108 102.60) gehorte zu einer
hemiacetalischen Gruppe. Das Proton H-10B wies eine Verschiebung von 64.108 4.90 (s) auf.
Die Verknupfung der beiden 10-Dehydrogardenoside blieb zunachst unklar, konnte jedoch

durch HMBC- und NOESY-Experimente eindeutig charakterisiert werden.

Teilstruktur A

Teilstruktur B

~— HMBC ¥ Y NOESY

Abb. 3-27: Strukturaufkldarung des Dimers von 10-Dehydrogardenosid. Gezeigt sind wichtige HMBC-
und NOESY-Kopplungen.

Das Proton H-10A mit 64 5.20 (d, J=5.0 Hz) zeigte Kopplungen mit C-8A (6¢ 95.47) und C-9A
(6¢ 49.00), was die Zugehorigkeit zu Teilstruktur A bewies. Des Weiteren konnte eine
Kopplung mit C-10B (6¢ 102.60) nachgewiesen werden. Das Proton H-10B mit &4 4.90 (s)
zeigte eine Kopplung mit C-8B (6¢ 83.30), jedoch keine Kopplung mit C-10A (6¢c 94.46)
(Abb. 3-27 links). Die Bestéatigung der Verknipfung der beiden Teilstrukturen erfolgte durch
NOESY-Experimente.

Hier zeigten sich starke Cross-Peaks zwischen H-10A und H-10B, welche die Verknipfung
bestatigten und die Stereochemie an C-10A und C-10B festlegten. Darliber hinaus wurde die
Stereochemie an C-8A und C-8B mittels NOESY-Experimenten ermittelt. Es wurden starke
Cross-Peaks zwischen H-10A mit On.10a 5.20 (d, J=5.0 Hz) und H-1A mit &4.1a 6.10 (s)
nachgewiesen, was fir eine a-Orientierung zwischen C-8A und C-10A spricht. Aufgrund von
Cross-Peaks zwischen H-10B mit &y.108 4.90 (s) und H-1B mit &y.1g 5.80 (s) konnte zwischen
den korrespondierenden Kohlenstoffatomen C-8B und C-10B in Teilstruktur B ebenfalls eine
a-Orientierung nachgewiesen werden (Abb. 3-27 rechts). Die Verknipfung der B-Gluco-
pyranosid-Einheiten wurde mittels HMBC und NOESY festgelegt. Hier konnte durch
Kopplungen zwischen H-1A und C-1'A, H-1’A und C-1A sowie Cross-Peaks zwischen H-1A und
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H-1'A die Verknlpfung an H-1A fir Teilstruktur A gezeigt werden. Fir Teilstruktur B ergaben
sich die korrespondierenden Kopplungen und Cross-Peaks.

Die Verbindung konnte aufgrund der vorliegenden Daten als ein Dimer von 10-Dehydro-
gardenosid identifiziert werden. Dieses Molekiil wurde von UEsATO et al. aus Randia canthi-
oides isoliert (237). Das Dimer von Dehydrogardenosid war aus M. citrifolia bis zu diesem

Zeitpunkt nicht bekannt.

3.1.1.6.2 Isolierungen aus dem XAD-2-Extrakt von TAreif

Der XAD-2-Extrakt von TAreif (800 mg) wurde mittels HSCCC getrennt (CCCSystem 2). Die
Trennung ergab nach Analyse mittels HPLC-DAD (HPLCSystem 3) und DC (DCSystem 1) sieben
Fraktionen (F1-F7). Abb. 3-28 zeigt das Chromatogramm der Trennung, welche mit den
gleichen Parametern dreimal zur Erhohung der Ausbeute an Extrakt flr die Isolierungen

durchgefihrt wurde.

Absorption bei 260 nm

Zeit [h]

Abb. 3-28: UV-Chromatogramm der HSCCC-Trennung des XAD-2-Extrakts von TAreif bei 260 nm.
Nach der Trennung konnten sieben Fraktionen (F1-F7) erhalten werden. Fiir die Trennung wurde das
CCCSystem 2 verwendet.

Aufgrund der hohen Auswaage und der glinstigen Zusammensetzung erwies sich Fraktion F3
flir die weitere Aufarbeitung als sinnvoll. Die Isolierung einzelner Verbindungen aus
Fraktion F3 erfolgte mittels Gelchromatographie an Sephadex LH-20. Hieraus konnten die
zwei Verbindungen Asperulosidsaure und Noniosid A isoliert werden. Die Strukturaufklarung
von Asperulosidsdure ist im Folgenden angegeben. Zusatzlich konnte aus Fraktion F6 mittels

praparativer HPLC (prdpHPLCSystem 3) 1-O-(3-Methylbut-3-enyl)-B-b-glucopyranose isoliert
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werden. Die NMR-Daten fiir Noniosid A und 1-0-(3-Methylbut-3-enyl)-B-b-glucopyranose

sind im Anhang unter 7.1 angegeben.

Asperulosidsaure

Nach GroRenausschlusschromatographie an Sephadex LH-20 konnte aus Fraktion F3 der
CCC-Trennung des XAD-2-Extraktes Asperulosidsdure (46 mg) in Form weilSer Kristalle isoliert
werden. Die Strukturaufkldrung erfolgte mittels ESI-MS" sowie 'H- und 13C—NMR—Spektros—
kopie. Die HR-ESI-MS-Experimente zeigten eine Molekiilmasse von m/z 455.1158 [M+Na]’,
welche der Summenformel CigH,401>, zugeordnet werden konnte. Im Massenspektrum
(ESI-MS) konnten die Massen m/z 431 [M-H]™ und m/z 455 [M+Na]" fiir die Verbindung
detektiert werden. Auffallig waren bei den Fragmentierungen m/z 251 (negativ) und m/z 275
(positiv), welche der Abspaltung einer Hexose mit 180 Da entsprechen. Dies wird unterstitzt
durch m/z 269 (negativ) und m/z 293 (positiv), was der Abspaltung eines Glykosylrestes mit
162 Da entspricht. In Tab. 3-16 sind weitere MSZ-Fragmentierungen der Verbindung mit

ihren Intensitaten angegeben. Eine tiefergehende Analyse erfolgt in Abb. 3-30.

Tab. 3-16: Fragmentierung von Asperulosidsidure. Angegeben sind die MS’-Fragmentierungen im
negativen und positiven Modus inklusive der Intensitdten (ESI-MS).

Modus/Precursor-lon Fragmentierung MS? [m/z]
negativ (m/z 431 [M-H]") 251, 165 (24), 269 (14), 147 (11), 225 (10), 371 (6)
positiv (m/z 455 [M+Na]") 275, 437 (16), 293 (10), 197 (9), 215 (6)

Die isolierte Verbindung wies die fiur Iridoide charakteristischen Signale bei 644 5.07 (d,
J=9.0 Hz, 1H), 643 7.66 (d, J=1.0 Hz), 645 3.02 (dd, J=6.5, 7.5 Hz, 1H) und &4 2.64 (dd, J=7.5,
9.0 Hz, 1H) sowie die Carboxylgruppe mit 8coo 170.76 auf. Darlber hinaus deutete die
Verschiebung von 6¢.11 172.59 auf einen Carbonsadureester hin. Die 1H—NMR—Verschiebung
von &y7 6.02 (br d, J=1.5 Hz, 1H) bzw. 13C-NMR-Verschiebungen von 6¢c.7 131.94 und 6¢g
146.00 lieBen die Vermutung aufkommen, dass zwischen diesen Positionen eine Doppel-
bindung vorliegt (Tab. 3-17).

Des Weiteren waren sechs fir Hexosen charakteristische Signale im **C-NMR (101.24 C-1’,
75.41 C-2’, 77.91 C-3’, 71.60 C-4’, 78.62 C-5" und 63.84 C-6‘) zu sehen. Die Kopplungs-
konstante am C-1‘ mit J=8.0 Hz deutete auf das B-Anomer einer Glucopyranose hin. Dies
konnte durch den Vergleich mit Literaturdaten bestatigt werden (235). Die Stereochemie
wurde anhand des Vergleichs des Drehwertes der isolierten Verbindung ([)\]D29=—106,95°
[c=0,20 g/L, MeOH]) mit Literaturdaten von DELIORMAN et al. bestatigt (238). Die isolierte

Verbindung konnte als Asperulosidsaure identifiziert werden (Abb. 3-29).
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Abb. 3-29: Struktur von Asperulosidsaure.

Zusatzlich wurde die Fragmentierung von Asperulosidsdure untersucht (Tab. 3-16 und
Abb. 3-30). Dafiir wurde das Molekul-lon mit m/z 431 [M-H] als Precursor-lon ausgewahlt.
Als Hauptfragment konnte m/z 251 detektiert werden, was dem Verlust einer Glucose-
Einheit entspricht. Durch weitere Abspaltung von CO, entstand aus m/z 251 - 207. Das so
entstandene lon mit m/z 207 fragmentierte entweder unter Verlust von Essigsdure (60 Da)
zu einem lon mit m/z 147 (207 = 147) oder es kam zur Ringéffnung am B-Ring und zu einem
Verlust von 42 Da zu einem lon mit m/z 165 (207 > 165). Das lon mit m/z 165 kdnnte auch
iber den Weg 251 - 183 - 165 entstehen. Hier kime es zunichst zur Offnung des B-Rings
und Abspaltung von 68 Da. AnschlieBend wiirde H,O eliminiert, was zu m/z 165 fiihren

wirde.

Tab. 3-17: 'H-NMR- und **C-NMR-Daten von Asperulosidsiure. Ubersicht der chemischen Verschie-
bungen der einzelnen Signale im 'H-NMR- und C-NMR-Spektrum von Asperulosidsiure. Die
Spektren wurden bei 600 MHz (*H-NMR) bzw. 150 MHz (**C-NMR) in CD;0D aufgenommen.

C/H 64 [ppm] 8c [ppm] | C/H 64 [ppm] 8¢ [ppm]
1 5.07 (d, J=9.0 Hz, 1H) 100.57d | 11 172.59 s
3  7.66(d,J=1.0 Hz, 1H) 155.46d | 12 2.09 (s, 3H) 20.80 g
4 108.35s | coo 170.76 s
5  3.02(dd, J=6.5,7.5Hz, 1H)  42.51d 1  4.73(d, J=8.0 Hz, 1H) 101.24 d
6  3.62(dd,J=6.5,12.0 Hz) 74.96 d 2 3.21-3.42 (m, 4H) 75.41d
7  6.02 (brd,J=1.5Hz, 1H) 131.94d | 3‘ 3.38(dd, J=8.5,9.0 Hz, 1H) 77.91d
8 146.00s | 4‘ 3.21-3.42 (m, 4H) 71.60 d
9  2.64(dd, J=7.5,9.0Hz, 1H)  46.25d 5  3.21-3.42 (m, 4H) 78.62 d

4.97 (s, 1H) ,  3.86(dd, J=2.0,12.0 Hz, 1H)
10 403 (s, 1H) 63.02¢ & 37134 (m, 4H) 63.841

Aus dem Precursor-lon mit m/z 431 kann auBerdem Essigsdaure mit 60 Da abgespalten
werden (431 - 371). Aus dem Sekundar-lon mit m/z 371 entstiinden drei lonen mit m/z
327, 209 und 191. Der Verlust von 44 Da entspricht der Abspaltung von CO, der Carboxyl-
gruppe (371 = 327). Das lon mit m/z 209 entsteht durch einen Verlust einer glucosidischen
Einheit, wohingegen das lon mit m/z 191 aus dem Verlust einer Glucose-Einheit entsteht.
Durch weitere Abspaltung von 44 Da (CO,) wird aus m/z 191 das lon m/z 147 gebildet.

Zusatzlich wird aus dem Precursor (m/z 431) durch Verlust einer glucosidischen Einheit das
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lon mit m/z 269 gebildet. AuBerdem kann durch Verlust von 42 Da vom Precursor-lon (m/z
431) das lon mit m/z 389 entstehen, welches dem Deacetylasperulosidsaure-Anion

entspricht.

- Glc
02( m/z 389
m/z 269 m/z 431
/ Glucose \CH3COOH
0. _O | 0.0 |
HO HO
N - Glc X
(@] (@]

m/z 183 m/z 251
-H0 -CO, - Glucose

OGilc
- ) m'z 327
i HO, n -
PN 0.0
CHO X0 CH3COOH -CO, N
o
o o X
m/z 147 m/z 191
m/z 165 m/z 207

Abb. 3-30: Vorgeschlagener Fragmentierungsweg von Asperulosidsdure. Die Fragmentierung wurde
ausgehend von m/z 431 [M-H]™ im negativen Modus (ESI-MS") durchgefiihrt.
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3.1.2 Steine und Pulpe von Morinda citrifolia
3.1.2.1 Herstellung der Extrakte

Um die Zusammensetzung der Friichte TAreif hinsichtlich der Pulpe und der Steine genauer
zu bestimmen, wurden zunachst 100 g Friichte abgepresst. AnschlieRend wurden Pulpe und
Steine manuell voneinander getrennt (n =5). Die ausgewogenen Bestandteile, Saft, Pulpe
und Steine, wurden danach gefriergetrocknet und erneut gewogen, um die prozentuale

Zusammensetzung der gefriergetrockneten Frucht zu bestimmen (Tab. 3-18).

Tab. 3-18: Zusammensetzung der Friichte von M. citrifolia. Dargestellt ist die Zusammensetzung von
100 g reifen Frichten (TAreif) (n = 5) aus Saft, Pulpe und Steinen sowohl als Anteil an frischer sowie
gefriergetrockneter Frucht.

Saft Pulpe Steine Summe
Frischgewicht [g] 73,8+1,4 21,4+0,7 4,8+0,3 100,0
Anteil an frischer Frucht [%] 73,8 21,4 4,8 100,0
Gewicht gefriergetrocknet [g] 7,1+0,1 4,5+0,2 3,010,2 14,6
Anteil an gefriergetrockneter Frucht [%] 48,8 30,9 20,3 100,0

Um grofRere Mengen an Pulpe und Steinen fiir die Herstellung von Extrakten zur Verfligung
zu haben, wurden weitere 6,5 kg reife Friichte von M. citrifolia (TAreif) mittels Saftpresse
abgepresst. Die verbliebenen Pulpebestandteile und Steine wurden wieder voneinander
getrennt. Sowohl die Steine als auch die Pulpe wurden danach, wie in Abb. 3-31 schematisch

gezeigt, getrennt aufgearbeitet.

3. Dichlormethan-
Extrakt

semipolar

4. Ethylacetat-
Extrakt

polar

Pulpe/Steine 1. n-Hexan-Extrakt 2. Methanol/
lyophilisiert unpolar Wasser-Extrakt

5. wassrige Phase
(XAD-2)

sehr polar

Steine

Abb. 3-31: Schematische Aufarbeitung von Pulpe und Steinen von M. citrifolia. Die lyophilisierten
Pulpebestandteile bzw. Steine (links) wurden zundchst mit n-Hexan extrahiert (1. Schritt). Die
extrahierte Pulpe bzw. extrahierten Steine wurden anschlieBend einer Methanol/Wasser-Extraktion
unterworfen (2. Schritt). Dieser Methanol/Wasser-Extrakt wurde in vacuo eingeengt, zusatzlich mit
Wasser verdiinnt und gegen Dichlormethan (3. Schritt) und Ethylacetat (4. Schritt) separiert. Die
Verbindungen in der Gbrigen Wasser-Phase wurden an XAD-2 adsorbiert (5. Schritt) (rechts).

Gefriergetrocknete, zerkleinerte Pulpebestandteile bzw. Steine wurden zunachst mit

n-Hexan entfettet, um lipophile Verbindungen wie Fette, freie Fettsdauren, Phytosterole oder
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Tocopherole zu entfernen. Aus den Steinen bzw. der Pulpe wurden anschlieend Methanol
/Wasser-Extrakte hergestellt. Danach wurden die eingeengten, mit Wasser verdinnten
Methanol-Extrakte der Steine bzw. Pulpe mit dem semipolaren Lésungsmittel Dichlormethan
extrahiert. Die Reste der Methanol/Wasser-Extrakte der Steine bzw. Pulpe wurden dann mit
Ethylacetat separiert. SchlieBlich wurden 10g der (ibrigen Methanol-Phase an XAD-2
adsorbiert.

In Tab. 3-19 sind die Einwaagen der Fruchtbestandteile sowie die Auswaagen der herge-
stellten Extrakte aufgeflhrt. Die Dichlormethan- und Ethylacetat-Extrakte der Pulpe und
Steine sowie der XAD-2-Extrakt der Pulpe wurden nachfolgend mittels HPLC-ESI-MS" unter-

sucht, um die Verteilung der sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe einschatzen zu kénnen.

Tab. 3-19. Fliissig-Fliissig-Extraktion der Steine und Pulpe. Auswaagen der aus 6,5 kg Friichten von
M. citrifolia aus Tahiti erhaltenen Steine und Pulpe. Zusatzlich sind die Auswaagen der Hexan-,
Methanol/Wasser-, Dichlormethan- und Ethylacetat-Extrakte nach Fliissig-FlUssig-Extraktion sowie
die Auswaagen nach Aufarbeitung des Rlickstandes an XAD-2 angegeben.

Friichte/ Einwaage Hexan Methanol/ Dichlor- Ethyl- XAD-2 nach
Extrakt [kg] [g] Wasser [g] methan [g] acetat [g] [g]* XAD-2 [g]
Steine 0,4 19,0 19,8 1,8 5,4 0,0** 9,5
Pulpe 2,5 17,4 63,0 2,4 2,6 0,7 8,7

*Jeweils 10 g des Ubriggebliebenen Methanol-Extrakts wurden mittels XAD-2 aufgearbeitet.
**die erhaltene Menge lag bei <0,05 g

3.1.2.2 Untersuchung der Extrakte

3.1.2.2.1 Dichlormethan-Extrakte

Zu den Inhaltsstoffen diverser Pflanzenteile von M. citrifolia (Blatter, Holz, Friichte)
existieren zahlreiche Veroffentlichungen (6, 7, 239), wohingegen bislang tber die Inhalts-
stoffe der einzelnen Bestandteile der Friichte (Pulpe und Steine) keine Daten publiziert
worden sind. Aus diesem Grund soll an dieser Stelle auf die Analyse der Extrakte der Pulpe
und der Steine von TAreif mittels HPLC-DAD-MS? niher eingegangen werden.

Die base-peak-Chromatogramme der Dichlormethan-Extrakte der Pulpe (A) und der Steine
(B) weisen starke Unterschiede auf. Bei genauerer Betrachtung zeigte sich jedoch, dass bei
beiden Extrakten &dhnliche Verbindungen zugegen sind, weshalb die Betrachtung der
Extrakte zusammen erfolgen soll (Abb. 3-32). Die UV-Vis- und LC-MS-Daten der detektierten
Verbindungen sind in Tab. 3-20 aufgeflihrt. Insgesamt wurden in den Extrakten 15
Verbindungen detektiert, wovon acht Verbindungen als Cumarinderivate, Neolignane,
Flavonole, Anthrachinone und Triterpene identifiziert werden konnten. Die folgenden
Verbindungen wurden durch Uberpriifung mittels Referenzsubstanzen verifiziert: Scopoletin,

Isoamericanol A, Americanin A, Quercetin, Kimpferol und (2E,4Z,72)-Decatriensdure.
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Abb. 3-32: Base-peak-Chromatogramme (BPC) der Dichlormethan-Extrakte. Dargestellt sind die
Chromatogramme der Dichlormethan-Extrakte der Pulpe (A) und der Steine (B) im negativen Modus.
Die Zuordnung der Peaks ist in Tab. 3-20 angegeben. Nicht aufgefiihrte Ziffern konnten in den
dargestellten Base-peak-Chromatogrammen nicht als Peaks detektiert werden. Sind diese in der
Tabelle fir den Extrakt aufgefiihrt, konnten die Peaks lediglich im Extracted-ion- bzw. im DAD-
Chromatogramm nachgewiesen werden.

Bei Peak 1 konnten die charakteristischen UV-Maxima von 298 nm und 344 nm fir die in
M. citrifolia typischen Cumarinderivate detektiert werden. Die erhaltenen LC-MS-Daten mit
m/z 191 [M-H]™ und 215 [M+Na]" deuteten auf Scopoletin hin. Die Abspaltung von 14 Da,
welche zu m/z 177 [M-CHz] fihrte, wies dariber hinaus auf den Verlust einer Methyl-
gruppe hin, wie sie in Scopoletin vorhanden ist. Durch Vergleich mit der Standardsubstanz
konnte Scopoletin (Peak 1) eindeutig identifiziert werden. Die Peaks 4 und 5 wiesen eben-
falls sehr charakteristische UV-Absorptionen mit 366 nm bzw. 370 nm und 260 nm auf.
Durch Kenntnis der Saft-Extrakte wurden hier Flavonole vermutet. Durch die MS-Daten mit
m/z 301 [M-H]™ und 303 [M+H]" (Peak 4) und m/z 285 [M-H]™ (Peak 5) konnten Quercetin
(Peak 4) und Kampferol (Peak 5) identifiziert werden. Dies wurde durch Uberpriifung mittels
Standardsubstanzen abgesichert.

Bei Peak 2 und 3 wurden Verbindungen detektiert, die nur im Extrakt der Steine auftraten.
Diese zeigten ein m/z 329 [M-H]" (Peak 2) bzw. m/z 327 [M-H]" (Peak 3). Die
Fragmentierungen mit m/z 311, 299, 165 und 163 fir Peak 2 bzw. m/z 309, 297 und 163 fur
Peak 3 deuteten nach Vergleich mit den MS-Daten und UV-Maxima (Amax 268 nm fiir Peak 2
bzw. Amax 290 nm und 330 nm fiir Peak 3) von bereits isolierten Verbindungen auf Neo-
lignane hin (s. 3.1.2.4.1). Durch den Vergleich mit Referenzsubstanzen konnten
Isoamericanol A (Peak 2) und Americanin A (Peak 3) identifiziert werden. Weiterhin konnte
bei Peak 7 eine starke UV-Absorption bei 262 nm und ein m/z 165 [M-H]  beobachtet
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werden. Durch Koinjektion der Referenzsubstanz konnte (2E,4Z,72)-Decatriensdure identi-
fiziert werden. Peak 9 zeigte eine UV-Absorption bei 412 nm, wie sie fir Anthrachinone
charakteristisch ist. Die MS-Daten zeigten m/z 313 [M-H]™ und die Fragment-lonen mit m/z
299 [M-14-H]™ und 285 [M-28-H]". Das Fragment m/z 299 entspricht dem Verlust einer
Methylgruppe und das Fragment m/z 285 entspricht dem Verlust von zwei Methylgruppen.
Literaturdaten deuten darauf hin, dass es sich bei Peak 9 um 5,15-Dimethylmorindol handelt
(73, 81).

Tab. 3-20: Identifizierung der detektierten Verbindungen in den Dichlormethan-Extrakten. Ange-
geben sind die detektierten Verbindungen mit Wellenlangen fir ihre Absorptionsmaxima [nm], ihrer
detektierten Masse und ihren Fragmenten bei MS” in der Pulpe (A) und den Steinen (B) (n.d. nicht
detektiert).

. 2 identifizierte
Peak R;[min] UV [nm] MS [m/z] MS* (-) [m/z] Verbindung Extrakt

191 [M-H]"

1 16,5 298, 344 215 [M+NaJ'

177 Scopoletin A B

311, 299, 165,

2 19,9 268 329 [M-H]” 163 Isoamericanol A B
3 21,8 290, 330 327 [M-H]” 309, 297, 163  Americanin A B
301 [M-H] .
4 24,5 370 303 [M+H]" 273,179,151 Quercetin A, B
5 27,0 260, 366 285 [M-H]” 257,213,151 Kampferol A, B
6 28,8 270 327 (-) 313,229,171 unbekannt A
7 314 262 165 [M-HI n.d. (2£,42,72) Decatrien- ) g
saure
8 33,1 268 427 (-) 311, 281,165 unbekannt B
9 34.2 412 313 [M-H]" 299, 285, 270, 5,15.—D|methyl- A B
253 morindol
10 35,4 265 455 (-) 311, 281,165 unbekannt B
11 36,8 270 513 (-) 453,347,189 unbekannt A, B
491 (-) 431, 347, 287,
12 37,2 n.d. 515 (+) 239, 143 unbekannt A B
13 38,7 n.d. 519 (-) 459,185,179 unbekannt B
14 40,2 n.d. 455 [M-H]” 407, 393 Ursolsdure B
15 40,9 n.d. 483 (-) 423,279 unbekannt B

Bei Peak 14 konnte keine UV-Vis-Absorption im beobachteten Wellenlangenbereich
detektiert werden. Die LC-MS-Daten zeigten m/z 455 [M-H]™ und die Fragment-lonen m/z
407 und 393. Dies deutet auf Ursolsdure hin. Das lon m/z 407 entsteht dabei durch Ab-
spaltung von Formaldehyd (30 Da) und Wasser (18 Da) (240). Ursolsdure konnte bereits von
MASUDA et al. in hdéheren Konzentrationen in den Steinen von M. citrifolia nachgewiesen
werden (241). Die LC-MS- und UV-Vis-Daten der anderen Verbindungen sind in Tab. 3-20
aufgefihrt.

-903 -

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1.2.2.2 Ethylacetat-Extrakte

Die Analyse der Ethylacetat-Extrakte der Pulpe und der Steine erfolgte mittels HPLC-DAD-
MS?. Die base-peak-Chromatogramme der Extrakte zeigten deutliche Unterschiede in ihrer
Zusammensetzung. Von den insgesamt 28 detektierten Verbindungen konnten 18 identifi-
ziert werden. Davon waren 15 Verbindungen sowohl in der Pulpe als auch den Steinen

detektierbar, weshalb eine gemeinsame Auswertung auch hier sinnvoll erschien (Abb. 3-33).
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Abb. 3-33: Base-peak-Chromatogramme (BPC) der Ethylacetat-Extrakte. Dargestellt sind die Chro-
matogramme der Ethylacetat-Extrakte der Pulpe (A) und der Steine (B) im negativen Modus. Die
Zuordnung der Peaks ist in Tab.3-21 angegeben. Nicht aufgefiihrte Ziffern konnten in den
dargestellten Base-peak-Chromatogrammen nicht als Peaks detektiert werden. Sind diese in der
Tabelle fir den Extrakt aufgefiihrt, konnten die Peaks lediglich im Extracted-ion- bzw. im DAD-
Chromatogramm nachgewiesen werden.

Die zu den detektierten Verbindungen zugehorigen UV-Vis- und LC-MS-Daten sind in
Tab. 3-21 aufgefihrt. Die identifizierten Verbindungen gehoéren zu den Substanzklassen der
Iridoide, Nonioside, Cumarinderivate, Lignane/Neolignane, Flavonole und Flavonolglykoside.
Durch Uberpriifung mittels Referenzsubstanzen wurden die folgenden Verbindungen
verifiziert:  10-Deacetylasperulosidsdure,  Noniosid A,  Asperulosidsdure,  Aesculetin,
Morindolin, 3,3‘-Bisdemethylpinoresinol, Scopoletin, Rutin, 2-O-(B-b-Glucopyranosyl)-1-O-
(2E,4Z,7Z)-decatrienoyl-B-D-glucopyranose, Isoamericanol A, Isoamericaninsaure A, Quer-
cetin und Kampferol. Auf die Zuordnung eines Grof3teils der Verbindungen anhand von MS-
und UV-Vis-Daten wurde schon unter 3.1.1.2.2 detailliert eingegangen, worauf im Folgenden

verwiesen wird.
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Tab. 3-21: Identifizierung der detektierten Verbindungen in den Ethylacetat-Extrakten. Angegeben
sind die detektierten Verbindungen mit Wellenlangen fir ihre Absorptionsmaxima [nm], ihrer
detektierten Masse und ihren Fragmenten bei MS? in der Pulpe (A) und den Steinen (B) (n.d. nicht

detektiert).

identifizierte

. 2
Peak R;[min] UV [nm] MS [m/z] MS” (-) [m/z] Verbindung Extrakt
275 (-)
1 5,0 n.d. 299 (+) 257, 159 unbekannt A B
389 [M-H]" 227,209, 183, 10-Deacetylasperulosid-
2 .d. + .. , B
6.6 nd 413 [M+Na) 165,137  sdure A
471 (-) 411, 323, 179, L
3 10,8 290, 338 495 (+) 177 Aesculetinderivat A B
299, 255, 227,
4 12,0 n.d. 345 (-) 209, 165 unbekannt A
327 (-)
5 13,0 n.d. 351 (+) 165 unbekannt A B
153 [M-H] .
6 13,5 257, 292 177 [M+NaJ" 109 Protocatechusaure A
409 [M-H]” .
7 15,1 n.d. 433 [M+Na]" 341, 247 Noniosid A A B
431 [M-H]” -
8 15,7 n.d. 455 [M+Na]* 269, 251, 165  Asperulosidsaure A B
_ 431,269,251, Asperulosidsdure-
9 174 n.d. 455 [M-H] 227,183,165 methylester A B
177 [M-H]” .
10 18,0 296, 344 201 [M+Na]’ 133,115,103 Aesculetin AB
_ 269,219,189, 3,3-Bisdemethylpino-
11 19,2 280 329 [M-H] 159, 137 resinol B
12 20,2 282,325 343 [M-H]” 299, 21?5; 189, Morindolin B
13 21,3 298,344 191 [M-H]” 176 Scopoletin AB
14 21,8 n.d. 499 (-) 439,323 unbekannt A B
15 23,3 312 319 (-) 163, 155,119 unbekannt B
609 [M-H] .
16 25,1 256, 354 633 [M+Na]’ 301 Rutin A
17 25,7 268 329 [M-H] 313, 21962’ 165, Isoamericanol A A, B
_ 299,269,179, L
18 26,8 282,310 343 [M-H] 177, 163 Isoamericaninsaure A B
593 [M-H] o
19 27,3 268, 346 617 [M+Na]’ 285, 257 Nicotiflorin A
493 [M-H]” . . . .
20 27,4 282 517 [M+Na]' 327 Princepin/Isoprincepin B
21 28,6 289, 320 343 (-) 299, 2166?5’ 177, unbekannt B
2-0-(B-D-Glucopyra-
489 [M-H] nosyl)-1-0-(2E,42,72)-
22 2 272 . 263,1 . , B
98 / 513 [M+Na] 63,179 decatrienoyl-B-D-gluco- A
pyranose
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identifizierte

. 2
Peak R;[min] UV [nm] MS [m/z] MS” (-) [m/z] Verbindung Extrakt

467 [M-H]” -

23 30,9 n.d. 491 [M+Na]' 389,263,179 Noniosid C A B
301 [M-H] .

24 30,9 370 303 [M+H]' 179, 151 Quercetin A, B

25 33,1 n.d. 365(-) 305, 161, 143  unbekannt B

389 (+)

26 33,7 260,366 285 [M-H]” 257,241,151 Kampferol A, B

27 37,1 n.d. 555 (-) 495, 323 unbekannt B

28 37,8 n.d. 259 (-) 143 unbekannt B

Die Peaks 2 und 8 zeigten m/z 389 [M-H] und 413 [M+Na]" bzw. m/z 431 [M-H]™ und 455
[M+Na]*. Die charakteristischen Fragmentierungen fiihrten nach Vergleich mit Standard-
substanzen zur ldentifikation von 10-Deacetylasperulosidsdure (Peak 2) und Asperulosid-
saure (Peak 8). Peak 9 mit m/z 445 [M-H] wies ein dhnliches MSZ—Spektrum wie Peak 8 auf.
Die Verbindung konnte nach Vergleich mit Literaturdaten als Asperulosidsauremethylester
identifiziert werden (74). Sie wurde bereits in den Ethylacetat-Extrakten der Safte identi-
fiziert (s. 3.1.1.2.2).

Peak 7, 22 und 23 konnten zunachst anhand ihrer MS-Daten m/z 409 [M-H]  und 433
[M+Na]* (Peak 7), m/z 489 [M-H]™ und 513 [M+Na]* (Peak 22) sowie m/z 467 [M-H] und
491 [M+Na]* (Peak 23) als Nonioside identifiziert werden. Peak 7 und 22 wurden mittels
Koinjektion von Standardsubstanzen als Noniosid A bzw. 2-O-(B-b-Glucopyranosyl)-1-O-
(2E,4Z,72)-decatrienoyl-B-p-glucopyranose identifiziert. Das Fragmentierungsmuster bei MS?
von Peak 23 mit m/z 389, 263 und 179 deutete auf Noniosid C hin (65). Diese Verbindungen
konnten bereits in den Ethylacetat-Extrakten der Safte nachgewiesen werden (s. 3.1.1.2.2).
Die UV-Maxima von 370 nm bei Peak 24 bzw. 260 nm und 366 nm bei Peak 26 deuteten auf
Flavonole hin. Durch die Koinjektion von Standardsubstanzen konnten Quercetin (Peak 24)
und Kampferol (Peak 26) identifiziert werden. Ahnliche UV-Absorptionen mit 256 nm und
354 nm bzw. 268 nm und 346 nm konnten fiir Peak 16 und 19 bestimmt werden. Die MS-
Daten mit m/z 609 [M-H]™ und 633 [M+Na]" fir Peak 16 sowie m/z 593 [M-H]™ und 617
[M+Na]* fiir Peak 19 und deren Fragmentierungen bei MS? deuteten auf die Flavonol-
glykoside Rutin (Peak 16) und Nicotiflorin (Peak 19) hin. Peak 16 wurde mittels einer
Standardsubstanz identifiziert. Detaillierte Informationen zur Identifikation von Nicotiflorin
sind unter 3.1.1.2.2 angegeben.

Bei Peak 10 konnte das aus den Extrakten der Safte bekannte Cumarinderivat Aesculetin
durch Koinjektion nachgewiesen werden. Peak 3 zeigte ahnliche UV-Maxima zu Peak 10 und
die m/z 471 (-) und 495 (+) sowie das Fragmentierungsmuster mit m/z 411, 323, 179 und
177. Hier wurde wie im Ethylacetat-Extrakt der Safte (3.1.1.2.2) ein Aesculetindiglykosid,
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bestehend aus einer Hexosyl- und Pentosyl-Einheit, angenommen. Bei Peak 13 konnte
Scopoletin anhand seiner charakteristischen UV-Maxima und dem Vergleich mit der
Referenzsubstanz identifiziert werden, welches auch in den Dichlormethan-Extrakten der
Safte nachgewiesen wurde.

Die m/z von 329 [M-H] fiir Peak 17 und 343 [M-H]" fir Peak 18 sowie deren zugehorige UV-
Maxima von 268 nm bzw. 282 nm und 310 nm lielen die zwei Neolighane Isoamericanol A
(Peak 17) und Isoamericaninsdure A (Peak 18) vermuten. Diese konnten durch Koinjektion
isolierter Standards verifiziert werden. Fir Peak 11 wurde eine UV-Absorption bei 280 nm
und ein m/z 329 [M-H] bestimmt. Die Fragmentierung wies eine hohe Ubereinstimmung
mit der isolierten Verbindung 3,3’-Bisdemethylpinoresinol auf (s. 3.1.2.4.1). Diese Ver-
bindung konnte durch Koinjektion der Referenzsubstanz bestatigt werden.

Die UV-Maxima von Peak 12 waren mit 282 nm und 325 nm recht dhnlich zu denen von Peak
18. Weiterhin waren die LC-MS-Daten von Peak 12 mit einem m/z von 343 [M-H] identisch
zu denen von Peak 18. Das Fragmentierungsmuster bei MS? mit m/z 299, 267, 189 und 159
deutete auf ein Neolignan hin. Durch den Vergleich des Fragmentierungsmusters mit der
isolierten Verbindung Morindolin sowie Koinjektion konnte diese Verbindung bestatigt
werden.

Peak 20 zeigte eine UV-Absorption bei 282 nm und ein m/z 493 [M-H]™ bzw. 517 [M+Na]".
Ein Vergleich mit Daten von WAIBEL et al. zeigte, dass es sich um Princepin oder Isoprincepin
handeln koénnte (83). In der Literatur sind keine Daten zur Fragmentierung dieser
Verbindungen im ESI-MS verfligbar, wodurch eine endgiiltige Verifizierung nicht durch-
geflhrt werden konnte. Isoprincepin wurde von KAMIYA et al. bereits aus den Friichten von
M. citrifolia bereits isoliert, was die Vermutung bestatigt, dass es sich bei der detektierten
Verbindung um Princepin oder Isoprincepin handelt (43). SchlieBlich konnte Peak 6 anhand
seiner charakteristischen UV- und MS-Daten als Protocatechusdure identifiziert werden. Die
Gbrigen detektierten Verbindungen konnten nicht weiter zugeordnet werden. Deren LC-MS-

und UV-Vis-Daten sind in Tab. 3-21 angegeben.

3.1.2.2.3 XAD-2-Extrakt

Der XAD-2-Extrakt der Pulpe von TAreif wurde mittels HPLC-DAD-ESI-MS? analysiert. Von den
Steinen konnte kein Extrakt nach Adsorption an XAD-2 erhalten werden (s. Tab. 3-19). Der
Extrakt der Pulpe zeigte Substanzen aus den Verbindungsklassen der Iridoide,
Cumarinderivate, Nonioside sowie ein Flavonolglykosid. Insgesamt konnten im XAD-2-
Extrakt 17 Verbindungen detektiert werden, von denen zwolf Verbindungen identifiziert

werden konnten (Abb. 3-34). Durch Uberpriifung mittels Standardsubstanzen konnten 10-
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Deacetylasperulosidsdure, Scopoletin-7-O-(B-b-glucopyranosyl-[1‘‘=>6‘]-B-b-glucopyranosid),
Hymexelsin, Noniosid A, Asperulosidsdure, Rutin, Noniosid B und 2-O-(B-bD-Glucopyranosyl)-
1-0-(2E,42,72)-decatrienoyl-B-p-glucopyranose verifiziert werden. Die LC-MS- und UV-Vis-
Daten zu den detektierten Verbindungen sind in Tab. 3-22 aufgefiihrt.

0 g 10 15 20 25 30 35 40 45 Time: [rnin]

Abb. 3-34: Base-peak-Chromatogramm (BPC) des XAD-2-Extrakts. Dargestellt ist das Chromato-
gramm des XAD-2-Extrakts der Pulpe im negativen Modus. Die Zuordnung der Peaks ist in Tab. 3-22
angegeben.

Der Vergleich der Chromatogramme der XAD-2-Extrakte der Safte mit dem Extrakt der Pulpe
wies starke Ahnlichkeiten auf, wihrend jedoch die Anzahl der detektierten Verbindungen im
Extrakt der Pulpe geringer war. Die Zuordnung der Verbindungen wurde detailliert unter
3.1.1.2.3 diskutiert.

Die Peaks 1 und 6 konnten wieder als die Hauptiridoide in Noni-Friichten, 10-Deacetyl-
asperulosidsdure mit m/z 389 [M-H]™ und 413 [M+Na]* bzw. Asperulosidsdure mit m/z 431
[M-H]" und 455 [M+Na]’, identifiziert werden. Die groRte Klasse an detektierten Ver-
bindungen im XAD-2-Extrakt stellen die Nonioside dar, von denen im vorliegenden Extrakt
Noniosid A (Peak 5), Noniosid B (Peak 15) und 2-O-(B-p-Glucopyranosyl)-1-O-(2E,42,72)-
decatrienoyl-B-b-glucopyranose (Peak 16) durch Vergleich mit den Referenzsubstanzen
identifiziert werden konnten. Die MS-Daten zu Peak 9 mit m/z 601 [M-H]™ und 625 [M+Na]"
sowie Peak 10 mit m/z 439 [M-H]” und 463 [M+Na]" deuteten auf Noniosid E bzw.
Noniosid D hin. Weitere Informationen zur Zuordnung sind unter 3.1.1.2.3 aufgefiihrt.

Bei Peak 14 konnte das Flavonolglykosid Rutin anhand der UV-Maxima bei 256 nm und
354 nm identifiziert werden. Peak 13 konnte als das aus dem XAD-2-Extrakt der Safte bereits
bekannte Quercetinderivat mit den charakteristischen UV-Maxima von 260 nm und 353 nm
und m/z 741 [M-H] identifiziert werden. Es wird vermutet, dass es sich hier um ein
Rutinderivat handelt, welches einen weiteren Pentosylrest tragt.

Im XAD-2-Extrakt der Pulpe konnten darliber hinaus drei Verbindungen detektiert werden,
die fir Cumarinderivate charakteristische UV-Absorptionen mit Anax 290 nm und 338 nm
(Peak 2), Amax 285 nm und 338 nm (Peak 3) sowie Amax 280 nm und 333 nm (Peak 4)

aufwiesen. Bei Peak 2 konnte anhand der MS-Daten ein Aesculetinderivat identifiziert
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werden (s. 3.1.1.2.3). Die Peaks 3 und 4 konnten anhand des Vergleichs mit isolierten
Standardsubstanzen als die Scopoletindiglykoside Scopoletin-7-O-(B-p-glucopyranosyl-

[1“—>6]-B-D-glucopyranosid) bzw. Scopoletin-7-O-(B-p-apiofuranosyl-[1‘‘=>6]-B-p-gluco-

pyranosid) (Hymexelsin) identifiziert werden.

Tab. 3-22: Identifizierung der detektierten Verbindungen im XAD-2-Extrakt der Pulpe. Angegeben
sind die detektierten Verbindungen mit Wellenldangen fir ihre Absorptionsmaxima [nm], ihrer

detektierten Masse und ihren Fragmenten bei MS? in der Pulpe (n.d. nicht detektiert).

Peak R;[min] UV [nm] MS [m/z] MS? (-) [m/z] identifizierte Verbindung
389 [M-H]" 227,209, 183, I
1 4,6 n.d. 413 [M+Na]* 165, 137 10-Deacetylasperulosidsaure
471 [M-H]" 411,323,179, . .
2 7,7 290, 338 495 [M+Na]* 177 Aesculetinderivat
515 [M-H] Scopoletin-7-0-(B-D-glucopyrano-
3 108 285,338 539 [M+Na]* 191,179 syl-[1“>6‘]-B-D-glucopyranosid
4 13,5 280,333 485 [M-H]” 425, 3127?; 191, Hymexelsin
409 [M-H] .
5 14,0 n.d. 433 [M+Na]* 341, 247 Noniosid A
431 [M-H]” -
6 15,3 n.d. 455 [M+Na]" 251,225,165 Asperulosidsaure
7 17,8 n.d. 455 (-) 395, 293 unbekannt
8 18,5 n.d. 379 (-) 251,221,191, unbekannt
149
601 [M-H]- 583,499, 403, .
9 19,3 n.d. 625 [M+Na]* 305, 277, 179 Noniosid E
439 [M-H] .
10 20,6 n.d. 463 [MsNa]' 379,247,179 Noniosid D
11 24,8 n.d. 499 (-) 439,323,179 unbekannt
1,323,2
12 25,8 n.d. 439 (-) 361,323, 263, unbekannt
179
13 28,5 260, 353 741 (-) 609, 591,301 Quercetinderivat
609 [M-H]” .
14 32,5 256, 354 633 [M+Na]' 301 Rutin
629 [M-H]” 611,527, 431, .
15 36,8 n.d. 653 [M+Na]* 305, 179 Noniosid B
16 43,4 272 489 [M-H] 323,263,179 (zz_?iﬁ_;ilﬂu::a?rlit‘:s SI\—/L):;O_
7 513 [M+Na]+ 7 7 7 ’ y
glucopyranose
17 44,1 n.d. 527 (-) 467,323,179 unbekannt

3.1.2.3 Antioxidatives Potential und Zytotoxizitat der Extrakte

Fiir die Pflanze M. citrifolia existieren mehrere Untersuchungen zur antioxidativen Aktivitat
der Wurzeln und der Blatter (242-245). Weiterhin wurden die Friichte von M. citrifolia im
Ganzen bereits hinsichtlich ihrer antioxidativen Eigenschaften untersucht (57, 229, 244, 246).

Die Friichte wurden dafiir in den meisten Fallen getrocknet, pulverisiert und anschlieRend
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zur Analyse eingesetzt. Mit dieser Herangehensweise lassen sich Verbindungen
identifizieren, die zum antioxidativen Potential der Friichte beitragen. Allerdings lassen diese
Untersuchungen keine Aussagen liber das Vorkommen der Verbindungen in den einzelnen
Fruchtbestandteilen und deren Beitrag zum antioxidativen Potential der Frucht zu. Aus
diesem Grund werden in diesem Abschnitt zusatzlich zu den Saften und deren Extrakten,
deren Ergebnisse unter 3.1.1.5 aufgefiihrt sind, die separierten Extrakte der Pulpe und der
Steine von TAreif mittels TEAC-Assay nach Reetal. auf ihr antioxidatives Potential hin
untersucht (183).
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g_ B Hexan-Extrakt
i 2,00 B Methanol-Extrakt
N
© .
§ 1,50 Dichlormethan-Extrakt
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Abb. 3-35: Antioxidative Kapazitaten der Extrakte von Pulpe und Steinen von M. citrifolia. Darge-
stellt sind die antioxidativen Kapazititen bestimmt als Trolox-Aquivalente [umol Trolox/g] der
Hexan-, Methanol/Wasser-, Dichlormethan- und Ethylacetat-Extrakte der Pulpe und Steine sowie des
XAD-2-Extrakts der Pulpe. Die Vergleichssubstanzen Ascorbinsdure und Catechin wiesen Werte von
5,10 bzw. 3,71 umol Trolox/g auf.

Nach Extraktion der Pulpe und der Steine mit Hexan konnten in diesen Extrakten nur geringe
antioxidative Kapazitaten mit 0,08 umol Trolox/g bzw. 0,09 umol Trolox/g bestimmt werden
(Abb. 3-35), was aufgrund der in der Literatur angegebenen Zusammensetzung dieser
Extrakte zu erwarten war. So konnten als unpolare Verbindungen aus den Frichten Tri-
terpene wie Ursolsdure und B-Sitosterol (74), freie Fettsduren wie Hexan- und Octansaure
(85) sowie (2E,4Z,7Z)-Decatriensdure (80) identifiziert werden. In der unpolaren Fraktion der
Steine konnte ein Fettsdurespektrum, bestehend aus Palmitin-, Stearin-, Ol- und Linolsédure,
sowie dartber hinaus die Triterpene p-Sitosterol, Campesterol und Stigmasterol
nachgewiesen werden (247). Einige dieser Verbindungen weisen eher prooxidative
Wirkungen auf, wie z.B. ungesattigte Fettsduren, und erklaren damit die niedrigen Werte im
TEAC-Assay.
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Nach weiterer Separierung der Methanol/Wasser-Extrakte der Pulpe und der Steine konnten
fur den Dichlormethan-Extrakt TEAC-Werte von 0,61 pumol Trolox/g bzw. 0,49 umol Trolox/g
bestimmt werden. Im Dichlormethan-Extrakt der Pulpe wurden demnach antioxidativ
wirksame Verbindungen aus dem Methanol/Wasser-Extrakt angereichert. Diese
Verbindungen, die fir die antioxidativen Wirkungen in Frage kommen, sind lberwiegend
Scopoletin, Quercetin und Kampferol, welche die Hauptverbindungen des Dichlormethan-
Extrakts darstellten. Die hohen antioxidativen Potentiale der Flavonole (248) und von
Scopoletin  (249) sind hinlanglich bekannt. Darliber hinaus lag der TEAC-Wert des
Dichlormethan-Extraktes der Pulpe mit 0,61 umol Trolox/g etwa doppelt so hoch wie der
TEAC-Wert des Dichlormethan-Extraktes des Saftes mit 0,31 umol Trolox/g. Dies deutete auf
in der Pulpe eingelagerte antioxidativ wirksame Verbindungen hin, die nicht in vollem Um-
fang in den Saft Ubergehen. Im Gegensatz zur Anreicherung antioxidativ wirksamer Ver-
bindungen im Dichlormethan-Extrakt der Pulpe nahm die antioxidative Kapazitat des Dichlor-
methan-Extraktes der Steine im Vergleich zum Methanol/Wasser-Extrakt ab.

Die Ethylacetat-Extrakte der beiden Fruchtbestandteile Pulpe und Steine wiesen die
hochsten antioxidativen Kapazitaten auf. So konnte fiir die Pulpe ein Wert von 0,76 pumol
Trolox/g und flr die Steine ein Wert von 2,86 umol Trolox/g ermittelt werden. Der Anstieg
des TEAC-Wertes im Ethylacetat-Extrakt der Pulpe deutete auf eine Anreicherung
antioxidativ wirksamer Verbindungen hin. Die Verbindungen, welche dafiir in Frage
kommen, sind sowohl die im Dichlormethan-Extrakt identifizierten Flavonole Quercetin und
Kampferol sowie die Cumarinderivate Aesculetin und Scopoletin als auch die Flavonol-
glykoside Rutin (Aglykon: Quercetin) und Nicotiflorin (Aglykon: Kampferol).

Auch das starke antioxidative Potential des Ethylacetat-Extrakts der Steine deutete auf eine
Anreicherung antioxidativ wirksamer Substanzen hin. Der Wert von 2,86 umol Trolox/g
reicht zwar nicht an die antioxidative Kapazitdat der Vergleichssubstanz Ascorbinsdaure mit
5,10 umol Trolox/g heran, erreicht aber fast das Potential der Vergleichssubstanz Catechin
mit 3,71 umol Trolox/g. In diesem Extrakt konnten die aus der Pulpe bekannten
Cumarinderivate und Flavonole identifiziert werden. Darliber hinaus konnten das Lignan
3,3'-Bisdemethylpinoresinol und die Neolignane Morindolin, Isoamericanol A, Iso-
americaninsdure A und Princepin/Isoprincepin identifiziert werden. Solche Lignane und
Neolignane sollten nach RICE-Evans et al. aufgrund der Anzahl ihrer phenolischen
Hydroxylgruppen lber sehr gute antioxidative Eigenschaften verfiigen (182). Diese hohen
antioxidativen Potentiale konnten von PIcCINELLI et al. an Pinoresinol-Derivaten bestatigt
werden (250). Des Weiteren sind die starken antioxidativen Eigenschaften von Neolignanen
aus Riesling-Wein bekannt (251).
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Der XAD-2-Extrakt der Pulpe zeigte mit 0,22 umol Trolox/g einen nur geringfligig hoheren
Wert als der Methanol/Wasser-Extrakt mit 0,17 umol Trolox/g. Dies war zu erwarten, da der
Extrakt hauptsachlich aus Iridoiden und Noniosiden zusammengesetzt ist, die erfahrungs-
gemall aufgrund ihrer Struktur (z.B. fehlende phenolische Hydroxylgruppen) eher niedrige
antioxidative Potentiale aufweisen. Als antioxidativ wirksame Verbindungen konnten ein
Aesculetinderivat, zwei Scopoletinderivate (Hymexelsin und Scopoletin-7-O-(B-p-glucopyra-
nosyl-[1“->6]-B-D-glucopyranosid) sowie Rutin und ein weiteres Quercetinderivat
identifiziert werden (Tab. 3-22).

Aufgrund der zytotoxischen Wirkungen einiger Extrakte der Safte im Brine-shrimp-Assay
wurde zusatzlich die Zytotoxizitdt der Extrakte von Pulpe und Steinen mittels dieses Assays
untersucht (Tab. 3-23).

Tab. 3-23: LCso-Werte des Brine-shrimp-Assays der Extrakte von Pulpe und Steinen. Angegeben sind
die LCsp-Werte mit Standardabweichung (SD) [ug/mL] fur die Methanol/Wasser-, Dichlormethan-,
Ethylacetat- und XAD-2-Extrakte der Pulpe und der Steine von TAreif. Podophyllotoxin als
Positivkontrolle wies einen LCsp-Wert von 68,03+13,18 pg/mL auf.

LCsoxSD [ug/mL]

Extrakte/ . Methanol/Wasser Dichlormethan Ethylacetat XAD-2
Fruchtbestandteil
Pulpe >500 >500 >500 >500
Steine >500 >500 391,26%22,51 >500

In den untersuchten Methanol/Wasser-, Dichlormethan- und Ethylacetat-Extrakten der
Pulpe und der Steine sowie im XAD-2-Extrakt der Pulpe konnte nur im Ethylacetat-Extrakt

der Steine eine geringe Zytotoxizitat mit LCsp 391,26+22,51 pug/mL nachgewiesen werden.

Analyse des Ethylacetat-Extrakts der Steine

Aufgrund des hohen antioxidativen Potentials von 2,86 umol Trolox/g und der Zytotoxizitat
(LCso 391,26+22,51 pug/mL) im Ethylacetat-Extrakt der Steine wurde eine Auftrennung des
Extraktes mittels HSCCC durchgefihrt. Hier konnten nach Evaluierung der Trennung acht
Fraktionen separiert werden (zur Trennung s. 3.1.2.4.1). Die erhaltenen Fraktionen wurden
anschlielend mittels TEAC-Assay auf ihre antioxidativen Kapazitdten und mittels Brine-
shrimp-Assay auf ihre Zytotoxizitat hin untersucht.

In den Fraktionen F1-F3 und F6 konnte keine Zytotoxizitdt im Brine-shrimp-Assay nachge-
wiesen werden. Die Fraktionen F7 und F8 zeigten jedoch mit LCso-Werten von 249,13+31,58
bzw. 234,07£15,96 ug/mL zytotoxische Aktivitaten im Brine-shrimp-Assay. Dariiber hinaus
wiesen die Fraktionen F7 und F8 mit 8,90 umol Trolox/g bzw. 8,25 umol Trolox/g hohe anti-
oxidative Kapazitaten auf, die deutlich Uber den bestimmten Werten Vergleichswerten von

Catechin mit 3,71 umol Trolox/g und Ascorbinsdure mit 5,10 pumol Trolox/g lagen (Tab. 3-24).
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Tab. 3-24: LCs-Werte des Brine-shrimp-Assays und antioxidative Kapazititen der HSCCC-Frak-
tionen des Ethylacetat-Extrakts der Steine. Angegeben sind die Auswaagen von 1400 mg ge-
trenntem Extrakt, die LCs;-Werte mit Standardabweichung (SD) aus dem Brine-shrimp-Assay und die
antioxidativen Kapazititen des TEAC-Assays [umol Trolox/g]. Podophyllotoxin als Positivkontrolle fir
den Brine-shrimp-Assay wies einen LCs;-Wert von 68,03+13,18 pug/mL auf. Die Vergleichssubstanzen
fir den TEAC-Assay Ascorbinsaure und Catechin wiesen Werte von 5,10 bzw. 3,71 umol Trolox/g auf.

Frak- U LCso#SD  TEAC [umol | Frak-  AYS” LC5ySD TEAC
tion V2ae [mg/mL] Trolox/g] tion ' oa8€ [ng/mL] [umol
[mg] [mg] Trolox/g]
F1 722,4 >500 0,69 F5 7,2 n.b.* 3,54
F2 410,9 >500 1,99 F6 15,2 >500 3,07
F3 22,6 >500 1,37 F7 16,7 249,13+31,58 8,90
F4 10,6 n.b.* 2,66 F8 129,9 234,07+15,96 8,25

*aufgrund geringer Auswaage wurde die Zytotoxizitat nicht bestimmt

Die Fraktionen F7 und F8 tragen somit zu den zytotoxischen und antioxidativen Effekten des
Ethylacetat-Extraktes der Steine bei. Aufgrund der deutlich hoheren Auswaage von
Fraktion F8 mit 129,9 mg im Gegensatz zu 16,7 mg fir Fraktion F7 sollte jedoch der Haupt-
beitrag sowohl zur Zytotoxizitat als auch zum antioxidativen Potential durch Fraktion F8
geleistet werden. Zur Abschatzung der Hauptkomponenten in den Fraktionen F7 und F8

wurden die Contour-Plots der Fraktionen analysiert (Abb. 3-36).
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Abb. 3-36: Contour-Plots der Fraktionen F7 und F8. Dargestellt sind die DAD-Contour-Plots der
Fraktionen F7 (oben) und F8 (unten) des Ethylacetat-Extrakts der Steine von TAreif von 220-600 nm.
Die Intensitatsbereiche sind rechts angegeben. Die Nummerierung der Verbindungen erfolgt nach
Tab. 3-21. Zusatzliche Verbindungen sind mit ihren Retentionszeiten angegeben.

In Fraktion F7 konnten die Verbindungen Protocatechuséaure (6), 3,3‘-Bisdemethylpinoresinol

(11) und Morindolin (12) nachgewiesen werden, die auch im Ethylacetat-Extrakt identifiziert
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wurden (Tab. 3-21). Zuséatzlich konnten die Verbindungen 3,4-Dihydroxyzimtaldehyd
(Rt 15,5 min) und (2E,4Z,77)-Decatriensaure (R; 38,4 min) identifiziert werden (Abb. 3-36
oben). (2E,4Z,72)-Decatrienoic acid und 3,4-Dihydroxyzimtaldehyd, letzteres konnte aus
dieser Fraktion isoliert werden (s. 3.1.2.4.1), konnten anhand des Vergleichs mit Standard-
substanzen eindeutig zugeordnet werden.

Flr die antioxidativen Eigenschaften der Fraktion kommen bis auf (2E,4Z,72)-Decatrienoic
acid alle Verbindungen in Frage. Da jedoch das antioxidative Potential von Protocatechu-
saure und 3,4-Dihydroxyzimtaldehyd nach CioFFi et al. eher gering einzuschatzen ist, sind
wahrscheinlich die Verbindungen 3,3‘-Bisdemethylpinoresinol und Morindolin fiir die anti-
oxidativen Eigenschaften verantwortlich (252). Dariber hinaus sind diese beiden
Verbindungen vermutlich fir die Zytotoxizitdt der Fraktion F7 im Brine-shrimp-Assay
verantwortlich. Fir die Verbindungen Protocatechusdure und 3,4-Dihydroxyzimtaldehyd sind

in der Literatur keine zytotoxischen Effekte bekannt.

Tab. 3-25: Identifizierung der detektierten Verbindungen in den Fraktionen F7 und F8. Angegeben
sind die detektierten Verbindungen mit den Wellenlangen fiir ihre Absorptionsmaxima [nm], ihrer
detektierten Masse und ihren Fragmenten bei MS” in den Fraktionen F7 und F8 des Ethylacetat-
Extrakts der Steine (n.d. nicht detektiert).

R; [min] UV [nm] MS [m/z] MS’ (-) [m/z] identifizierte Verbindung
Fraktion F7
165 [M-H]” . .
15,5 261, 298 189 [M+Na]* 147 3,4-Dihydroxyzimtaldehyd
38,4 262 165 [M-H]~ n.d. (2E,4Z,7Z)-Decatriensaure
Fraktion F8
15,7 280, 310 137 [M-H]” 109 Protocatechualdehyd
19,5 297,325 179 [M-H]” 135 Kaffeesdure
269, 219,189, . . Lo . .
22,2 280 329 (-) 159, 137 ahnlich 3,3‘-Bisdemethylpinoresinol
38,4 262 165 [M-H]~ n.d. (2E,4Z,7Z)-Decatriensaure

In Fraktion F8 wurden die Verbindungen Aesculetin (10), Morindolin (12), Scopoletin (13),
Isoamericanol A (17), Isoamericaninsaure A (18), Princepin/Isoprincepin (20), Quercetin (24)
und Kampferol (26) nach Tab. 3-21 identifiziert. In Fraktion F8 wurden zuséatzlich die drei
Verbindungen Protocatechualdehyd (R; 15,7 min), Kaffeesaure (R; 19,5 min) und (2E,4Z,72)-
Decatriensaure (R; 38,4 min), die starke UV-Vis-Absorptionen bei 280 nm und 310 nm fir
Protocatechualdehyd, 297 nm und 310 nm fir Kaffeesdure bzw. 262 nm fir (2E,42,72)-
Decatriensaure hervorriefen, identifiziert. Protocatechualdehyd und Kaffeesdure konnten
anhand von MS- und UV-Vis-Vergleichssdaten zugeordnet werden (253). Die Verbindung mit
Rt 22,2 min zeigte dieselbe UV-Absorption von 280 nm und nahezu identische MS-Daten zum
isolierten 3,3‘-Bisdemethylpinoresinol (s. 3.1.2.4.1). Hier kénnte es sich um ein Stereoisomer

dieser Verbindung handeln. Die starken antioxidativen Eigenschaften der Fraktion sind
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demnach auf die Lignane und Neolignane zurickzufiihren, deren hohe antioxidativen
Potentiale bekannt sind (250, 251). Ferner scheinen aufgrund der identifizierten Verbin-
dungen im Ethylacetat-Extrakt des fermentierten Safts (s. 3.1.1.3) die zytotoxischen Effekte
dieser Fraktion ebenfalls auf diesen Verbindungen zu beruhen.

AbschlieBend kann festgehalten werden, dass in den Ethylacetat-Extrakten des fermen-
tierten Saftes und der Steine zytotoxische Effekte nachweisbar waren. Nach Auftrennung der
Extrakte mittels HSCCC und eingehender Untersuchung der erhaltenen Fraktionen konnten
Verbindungen identifiziert werden, die zur Zytotoxizitat der Ethylacetat-Extrakte beitragen.
Sowohl in den Saften als auch den Steinen konnten das Lignan 3,3‘-Bisdemethylpinoresinol
und die Neolignane Morindolin, Isoamericanol A und Isoamericaninsaure A nachgewiesen
werden. Darliber hinaus konnte das Neolignan Princepin bzw. Isoprincepin in den Steinen
identifiziert werden. Weitere Verbindungen in den Fraktionen konnten aufgrund eigener
Tests oder dem Vergleich mit Literaturdaten als zytotoxisch inaktive Komponenten beurteilt
werden. Die Strukturformeln ausgewahlter Verbindungen sind in Abb. 3-37 dargestellt. Auf-
grund der Uberschneidungen der in dieser Arbeit identifizierten Verbindungen beider
Fraktionen ist davon auszugehen, dass diese Lignane und Neolignane fiir die Zytotoxizitat

verantwortlich sind.

OH
o Ho HO o)
HO/\[ D\/\ N\ COOH Ho . on
Ho o Z>RHO " e “'H
o HO
o}
HO OH HO

Isoamericanoic acid A R = COOH Morindolin 3,3'-Bisdemethylpinoresinol
Isoamericanol A R = CH,0OH

~—OH OH OH

0—
(0) OH OH
Ho.. "" 0 A
HO . N 0 OH
o (0]
HO N H ©
Isoprincepin HO . H
(@]
HO Princepin

Rm HO:©/CHO HO:©/\/R HO
HO o” 0 HO HO

OH O
Scopoletin R = OCH;  Protocatechualdehyd Kaffeesaure R = COOH Kampferol R = H
Aesculetin R = OH 3,4-Dihydroxyzimtaldehyd R = CHO Quercetin R = OH

Abb. 3-37: Strukturformeln ausgewahlter identifizierter Verbindungen in den Fraktionen F7 und F8.
Fett gedruckte Bezeichnungen stellen Verbindungen dar, die fiir die zytotoxischen Effekte ver-
antwortlich sind.
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3.1.2.4 Isolierung und Strukturaufklarung

3.1.2.4.1 Steine

Der gefriergetrocknete Ethylacetat-Extrakt der Steine (700 mg) wurde zweimal mittels
HSCCC (CCCSystem 3) aufgetrennt. Es konnten acht Fraktionen erhalten werden, deren
Einteilung anhand des Chromatogramms bei 280 nm und mittels DC (DCSystem 1) erfolgte.
Finf Fraktionen (F1-F5) wurden im Elutions-Modus und weitere drei Fraktionen (F6—F8) im
Extrusions-Modus erhalten. Das Chromatogramm ist in Abb. 3-38 dargestellt. Aufgrund der
Zusammensetzung und der Auswaagen boten sich die Fraktionen F7 und F8 zur Isolierung
von Reinsubstanzen an. Aus Fraktion F7 konnten mittels praparativer HPLC (prdpHPLC-
System 6) das Neolignan Morindolin, das Lignan 3,3‘-Bisdemethylpinoresinol und 3,4-Di-

hydroxyzimtaldehyd isoliert werden.

Absorption bel 280 nm

Zeit [h]

Abb. 3-38: UV-Chromatogramm der HSCCC-Trennung des Ethylacetat-Extrakts der Steine bei
280 nm. Es konnten acht Fraktionen (F1-F8) eingeteilt werden. Die Fraktionen F1-F5 wurden im
Elutions-Modus und die Fraktionen F6—F8 im Extrusions-Modus erhalten. Die Trennung wurde mit
CCCSystem 3 durchgefiihrt.

Des Weiteren konnten aus Fraktion F8 die vier Neolignane Isoamericanol A, Isoamerica-
ninsaure A, Americanin A und Americaninsaure A sowie Quercetin isoliert werden. Die Iso-
lierung der Verbindungen aus Fraktion F8 erfolgte mittels praparativer HPLC (prdpHPLC-
System 5). Die Strukturaufklarung der genannten Verbindungen ist nachfolgend angegeben.
Die NMR-Daten von Quercetin und 3,4-Dihydroxyzimtaldehyd befinden sich im Anhang unter
7.1.
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Morindolin

Aus Fraktion F7 der HSCCC-Trennung des Ethylacetat-Extraktes der Steine konnten 4,1 mg
eines blassgelben Feststoffes isoliert werden. Die Strukturaufklarung erfolgte mittels 1-D-'H-
und 13C—NMR—Spektroskopie sowie 2-D-NMR-Experimenten. Die Daten der "H-NMR- und Bc.
NMR-Spektren sind in Tab. 3-27 aufgefihrt.

Abb. 3-39: Strukturaufklarung von Morindolin. Struktur von Morindolin mit Nummerierung (links).
Wichtige HMBC-Kopplungen in der Struktur von Morindolin (rechts).

Das Massenspektrum (HR-ESI-MS) zeigte eine Molekiilmasse von m/z 367.0785 [M+Na]".
Dieser Masse konnte die Summenformel C;gH160; zugeordnet werden. Die Fragmentie-
rungen mit den zugehorigen Intensitdten sind in Tab. 3-26 angegeben. Das '"H-NMR-
Spektrum zeigte ein ABC-Kopplungssystem mit &y, 6.82 (d, J=2.0 Hz), 645 6.74 (d, J=7.5 Hz)
und 846 6.71 (dd, J=2.0, 7.5 Hz), welches einer 1,3,4-trisubstituierten Phenylgruppe zuzu-
ordnen war. Darliber hinaus waren zwei Signale von meta-koppelnden Protonen mit 64,
7.06 (d, J=1.5 Hz) und 646 6.97 (d, J/=1.5 Hz) in einem zweiten Phenylring zu erkennen.

Tab. 3-26: Fragmentierung von Morindolin. Angegeben sind die MS*-Fragmentierungen im
negativen Modus inklusive der Intensitaten (ESI-MS).

Precursor-lon Fragmentierung MS’ [m/z]
189, 159 (67), 269 (38), 325 (35), 312 (28), 267 (26), 299 (25), 233
(13), 109 (11), 281 (8), 171 (6)

m/z 343 [M-H]

Der aliphatische Teil der Verbindung wies eine trans-Doppelbindung zwischen C-7‘ (8¢5
151.06) und C-8° (6¢.g 116.27) mit &y.7- 7.55 (d, J/=16.0 Hz) und &4.g- 6.27 (d, J=16.0 Hz) auf.
Das tieffeldverschobene quartdre Kohlenstoffatom an C-9‘ (6c.o- 171.00) deutete auf eine
Carbonsauregruppe hin, was durch den Verlust von 44 Da (CO,) bei der Fragmentierung bei
MS? bestitigt werden konnte. Weiterhin wurden im aliphatischen Teil ein sauerstoff-
tragendes Methinproton mit 647 5.51 (d, J=6.0 Hz), ein Methinproton mit &y.g 3.49 (br q,
J=6.0 Hz) und Methylenprotonen mit 6y9 3.78 (dd, J=7.0, 11.0 Hz) und 3.83 (dd, J=5.5,
11.0 Hz) detektiert. Aufgrund der Kopplungskonstante und den COSY-Daten koppelte das
Methinproton H-8 mit den Protonen H-7 und H-9.
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Die Struktur der Verbindung wurde anhand des HMBC-Spektrums ermittelt (Abb. 3-39).
Dabei zeigten sich Korrelationen zwischen dem Sauerstoff-tragenden Methinproton 64.7 5.51
mit den Kohlenstoffatomen C-2 (6¢ 113.93) und C-6 (8¢ 118.65) des trisubstituierten
Phenylrings. Weitere Korrelationen waren zwischen H-8 (64 3.49) und C-1 (6¢ 134.65) sowie
C-6° (6¢ 116.55) vorhanden. Das Proton der trans-Doppelbindung H-7‘ (64 7.55) zeigte
Kopplungen mit dem Carboxyl-Kohlenstoff C-9° (6¢ 171.00) und mit den Kohlenstoffatomen
C-2 (6¢ 117.83) und C-6 (6¢ 116.55) des vierfach substituierten Phenylrings. Umgekehrt
waren Kopplungen zwischen den Protonen H-2‘ (64 7.06) und C-7‘ (151.06) bzw. C-4°
(131.00) sowie H-6" (64 6.97) und C-7‘ bzw. C-4‘ vorhanden. Die Kopplungskonstante von J,.
71-8 = 6.0 Hz deutete eine trans-Konfiguration des Furanrings an (254). Die erhaltenen Daten
zeigten, dass es sich um die Verbindung Morindolin handelt. Morindolin gehort zur Gruppe
der Neolighane und wurde erstmals von KAMIYA et al. 2004 aus Frichten von M. citrifolia
isoliert (43).

Tab. 3-27: *H-NMR- und *C-NMR-Daten von Morindolin. Ubersicht der chemischen Verschiebungen
der einzelnen Signale im "H-NMR- und *C-NMR-Spektrum von Morindolin. Die Spektren wurden bei
600 MHz (*H-NMR) bzw. 150 MHz (**C-NMR) in CD;0D aufgenommen.

C/H 64 [ppm] 6c [ppm] | C/H 64 [ppm] 8¢ [ppm]
1 134.65s | 1° 129.73 s
2 6.82(d, /=2.0 Hz, 1H) 113.93d | 2° 7.06 (d, J=1.5 Hz, 1H) 117.83d
3 146.87s | 3 146.57 s
4 146495 | 4 131.00 s
5  6.74 (d, /=7.5 Hz, 1H) 116.35d | 5 142.72 s
6 6.71(dd,J=2.0,75Hz, 1H) _ 11865d | 6 6.97 (d,J=1.5 Hz, 1H) 116.55 d
7 551 (d, /=6.0 Hz, 1H) 89.52d | 7° 7.55(d,/=16.0 Hz, 1H) 151.06 d
8  3.49 (brg, J=6.0 Hz, 1H) 55.18d | 8 6.27(d, J/=16.0 Hz, 1H) 116.27 d

3.78 (dd, J=7.0, 11.0 Hz, 1H) )
% 383(dd, /=55, 11.0Hz, 1)  °¥8IT | 9 171.00's

3,3’-Bisdemethylpinoresinol

Fraktion F7 der CCC-Trennung des Ethylacetat-Extraktes der Steine enthielt nach Auf-
reinigung mittels praparativer HPLC 4,0 mg 3,3‘-Bisdemethylpinoresinol als blassgelbe
Kristalle. Die Strukturaufkldrung erfolgte anhand von *H-NMR- und 13C—NMR—Experimenten
(Tab. 3-29).

Abb. 3-40: Struktur von 3,3‘-Bisdemethylpinoresinol.
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Das Massenspektrum (HR-ESI-MS) der Verbindung zeigte eine Molekilmasse von m/z
353.0994 [M+Na]®, was einer Molekiilformel von CisH130¢ entspricht. Diese Molekiilformel
scheint im Gegensatz zu den 13C.NMR-Daten zu stehen, welche nur neun der Verbindung
zuzuordnenden Signale zeigten. Im DEPT-Spektrum konnten eine Methylengruppe, finf
Methingruppen und drei quartare Kohlenstoffatome identifiziert werden. Die Daten aus dem
Massenspektrum lieRen vermuten, dass es sich um ein symmetrisches Molekil handelt,
welches aus 18 Kohlenstoffatomen, d.h. zwei Methylengruppen, zehn Methingruppen und

sechs quartaren Kohlenstoffatomen, besteht.

Tab. 3-28: Fragmentierung von 3,3‘-Bisdemethylpinoresinol. Angegeben sind die MS’-Fragmen-
tierungen im negativen Modus inklusive der Intensitdten (ESI-MS).

Precursor-lon Fragmentierung MS* [m/z]
m/z 329 [M-H]" 137, 159 (20), 189 (16), 293 (8), 219 (6), 269 (5), 109 (4)

Im *H-NMR konnte anhand der Kopplungskonstanten von &y.54-2 6.80 (d, J=2.0 Hz), &4.5/n-5-
6.74 (d, J/=8.0 Hz) und &u.¢/16' 6.69 (dd, J=2.0, 8.0 Hz) ein 1,3,4-trisubstituierter Phenylring
mit einem ABC-Kopplungssystem identifiziert werden. Die in das tiefe Feld verschobenen
Kohlenstoffatome C-3 bzw. C-3‘ (146.12) und C-4 bzw. C-4’ (146.46) wiesen auf zwei
Hydroxyl-Substituenten in diesen Positionen hin. Dies wurde unterstitzt durch das Fragment
mit m/z 109 im Massenspektrum, welches einem dihydroxylierten Phenylring entspricht
(Tab. 3-28).

Tab. 3-29: 'H-NMR- und *C-NMR-Daten von 3,3‘-Bisdemethylpinoresinol. Ubersicht der chemischen
Verschiebungen der einzelnen Signale im *H-NMR- und *C-NMR-Spektrum von 3,3‘-Bisdemethylpino-
resinol. Die Spektren wurden bei 600 MHz (‘*H-NMR) bzw. 150 MHz (*C-NMR) in CD;OD auf-
genommen.

C/H 6y [ppm] 8c [ppm] | C/H 64 [ppm] 8¢ [ppm]
1 133.85s | 1° 133.85s
2 6.80(d,J=2.0 Hz, 1H) 11450d | 2 6.80(d, J=2.0 Hz, 1H) 114.50 d
3 146.12s | 3¢ 146.12 s
4 146.49s | 4 146.49 s
5  6.74(d, J=8.0 Hz, 1H) 116.27d | 5 6.74(d, J=8.0 Hz, 1H) 116.27 d
6  6.69 (dd, J=8.0, 2.0 Hz, 1H) 118.93d | 6 6.69 (dd, J=8.0, 2.0 Hz, 1H) 118.93 d
7  4.63(d,J=4.5Hz, 1H) 87.51d | 7° 4.63(d,J=4.5Hz, 1H) 87.51d
8  3.09 (m, 1H) 55.32d | 8 3.09(m, 1H) 55.32 d

3.79 (dd, J=9.0, 3.5 Hz, 1H) ,  3.79(dd, J=9.0, 3.5 Hz, 1H)
% 420 (dd, J=9.0, 6.0 Hz, 1H) 7261t 97,00 (dd, J=9.0, 6.0 Hz, 1H) 7261t

Hochfeldverschobene Methingruppen an C-8 bzw. C-8 mit 6cg/c.sr 55.32, die Methylen-
gruppen mit dco/cor 72.61 und die Sauerstoff-tragende Methingruppe mit 6c.7/c.7 87.51
wiesen auf eine Furofuran-Einheit hin (43). Dies wurde bestéatigt durch die Protonen im
'H-NMR mit H-7 bzw. H-7* 4.63 (d, J=4.5 Hz), H-8 bzw. H-8‘ 3.09 (m) sowie H-9 bzw. H-9° 3.79
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(dd, J=9.0, 3.5Hz) und 4.20 (dd, J=9.0, 6.0 Hz). Die Stereochemie konnte anhand des
Vergleiches des Drehwertes ([)\]D24 =-3,70° [c=0,30g/L, MeOH]) mit Literaturangaben
bestatigt werden (43). Anhand der NMR-Daten konnte diese Verbindung als (7S,7°S,8R,8'R)-
7,9°,7',9-diepoxylignan-3,3‘,4,4'-tetraol (3,3‘-Bisdemethylpinoresinol) identifiziert werden
(Abb. 3-40). Sie wurde erstmals als Abbauprodukt von Sesamin in Ratten identifiziert (255)
und ist bereits aus den Steinen von M. citrifolia bekannt (43).

Darlber hinaus wurde das Fragmentierungsverhalten von 3,3‘-Bisdemethylpinoresinol
mittels ESI-MS" untersucht (Abb. 3-41). Dafiir wurde als Precursor-lon das Molekiil-lon m/z
329 [M-H] gewahlt. Der Hauptfragmentierungsweg ist bei diesem Furofuran-Lignan die
Spaltung des Furanrings zwischen C-7 und C-8 sowie C-9‘ und dem Sauerstoff an C-7 (bzw.
C-7' und C-8‘ sowie C-9 und dem Sauerstoff an C-7‘), was zu einem lon mit m/z 137 und
einem lon mit m/z 189 fuhrt. Das Fragment mit m/z 137 kann durch Abspaltung von CO zu
einem lon mit m/z 109 fragmentieren. Es konnte beobachtet werden, dass dieses lon auch
direkt aus dem Precursor-lon entstehen kann, wenn die Spaltung zwischen C-1 und C-7
erfolgt. Des Weiteren konnte ein Fragmentierungsweg mit m/z 329 - 189 > 171
beobachtet werden. Das lon mit m/z 189 entsteht, wie oben erwahnt, durch Spaltung eines
Furanrings. Das Folge-lon wird durch den Verlust von 18 Da durch die Abspaltung von H,0
gebildet. Das lon mit m/z 219 kommt durch einen Verlust von 110 Da zustande. Dies ent-

spricht der Abspaltung der dihydroxylierten Phenylgruppe.

5, OH 1 OH 1~
o
o (g)
m/z 219
m'z109 m/z 329 [M-HI
\\<iE?

m/z 311

m/z 137 % O OH nicht detektiert
o

) gﬁ . | -0
B . T

m'z 171 m/z 147

Abb. 3-41: Vorgeschlagener Fragmentierungsweg von 3,3‘-Bisdemethylpinoresinol. Die Fragmen-
tierung wurde ausgehend von m/z 329 [M-H]™ im negativen Modus (ESI-MS") durchgefiihrt.
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Aus dem Precursor-lon war liberdies das Fragment mit m/z 293, welches durch den Verlust
von 36 Da (zwei H,O-Molekiile) entsteht, nachzuweisen. Wahrscheinlich wird dies tber eine
Zwischenstufe mit m/z 311 gebildet, welche jedoch nicht detektiert werden konnte.
Weiterhin konnte der Fragmentierungsweg m/z 329 - 269 - 147 detektiert werden. Das
lon mit m/z 269 entspricht einer Abspaltung von 60 Da (C,H40,). Das daraus gebildete Frag-
ment mit m/z 147 wirde dann aus einer Spaltung dieses Molekiils zwischen C-7 und C-8
resultieren (Abb. 3-41).

Isoamericanol A (1), Isoamericaninsdure A (2), Americanin A (3) und Americaninsaure A (4)

Aus der Fraktion F8 der CCC-Trennung des Ethylacetat-Extrakts der Steine wurden vier zur
Gruppe der Neolignane gehorige Naturstoffe isoliert. Es konnten 4,7 mg Verbindung 1,
4,9 mg Verbindung 2, 5,8 mg Verbindung 3 und 2,2 mg Verbindung 4 mittels praparativer
HPLC isoliert werden. Bei Verbindung 1 und 2 handelte es sich um weiRRe, bei Verbindung 3
und 4 um blassgelbe Feststoffe. Die Charakterisierung der Verbindungen erfolgte mittels
'H-NMR- und *C-NMR-Spektroskopie sowie 2D-NMR-Experimenten wie "H-'H-COSY, HSQC,
HMBC und NOESY.

Die Bestimmung der Molekiilmassen mit HR-ESI-MS ergab fiir Verbindung 1 ein Molekiil-lon
mit m/z 353.0995 [M+Na]" und fiir Verbindung 3 ein Molekiil-lon mit m/z 351.0838 [M+Na]".
Dies entspricht den Summenformeln C;gH130¢ flir 1 bzw. CigH160¢ fiir 3. Die Differenz von
2 Da zwischen den beiden Molekiil-lonen war ebenfalls bei den Fragment-lonen vorhanden
(Verbindung 1 m/z 165 vs. Verbindung 2 m/z 163, Verbindung 1 m/z 299 vs. Verbindung 2
m/z 297). Ansonsten waren die Fragmentierungsmuster der Verbindungen 1 und 3 sehr
ahnlich, was fir strukturell dhnliche Verbindungen spricht. Fiir Verbindung 2 ergab sich ein
Molekiil-lon mit m/z 367.0786 [M+Na]’, ebenso fiir Verbindung 4, was der Summenformel
C1sH1607 entspricht. Die Verbindungen 2 und 4 wiesen Uberdies sehr dhnliche Fragmen-

tierungsmuster auf (Tab. 3-30).

Tab. 3-30: Fragmentierung der Neolignane Isoamericanol A (1), Isoamericaninsidure A (2),
Americanin A (3) und Americaninsiure A (4). Angegeben sind die MS*-Fragmentierungen im
negativen Modus inklusive der Intensitaten (ESI-MS).

Verbindung/Precursor-lon Fragmentierung MS? [m/z]

Isoamericanol A (1)

(m/z 329 [M-H])

165, 299 (40), 311 (28), 163 (24), 141 (9), 135 (2), 269 (1)

Isoamericaninsaure A (2) 299, 177 (83), 165 (66), 269 (65), 179 (36), 135 (31), 313 (22), 133
(m/z 343 [M-H]") (20), 281 (18), 325 (16), 163 (11), 217 (3), 125 (2)

Americanin A (3)

(m/z 327 [M=H]) 163, 297 (17), 309 (16), 135 (4), 267 (3), 179 (3), 217 (2)

Americaninsdure A (4) 299, 177 (87), 165 (72), 269 (65), 179 (45), 135 (41), 163 (26), 217
(m/z 343 [M-H]") (24), 133 (18), 125 (17), 325 (12), 313 (10)
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Sowohl an den Massenspektren als auch anhand der Daten der ‘H-NMR- und 3C.NMR-
Spektren ist ersichtlich, dass es sich bei den vier Verbindungen um sehr dhnliche Strukturen
handelt (Tab.3-31 und Tab. 3-32). Die Verbindungen wiesen jeweils zwei 1,3,4-tri-
substituierte Phenylringe mit 6y, 6.85-6.87 (d, J/=2.0 Hz), 6.5 6.80-6.81 (d, /=8.0 Hz), 646
6.77-6.78 (dd, J=2.0, 8.0 Hz) und &4, 6.96-7.27 (d, J=2.0 Hz), &u.5- 6.89-7.04 (d, J=8.5 Hz),
On 6.93-7.25 (dd, J=2.0, 8.5 Hz) auf. Weiterhin auffallig ist die grole Kopplungskonstante
von J=16 Hz zwischen H-7‘ und H-8'. Diese deutet auf eine trans-standige-Doppelbindung

zwischen C-7‘ und C-8‘ an der Propenylseitenkette hin.
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Abb. 3-42: Strukturformeln der vier isolierten Neolignane. Dargestellt sind die Strukturen von Iso-
americanol A (1), Isoamericaninsdure A (2), Americanin A (3) und Americaninsaure A (4).

Des Weiteren zeigen sich Unterschiede in den 'H-NMR- und 13C—NMR—Spektren an dieser
Propenylseitenkette. So konnten bei Verbindung 1 im 'H-NMR zwei Protonen mit 8o 4.19
(dd, J=1.5, 6.0 Hz) identifiziert werden. Diese wiesen mit der Methylengruppe mit &¢o 63.82,
welche im 13’C—NMR—Spektrum identifiziert werden konnte, auf eine Hydroxylgruppe an C-9°
hin. Bei Verbindung 2 konnte ein quartares Kohlenstoffatom mit 8¢9 171.03 identifiziert
werden, welches auf eine Carboxylgruppe hindeutete. Unterstiitzt wurde dies durch den
Verlust von 44 Da, was der Abspaltung von CO; entspricht und zu einem Fragment-lon mit
m/z 299 fiihrte. Die Verbindung 3 zeigte eine tieffeldverschobene Methingruppe mit &c.o
196.13. Das zugehorige Proton wies eine Verschiebung von 64.99.59 (d, /=8.0 Hz) auf, was
auf eine Aldehydgruppe hindeutet. Bei Verbindung 4 konnte wie bei Verbindung 1 eine
Carboxylgruppe (6cor 169.58) identifiziert werden. Darliber hinaus zeigt sich eine
Kopplungskonstante von J;5=8.0 Hz. Diese weist auf eine trans-Konfiguration der Protonen
an C-7 und C-8 in einem Dioxanring hin (256). Es handelt sich damit bei den Verbindungen
um Propenylphenyldimere wie in Abb. 3-42 angegeben. Es bleibt jedoch unklar, an welcher
Position die Verknlipfung der Propenylseitenkette stattfindet, d.h. ob es sich um die ,nor-

malen” Verbindungen oder Iso-Verbindungen handelt. Dies wurde im Folgenden analysiert.
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Tab. 3-31: 'H-NMR-Daten der Neolignane Isoamericanol A (1), Isoamericaninsiure A (2), Ameri-
canin A (3) und Americaninsiure A (4). Ubersicht der chemischen Verschiebungen der einzelnen
Signale [ppm]. Die Spektren wurden bei 600 MHz (*H-NMR) in CD;0D aufgenommen.

Isoamericanol A

Isoamericaninsdure A

Americanin A

Americaninsaure A

: (1) () (3) (4)
2  6.85(d,J=2.0Hz, 1H) 6.86 (d,J=2.0Hz, 1H) 6.87 (d,J=2.0 Hz, 1H) 6.85 (d, J=2.0 Hz, 1H)
5 6.80(d,J=8.0Hz 1H) 6.81(d,/=8.0Hz, 1H) 6.81(d,J=8.0 Hz, 1H) 6.81 (d, /=8.0 Hz, 1H)
6 6.77 (dd, J=2.0, 6.78 (dd, J=2.0, 6.78 (dd, J=2.0, 6.77 (dd, J=2.0,
8.0 Hz, 1H) 8.0 Hz, 1H) 8.0 Hz, 1H) 8.0 Hz, 1H)
7 481(d,J=8.0Hz 1H) 4.84(d,/=8.0Hz, 1H) 4.86 (d,J=8.0 Hz, 1H) 4.86 (d, J=8.0 Hz, 1H)
g 3.99(ddd,J=2.5,45 405 (ddd,J=2545, 409 (ddd,J=2.5,45, 4.02(ddd, <2545,
8.0 Hz, 1H) 8.0 Hz, 1H) 8.0 Hz, 1H) 8.0 Hz, 1H)
3.67 (dd, J=2.5, 3.49 (dd, J=4.5, 3.50 (dd, J=4.5, 3.49 (dd, J=4.5,
o 12.5 Hz, 1H) 12.5 Hz, 1H) 12.5 Hz, 1H) 12.5 Hz, 1H)
3.47 (dd, J=4.5, 3.70 (dd, J=2.5, 3.71 (dd, J=2.5, 3.69 (dd, J=2.5,
12.5 Hz, 1H) 12.5 Hz, 1H) 12.5 Hz, 1H) 12.5 Hz, 1H)
2" 6.96(d,J=2.0Hz, 1H) 7.17 (d, J=2.0 Hz, 1H) 7.27 (d, J=2.0 Hz, 1H) 7.22 (d, /=2.0 Hz, 1H)
5 6.89 (d,J=8.5Hz, 1H) 6.99 (d, J=8.5 Hz, 1H) 7.04 (d, /=8.5 Hz, 1H) 6.92 (d, J=8.5 Hz, 1H)
o 6.93 (dd, J=2.0, 7.13 (dd, J=2.0, 7.25 (dd, J=2.0, 7.10 (dd, J=2.0,
8.5 Hz, 1H) 8.5 Hz, 1H) 8.5 Hz, 1H) 8.5 Hz, 1H)
7 649 (d, J=16 Hz, 1H) 7.55(d, J=16.0 Hz, 1) ~~>1(dJ=16.0Hz,  7.52(d,J=16.0 Hz,
1H) 1H)
) 6.21 (dt, 1=6.0, 6.65 (dd, J=8.0, 6.35 (d, J=16.0 Hz,
8 16.0 Hz, 1H) 6.33 (d, J=16.0 Hz, 1H) 16.0 Hz, 1H) 1H)
. 4.19(dd, J=1.5,
9 6.0 Hz 2H) 9.59 (d, J=8.0 Hz, 1H)

Tab. 3-32: *C-NMR-Daten der Neolignane Isoamericanol A (1), Isoamericaninsiure A (2), Ameri-
canin A (3) und Americaninsdure A (4). Ubersicht der chemischen Verschiebungen der einzelnen
Signale [ppm]. Die Spektren wurden bei 150 MHz (**C-NMR) in CD;0D aufgenommen.

C Isoamericanol A (1) Isoamericaninsdure A (2) Americanin A(3) Americaninsaure A (4)
1 129.58 s 129.43 s 129.13 s 129.25s
2 115.53 d 115.67 d 115.57 d 115.53 d
3 146.70 s 147.42 s 147.34 s 146.74 s
4 147.19 s 146.87 s 148.23 s 147.30 s
5 116.35d 116.52 d 116.39 d 116.38 d
6 120.43 d 120.60 d 120.47 d 120.46 d
7 77.65d 77.74 d 77.60d 77.96 d
8 80.12 d 80.53 d 80.55 d 80.03 d
9 62.14 t 62.16 t 61.96 t 62.07 t
1 132.09 s 129.62 s 129.17 s 129.84 s
2° 115.65 d 117.58 d 118.22 d 117.30d
3 144.64 s 145.78 s 145.79 s 145.18 s
4 145.37 s 147.27 s 146.76 s 147.36 s
5 118.01d 118.60 d 118.69 d 118.42 d
6‘ 120.90 d 123.29d 124.04 d 122.91d
7’ 131.41d 145.83 d 155.38 d 145.83 d
8’ 128.17 d 118.15d 127.86 d 119.01d
9 63.82t 171.03 s 196.13 d 169.58 s
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Nach Abb. 3-42 befindet sich die Propenylseitenkette in Position 1 oder in Position 6°. Nach
der IUPAC-Nomenklatur dndert sich jedoch die Nummerierung, so dass bei den Iso-Ver-
bindungen Position 6 zu 1° wird, der B-Ring also im Uhrzeigersinn gezahlt wird. Genaueren
Aufschluss liber die Verkniipfung der einzelnen Komponenten einschlielllich der Propenyl-

seitenkette liefern die HMBC-Kopplungen, die in Abb. 3-43 dargestellt sind.

HO/\EO 1'H> HO/\EEO m
BOE o

H

HO
HO
R = CH,OH (1), COOH (2) R = CHO (3), COOH (4)

Abb. 3-43: Strukturaufkldarung von Isoamericanol A (1), Isoamericaninsdure A (2), Americanin A (3)
und Americaninsaure A (4). Gezeigt sind relevante HMBC-Kopplungen fir die Strukturaufklarung.

Die Verknupfung des A-Rings erfolgte bei den vier Verbindungen zwischen C-1 und C-7. Dies
konnte durch die Korrelationen des Methin-Protons H-7 mit den Ringprotonen an C-2 und
C-6 bestatigt werden. Fir die Festlegung, in welcher Position die Verknlpfung der Propenyl-
seitenkette stattfindet, wurde zunachst H-7 betrachtet. Hier zeigten sich bei den Verbin-
dungen 1 und 2 HMBC-Kopplungen mit C-3‘ des B-Rings. Die Protonen H-2‘ mit 6., 6.96 (d,
J=2.0 Hz) fiir Verbindung 1 bzw. mit 6.+ 7.17 (d, J=2.0 Hz) fir Verbindung 2 und H-6 mit &6
6.93 (dd, J=2.0, 8.5 Hz) fiir Verbindung 1 bzw. mit &4 7.13 (dd, J=2.0, 8.5 Hz) fiir Ver-
bindung 2 des B-Rings korrelierten mit dem Kohlenstoffatom C-7° (6¢.7- 131.41 fur Verbin-
dung 1 und &¢7- 145.83 fiir Verbindung 2) der Propenylseitenkette. Umgekehrt waren HMBC-
Kopplungen von H-7‘ mit &y.7 6.49 (d, J=16 Hz) fir Verbindung 1 und mit &y 7.55 (d,
J=16.0 Hz) fur Verbindung 2 mit C-2‘ (6¢.,- 115.65 fiir Verbindung 1 und mit 8¢, 117.58 fir
Verbindung 2) und C-6° (6¢.¢- 120.90 fiir Verbindung 1 und 8¢.¢- 123.29 fiir Verbindung 2) vor-
handen. Die einzig nachweisbare Kopplung eines B-Ring-Protons bei Verbindung 1 und 2 mit
C-3’ (6¢.3- 144.64 fiir Verbindung 1 und &¢.3- 145.78 fiir Verbindung 2) ging jedoch von H-5°
mit &4.56.89 (d, J/=8.5 Hz) fiir Verbindung 1 und mit 84.56.99 (d, J=8.5Hz) fir Verbindung 2
aus.

Bei den Verbindungen 3 und 4 zeigten sich HMBC-Kopplungen zwischen H-7 und C-4‘ des
B-Rings. Die Protonen H-2‘ mit 64.,- 7.27 (d, J/=2.0 Hz) fir Verbindung 3 bzw. mit &4, 7.22 (d,
J=2.0 Hz) fiir Verbindung 4 und H-6" mit dx.¢ 7.25 (dd, J=2.0, 8.5 Hz) fir Verbindung 3 bzw.
mit &y 7.10 (dd, J=2.0, 8.5 Hz) fir Verbindung 4 korrelierten wieder mit C-7* (6¢.7- 155.38 fiir
Verbindung 3 und 8¢.7- 145.83 fiir Verbindung 4). Umgekehrt korrelierte H-7° mit 64.7- 7.51 (d,
J=16 Hz) fur Verbindung 3 und mit 647 7.52 (d, J/=16.0 Hz) flr Verbindung 4 mit C-2* (8¢,
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118.22 fiir Verbindung 3 und &c, 117.30 fir Verbindung 4) und C-6° (6ce 124.04 fir
Verbindung 3 und 8¢ 122.91 fiir Verbindung 4). Bei Verbindung 3 und 4 zeigten sich jedoch
im Gegensatz zu den Verbindungen 1 und 2 zwei HMBC-Kopplungen zu C-4‘ ausgehend von
den Protonen H-2‘ und H-6‘. Die Protonen konnten durch die Aufspaltung ihrer Signale
unterschieden werden. So koppelte bei den Verbindungen 1 und 2 H-5 ein d mit J=8.5 Hz,
hervorgerufen durch ein ortho-standiges-Proton, mit C-3‘, wohingegen bei den Ver-
bindungen 3 und 4 H-2‘ und H-6° mit C-4‘ koppelten. Das Proton H-2‘ spaltete als d mit
J=2.0 Hz aufgrund der meta-Stellung zu Proton H-6 auf, und das Proton H-6‘ spaltete als dd
mit J=2.0, 8.5 Hz aufgrund der Kopplung mit C-2‘ (meta-Stellung) und C-5‘ (ortho-Stellung)
auf. Die Verbindungen konnten demnach als Isoamericanol A (1), Isoamericaninsaure A (2),
Americanin A (3) und Americaninsaure A (4) identifiziert werden.

Nach WAIBEL et al. kann eine Unterscheidung von Americanol A und Isoamericanol A durch
die Verschiebungen der Protonen H-2‘ und H-5‘ erfolgen. Betragt der Abstand der Signale im
'H-NMR-Spektrum zwischen diesen beiden Protonen 0.2 ppm, dann liegt Americanol A vor.
Betragt dieser Abstand 0.07 ppm, so liegt Isoamericanol A vor (83). Die Verschiebungen im
'H-NMR von Verbindung 2 zeigten eine Differenz von 0.07 ppm zwischen H-2° mit &4
6.96 ppm und H-5 mit 64.5- 6.89 ppm. Hierdurch kann zusatzlich bestatigt werden, dass es

sich bei der isolierten Verbindung um Isoamericanol A und nicht um Americanol A handelt.
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Abb. 3-44: Vorgeschlagene Fragmentierungen von Isoamericanol A. Als Precursor-lon wurde m/z
329 [M-H] ausgewihlt. Die Fragmentierungen wurden im negativen Modus (ESI-MS") durchgefiihrt.
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Als Precursor-lon fiir die Fragmentierung von Isoamericanol A im negativen Modus (ESI-MS")
wurde m/z 329 [M-H]  ausgewahlt (Abb. 3-44, Tab. 3-30). Der Hauptweg der Fragmen-
tierung verlauft Uber die Spaltung des Molekiil-lons am zentralen Dioxanring, wobei die
Fragmente m/z 165 (A-Ring) und m/z 163 (B-Ring) gebildet werden. Der Verlust von 18 Da
(H,0) beim Fragment-lon mit m/z 165 fuhrt zum Folge-lon mit m/z 147. Weiterhin konnte
die Abspaltung der Hydroxymethyl-Gruppe (30 Da) an C-8 beobachtet werden. Dies fiihrte
zum Fragment-lon mit m/z 299. Durch eine Spaltung des Dioxanrings entanden Uber den
Weg m/z 329 - 299 die Fragment-lonen mit m/z 165 (B-Ring) und m/z 135 (A-Ring). Durch
den Verlust von 18 Da (H,0) an C-9 des Molekil-lons entstand das lon mit m/z 311. Das
Sekundar-lon mit m/z 269 wurde durch den Verlust von zwei Hydroxymethyl-Gruppen
(60 Da) an C-8 und C-8‘ gebildet. Die weitere Fragmentierung des lons mit m/z 269 fiihrte zu

einem lon mit m/z 135, welches durch Spaltung des Dioxanrings zustande kam.
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Abb. 3-45: Vorgeschlagene Fragmentierungen von Isoamericaninsaure A. Als Precursor-lon wurde
m/z 343 [M-H]™ ausgewahlt. Die Fragmentierungen wurden im negativen Modus (ESI-MS") durch-
gefiihrt.

Fir die Untersuchung der Fragmentierung (negativer Modus) von Isoamericaninsdure A
wurde vom lon m/z 343 [M-H] ausgegangen (Abb. 3-45, Tab. 3-30). Als Hauptfragment
wurde m/z 299 gebildet. Der Verlust von 44 Da des Molekul-lons entsteht durch Abspaltung
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von CO,. Die Spaltung des zentralen Dioxanrings des Molekil-lons fiihrt zu den lonen m/z
165 (A-Ring) und m/z 177 (B-Ring). Der weitere Verlust von 18 Da (H,0) bei m/z 165 fihrt
zum lon mit m/z 147. Bei m/z 177 wurde der Verlust von 44 Da beobachtet, was der
Abspaltung von CO, entspricht und zum Fragment mit m/z 133 fuhrt. Des Weiteren wird die
Abspaltung von H,0 aus dem Molekul-lon mit m/z 343 beobachtet, was zu m/z 325 fihrt.
Der Verlust von 74 Da kommt durch die Abspaltung der Hydroxymethyl-Gruppe an C-8 und
CO, an C-8‘ zustande. Die folgende Spaltung (MS3) fihrt dann, wie bei Isoamericanol A, zu
m/z 135. Das Sekundar-lon mit m/z 313 entsteht durch Verlust der Hydroxymethyl-Gruppe
an C-8 (30 Da). Durch Spaltung des Dioxanrings entstehen die Fragment-lonen m/z 135 und
m/z 179.

3.1.2.4.2 Pulpe

Aus der Pulpe von Frichten von M. citrifolia wurden lIsolierungen aus dem Hexan- und

Ethylacetat-Extrakt realisiert, auf die nachfolgend naher eingegangen werden soll.

Hexan-Extrakt

Der in vacuo eingeengte und gefriergetrocknete Hexan-Extrakt der Pulpe (1000 mg) wurde
mittels HSCCC (CCCSystem 5) aufgetrennt. Dabei wurden sechs Fraktionen (F1-F6) sowie die
Coil-Fraktion (F7) erhalten, die anhand des Chromatogramms bei 262 nm und mittels DC
(DCSystem 4) eingeteilt werden konnten. In Fraktion F4 wurde mittels HPLC (HPLCSystem 1)
(2E,4Z,72)-Decatriensaure mit einer chromatographischen Reinheit von >95 % bei 262 nm
identifiziert. Die *H- und *C-NMR-Spektren wiesen jedoch Stérsignale auf. Deshalb wurde
Fraktion F4 mittels praparativer HPLC (prdpHPLCSystem 1) aufgereinigt. So konnten 3,8 mg
(2E,4Z,72)-Decatriensaure isoliert werden. Die Strukturaufklarung ist unter 7.1 angegeben. In
Fraktion F5 konnte Octanséure und in Fraktion F6 Linolsdure mittels "H-NMR- und **C-NMR-

Spektroskopie identifiziert werden (Daten nicht aufgefihrt).

Ethylacetat-Extrakt

Der gefriergetrocknete Ethylacetat-Extrakt der Pulpe (700 mg) wurde mittels HSCCC (CCC-
System 3) aufgetrennt. Anhand des UV-Chromatogramms bei 280 nm und dinnschicht-
chromatographischer Analyse (DCSystem 1/DCSystem 2) wurden neun Fraktionen (F1-F9)
separiert (Abb. 3-46).
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Absorption bei 280 nm

Zeit [h]

Abb. 3-46: UV-Chromatogramm der HSCCC-Trennung des Ethylacetat-Extrakts der Pulpe bei
280 nm. Es konnten neun Fraktionen (F1-F9) eingeteilt werden. Die Fraktionen F1-F6 wurden im
Elutions-Modus, die Fraktionen F7—-F9 wurden im Extrusions-Modus erhalten. Die Trennung wurde
mit CCCSystem 3 durchgefihrt.

Die Fraktionen F1 und F3 wurden mittels praparativer HPLC weiter aufgereinigt. Daflr
wurden die Systeme prdpHPLCSystem 9 (Fraktion F1) bzw. prdpHPLCSystem 7 (Fraktion F3)
verwendet. Aus Fraktion F1 konnte 2,6-Di-O-(B-D-Glucopyranosyl)-1-O-octanoyl-B-b-gluco-
pyranose (Noniosid B) und aus Fraktion F3 2-O-(B-p-Glucopyranosyl)-1-octanoyl-B-b-
glucopyranose (Noniosid J) isoliert werden. Die Strukturaufklarung der Verbindungen ist

nachfolgend angegeben.

Noniosid B und Noniosid J

Aus Fraktion F1 und Fraktion F3 des mit HSCCC getrennten Ethylacetat-Extrakts der Pulpe
wurden 29 mg bzw. 4 mg eines weillen Feststoffes isoliert. Die Charakterisierung der Verbin-
dungen erfolgte mittels *H-NMR- und 13C—NMR—Spektroskopie sowie 2D-NMR-Experimenten
wie "H-"H-COSY, HSQC, HMBC und NOESY.

Verbindung 1 zeigte im HR-ESI-MS eine Molekiilmasse von m/z 653.2627 [M+Na]® und
Verbindung 2 eine Molekiilmasse von m/z 491.2099 [M+Na]®. Dies entspricht den
Molekilformeln CygHs6017 flr 1 und CygH3601; flr 2. Die Fragmentierungen mit ESI-MS sind
in Tab. 3-33 angegeben. Das "H-NMR-Spektrum von Verbindung 1 zeigte Signale fiir drei
anomere Protonen mit &y.1- 5.60 (d, J/=8.0 Hz), &n.1« 4.56 (d, J=8.0 Hz) und &n.1~ 4.32 (d,
J=8.0 Hz). Dies deutete auf drei Monosaccharid-Einheiten mit einer B-Konfiguration am
anomeren Kohlenstoffatom hin. Die Protonen H-4" (64 3.49), H-4"’ (64 3.26—3.29) und H-4""
(64 3.26—3.29) zeigten, dass es sich um drei B-Glucopyranose-Molekiile handelt (235).
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Tab. 3-33: Fragmentierung der Nonioside B und J. Angegeben sind die MS*-Fragmentierungen im
negativen und positiven Modus inklusive der Intensitaten (ESI-MS).

Verbindung/Precursor-lon Fragmentierung MS? [m/z]

Noniosid B

(m/z 629 [M=H]") 305, 179 (46), 407 (44), 611 (25), 431 (28), 503 (18), 485 (11)

Noniosid B

(m/z 653 [M+Na]") 509, 347 (11)

Noniosid J

(m/z 491 [M+Na]") 347,325 9)

Zusatzlich zu den Signalen der drei Glucopyranose-Molekiile konnten folgende Protonen
identifiziert werden: 6y.,5 2.38 (dt, J/=7.5, 16.0 Hz, 1H), &y.2, 2.43 (dt, J=7.5, 16.0 Hz, 1H), 643
1.62 (quint, J=7.5 Hz, 2H), 8n-a/81.5/84.6/61.7 1.27-1.37 (m, 8H) und 8.5 0.91 (t, J=7.0 Hz, 3H).
Diese Protonen deuteten auf Octansdure hin, was durch die Signale C-1 (6¢ 173.99), C-2
(8¢ 34.93), C-3 (8¢ 25.58), C-4 (8¢ 30.19), C-5 (6¢ 30.17), C-6 (8¢ 32.91), C-7 (6¢ 23.73) und C-8
(6¢ 14.48) im *C-NMR-Spektrum gestiitzt wurde.

Das *C-NMR-Spektrum wies dariiber hinaus die Signale C-1’ (8¢ 93.98), C-2’ (5¢ 82.38), C-3’
(6¢ 77.32), C-4’ (6¢ 70.27), C-5" (6¢ 77.39) und C-6’ (6¢ 69.15) auf, die durch die Verschie-
bungen von C-1’, C-2’ und C-6’ einer zentralen Glucose-Einheit zugeordnet werden konnten.
Dabei wurde vermutet, dass die Verknlipfung von Octansaure lber eine Veresterung an C-1’,
und die beiden (brigen Glucose-Einheiten lber glykosidische Bindungen an C-2’ bzw. C-6’
stattfinden. Die Verschiebungen von C-1"" mit 6¢ 105.60 und C-1“ mit ¢ 104.59 deuten auf
die Verknipfung an diesen Positionen hin. Die komplette Zuordnung der Signale der
'H-NMR- und 13C-NMR—Spektren ist in Tab. 3-34 angegeben.

HO
HO o)
HO
',,/O_\
OH "™ > HO
H\_/(CHz
HO 01,01234 6 8 HO 01'0 2 4 6 8

HO
( H\j\’\ﬂ/\Hz ° T ( Hj’Hz T

HO%O HO%O

am 1"
HO OH H HO H

1 2

Abb. 3-47: Strukturaufklarung von Noniosid B (1) und Noniosid J (2). Gezeigt sind wichtige HMBC-
Kopplungen.
Die Verknlpfung der einzelnen Strukturelemente konnte mittels HMBC aufgeklart werden
(Abb. 3-47). Das Proton H-1‘ mit 64 5.60 (d, J=8.0 Hz) der zentralen Glucose-Einheit zeigte

eine Korrelation mit dem Kohlenstoffatom C-1 (6¢ 173.99) der Octansdure. Weiterhin konnte

eine Korrelation zwischen H-1“ mit 64 4.32 (d, J/=8.0 Hz) der terminalen Glucose und C-2‘ der
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zentralen Glucose (6¢ 82.38) beobachtet werden. Fir die lGbrige Glucose-Einheit konnte die

Verknipfung an C-6‘ nachgewiesen werden, da Korrelationen zwischen H-6" mit 64 3.77 (dd,
J=5.0, 11.5 Hz) bzw. 4.15 (dd, J=2.0, 11.5 Hz) und C-1“ (6 105.60) sowie H-1* mit &, 4.56 (d,
J=8.0 Hz) und C-6’ (6¢ 69.15) beobachtet wurden.

Tab. 3-34: 'H-NMR- und **C-NMR-Daten von Noniosid B und Noniosid J. Ubersicht der chemischen
Verschiebungen der einzelnen Signale im 'H-NMR- und C-NMR-Spektrum von Noniosid B und
Noniosid J. Die Spektren wurden bei 600 MHz (‘*H-NMR) bzw. 150 MHz (**C-NMR) in CD;0OD auf-

genommen.
Noniosid B Noniosid J
C/H du [ppm] dc [ppm] 3 [ppm] dc [ppm]
1 173.99 s 174.05 s
2a 2.38(dt, J=7.5, 16.0 Hz, 1H) 2.35 (dt, J=7.5, 16.0 Hz, 1H)
2b  2.43(dt, J=7.5, 16.0 Hz, 1H) 3493t {54 (dt, J=7.5, 16.0 Hz, 1H) 34.97t
3 1.62 (quint, J=7.5 Hz, 2H) 25.58t | 1.52-1.57 (m, 2H) 25.61t
4 1.27-1.37 (m, 2H) 30.19t | 1.23-1.30 (m, 2H) 30.22 t
5 1.27-1.37 (m, 2H) 30.17t | 1.23-1.30 (m, 2H) 30.19t
6 1.27-1.37 (m, 2H) 32.91t | 1.23-1.30(m, 2H) 32.95¢t
7  1.27-1.37 (m, 2H) 23.73t | 1.23-1.30 (m, 2H) 23.75¢t
8 0.91(t J=7.0 Hz, 3H) 14.48 g | 0.84 (t, J=7.0 Hz, 3H) 14.49 q
1’ 5.60 (d, J=8.0 Hz, 1H) 93.98d | 5.55 (d, J=8.0 Hz, 1H) 94.01 d
2° 3.58-3.64 (m, 1H) 82.38d | 3.73-3.77 (m, 1H) 82.57 d
3 3.58-3.64 (m, 1H) 77.32d | 3.73-3.77 (m, 1H) 77.81d
4 3.49 (dd, J=9.0, 10.0 Hz, 1H) 70.27 d | 3.55 (dt, J=9.0, 17.0 Hz, 1H) 70.79 d
5 3.55(ddd, J=2.0, 5.0, 10.0 Hz, 1H) 77.39d | 3.55 (dt, J=9.0, 17.0 Hz, 1H) 77.85d
,  3.77(dd, J=5.0, 11.5 Hz, 1H) 3.61 (dd, J=5.0, 12.0 Hz, 1H)
& 415 (dd, J=2.0, 11.5 Hz, 1H) 69.15t 1,415 (dd, J=2.0, 11.5 Hz, 1H) 62.73t
1“  4.56 (d, J=8.0 Hz, 1H) 105.60 d | 4.50 (d, J=8.0 Hz, 1H) 105.65 d
2”  3.19 (dd, J=6.0, 7.0 Hz, 1H) 76.01d | 3.18-3.20 (m, 1H) 76.06 d
3“ 3.32-3.37 (m, 1H) 77.73d | 3.32-3.37 (m, 1H) 78.30 d
4“  3.26-3.29 (m, 1H) 71.13d | 3.26-3.29 (m, 1H) 71.46 d
5¢ 3.22-3.26 (m, 1H) 78.27d | 3.22-3.26 (m, 1H) 78.78 d
., 3.66(m, 1H) 3.61 (dd, J=5.0, 12.0 Hz, 1H)
6% 383 (dd, J=2.0, 12.0 Hz, 1H) 6245t 137 (m, 1H) 62.25t
1 4.32(d, J=8.0 Hz, 1H) 104.59 d
2 3.21(dd, J=6.0, 7.0 Hz, 1H) 75.09 d
3“ 3.32-3.37 (m, 1H) 77.75d
4 3.26-3.29 (m, 1 H) 71.25d
5 3.22-3.26 (m, 1 H) 78.01d
g 3:66(m, 1H) 62.45 t

3.86 (dd, J=2.0,12.0 Hz, 1H)

Die Verbindung konnte eindeutig als 2,6-Di-O-(B-D-Glucopyranosyl)-1-O-octanoyl-B-b-

glucopyranose (Noniosid B) identifiziert werden. Die Verbindung wurde erstmals von

WANG et al. aus Friichten von M. citrifolia isoliert (67).
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Die 'H-NMR- und *C-NMR-Daten von Verbindung 2 zeigten, dass die Struktur sehr ahnlich zu
Noniosid B ist. Das ‘H-NMR-Spektrum von Verbindung 2 zeigte jedoch Signale fiir nur zwei
anomere Protonen mit &4+ 5.55 (d, /=8.0 Hz) und &y.1~ 4.50 (d, J=8.0 Hz). Diese Signale
deuteten auf zwei Monosaccharid-Einheiten mit einer B-Konfiguration am anomeren
Kohlenstoffatom hin. Die Protonen H-4’ (64 3.55) und H-4" (&4 3.26—3.29) zeigten, dass es
sich um B-Glucopyranose-Molekiile handelt (235). Es konnten die Protonen &y, 2.35 (dt,
J=7.5, 16.0Hz, 1H), 6uap 2.42 (dt, J=7.5, 16.0Hz, 1H), &us 1.52-1.57 (m, 2H),
O4-4/61.5/61.6/617 1.23-1.30 (m, 8H) und &4 0.84 (t, J=7.0 Hz, 3H) identifiziert werden,
welche auf das Vorhandensein einer Octansaure hindeuten. Die Signale im 13c.NMR Oc1
174.05, 8¢, 34.97, 6¢c3 25.61, 6¢cq 30.22, 6cs 30.19, 6c 32.95, 6c7 23.75 und 6cg 14.49
unterstitzten diese Vermutung. Die zentrale Glucopyranose-Einheit wies Verschiebungen im
13C-NMR von C-1’ (8¢ 94.01), C-2’ (8¢ 82.57), C-3’ (6¢ 77.81), C-4’ (8¢ 70.79), C-5’ (8¢ 77.85)
und C-6" (6¢ 62.73) auf, was fiir eine Verknipfung der zweiten B-Glucopyranose-Einheit an
C-2’ und fur eine Verknipfung der Octansaure Uber eine Esterbindung an C-1" sprach. Diese
Vermutung wurde durch HMBC-Experimente (berprift. Hier konnten Kopplungen zwischen
dem Proton H-1" mit &y 5.55 (d, /=8.0 Hz) der Glucose und C-1 (6¢ 174.05) der Fettsdure, dem
Proton H-1* mit &4 4.50 (d, J/=8.0 Hz) der terminalen Glucose und C-2‘ der zentralen Glucose
(6¢ 82.57) beobachtet werden. Weitere HMBC-Korrelationen sind in Abb. 3-47 gezeigt. Die
Verbindung konnte folglich als 2-O-(B-b-Glucopyranosyl)-1-O-octanoyl-B-p-glucopyranose
(Noniosid J) identifiziert werden. Die Verbindung wurde erstmals von AkIHISA et al. 2007 aus
Friichten von M. citrifolia isoliert (257).
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3.2 Fliichtige Bestandteile
3.2.1 Ubersicht tiber die fliichtigen Verbindungen in frischen Siften

Um eine Ubersicht tiber die fliichtigen Verbindungen in Saften aus M. citrifolia zu erstellen,
wurden frische Safte unreifer und reifer Frichte aus Tahiti (TAreif/TAunreif) und Hawai’i
(HAreif/HAunreif) sowie reifer Friichte aus Costa Rica (CRreif) und Kuba (CUreif) analysiert.
Die Probenaufarbeitung erfolgte mittels Festphasenextraktion (Solid phase extraction, SPE).
Die Zuordnung der Signale wurde anhand der Retentionsindices und des Vergleichs mit
Massenspektren aus der institutseigenen Datenbank durchgefiihrt. Die Quantifizierung der
einzelnen Verbindungen erfolgte mithilfe zweier interner Standards.

Insgesamt konnten in den frischen Saften 43 Verbindungen nachgewiesen werden. Die
einzelnen Substanzen wurden Gruppen zugeordnet. Auf diese Weise konnten elf Alkohole,
acht Ester, 13 Saduren, zwei Amide, zwei Ketone und sieben sonstige Verbindungen

nachgewiesen werden (Tab. 3-35).

Tab. 3-35: Fliichtige Verbindungen in frischen Saften. Gehalte der flichtigen Verbindungen [ppm],
die in frischen Saften unreifer Friichten aus Tahiti und Hawai’i sowie in frischen Siften reifer
Frichten aus Tahiti, Hawai’i, Costa Rica und Kuba nachgewiesen werden konnten (n.n. nicht
nachweisbar, n.q. nicht quantifizierbar).

Gehalte [ppm]

RI .Rl Verbindung TA. TAreif HA. HAreif ~ CRreif  CUreif
(Lit.*) unreif unreif

Alkohole

1047 1026 2Methyl-3- 1,07 2,62 13,65 2,24 7,45 11,61
buten-2-ol

1100 1083 2-Methylpropanol 2,89 0,91 1,72 2,90 n.q. 1,97

1150 1136  1-Butanol 7,59 10,27 1,19 6,87 5,85 24,14

1205/ 3-Methyl-1-butanol/

1210 1208  2-Methyl-1-butanol n.g. 1,14 n.g. 1,93 n.g. 3,36

1250 1236 >-Methyl-3- 1,1x10° 457,42 451,82 131,96 388,66 670,25
buten-1-ol

1322 1321 SMethyl-2- 51,48 20,78 42,06 7,50 2577 38,10
buten-1-ol

1324 1318 2-Heptanol 4,55 6,38 n.g. 9,24 n.g. 1,63

1357 1353  1-Hexanol 8,28 1,92 1,95 25,83 6,02 17,27
3-Methylthio-

1710 1668 oropanol n.g. n.g. n.g. n.g. n.g. 0,32

1867 1864  Benzylalkohol 0,37 0,57 0,76 0,68 0,66 0,69

Ester

986 961 Methylbutanoat™*

1033 1031  Ethylbutanoat 11,54 45,97 n.g. 9,38 n.g. 1,53

1184 1164  Methylhexanoat 26,05 24,73 3,93 26,08 6,01 7,35

1232 1217  Ethylhexanoat 15,81 78,67 n.g. 24,65 n.g. n.g.

1385 1374  Methyloctanoat 6,38 6,45 0,84 8,68 5,24 4,88
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Gehalte [ppm]

RI .RI Verbindung TA. TAreif HA. HAreif ~ CRreif  CUreif
(Lit.*) unreif unreif

1440 1436  Ethyloctanoat 5,36 13,90 n.g. 13,06 n.g. n.g.
Methyl-3-

1512 — (methylthio)- 0,69 0,43 0,41 0,96 n.g. 0,29
propanoat

1558 153g CuwhS-methylthio) oo 00 832 097 045 042
propanoat

Sduren

1432 1415  Essigsaure 20,00 186,16 15,51 192,84 39,64 32,33

1531 1505 Propansaure 0,58 0,23 0,19 0,24 n.n. n.n.

1561 1553 ;Eﬂrithy'propa”' 2328 14,07 3655 17,42 3155 19,82

1619 1598 Butansaure 23,28 14,07 36,55 17,42 31,55 19,82

1664 1649  2-Methyl-butansdaure 12,31 4,96 32,81 6,49 9,85 6,11

1731 1710 Pentansadure 1,38 0,19 0,24 0,35 n.n. n.n.
3-Methylbut-2-

1788 — ensiure 0,19 n.q. n.q. n.q. n.q. n.n.

1806 —  >-Methylbut-3- 472 421 2,8 090 052 7,47
ensdure

1843 1802 Hexansaure 262,58 115,28 294,68 246,37 206,98 183,00

1947 1931 Heptansaure n.g. n.g. 5,18 1,55 4,06 1,76

2060 2025 Octansaure 253,76 164,32 107,30 238,92 284,82 279,08

2268 2270 Decansaure 1,06 0,32 0,67 0,95 1,37 0,37

2082 —  >-Methyithio- 58 235 833 48 495 114
propansaure

Ketone

979 984 2-Pentanon**

1178 1178 2-Heptanon 31,36 15,47 2,63 46,93 13,61 21,69

Amide

2106 — Hexanamid n.g. 0,20 0,46 0,48 0,49 0,83

2323 — Octanamid n.g. n.g. n.g. n.n. n.n. 0,20

sonstige Verbindungen

1276 1278  Acetoin 3,12 9,05 10,63 12,79 14,91 2,01

1684 1675 g(ﬁt)h;:f;:‘;‘im 2 n.g. n.g. ng. 062  nag. n.g.
5-Butyldihydro-2-

1900 1889 3(H)_f‘;ran‘;n 03 098 ng 026  nag. n.g.

1977 1957 Iiy?:n-[g-lj)]n n.g. n.n. n.n. n.q. n.qg. n.q.

2153 2141  Eugenol n.g. n.g. n.g. n.n. n.g. n.g.

3045 — Vomifoliol**

3168 — Scopoletin®**

*angegeben unter 4.4.1.2

**Quantifizierung aufgrund ungeniigender Peakform bzw. Uberlappung mit dem Lésungsmittelpeak nicht méglich

Diese Beobachtung stimmt mit den bereits publizierten Werten von FARINE et al. Uberein
(85). Dort konnten 50 fliichtige Verbindungen aus Friichten mittels GC-MS (Cl und El)
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nachgewiesen werden, wobei jedoch auch langerkettige Fettsdauren detektiert wurden
(>C10), die hier nicht nachgewiesen werden konnten. In einer Veroffentlichung aus dem Jahr
2010 von PiNOetal. wurden 96 flichtige Verbindungen in Frichten von M. citrifolia
identifiziert (87).

Bei den detektierten Alkoholen konnten neben den unverzweigten Alkoholen 1-Butanol,
2-Heptanol und 1-Hexanol sechs verzweigte Alkohole nachgewiesen werden. Die hochsten
Gehalte in allen Saften wies die Verbindung 3-Methyl-3-buten-1-ol auf. In den Saften aus
unreifen Friichten konnten 1077,97 ppm (TAunreif) bzw. 451,82 ppm (HAunreif) dieser
Verbindung detektiert werden. In den Saften aus reifen Friichten waren Konzentrationen
von 131,91-670,25 ppm an 3-Methyl-3-buten-1-ol nachweisbar. Des Weiteren konnten bei
den Alkoholen 3-Methylthiopropanol (nur in einem Saft quantifizierbar) und Benzylalkohol
nachgewiesen werden.

Bei den Esterverbindungen konnten die Methyl- und Ethylester von Butan-, Hexan- und
Octansadure sowie von 3-Methylthiopropansdure nachgewiesen werden. So konnten in allen
Saften samtliche genannten Esterverbindungen nachgewiesen werden, die Gehalte
schwankten jedoch stark. Als Hauptverbindungen unter den Carbonsdureestern konnten
Ethylbutanoat, Methyl- und Ethylhexanoat sowie Methyl- und Ethyloctanoat identifiziert
werden.

Bei den Sduren wurden Essig-, Propan-, Butan-, Pentan-, Hexan-, Heptan-, Octan- und
Decansdaure nachgewiesen. Diese Sduren waren mit Ausnahme von Propan- und
Pentansaure in allen Saften nachweisbar. Propan- und Pentansaure sind in den Saften aus
Friichten aus Kuba und Costa Rica nicht detektierbar (Anhang Tab. 7-10). Zusatzlich konnten
2-Methylpropansaure, 2-Methylbutansadure, 3-Methylbut-2-ensaure, 3-Methylbut-3-ensaure
und 3-Methylthiopropansaure detektiert werden. Hexan- und Octansaure wiesen unter den
Sauren die hochsten Gehalte in den Saften von M. citrifolia auf. Die Gehalte an Hexansdure
lagen in Saften aus unreifen Friichten bei 262,58 ppm (TAunreif) und 294,68 ppm (HAunreif),
in Saften aus reifen Friichten bei 115,28-246,37 ppm. Die Gehalte an Octansdure betrugen
in Saften aus unreifen Friichten 253,76 ppm (TAunreif) bzw. 107,30 ppm (HAunreif) sowie in
Saften aus reifen Frichten 164,32-284,82 ppm.

Bei den Ketonen konnten die Verbindungen 2-Pentanon und 2-Heptanon in allen Saften
nachgewiesen werden. Hexanamid war in allen Saften detektierbar. Octanamid war mit
Ausnahme von zwei Siften in allen Proben nachweisbar (Anhang Tab. 7-10). Bei den
sonstigen Verbindungen konnten Acetoin, 5-Ethyldihydro-2-3(H)-furanon (y-Hexalacton),
5-Butyldihydro-2-3(H)-furanon (y-Octalacton), 3-OH-[2H]-Pyran-2-on, Eugenol, Vomifoliol

und Scopoletin nachgewiesen werden.
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AbschlieBend kann festgehalten werden, dass die Safte aus den unterschiedlichen Regionen
die gleichen fliichtigen Verbindungen enthalten. Die Zusammensetzung der fliichtigen Ver-
bindungen der einzelnen Safte variiert jedoch stark, was wahrscheinlich mit den
unterschiedlichen klimatischen Verhaltnissen an den verschiedenen Wachstumsstandorten
zusammenhangt. Darliber hinaus konnten keine eindeutigen Unterschiede zwischen der
Zusammensetzung der flichtigen Verbindungen in Saften aus unreifen und reifen Friichten

nachgewiesen werden.
3.2.2 Ubersicht iiber die fliichtigen Verbindungen in fermentierten Siften

Weiterhin wurden die fliichtigen Verbindungen der fermentierten Safte ndaher untersucht.
Dabei zeigte sich, dass zusatzlich zu den 43 Verbindungen, die in den frischen Saften
detektiert werden konnten, weitere zwolf Verbindungen in fermentierten Saften
nachgewiesen werden konnten. Diese Verbindungen waren jedoch nicht alle quantifizierbar.
Die fliichtigen Verbindungen, bei denen eine Quantifizierung moéglich war, sind in Tab. 3-36
aufgefihrt. Zusatzlich wurde in Tab. 3-36 die Verbindung 3-OH-[2H]-Pyran-2-on aufge-
nommen. Diese Verbindung war in den frischen Saften zwar nachweisbar, jedoch nicht
guantifizierbar. Tab. 3-37 zeigt zusatzlich die Verbindungen, die mittels GC-MS nachweisbar,

jedoch nicht quantifizierbar waren.

Tab. 3-36: Fliichtige Verbindungen in fermentierten Saften. Gehalte der fliichtigen Verbindungen
[ppm], die zusatzlich in allen fermentierten Saften nachgewiesen und in mehr als der Halfte der Safte
quantifiziert werden konnten (n.q. nicht quantifizierbar).

Gehalte [ppm]

RI RI Verbindung TAmed TAfull HAmed HAfull
(Lit.)* ferm ferm ferm ferm
1322 1313  Methyllactat 7,47 4,93 2,81 3,47
1349 1358  Ethyllactat 24,70 24,29 10,45 23,20
1450 1455  2-Furfural 39,37 3,74 n.q. 3,35
1579 1583  2,3-Butandiol 0,27 0,51 0,60 0,21
1608 1599  y-Butyrolacton 1,28 2,36 0,25 0,72
1920 1925  2-Phenylethanol 0,78 0,67 1,23 1,22
1977 1957  3-OH-[2H]-Pyran-2-on 1,45 n.q. 1,89 0,51
2401 2383 Furan-2-carbonsaure 0,64 0,77 0,79 0,65
2488 2486  5-Hydroxy-methylfurfural 1,44 1,40 0,68 0,80

*angegeben unter 4.4.1.2

In Tab. 3-36 zeigt sich, dass es sich bei den zusatzlich detektierten Verbindungen einerseits
um Produkte aus der MaiLLARD-Reaktion handelt (2-Furfural, 2-Furancarbonsdure und 5-Hy-
droxymethylfurfural) und andererseits um mikrobielle Fermentationsprodukte (Methyl-

lactat, Ethyllactat, 2,3-Butandiol, y-Butyrolacton, und 2-Phenylethanol).
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Die MAILLARD-Reaktionsprodukte wie 2-Furfural, 2-Furancarbonsaure und 5-Hydroxymethyl-
furfural bilden sich wahrscheinlich wahrend der Pasteurisation der Safte zur Haltbar-
machung. Zusatzlich ist aber auch eine Bildung bei der Fermentation unter den vorherr-
schenden Umgebungstemperaturen denkbar.

Einen groBeren Einfluss als diese Verbindungen scheinen jedoch die mikrobiellen
Fermentationsprodukte wie Methyllactat, Ethyllactat, 2,3-Butandiol, y-Butyrolacton, und 2-
Phenylethanol, die ausschliefllich in den fermentierten Saften nachgewiesen werden
konnten, zu haben. Diese Verbindungen werden beispielsweise von verschiedenen Hefen
der Gattung Saccharomyces gebildet. In besonders hohen Konzentrationen wurden dabei
Ethyllactat, y-Butyrolacton und 2-Phenylethanol detektiert, die Verbindungen, welche auch
in fermentierten Saften anderer Friichte nachgewiesen worden sind (258, 259). Dariliber
hinaus wurden diese Verbindungen auch nach Wildfermentation exotischer Gabiroba-
Frichte (Campomanesia pubescens) identifiziert (260). Dies ist nicht weiter auffallig, da
fermentierter Noni-Saft im Allgemeinen ebenfalls durch eine unkontrollierte Wild-

fermentation hergestellt wird.

Tab. 3-37: Fliichtige Verbindungen, die mittels GC-MS in fermentierten Saften nachgewiesen
werden konnten. Diese Verbindungen waren mittels GC-FID nicht quantifizierbar (x nachweisbar, o
nicht nachweisbar).

RI detektierte = TAmed TAfull HAmed HAfull

RI (Lit.)* Verbindung Massen ferm ferm ferm ferm

cis-5-Hydroxy-2-

1492 1511 methyl-1,3-dioxan 117,103, 88 X X X X

1608 1610 CsAHvdroxymethyl .o 6 gy X X o X
2-methyl-1,3-oxolan
trans-4-

1670 1668 Hydroxymethyl-2- 117, 103, 87 X X X X
methyl-1,3-oxolan

1807 1810 AnSSHydroxy-2- 005 g o x 0 x
methyl-1,3-dioxan

1988 1993 3-Phenylpropanol 136, 117,91 o o

2540 2551 Phenylessigsaure 136,91 X X

*angegeben unter 4.4.1.2

In Tab. 3-37 sind vier weitere Verbindungen aufgefiihrt, die ausschlieBlich in fermentierten
Saften nachgewiesen werden konnten. Davon stellen 3-Phenylpropanol und Phenyl-
essigsaure wiederum mikrobielle Fermentationsprodukte dar (258, 259). 3-Phenylpropanol
konnte jedoch nur in den fermentierten Saften aus Hawai’i detektiert werden. Interessanter
erschienen jedoch hinsichtlich ihrer Bildung vier Verbindungen, die zunachst aufgrund
niedriger Konzentrationen nicht identifiziert werden konnten. Ein Vergleich der erhaltenen

Massenspektren deutete auf die Verbindungen cis-5-Hydroxy-2-methyl-1,3-dioxan (1), trans-
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5-Hydroxy-2-methyl-1,3-dioxan (2), cis-4-Hydroxymethyl-2-methyl-1,3-oxolan (3) und trans-
4-Hydroxymethyl-2-methyl-1,3-oxolan (4) hin (Abb. 3-48).

CH,OH CH,OH
OH
%o HO 0 o_ 0 o_0
OX_CH, “N\C02CcH, Y N
CH, CH,
1 2 3 4

Abb. 3-48: Nachgewiesene Oxolane und Dioxane in fermentierten Noni-Saften. Dargestellt sind die
Strukturformeln von cis-5-Hydroxy-2-methyl-1,3-dioxan (1), trans-5-Hydroxy-2-methyl-1,3-dioxan (2),
cis-4-Hydroxymethyl-2-methyl-1,3-oxolan (3), trans-4-Hydroxymethyl-2-methyl-1,3-oxolan (4).

Um dies abzusichern, wurden diese heterocyclischen Acetale, wie unter 4.4.1.4 angegeben,
synthetisiert und mittels CCC (CCCSystem 7) getrennt. Dadurch wurden die heterocyclischen
Acetale erhalten, welche dadurch eindeutig in den fermentierten Saften identifiziert werden
konnten (Abb. 3-49).
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Abb. 3-49: Identifizierung der Oxolane und Dioxane in fermentiertem Saft. Dargestellt ist das TIC
von TAfullferm (A). In B ist der relevante Ausschnitt von A als EIC (m/z 103) dargestellt. Die zuge-
horigen Massenspektren der Verbindungen sind unter D dargestellt. Chromatogramm C zeigt die
synthetisierten und mittels HSCCC aufgereinigten Oxolane und Dioxane im TIC.
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Diese Verbindungen wurden bereits in den 1960ern beschrieben (261). Sowohl die cis- (1, 3)
als auch die trans-Verbindungen (2, 4) sind in Sherry, Portweinen und Madeira-Weinen
nachgewiesen worden und kénnen dort zur Altersbestimmung eingesetzt werden, da die
Gehalte wahrend der Alterung ansteigen (262-264).

Im Saft HAmedferm konnte Verbindung 3 nicht nachgewiesen werden. In TAmedferm und
HAmedferm konnte lberdies die trans-Verbindung 2 nicht identifiziert werden. Dies kdnnte
daran liegen, dass die cis-Verbindungen bevorzugt gebildet werden und damit in deutlich
hdheren Konzentrationen vorliegen (262).

Die Bildung dieser Dioxane und Oxolane erfolgt aus Acetaldehyd und Glycerol bei sauren pH-
Werten und unter Ausschluss von SO,. Eine Beschreibung des Bildungsweges ist bei
DA SILVA FERREIRA et al. angegeben (265). Bei der unkontrollierten Fermentation der Friichte
ist die Entstehung von Acetaldehyd und Glycerol, welche als Edukte fiir die Bildung von 1-4
dienen, denkbar. Dies wiirde auch erklaren, warum diese Verbindungen in frischen Saften,

die keiner Fermentation unterworfen wurden, nicht nachweisbar waren.

Betrachtung der kommerziellen Safte hinsichtlich cis-5-Hydroxy-2-methyl-1,3-dioxan und

cis-4-Hydroxymethyl-2-methyl-1,3-oxolan

Aufgrund des Nachweises der Dioxane und Oxolane in fermentiertem Saft von M. citrifolia
wurden 21 kommerzielle Safte auf die Verbindungen cis-5-Hydroxy-2-methyl-1,3-dioxan und
cis-4-Hydroxymethyl-2-methyl-1,3-oxolan, die laut Literatur bevorzugt gebildet werden,
gescreent (Tab. 3-38).

Tab. 3-38: Untersuchung von 21 kommerziellen Saften hinsichtlich cis-5-Hydroxy-2-methyl-1,3-
dioxan und cis-4-Hydroxymethyl-2-methyl-1,3-oxolan. Dargestellt sind die Daten der 21 kommer-
ziellen Séafte, die laut Herstellerangabe ausschliefSlich Noni-Saft enthalten (SR1-13) und der Séfte, die
mit anderen Saften (SZ1-8) versetzt sind (x nachweisbar, o nicht nachweisbar).

Verbindung SR1 SR2 SR3 SR4 SR5 SR6 SR7 SR8
c15-5—'Hyd roxy-2-methyl- « « « « o y « «
1,3-dioxan

cis-4-Hydroxymethyl-2-

o o o X o X X X
methyl-1,3-oxolan

SR9 SR10 SR11 SR12  SR13

cis-5-Hydroxy-2-methyl-
1,3-dioxan
cis-4-Hydroxymethyl-2-
methyl-1,3-oxolan

X X X o (0}

cis-5-Hydroxy-2-methyl-

1,3-dioxan ° " ’ i ’ i - :
cis-4-Hydroxymethyl-2- o X 0 0 0 ° ° ©
methyl-1,3-oxolan
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Das Screening ergab, dass in 12 von 21 Saften (SR1-4, SR6—11, SZ2 und SZ3), mindestens die
Verbindung cis-5-Hydroxy-2-methyl-1,3-dioxan nachgewiesen werden konnte. In 7 dieser 12
Safte (SR4, SR6-9, SR11 und SZ2) konnte des Weiteren cis-4-Hydroxymethyl-2-methyl-1,3-
oxolan detektiert werden. Bei den Saften von M. citrifolia ohne andere Zusatze (SR1-13)
konnte in drei Saften (SR5, SR12 und SR13) keine dieser Verbindungen nachgewiesen wer-
den. Diese Noni-Safte wurden demnach keiner Fermentation unterworfen und kénnen somit
als frische Safte eingestuft werden. Bei den Saften von M. citrifolia, die laut Hersteller einen
Zusatz anderer Safte enthielten, wurde in sechs von acht Saften (SZ1 und SZ4-8) weder cis-5-
Hydroxy-2-methyl-1,3-dioxan noch cis-4-Hydroxymethyl-2-methyl-1,3-oxolan detektiert. Die
Noni-Safte mit Zusatz anderer Safte zeigten demnach eine deutlich héhere Anzahl an
frischen Saften. Zu beachten bleibt hier jedoch, dass die starke Verdinnung der Safte von

M. citrifolia auch dazu fliihren kann, dass die Verbindungen nicht detektierbar waren.
3.2.3 Vergleich der fliichtigen Verbindungen
3.2.3.1 Alkohole

Im Folgenden sollen die Gehalte der fliichtigen Verbindungen in frischen und fermentierten
Saften naher betrachtet werden. Bei der Analyse der Chromatogramme (GC-FID) von
frischem und fermentiertem Saft fallen nur wenige offensichtliche Unterschiede auf
(Abb. 3-50).
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Abb. 3-50: Chromatogramme von fermentiertem und frischem Saft. Dargestellt sind die Chromato-
gramme (GC-FID) der fliichtigen Verbindungen von fermentiertem (oben) und frischem Noni-Saft
(unten). Als interne Standards (i.S.) wurden Octanal und Cyclodecanon verwendet.
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Am stdrksten unterscheiden sich die Chromatogramme bei den R; von 70-80 min. Das
Chromatogramm des fermentierten Saftes weist bei dieser R, einen breiten Scopoletin-Peak
auf. Es ist bekannt, dass die Konzentration an Scopoletin wahrend der Fermentation ansteigt
(57). Dies wird ausfihrlich unter 3.3.1.2 diskutiert.

Zunachst soll detailliert auf die Unterschiede der alkoholischen Verbindungen zwischen
frischen und fermentierten Saften eingegangen werden. Die Abb. 3-51 zeigt die Gehalte der
neun Alkohole 2-Methylpropanol (A), 3-Methyl-1-butanol/2-Methyl-1-butanol (B), 1-Butanol
(C), 1-Hexanol (D), 2-Heptanol (E), 3-Methylthiopropanol (F), Benzylalkohol (G) und 3-
Methyl-3-buten-1-ol (H) in den frischen und fermentierten Saften. Die verzweigten Alkohole
2-Methylpropanol (A) und 3-Methyl-1-butanol/2-Methyl-1-butanol (B) stellen typische Fer-
mentationsalkohole dar. Diese werden u.a. von Hefen der Gattung Saccharomyces bei
fermentativen Prozessen synthetisiert und wurden bereits in Wein nachgewiesen (258, 266).
Die Bildung der Verbindungen durch Hefen wiirde erklaren, warum die Gehalte in den
fermentierten Saften mit 13,18-26,83 ppm an 2-Methylpropanol bzw. 16,80-47,55 ppm an
3-Methyl-1-butanol/2-Methyl-1-butanol deutlich hoher lagen als in den frisch hergestellten
Saften, in welchen die Werte <3 ppm 2-Methylpropanol bzw. <4 ppm 3-Methyl-1-butanol/2-
Methyl-1-butanol betrugen. Innerhalb der Gruppe der fermentierten Safte war jedoch keine
Tendenz zu verzeichnen. Die Alkohole 1-Butanol (Abb. 3-51 C) und 1-Hexanol (Abb. 3-51 D)
wiesen in den frischen Saften maximale Gehalte von 24,14 ppm bzw. 25,83 ppm auf. In den
fermentierten Saften lagen die Gehalte mit >91 ppm 1-Butanol und >93 ppm 1-Hexanol
deutlich hoher. Beide Alkohole sind ebenfalls als Fermentationsprodukte von Hefen bekannt
(259).

In Abb. 3-51 E sind die Gehalte an 2-Heptanol dargestellt. In den frischen Saften lag die
Konzentration an 2-Heptanol teilweise unterhalb der Bestimmungsgrenze. In HAreif waren
jedoch Gehalte von 9,24 ppm nachweisbar. Die Werte in den fermentierten Saften lagen mit
11,31 ppm in HAmedferm etwas und mit 17,88-38,74 ppm in den restlichen fermentierten
Saften zwei- bis viermal so hoch. Die Verbindung 2-Heptanol wurde mit erhdhten
Konzentrationen in fermentierten Bambussprosslingen (Phylostachys pubescens) sowie
fauligen Trauben (Vitis vinifera) und daraus hergestellten Weinen nachgewiesen (267, 268).
Es ist deshalb nicht weiter auffallig, dass diese Verbindung ebenfalls in fermentiertem Noni-

Saft nachgewiesen werden konnte.
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Abb. 3-51: Gehalte an Alkoholen in Sadften von M. citrifolia. Dargestellt sind die Gehalte [ppm] von
Heptanol (E), 3-Methylthiopropanol (F), Benzylalkohol (G) und 3-Methyl-3-buten-1-ol (H).
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Die Verbindung Benzylalkohol (G) war sowohl in frischen als auch in fermentierten Saften
guantifizierbar. In den frischen Saften lagen die Gehalte bei 0,37-0,76 ppm. In den fermen-
tierten Saften betrugen diese 1,67-2,60 ppm. Dies kdnnte mit der mikrobiellen Fermen-
tation von Noni zusammenhangen, da Benzylalkohol ebenfalls ein typisches Fermentations-
produkt darstellt (259). Bei 1-Butanol, 1-Hexanol, 2-Heptanol, 3-Methylthiopropanol und
Benzylalkohol zeigte sich lberdies innerhalb der Gruppe der fermentierten Safte der Trend,
dass mit zunehmender Dauer der Fermentation diese Gehalte ansteigen.

In Abb. 3-51 H sind die Gehalte an 3-Methyl-3-buten-1-ol angegeben. Diese Verbindung
stellte die Hauptkomponente der Alkohole in frischen Saften aus M. citrifolia dar. Die
Gehalte lagen zwischen 131,96 ppm und 1077,97 ppm in den frischen Saften und zwischen
216,49 ppm und 1534,07 ppm in den fermentierten Saften. Hier konnten keine Unterschiede
zwischen frischen und fermentierten Saften festgestellt werden. 3-Methyl-3-buten-1-ol wird
biosynthetisch in Noni-Friichten gebildet und liegt ebenfalls glykosidisch gebunden in den

Frichten vor. Auf diese Untersuchungen wird unter 3.2.4 eingegangen.
3.2.3.2 Carbonsduren und Carbonsaureester

Aufgrund der Beobachtung, dass sich die Gehalte fliichtiger Carbonsduren und deren
zugehoriger Ester gegenseitig beeinflussen konnen (durch die Bildung von Estern aus diesen
Sauren), wurden diese beiden Verbindungsklassen gemeinsam analysiert (269, 270). In
Abb. 3-52 sind die Gehalte an den Sauren Essigsdure (A), Butansaure (B), Hexansdure (C) und
Octansdure (D), den Estern Methylhexanoat (E) und Methyloctanoat (F), sowie die Summe
der Carbonsdureester Methylhexanoat, Methyloctanoat, Ethylhexanoat und Ethyloctanoat

(G) in frischen und fermentierten Saften dargestellt.

Der Gehalt an Essigsdaure (Abb. 3-52 A) lag in frischen Saften bei 15,51-192,84 ppm. In den
fermentierten Saften konnten deutlich hohere Gehalte von 282,28-936,88 ppm detektiert
werden. Der Essigsauregehalt steigt demnach bei der Fermentation an. Dieser
Zusammenhang ist offensichtlich, da Essigsdure ein typisches Stoffwechselprodukt
verschiedener Bakterien ist (270). Butansaure war mit Gehalten von 10,68—43,57 ppm in den
Saften aus M. citrifolia enthalten. Hier zeigte sich kein Unterschied zwischen frischen und
fermentierten Saften. So waren in den fermentierten Siften mit Ursprung Tahiti die
hochsten Werte mit 41,91 ppm (TAmedferm) bzw. 43,57 ppm (TAfullferm) nachzuweisen,
wohingegen in den fermentierten Saften von Hawai’i die Gehalte mit 10,68 ppm (HAmed-

ferm) bzw. 15,66 ppm (HAfullferm) relativ niedrig lagen.
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Abb. 3-52: Gehalte an fliichtigen Carbonsduren und Carbonsadureestern in Saften aus M. citrifolia.
Dargestellt sind die Gehalte [ppm] der Sauren Essigsdure (A), Butansdure (B), Hexansaure (C) und
Octansaure (D) sowie der Ester Methylhexanoat (E) und Methyloctanoat (F) in frischen und fermen-
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tierten Saften aus M. citrifolia. Zusatzlich ist die Summe der Ester Methylhexanoat, Methyloctanoat,
Ethylhexanoat und Ethyloctanoat in den Saften aus M. citrifolia (G) gezeigt.

Hexan- und Octansaure bildeten mengenmaRig den groBten Anteil der fllichtigen Sauren
frischer Safte. So lagen die Gehalte in den frischen Saften an Hexansaure zwischen 115,28—-
294,68 ppm bzw. an Octansaure zwischen 107,30-284,82 ppm. In den fermentierten Saften
von Tahiti konnten hohere Gehalte an Hexansdure mit 326,58 ppm (TAmedferm) und
307,17 ppm (TAfullferm) festgestellt werden. Die Gehalte der fermentierten Safte von
Hawai’i lagen deutlich niedriger mit 110,53 ppm (HAmedferm) und 128,96 ppm (HAfullferm)
als die der Safte von Tahiti.

Die Gehalte an Octansaure in den fermentierten Saften lagen innerhalb der angegebenen
Werte fir frische Safte (Tab. 3-35). Es konnten keine Unterschiede bei den Gehalten an
Hexan- und Octansaure in frischen und fermentierten Saften nachgewiesen werden.
AbschlieBend kann fiur die untersuchten fliichtigen Carbonsauren festgestellt werden, dass
nur im Fall von Essigsaure eine eindeutige Veranderung der Konzentration wahrend der
Fermentation auftritt. Der Einfluss der in Noni vorkommenden Fettsdaure-Saccharide auf die
Gehalte an Butansdure, Hexansaure und Octansaure scheint eine grofRe Rolle zu spielen (vgl.
3.2.4).

Bezliglich der Carbonsdureester zeigten sich fir die einzelnen Safte sehr unterschiedliche
Werte. So konnten in den frischen Saften Gehalte an Methylhexanoat von 3,93-26,08 ppm
und fir die fermentierten Safte Gehalte von 1,51-8,86 ppm detektiert werden (Abb. 3-52 E).
Die Konzentrationen des Esters Methyloctanoat lagen mit 0,84—8,68 ppm in frischen Saften
und 0,38-6,56 ppm in fermentierten Saften niedriger als die Werte fir Methylhexanoat
(Abb. 3-52 F).

Anhand dieser Ester konnten jedoch keine Verdanderungen wahrend der Reifung bzw.
Fermentation verfolgt werden. Sinnvoll erschien es deshalb, die Summe der relevanten Ester
Methylhexanoat, Methyloctanoat, Ethylhexanoat und Ethyloctanoat zu betrachten.
Wahrend der Reifung der Friichte scheinen Carbonsdureester gebildet worden zu sein. So
stiegen die Werte von 53,60 ppm auf 123,75 ppm fir die frischen Safte von Tahiti und von
4,77 ppm auf 72,47 ppm fiir die frischen Safte von Hawai’i. Solch ein Anstieg war, wenn auch
nicht so ausgepragt, wahrend der Fermentation zu verzeichnen. Hier stiegen die Gehalte von
21,93 ppm auf 46,43 ppm in den fermentierten Saften von Tahiti und von 3,93 ppm auf
6,46 ppm in den fermentierten Sdften von Hawai’i. Die Gehalte an den Estern in den vier
Wochen fermentierten Saften haben sich damit im Gegensatz zu den zwei Wochen
fermentierten Saften verdoppelt (Abb.3-52 G). Die Bildung von Estern wahrend der
Fruchtreifung reifer und Uberreifer Friichte sowie wdhrend des Fermentationsprozesses

wurde von PINO et al. beschrieben (87, 88).
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3.2.4 Gebundene fliichtige Verbindungen

Aus den Frichten von M. citrifolia wurden sowohl glykosidisch gebundene fliichtige Ver-
bindungen als auch lber eine Esterbindung an Saccharide gebundene fllichtige Substanzen
isoliert (69, 271, 272). Es existieren jedoch bis zu diesem Zeitpunkt keine Daten Uber die
Gehalte an freizusetzenden Verbindungen aus gebundenen fliichtigen Vorstufen aus Saften
aus M. citrifolia. Aus diesem Grund wurde eine Bestimmung der Gehalte an freizusetzenden
Verbindungen aus frischem Saft von unreifen Friichten (HAunreif), reifen Friichten (HAreif)
und fermentiertem Saft (HAmedferm) durchgefiihrt.

Dafir wurden XAD-2-Extrakte der Safte einer enzymatischen Hydrolyse unterworfen (s.
4.4.1.3). Das Adsorbens XAD-2 eignet sich hierbei besonders gut fiir die Anreicherung an
Kohlenhydraten gebundener Verbindungen (190). Das eingesetzte Enzym Rapidase AR2000
ist ein kommerziell erhaltliches Praparat, welches vorwiegend in der Weinbereitung zur
Freisetzung von Aromavorstufen eingesetzt wird. Es besitzt neben der Hauptaktivitat als B-p-
Glykosidase die Fahigkeit, weitere andersartig gebundene Glykosidreste abzuspalten. Der
Einsatz des Enzyms zur Freisetzung gebundener fliichtiger Verbindungen ist hinlanglich
bekannt (273, 274). Bei der Einschatzung der Gehalte an freizusetzenden Verbindungen war
zu beachten, dass zum Einen die eingesetzten XAD-2-Extrakte trotz vorheriger
Gefriertrocknung geringe Mengen fliichtiger Substanzen enthalten und zum Anderen, dass
das eingesetzte Enzym ebenfalls fliichtige Verbindungen beinhalten kann. Beide Fehler-
qguellen wurden durch mitgefiihrte Vergleichsproben ausgeschlossen. Nach enzymatischer
Hydrolyse der XAD-2-Extrakte von HAunreif, HAreif und HAmedferm konnten elf Haupt-
verbindungen identifiziert und quantifiziert werden (Tab. 3-39). Unter den Verbindungen
befindet sich auch (2E,4Z,72)-Decatriensaure, welche durch Vergleich der EI-MS-Daten und
des Retentionsindex mit der isolierten und identifizierten Standardsubstanz (s. 7.1) eindeutig
identifiziert werden konnte.

Es zeigte sich, dass die fliichtigen Hauptverbindungen 3-Methyl-3-buten-1ol, Hexansaure
und Octansaure in Saft aus M. citrifolia auch die Verbindungen waren, welche hauptsachlich
als Vorstufen gebunden an Kohlenhydrate im Saft vorlagen. So konnten an 3-Methyl-3-
buten-1-ol aus HAunreif 19,62 ppm, aus HAreif 409,70 ppm und aus HAmedferm
148,21 ppm freigesetzt werden. Durch das Enzym Rapidase AR2000 scheinen lberdies auch
Esterbindungen aus Kohlenhydraten und Fettsauren im groflen Umfang gespalten zu
werden. An Hexansdure konnten aus HAunreif 36,10 ppm, aus HAreif 174,68 ppm und
HAmedferm 5,52 ppm freigesetzt werden. Bei Octansaure, welche in ahnlichen Konzen-
trationen wie Hexansdure in Noni-Saft enthalten war, ergaben sich etwa doppelt so hohe

Werte wie flir Hexansdure mit 71,30 ppm fir HAunreif, 474,69 ppm fir HAreif und 9,70 ppm
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fir HAmedferm. Als weitere Verbindungen, die einer Fresetzung unterlagen, konnten 3-
Methyl-2-buten-1-ol, 1-Hexanol, Butansaure, 2-Methylbutansidure, 3-Methyl-3-butenséaure,

Benzylalkohol, Decansaure und (2E,4Z,72)-Decatriensaure identifiziert werden.

Tab. 3-39: Gehalte der freigesetzten Verbindungen aus Saft aus M. citrifolia. Massengehalte [ppm]
der enzymatisch freigesetzten Verbindungen aus XAD-2-Extrakten von HAunreif, HAreif und
HAmedferm (n.q. nicht quantifizierbar).

Gehalt [ppm]

RI (Lir':!)* Verbindung HAunreif HAreif HAmedferm
1252 1236 3-Methyl-3-buten-1-ol 19,62 409,70 148,21
1324 1326 3-Methyl-2-buten-1-ol 4,63 40,84 13,05
1355 1353 1-Hexanol 0,99 3,31 1,84
1639 1598 Butansdure 1,51 19,12 2,14
1682 1649 2-Methylbutansaure 1,22 10,64 3,03
1828 — 3-Methyl-3-butensaure n.g. 1,84 0,47
1843 1802 Hexansaure 36,10 174,68 5,52
1870 1864 Benzylalkohol 1,97 2,17 1,38
2060 2025 Octansaure 71,30 474,69 9,70
2268 2270 Decansaure 1,13 10,84 n.g.
2281 2280**  (2E,4Z,77)-Decatriensadure 0,88 4,03 0,48

*angegeben unter 4.4.1.2

**pestimmt mit isolierter Reinsubstanz

Flr die Verbindung 3-Methyl-3-buten-1-ol sind u.a. die glykosidisch gebundenen Vorstufen
1-0-(3-Methylbut-3-enyl)-B-b-glucopyranose und Noniosid A bekannt, welche auch in dieser
Arbeit isoliert und identifiziert werden konnten (s. Anhang 7.1). Fiir Hexansdure sind die
durch Esterbindungen an Saccharide gebundenen Vorstufen Noniosid C und H, fir
Octansaure die Vorstufen Noniosid B, D, G und H sowie fiir Decansaure die Vorstufe
Noniosid E bekannt (Verbindungen sind in Abb. 2-9 angegeben). Dartber hinaus wurden
Vorstufen von 2-Methylbutansdure isoliert (271). Die Verbindungen 1-Hexanol und
Benzylalkohol sind aus verschiedenen Friichten als glykosidisch gebundene Vorstufen
bekannt, die durch enzymatische Hydrolyse freigesetzt werden kénnen (275, 276). Fiur die
dreifach ungesattigte Fettsdure (2E,4Z,77)-Decatriensdure konnte in dieser Arbeit ebenfalls
eine glykosidisch gebundene Vorstufe isoliert werden (s. Abb. 3-21).

Bei allen freigesetzten fliichtigen Verbindungen fallt auf, dass die Werte fiir die freigesetzten
Verbindungen fiir die reifen Friichte am hochsten waren. Wahrend der Reifung der Friichte
steigen die Gehalte der an Saccharide gebundenen fliichtigen Verbindungen an, weshalb die
Gehalte im Saft aus unreifen Friichten bei den meisten Verbindungen deutlich niedriger
lagen. Im fermentierten Saft wurden deutlich niedrigere Konzentrationen an freigesetzten
Verbindungen detektiert. Wahrend der Fermentation der Safte sinken die Gehalte der

gebundenen flichtigen Verbindungen stark ab. Dies deutet auf eine Spaltung dieser Ver-

-136-

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



FLUCHTIGE BESTANDTEILE

bindungen unter Fermentationsbedingungen hin. In Abb. 3-53 wird dies flur 3-Methyl-3-

buten-1-ol, 3-Methyl-2-buten-1-ol, Hexansdure und Octansaure verdeutlicht.
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Abb. 3-53: Freigesetzte fliichtige Verbindungen aus Saft aus M. citrifolia. Dargestellt sind die enzy-
matisch freigesetzten Verbindungen 3-Methyl-3-buten-1-ol, 3-Methyl-2-buten-1-ol, Hexansaure und
Octansdure in Saft von unreifen Friichten (HAunreif), reifen Friichten (HAreif) und fermentiertem Saft
(HAmedferm).

Im fermentierten Saft konnten hohere Gehalte der Alkohole 3-Methyl-3-buten-1-ol mit
148,21 ppm und 3-Methyl-2-buten-1-ol mit 13,05 ppm im Gegensatz zu den Carbonsaduren
Hexansaure mit 5,52 ppm und Octansdure mit 9,70 ppm enzymatisch freigesetzt werden.
Wird die Freisetzung der fllichtigen Verbindungen im fermentierten Saft in Bezug zum
frischen Saft gesetzt, betragt die Freisetzung bei 3-Methyl-3-buten-1-ol bzw. 3-Methyl-2-
buten-1-ol etwa 30 % und bei Hexan- bzw. Octansaure lediglich 3% bzw. 2 %. Diese
Beobachtung kann mit der Stabilitat der Bindung zwischen dem Kohlenhydrat-Teil und dem
Aglykon erklart werden. So ist bei den Alkoholen 3-Methyl-3-buten-1-ol und 3-Methyl-2-
buten-1-ol eine glykosidische Bindung vorhanden, die im Gegensatz zur Esterbindung bei
Hexan- und Octansaure deutlich stabiler ist und nicht so einfach hydrolysiert wird. Dies deckt

sich mit den Untersuchungen, welche unter 3.1.1.2.2 und 3.1.1.2.3 aufgefiihrt sind.
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3.3 Quantifizierung von Inhaltsstoffen in Friichten von Morinda citrifolia
3.3.1 Quantifizierungen und deren Nutzen fiir die Authentifizierung

Im folgenden Abschnitt wird auf die Quantifizierung von verschiedenen Inhaltsstoffen in
Fruchtsaften von M. citrifolia eingegangen. Ziel dieser Untersuchungen war es ndhere Infor-
mationen Uber die Zusammensetzung der Sekundarmetabolite in Noni-Fruchtsaften zu er-
halten. So sollten Verbindungen identifiziert werden, die zum Einen als Marker fiir Noni-
Safte im Allgemeinen in Frage kommen konnten und zum Anderen als Indikatoren fiir
Verfalschungen von Noni-Saften, durch Verdliinnung mit Wasser oder glinstigeren Frucht-
saften, dienen konnten. Darlber hinaus ist hinsichtlich der Authentizitdt von Noni-Saften
bisher unklar, ob frische oder fermentierte Friichte fiir das Endprodukt eingesetzt wurden.
Einen ersten Ansatz zur Evaluierung des Problems bieten die unter 3.2.2 aufgefiihrten
Oxolane und Dioxane. Hier sollte eine Methode anhand nichtfllichtiger Verbindungen ent-
wickelt werden, so dass relativ einfach eine eindeutige Unterscheidung zu treffen ist. Fol-
gende Verbindungen wurden in den Fruchtsaften von M. citrifolia quantifiziert: Asperulosid-
saure, Scopoletin, (2E,4Z72)-Decatriensaure, Furan-2-carbonsdure, Isoamericanol A und
Isoamericaninsdure A. Die untersuchten kommerziell erhdltlichen Safte wurden nach
Tab. 4-2 in reine Noni-Safte (SR1-13) und Safte mit Zusatz anderer Safte (SZ1-8) anhand der
Herstellerangabe eingeteilt. Fir die Auswertung wurden die Safte vorher unter Berlick-

sichtigung ihrer Gruppe zufallig nummeriert.
3.3.1.1 Asperulosidsdure

Asperulosidsaure gehort zur Substanzklasse der Iridoide. Iridoide sind im Pflanzenreich weit
verbreitet und sind auffallend haufig Bestandteil von Volksheilmitteln (115). Chemotaxo-
nomisch sind Iridoide nltzliche Marker. So wurde z.B. Aucubin als Marker fir die Pflanzen-
familie Plantago (Plantaginaceae), Asperulosid fir Galium (Rubiaceae) und Harpagid fir

Scrophularia (Scrophulariaceae) vorgeschlagen (116, 117, 277).

Tab. 3-40: Parameter fiir die Bestimmung von Asperulosidsdure. Angegeben sind die Parameter fiir
die Geradengleichung, den linearen Bereich, LOD (limit of detection), LOQ (limit of quantitation) und
das BestimmtheitsmaR R? furr die Quantifizierung von Asperulosidsadure.

Geradengleichung linearer
Bereich LOD (mg/mL) LOQ (mg/mL) R?
m n (mg/mL)
1,494x108 -1,439X106 0,013-0,130 0,005 0,019 0,999

Asperulosidsdaure konnte bis jetzt neben M. citrifolia aus Galium spec., Hedyotis corymbosa

und Genipa americana isoliert werden (278-280). Alle aufgefihrten Arten gehoren zur
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Gattung der Rotegewachse (Rubiaceae). Aus diesen Pflanzen wurde Asperulosidsaure jedoch
nicht aus Friichten, sondern aus den grinen Pflanzenteilen, wie den Blattern, isoliert. In
Friichten ist Asperulosidsdure bis jetzt nur in Noni nachgewiesen wurden. Es konnte deshalb
als Marker fir Noni-Saft in Frage kommen. Nebenbei konnte es auch in anderen Pflanzen-
teilen von M. citrifolia, wie den Blattern, nachgewiesen werden (72). In den Friichten von
M. citrifolia stellt Asperulosidsdaure zusammen mit 10-Deacetylasperulosidsaure das Haupt-
iridoid dar (82). Dartiber hinaus sind Iridoide in Fruchtsaften eher selten anzutreffen, wie die
geringe Anzahl an Publikationen zeigt. So sind lber Friichte von M. citrifolia hinaus lediglich
Daten Uber die Iridoidglykoside Monotropein und 6,7-Dihydromonotropein in europdischen
und amerikanischen Cranberrys (Vaccinium macrocarpon bzw. Vaccinium oxycoccos),
Heidelbeere (Vaccinium myrtillus) und Lingonberry (Vaccinium vitis-idaea) verfligbar (281).
Aufgrund dessen sollte Asperulosidsdure in Saften aus M. citrifolia quantifiziert werden. In
Tab. 3-40 sind die Parameter fiir die Geradengleichung, den linearen Bereich, LOD und LOQ
angegeben. Die Standardabweichung fir die Quantifizierung von Asperulosidsdure betrug
3,6 %. Die Verbindung Asperulosidsaure ist kommerziell als Standard bis zu diesem Zeitpunkt
nicht verfliigbar. Fir die Kalibrierung wurde deshalb die isolierte und strukturell aufgeklarte

Verbindung aus 3.1.1.6.2 verwendet.
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Abb. 3-54: Gehalte an Asperulosidsdure in zehn authentischen Saften. Dargestellt sind die Gehalte
an Asperulosidsaure [mg/L] in sechs frischen Saften von Tahiti (TAunreif und TAreif), von Hawai’i
(HAunreif und HAreif), Costa Rica (CRreif) und Kuba (CUreif) sowie vier authentischen fermentierten
Saften von Tahiti (TAmedferm und TAfullferm) und Hawai‘i (HAmedferm und HAfullferm).

In den Saften aus reifen Frichten konnten durchschnittlich die hochsten Gehalte an
Asperulosidsdure mit 724-1195 mg/L Saft detektiert werden (Abb. 3-54). Anzumerken ist,

dass die Gehalte der Safte trotz unterschiedlicher Herkunft (Tahiti, Hawai’i, Costa Rica und
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Kuba) sich in engen Grenzen bewegen. In den Saften aus unreifen Friichten konnten Gehalte
von 110 mg/L fir HAunreif und 459 mg/L Saft fur TAunreif nachgewiesen werden. Dies
zeigte, dass im Verlauf der Reifung der Friichte Asperulosidsaure in den Friichten entsteht.
Diese Beobachtungen stimmten im Wesentlichen mit den von DENG et al. lberein (82). Die
Gehalte der fermentierten Safte lagen zwischen 124 und 718 mg/L Saft. Daruber hinaus war
innerhalb der fermentierten Safte der Trend zu sehen, dass mit steigender Fermentations-
dauer die Gehalte an Asperulosidsdure abnahmen. So wurden in TAmedferm 305 mg/L Saft
detektiert, wohingegen in TAfullferm nur noch 124 mg/L Saft nachweisbar waren, was einer
Abnahme an Asperulosidsdaure um 60 % entsprach. In HAmedferm konnten 718 mg/L Saft
nachgewiesen werden und in HAfullferm nur noch 363 mg/L Saft (Abnahme von
Asperulosidsdure um 50 %).

Werden alle untersuchten Noni-Safte (unreif, reif, fermentiert) betrachtet, zeigen sich starke
Konzentrationsunterschiede an Asperulosidsdure. Aufgrund dieser Schwankungen ist es
wenig sinnvoll, eine Verdiinnung der Safte anhand von Asperulosidsdaure nachzuweisen.
Auch der Verarbeitungsgrad der Frichte, d.h. frisch oder fermentiert, ist mit diesem
Parameter nicht sinnvoll. Jedoch ist aufgrund des seltenen Vorkommens dieser Verbindung

in Fruchtsaften ein Einsatz als Marker im Allgemeinen denkbar.

600,

<

oo

£ 5000

o

= 400,0

(%]

g

8

< 3000

()

>

2 2000

c

©

5 1000 - = =

5 S = =

w 00_ IVI T IVIIIVI
5 D DO DO @D DO DD DDA DA OO A D
FFFFFSSEFTHITIHH A QG QA4 &

Abb. 3-55: Gehalte an Asperulosidsdure in 21 kommerziell erhdltlichen Saften. Dargestellt sind die
Gehalte an Asperulosidsdure [mg/L] in kommerziellen Saften, die laut Herstellerangabe ausschlieRBlich
Noni-Saft als Zutat enthalten (SR1-13) oder mit anderen Fruchtsaften versetzt sind (SZ1 89 %; SZ2
99,6 %; SZ3 k.A.; SZ4 99,6 %; SZ5 k.A.; SZ6 k.A.; SZ7 k.A., SZ8 27 % Noni-Saft). Die Prozentzahlen
geben den Gehalt an Noni-Saft an, k.A. bedeutet keine Angabe. Bei den Saften, bei denen die Gehalte
an Noni-Saft angegeben waren, wurden diese auf 100 % Noni-Saft extrapoliert.

Bei den kommerziell erhidltlichen Saften, die laut Hersteller nicht mit anderen Saften versetzt

sind (SR1-13), waren Gehalte an Asperulosidsaure von 42-539 mg/L Saft nachweisbar

(Abb. 3-55). Diese Beobachtungen befinden sich in guter Ubereinstimmung mit den von
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POTTERAT et al. bestimmten Werten (282). Die starken Schwankungen bei den Gehalten
konnten durch die Verwendung von Friichten unterschiedlicher Reifestadien oder der
Verwendung von fermentierten Friichten verursacht werden. In den Saften, die laut Her-
steller mit anderen Fruchtsdften versetzt sind (SZ1-8), konnte in einem Saft keine
Asperulosidsdure bestimmt werden (SZ4). In drei Saften lagen die Gehalte unterhalb der
Bestimmungsgrenze (SZ2, SZ5 und SZ7). In den (brigen Saften (SZ1, SZ3, SZ6 und SZ8)
konnten Gehalte an Asperulosidsdure von 45-484 mg/L Saft nachgewiesen werden. Durch
die nachgewiesenen schwankenden Gehalte in den authentischen Saften kann abschlieBend
festgehalten werden, dass die Aussagekraft von Asperulosidsdure bezliglich der Verfalschung

und Unterscheidung von Noni-Saften gering ist.
3.3.1.2 Scopoletin

Flr Scopoletingehalte in diversen Noni-Saften liegen bereits Daten in der Literatur vor (249,
282). Dariiber hinaus wird von BASAR et al. berichtet, dass die Fermentation von Noni-
Friichten die Scopoletingehalte in den Saften beeinflusst (80). Aus diesem Grund wurden die
Scopoletingehalte in authentischen und kommerziellen Saften bestimmt. In Tab. 3-41 sind
die Parameter flr die Geradengleichung, den linearen Bereich, LOD und LOQ fiir die
Bestimmung von Scopoletin angegeben. Die Standardabweichung flir die Quantifizierung

von Scopoletin betrug 4,4 %.

Tab. 3-41: Parameter fiir die Bestimmung von Scopoletin. Angegeben sind die Parameter fiir die
Geradengleichung, den linearen Bereich, LOD (limit of detection), LOQ (limit of quantitation) und das
BestimmtheitsmaR R? fiir die Quantifizierung von Scopoletin.

Geradengleichung linearer Bereich
- n (mg/mL)

1,308x10° -8,342x10* 0,006-0,141 0,002 0,005 0,996

LOD (mg/mL) LOQ (mg/mL) R?

In den Saften aus den reifen Friichten (TAreif, HAreif, CRreif und CUreif) wurden Gehalte an
Scopoletin von 10,4-14,0 mg/L Saft detektiert (Abb. 3-56). Die beiden Safte aus unreifen
Frichten wiesen Werte von 10,4 mg/L Saft fiir TAunreif und von 13,4 mg/L Saft fur HAunreif
auf. Die fermentierten Safte (TAmedferm, TAfullferm HAmedferm und HAfullferm) zeigten
Gehalte an Scopoletin von 9,3-15,3 mg/L Saft. Diese Beobachtungen stimmen gut mit den
bisher publizierten Werten von IKEDA et al. liberein (249). Bei den untersuchten Noni-Saft-
Proben von BASAR et al. waren z.T. sehr viel hohere Werte und groBere Schwankungen bei

den Scopoletingehalten zwischen verschiedenen Noni-Saften feststellbar (80).
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Abb. 3-56: Gehalte an Scopoletin in zehn authentischen Saften. Dargestellt sind die Gehalte an
Scopoletin [mg/L] in sechs frischen S&ften von Tahiti (TAunreif und TAreif), von Hawai‘i (HAunreif und
HAreif), Costa Rica (CRreif) und Kuba (CUreif) sowie vier authentischen fermentierten Siften von
Tahiti (TAmedferm und TAfullferm) und Hawai‘i (HAmedferm und HAfullferm).

Die engen Grenzen von 9,3-15,3 mg/L Saft, in denen sich die Scopoletingehalte in den hier
untersuchten Proben befanden, zeigen, dass kaum ein Einfluss der Herkunft sowie des
Verarbeitungsgrades der Friichte auf den Gehalt an Scopoletin in Noni-Saften besteht. Der
Scopoletingehalt konnte so einen Anhaltspunkt auf eine mogliche Verdinnung eines Noni-

Saftes darstellen.
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Abb. 3-57: Gehalte an Scopoletin in 21 kommerziell erhaltlichen Saften. Dargestellt sind die Gehalte
an Scopoletin [mg/L] in kommerziellen Saften, die laut Herstellerangabe ausschlieRlich Noni-Saft als
Zutat enthalten (SR1-13) oder mit anderen Fruchtsaften versetzt sind (SZ1 89 %; SZ2 99,6 %; SZ3 k.A.;
S74 99,6 %; SZ5 k.A.; SZ6 k.A.; SZ7 k.A., SZ8 27 % Noni-Saft). Die Prozentzahlen geben den Gehalt an
Noni-Saft an, k.A. bedeutet keine Angabe. Bei den Saften, bei denen die Gehalte an Noni-Saft
angegeben waren, wurden diese auf 100 % Noni-Saft extrapoliert.
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Bei der Untersuchung der 21 kommerziell erhaltlichen Safte wurden in den Saften, welche
laut Herstellerangaben keine Zusatze anderer Safte enthielten (SR1-13), Gehalte an
Scopoletin von 10,5-42,2 mg/L Saft detektiert (Abb. 3-57). In den Fruchtsaften, welche mit
anderen Saften versetzt wurden (SZ1-8), lagen bei der Halfte der Proben die Scopoletin-
gehalte unterhalb der Bestimmungsgrenze (SZ4-7). In den Ubrigen vier Saften (SZ1-3 und
SZ8) konnten Gehalte von 5,1-23,7 mg/L Saft bestimmt werden. Diese Beobachtungen
stehen im Einklang mit der Untersuchung kommerzieller Noni-Safte von POTTERAT et al., bei
welcher Scopoletingehalte von nicht detektierbar bis 23,2 mg/L Saft nachgewiesen wurden
(282). Die bestimmten Gehalte decken sich zudem mit den Untersuchungen von 13
kommerziellen Noni-Saften von DENG et al., bei welchen 0,88-34,01 ug Scopoletin/mL Saft
detektiert werden konnten (283). Festzustellen bleibt, dass das Gros der Safte innerhalb der
Grenzen, die nach Bestimmung der Gehalte an Scopoletin in den authentischen Saften zu
erwarten waren, liegt. Die beiden Safte SR3 und SR6 weisen jedoch recht hohe Werte an
Scopoletin von 42,2 bzw. 37,6 mg/L Saft auf. Hier ist es denkbar, dass ein Konzentrat zur
Herstellung des Safts eingesetzt wurde, welches riickverdiinnt wurde. Durch die geringen
Schwankungen bei den Gehalten an Scopoletin in den authentischen Saften ist es zweifel-
haft, dass Saft SR4 99,6% Noni-Saft enthalt.

3.3.1.3 (2E,4Z,7Z)-Decatriensaure und dessen Glucose-Ester

Die dreifach ungesattigte Fettsaure (2E,4Z,7Z)-Decatriensdure (DTA) wurde erstmals 1999
von MAIER et al. als Metabolit von Streptomyces viridochromogenes Tu 6105 mit Herbizid-
wirkung beschrieben (232). Des Weiteren ist die entsprechende Verbindung mit Aldehyd-
funktion, (2E,4Z,72Z)-Decatrienal, bekannt. Diese wurde bereits im Jahr 1972 von MEeuBoOOM
und STROINK identifiziert. Die Verbindung (2E,4Z,7Z)-Decatrienal konnte hier in stark
oxidierten Olen, die Linolensdure und andere w-3, w-6 und w-9-Fettsduren enthalten,
identifiziert werden und ist flr deren fischiges Off-Flavor verantwortlich (284). Im Jahr 2010
wurde DTA aus Noni-Friichten von BASAR et al. isoliert und identifiziert. Daruber hinaus
wurde eine Vorstufe von DTA mit Kohlenhydratkomponente angegeben, von welcher jedoch
keine Struktur veroffentlicht wurde (80). Anhand dieser Verbindungen wurde eine Methode
zur Qualitatssicherung von Noni-Saften vorgeschlagen (vgl. 2.1.8.2). Im Rahmen dieser Arbeit
konnten sowohl DTA als auch 2-O-(B-b-Glucopyranosyl)-1-0O-(2E,42Z,77)-decatrienoyl-B-b-
glucopyranose (DTA-diglucose) isoliert und strukturell aufgeklart werden (s. 7.1 und
3.1.1.6.1). Aufgrund dessen, dass DTA und DTA-diglucose bis zu diesem Zeitpunkt fiir Friichte
und daraus hergestellte Fruchtsafte einzigartig sind, sollen diese Verbindungen im Folgenden
in Noni-Fruchtsaften quantifiziert werden. Fir die Bestimmung von DTA wurde aufgrund der

Flichtigkeit der Verbindung die Methode von BASAR et al. verwendet, bei der ohne zusatz-
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liches Einengen des Extraktes vorgegangen wird (80). Die Bestimmung von DTA-diglucose
wurde nach 4.4.2.9.3 durchgefiihrt.

Tab. 3-42: Parameter fiir die Bestimmung von (2E,4Z,7Z)-Decatriensdure (DTA) und 2-O-(B-D-
Glucopyranosyl)-1-0-(2E,4Z,72)-decatrienoyl-B-D-glucopyranose (DTA-diglucose). Angegeben sind
die Parameter fir die Geradengleichung, den linearen Bereich, LOD (limit of detection), LOQ (limit of
quantitation) und das Bestimmtheitsmal R? fiir die Quantifizierung von DTA und DTA-diglucose.

linearer

Geradengleichung . LOD LoQ
Bereich 2
m " mg/my)  (me/mb) (mg/mi)
DTA 2,046x10° 1,995 0,001-0,100 0,001 0,002 0,999
DTA-diglucose 0,840x10° -0,068 0,005-0,100 0,004 0,016 0,998

In Tab. 3-42 sind die Parameter fiir die Geradengleichung, den linearen Bereich, LOD und
LOQ angegeben. Die Standardabweichung fur die Quantifizierung von DTA wurde mit 2,1 %
und die fiir DTA-diglucosid mit 5,4 % bestimmt. Fir die Kalibrierungen wurden die isolierten

und strukturell aufgeklarten Verbindungen verwendet.
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Abb. 3-58: Gehalte an (2E,4Z7Z)-Decatrienoic acid (DTA) und 2-O-(B-pD-glucopyranosyl)-1-O-
(2E,4Z,7Z)-decatrienoyl-B-D-glucopyranose (DTA-diglucose) in zehn authentischen Saften. Dar-
gestellt sind die Gehalte an DTA und DTA-diglucose in sechs frischen Saften von Tahiti (TAunreif und
TAreif), von Hawai‘i (HAunreif und HAreif), Costa Rica (CRreif) und Kuba (CUreif) sowie vier authen-
tischen fermentierten Saften von Tahiti (TAmedferm und TAfullferm) und Hawai‘i (HAmedferm und
HAfullferm).

In den frischen Saften wurden Gehalte an DTA von 2,8-24,1 mg/L Saft nachgewiesen. Die
Gehaltsunterschiede zwischen den Saften mit unterschiedlichen Herkunftslandern sind
demnach betrachtlich. Die Safte aus unreifen Noni-Friichten zeigten Werte von 21,0 mg/L
fur TAunreif bzw. 13,3 mg/L Saft fir HAunreif. Die entsprechenden Safte aus reifen Frichten

TAreif und HAreif wiesen geringfiigig hohere Werte mit 24,1 mg/L bzw. 21,6 mg/L Saft auf.
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Dieser Anstieg an DTA konnte auf eine Bildung wahrend der Fruchtreifung hindeuten. Die
Safte aus Costa Rica und Kuba beinhalten deutlich geringere Mengen an DTA mit 8,6 mg/L
bzw. 2,8 mg/L Saft im Gegensatz zu den Saften aus Tahiti und Hawai’i. Im Vergleich mit den
bestimmten Werten von durchschnittlich 492 ug/mL Saft von BAsAR et al. (80) lagen die
Werte fiir die hier untersuchten Noni-Safte deutlich niedriger.

Unter den fermentierten Saften (TAmedferm, TAfullferm, HAmedferm und HAfullferm)
konnten DTA-Gehalte von 21,3-35,0 mg/L detektiert werden. Die Betrachtung der Mittel-
werte der frischen und fermentierten Safte zeigte, dass die frischen Safte durchschnittlich
geringere Konzentrationen an DTA mit 15,2 mg/L Saft im Gegensatz zu den fermentierten
Saften mit 27,8 mg/L Saft enthielten. Dieser Anstieg wdhrend der Fermentation konnte
bedingt sein durch die Freisetzung von DTA aus den entsprechenden Kohlenhydratestern
wahrend dieses Prozesses.

Eine solche Verbindung stellt die Verbindung 2-O-(B-p-Glucopyranosyl)-1-O-(2E,42,72)-
decatrienoyl-B-D-glucopyranose (DTA-diglucose) dar (s. Abb. 3-21). In den frischen Saften
konnten stark unterschiedliche Gehalte an DTA-diglucose nachgewiesen werden. In HAunreif
und in CRreif lagen die Werte fiir DTA-diglucose unterhalb der Bestimmungsgrenze. In den
Ubrigen frischen Saften konnten Gehalte an DTA-diglucose von 2,2-27,4 mg/L nachgewiesen
werden (Abb. 3-58). Dariliber hinaus zeigte sich ein starker Einfluss des Reifegrades auf den
Gehalt dieser Verbindung. In TAunreif wurden 3,4 mg/L Saft und in TAreif 27,4 mg/L Saft an
DTA-diglucose detektiert. Unter den fermentierten Saften zeigte TAmedferm mit 1,9 mg/L
Saft die hochsten Gehalte an DTA-diglucose. In TAfullferm und HAfullferm war die
Verbindung DTA-diglucose nicht nachweisbar. Die starke Abnahme der Gehalte an DTA-
diglucose im Verlauf der Fermentation deutet auf eine Spaltung der Verbindung unter
Freisetzung von DTA hin. Das Potential der Freisetzung von DTA ist, wie unter 3.2.4 gezeigt,
in den Saften aus reifen Friichten vorhanden.

Die groRen Konzentrationsunterschiede von DTA und DTA-diglucose bei den Saften mit
unterschiedlicher Herkunft lassen keinen Nachweis der Verdiinnung von Noni-Saft zu. Auch
das Verhaltnis von DTA zu DTA-diglucose erlaubt hier aufgrund starker Unterschiede bei den
einzelnen Fruchtsdften keine Unterscheidung von frischen und fermentierten Saften.
Dariber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass die Pulpe deutlich groRere Mengen an
DTA-diglucose enthalt und durch unterschiedliche Pressung der Friichte der Gehalt dieser
Verbindung stark beeinflusst wird (vgl. 4.4.2.9.8).

Hingewiesen werden soll noch auf die Abnahme der Gehalte an DTA in den Saften im
weiteren Verlauf der Fermentation. So ist bei TAmedferm zu TAfullferm ein Verlust an DTA
von etwa 20 % zu verzeichnen, bei HAmedferm zu HAfullferm sogar von etwa 40 %. Unter

3.2.4 konnte gezeigt werden, dass im kurzzeitig fermentierten Saft bereits keine enzymatisch
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spaltbaren Vorstufen mehr vorliegen. Durch diesen Fakt und die Fliichtigkeit von DTA kdnnte

die Abnahme der Gehalte zu erklaren sein.
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Abb. 3-59: Gehalte an (2E,4Z,7Z)-Decatriensdure (DTA) in 21 kommerziell erhiltlichen Saften.
Dargestellt sind die Gehalte an DTA [mg/L] in kommerziellen Siften, die laut Herstellerangabe aus-
schlieBlich Noni-Saft als Zutat enthalten (SR1-13) oder mit anderen Fruchtsaften versetzt sind (SZ1
89 %; SZ2 99,6 %; SZ3 k.A.; SZ4 99,6 %; SZ5 k.A.; SZ6 k.A.; SZ7 k.A., SZ8 27 % Noni-Saft). Die
Prozentzahlen geben den Gehalt an Noni-Saft an, k.A. bedeutet keine Angabe. Bei den Saften, bei
denen die Gehalte an Noni-Saft angegeben waren, wurden diese auf 100 % Noni-Saft extrapoliert.

Bei den 21 kommerziellen Saften wurden aufgrund der begrenzten Aussagekraft der Gehalte
von DTA-diglucose nur die Werte flir DTA bestimmt. Dabei zeigten sich in den Saften, die laut
Herstellerangabe ohne Zusatz anderer Safte hergestellt wurden (SR1-13), Gehalte an DTA
von 2,3-26,1 mg/L Saft. Die Noni-Safte, die mit anderen Saften versetzt wurden (SZ1-8),
wiesen groRere Gehaltsunterschiede auf. So konnten in flinf Saften (SZ1-4 und SZ8) Gehalte
von 3,7-34,7 mg/L Saft detektiert werden. In zwei Saften (SZ5 und SZ6) lagen die Gehalte an
DTA unterhalb der Nachweisgrenze. In Saft SZ7 konnten nur Spuren an DTA nachgewiesen
werden.

AbschlieBend kann festgehalten werden, das DTA aufgrund seiner bisherigen Einzigartigkeit
flr Frichte bzw. Fruchtsafte ein gutes Qualitatsmerkmal darstellt, ob Noni-Saft verwendet
wurde. Eine Abschatzung der Gehalte an Noni-Saft ist aber weder mit DTA noch mit DTA-
diglucose aufgrund der Schwankungen dieser Parameter mdoglich. Darlber hinaus konnte
anhand dieser Verbindungen keine Aussage zur Unterscheidung zwischen frischem und

fermentiertem Saft getroffen werden.
3.3.1.4 Furan-2-carbonsaure

Im Rahmen der Methodenentwicklung fir die Quantifizierung von Scopoletin in Noni-Saften

fiel eine Verbindung auf, welche lediglich in fermentierten Saften, nicht aber in frischen
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Saften auftrat. Daher wurde angenommen, dass diese Verbindung im Zuge der Fermentation
der Friichte entsteht und somit als Marker fiir fermentierte Fruchtsafte aus M. citrifolia in
Frage kommen kénnte. Die Verbindung konnte isoliert werden und als Furan-2-carbonsaure
anhand eines authentischen Standards identifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Furan-2-
carbonsdure (Brenzschleimsadure) gehort zu den Furanverbindungen, die beim Abbau von
Zuckern und Ascorbinsdure unter Warmeeinwirkung in Fruchtkonzentrat, Wein und Bier ent-
stehen. YUAN und CHEN entwickelten eine HPLC-Methode zur Trennung und Quantifizierung
der in Fruchtsaften und anderen Getranken vorkommenden Furanverbindungen. Dabei
wurde festgestellt, dass der Gehalt an Furan-2-carbonsadure in Birnen- und Apfelsaft am
héchsten ist. Uberdies kommt Furan-2-carbonséure auch, jedoch nur in geringen Mengen, in
Orangensaft, Traubensaft, Rotwein, Bier und Cola vor (285). Des Weiteren fanden
VORAGEN et al. heraus, dass Furan-2-carbonsaure ein Abbauprodukt von Galakturoniden bei
der nicht-enzymatischen Braunung ist. Galakturonide sind Reaktionsprodukte des enzyma-
tischen Pektinabbaus. Die Bildung von Furan-2-carbonsdure ist dabei abhangig vom pH-
Wert. Wird der pH-Wert erniedrigt, dann steigt der Gehalt an Furan-2-carbonsaure an (286).
Da bei der Fermentation von Noni-Saft der pH-Wert erniedrigt wird, liegt die Vermutung
nahe, dass bei der Fermentation die in den Zellwdnden vorkommenden Galakturonide
extrahiert werden konnten und in den Saft Gibergehen. Dies konnte erklaren, weshalb Furan-
2-carbonsdure nur im UV-Chromatogramm von fermentiertem Saft vorkommt. In Tab. 3-43
sind die Parameter fir die Bestimmung von Furan-2-carbonsdure angegeben. Fir die

Standardabweichung der Methode wurde ein Wert von 4,9 % ermittelt.

Tab. 3-43: Parameter fiir die Bestimmung von Furan-2-carbonsadure. Angegeben sind die Parameter
fiir die Geradengleichung, den linearen Bereich, LOD (limit of detection), LOQ (limit of quantitation)
und das BestimmtheitsmaR R? firr die Quantifizierung von Furan-2-carbonsaure.

Geradengleichun i i
[ g linearer Bereich LOD (mg/mL) LOQ (mg/mL) R?
- . (mg/ml)
3,134x10° 1,308 0,006-0,200 0,006 0,014 0,999

In den frischen Saften von M. citrifolia (TAunreif, TAreif, HAunreif, HAreif, CRreif und CUreif)
konnte mit Ausnahme der zwei Safte HAreif und CRreif keine Furan-2-carbonsdaure nach-
gewiesen werden. Lediglich Spuren von Furan-2-carbonsdure konnten in HAreif und CRreif
nachgewiesen werden. In den fermentierten Saften (TAmedferm, TAfullferm, HAmedferm
und HAfullferm) konnten Gehalte von 5,2-14,8 mg/L Saft nachgewiesen werden (Abb. 3-60).
Die oben angefiihrte Beobachtung, dass Furan-2-carbonsdure ausschlieBlich in fermen-

tierten Saften vorkommt, konnte damit bestatigt werden.
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Abb. 3-60: Gehalte an Furan-2-carbonsdure in zehn authentischen Saften. Dargestellt sind die
Gehalte an Furan-2-carbonsdure [mg/L] in sechs frischen Saften von Tahiti (TAunreif und TAreif), von
Hawai‘i (HAunreif und HAreif), Costa Rica (CRreif) und Kuba (CUreif) sowie vier authentischen
fermentierten Saften von Tahiti (TAmedferm und TAfullferm) und Hawai‘i (HAmedferm und
HAfullferm).

Die fur fermentierten Noni-Saft bestimmten Gehalte liegen damit im Bereich fiir die von
YuaN und CHEN angegeben Werte fur Apfelsaft mit 10,67 mg/L Saft, jedoch niedriger als die
bestimmten Gehalte fiir Birnensaft mit 33,35 mg/L Saft (287).
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Abb. 3-61: Gehalte an Furan-2-carbonsaure in 21 kommerziell erhiltlichen Saften. Dargestellt sind
die Gehalte an Furan-2-carbonsdure [mg/L] in kommerziellen Saften, die laut Herstellerangabe aus-
schlieBlich Noni-Saft als Zutat enthalten (SR1-13) oder mit anderen Fruchtsiften versetzt sind (SZ1
89 %; SZ2 99,6 %; SZ3 k.A.; SZ4 99,6 %; SZ5 k.A.; SZ6 k.A.; SZ7 k.A., SZ8 27 % Noni-Saft). Die
Prozentzahlen geben den Gehalt an Noni-Saft an, k.A. bedeutet keine Angabe. Bei den Saften, bei
denen die Gehalte an Noni-Saft angegeben waren, wurden diese auf 100 % Noni-Saft extrapoliert.
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In den 21 kommerziellen Saften zeigte sich, dass Furan-2-carbonsdure in allen Saften nach-
weisbar und quantifizierbar war (Abb. 3-61). Die Gehalte der einzelnen Safte unterscheiden
sich jedoch extrem. So konnten Werte von Furan-2-carbonsaure von 3,6—40,3mg/L Saft flr

die Safte, die laut Hersteller ausschliefRlich Noni-Saft enthalten (SR1-13), bestimmt werden.

Einfluss der Lagerung von Noni-Saft auf Furan-2-carbonsaure

Aufgrund des moglichen Einflusses der Lagerung von Noni-Saft auf die Gehalte von Furan-2-
carbonsdure sollte diese untersucht werden. Frischer Noni-Saft wurde dafiir acht Wochen
bei T =37 °C gelagert. Die Probenahme wurde jeweils in Abstanden von sieben Tagen durch-

gefuhrt.
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Abb. 3-62: Entwicklung des Gehaltes an Furan-2-carbonsaure wahrend der Lagerung. Frischer Saft
von M. citrifolia wurde acht Wochen bei T =37 °C gelagert. Der Gehalt an Furan-2-carbonsaure
wurde jeweils in Abstanden von sieben Tagen bestimmt (R* = 0,956).

Die Untersuchung ergab, dass der Gehalt an Furan-2-carbonsdure im Verlauf der acht
Wochen linear ansteigt (R*=0,956). Zu Beginn der Untersuchung konnte keine Furan-2-
carbonsaure im Saft nachgewiesen werden. Nach acht Wochen stieg der Gehalt auf 7,9 mg/L

Saft an. Die starke Abhangigkeit der Bildung von Furan-2-carbonsaure im Saft von der

Lagerung lasst damit keine Unterscheidung von frischen und fermentierten Saften zu.
3.3.1.5 Isoamericanol A und Isoamericaninsdure A

Beim Screening der Ethylacetat-Extrakte der frischen und fermentierten Safte fiel zunachst
auf, dass bestimmte Lignane und Neolignane wie Isoamericanol A und Isoamericaninsaure A

in Noni-Saften identifiziert werden konnen (vgl. 3.1.1.2.2). Des Weiteren wiesen die
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Ethylacetat-Extrakte der fermentierten Safte die niedrigsten LCso-Werte im Brine-shrimp-
Assay auf (s. 3.1.1.3). Nach Trennung des Ethylacetat-Extrakts mittels HSCCC wurden die
erhaltenen Fraktionen mit HPLC-ESI-MS/MS analysiert. Dabei konnten in einer der zyto-
toxisch aktiven Fraktionen Neolignane nachgewiesen werden (vgl. 3.1.1.3). Diese Neolignane
wurden bisher jedoch nur aus der kompletten gefriergetrockneten und zerkleinerten Frucht
von M. citrifolia isoliert (43, 79). Da sowohl Lignane als auch Neolignane aber vorwiegend in
den Steinen vorkommen, wurde angenommen, dass diese bei der Fermentation von Noni-
Saft aus den Steinen extrahiert werden und in den Fruchtsaft Gbergehen kénnten. Deshalb
wurden die Safte auf das Lignan 3,3‘-Bisdemethylpinoresinol und die Neolignane Isoameri-
canol A, Isoamericaninsaure A, Americanin A und Americaninsdure A hin naher untersucht.
Alle aufgefiihrten Verbindungen konnten in den Noni-Sdften nachgewiesen werden (Daten
nicht gezeigt). Jedoch konnte dabei festgestellt werden, dass Isoamericanol A scheinbar
ausschlieBlich in frischen Noni-Saften vorkommt, wohingegen Isoamericaninsdure A eher in
fermentierten Noni-Saften zu finden ist. In Abb. 3-63 sind dazu die extracted ion

Chromatogramme (m/z 329 [M-H]") aufgefihrt.
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Abb. 3-63: Extracted ion Chromatogramme (EIC) bei m/z 329 von Isoamericanol A sowie frischem
und fermentiertem Noni-Saft. Dargestellt ist das EIC der isolierten Standardsubstanz Isoamericanol A
(A), das EIC des Ethylacetat-Extrakts eines frischen Noni-Safts (B) und das EIC des Ethylacetat-Extrakts
eines fermentierten Noni-Safts (C) jeweils bei m/z 329.

Die ausgewdhlte Masse entspricht dem PseudoMolekiil-lon von Isoamericanol A
(M =330 Da). Der Peak mit der Retentionszeit R; 20,8 min tritt ausschlieflich im Ethylacetat-
Extrakt des frischen Safts auf (Abb. 3-63 B). Dartiber hinaus sind unter Abb. 3-64 die EIC (m/z
343[M-H]") dargestellt. Die Molekilmasse von Isoamericaninsdure A betrdagt M =344 Da.
Der Peak mit der Retentionszeit R;21,8 min ist ausschlieRlich im Ethylacetat-Extrakt des

fermentierten Safts (Abb. 3-64 C) zu sehen. Die Verbindungen Isoamericanol A und Isoameri-
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caninsdaure A kommen somit potentiell als Markersubstanzen zur Unterscheidung von

frischen und fermentierten Noni-Saften in Frage.
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Abb. 3-64: Extracted ion Chromatogramme (EIC) bei m/z 343 von Isoamericaninsdure A sowie von
frischem und fermentiertem Noni-Saft. Dargestellt ist die isolierte Standardsubstanz Isoameri-
caninsdure A (A), das EIC des Ethylacetat-Extrakts eines frischen Noni-Safts (B) und das EIC des
Ethylacetat-Extrakts eines fermentierten Noni-Safts (C) jeweils bei m/z 343.

Um dies zu evaluieren, sollen diese Verbindungen nachfolgend in authentischen Noni-Saften
guantifiziert werden. Die Quantifizierung von Isoamericanol A und Isoamericaninsdure A

erfolgte mit LC-ESI-MS/MS unter Verwendung von HPLCSystem 6 der nach 4.4.2.9.5 aufge-

arbeiteten Safte.

Tab. 3-44: Parameter fiir die Bestimmung von Isoamericanol A und Isoamericaninsdure A. Ange-
geben sind die Parameter fiir die Geradengleichung, den linearen Bereich, LOD (limit of detection),
LOQ (limit of quantitation) und das BestimmtheitsmaR R? fir die Quantifizierung der Neolighane
Isoamericanol A und Isoamericaninsaure A.

Geradengleichung linearer Bereich LOD LoQ 2
m n (mg/mL) (mg/mL)  (mg/mL)
:gla: S 1,018410°  -6,396x10°  0,006-0,041 0,002 0,007 0,999
Isoamerica- ) 150108 -7,129x10° 0,005-0,045 0,002 0,005 0,999
ninsaure A

In Tab. 3-44 sind die Parameter der Geradengleichungen, die linearen Bereiche und die
BestimmtheitsmaRe R* der Kalibrierreihen sowie der LOD und LOQ der jeweiligen Neo-
lighane angegeben. Die Standardabweichung betrdgt 5,3 % fiir Isoamericanol A und 6,0 % fiir
Isoamericaninsdure A. Die Gehalte an Isoamericanol A in den frischen Saften (TAunreif,
TAreif, HAunreif, HAreif, CRreif und CUreif) lagen im Bereich von 1,19-2,56 mg/L Saft. Neben

Isoamericanol A konnte wie zu erwarten keine Isoamericaninsaure A in den frischen Saften
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identifiziert werden (Abb. 3-65). Bei der Untersuchung der fermentierten Safte konnte in der
Hélfte der Safte Isoamericanol A identifiziert und quantifiziert werden. So wurden in den
kurzzeitig fermentierten Saften TAmedferm und HAmedferm Gehalte an Isoamericanol A
von 0,84 mg/L bzw. 1,47 mg/L Saft nachgewiesen. Weiterhin wurde in allen untersuchten
fermentierten Saften (TAmedferm, TAfullferm, HAmedferm und HAfullferm) Isoameri-
caninsdure A detektiert. Die Gehalte lagen hier im Bereich von 0,87-0,99 mg/L Saft.
Festzuhalten bleibt, dass in den kurzzeitig fermentierten Saften sowohl Isoamericanol A als
auch Isoamericaninsdure A nachzuweisen war. Diese Beobachtung deutet auf eine Abnahme
von Isoamericanol A im Verlauf der Fermentation hin, wohingegen Isoamericaninsaure A
gebildet wird. Es scheint also eine Oxidation von Isoamericanol A stattzufinden. Es scheint
sich somit zu bestatigen, dass der Verarbeitungsgrad der Friichte einen bedeutenden
Einfluss auf den Gehalt von Isoamericanol A und Isoamericaninsdure A besitzt. Diese beiden
Verbindungen konnen somit als Markersubstanzen fir die Unterscheidung frischer und
fermentierter Noni-Safte dienen. Des Weiteren ist aufgrund der relativen Einzigartigkeit des
Vorkommens dieser Verbindungen in Fruchtsaften eine Beurteilung moglich ob es sich um
Saft von M. citrifolia handelt.
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Abb. 3-65: Gehalte an Isoamericanol A und Isoamericaninsdure A in zehn authentischen Saften.
Dargestellt sind die Gehalte an Isoamericanol A und Isoamericaninsdure A [mg/L] in sechs frischen
Saften von Tahiti (TAunreif und TAreif), von Hawai‘i (HAunreif und HAreif), Costa Rica (CRreif) und
Kuba (CUreif) sowie vier authentischen fermentierten Saften von Tahiti (TAmedferm und TAfullferm)
und Hawai‘i (HAmedferm und HAfullferm).

Gahalt an Isoamericanol A und
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Die Untersuchung von 21 kommerziellen Séaften zeigte in den 13 Séaften, die laut
Herstellerangabe ausschlieRlich Noni-Saft enthielten (SR1-13), Gehalte an Isoamericanin-

saure A von 0,53-2,67 mg/L Saft (Abb.3-66). Darlber hinaus konnte in vier Saften
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Isoamericanol A identifiziert werden. In zwei Saften (SR3 und SR5) lagen die Werte unterhalb
der Bestimmungsgrenze, in den Saften SR12 und SR13 konnten Gehalte von 1,04 mg/L bzw.
0,92 mg/L Saft nachgewiesen werden. Diese beiden Saifte scheinen demnach nur einer
kurzzeitigen Fermentation unterworfen worden zu sein.

Bei den Saften mit Zusatz anderer Safte (SZ1-8) konnte in allen Saften bis auf Saft SZ8
Isoamericaninsdure A identifiziert werden. Bei vier Saften lagen die Gehalte jedoch
unterhalb der Bestimmungsgrenze (SZ4-7). Hier zeigte sich das gleiche Bild hinsichtlich der
Verdiinnung der Safte wie bei der Bestimmung von Scopoletin (s. 3.3.1.2). Die Safte Sz4-7
beinhalten scheinbar sehr geringe Mengen an Noni-Saft. Besonders bei Saft SZ4, der nach
Herstellerangabe 99,6 % Noni-Saft enthalten soll, ist der Einsatz so groRer Mengen an Noni

zu bezweifeln.
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Abb. 3-66: Gehalte an Isoamericanol A und Isoamericaninsdure A in 21 kommerziell erhaltlichen
Saften. Dargestellt sind die Gehalte an Isoamericanol A und Isoamericansdure A [mg/L] in kommer-
ziellen Saften, die laut Herstellerangabe ausschliellich Noni-Saft als Zutat enthalten (SR1-13) oder
mit anderen Fruchtsaften versetzt sind (SZ1 89 %; SZ2 99,6 %; SZ3 k.A.; SZ4 99,6 %; SZ5 k.A.; SZ6 k.A.;
SZ7 k.A., SZ8 27 % Noni-Saft). Die Prozentzahlen geben den Gehalt an Noni-Saft an, k.A. bedeutet
keine Angabe. Bei den Saften, bei denen die Gehalte an Noni-Saft angegeben waren, wurden diese
auf 100 % Noni-Saft extrapoliert.

In den Saften SZ1-3 wurden Gehalte an Isoamericaninsaure A von 0,60-0,91 mg/L Saft
detektiert. In Saft SZ8 konnte ausschliefRlich Isoamericanol A mit einem Gehalt von 1,17 mg/L
Saft nachgewiesen werden. Das deutet daraufhin, dass bei der Herstellung von SZ8 frischer
Noni-Saft verwendet wurde. Die Ergebnisse decken sich im Groflen und Ganzen mit den
Untersuchungen zu cis-5-Hydroxy-2-methyl-1,3-dioxan und cis-4-Hydroxymethyl-2-methyl-
1,3-oxolan (3.2.2). Dort konnten ebenfalls die Safte SR12, SR13 und SZ8 zweifelsfrei als

frische Safte identifiziert werden. Darlber hinaus wurden jedoch noch weitere Safte als
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frisch eingeordnet. Deshalb soll im Weiteren der Einfluss der Lagerung auf die Verbindungen

Isoamericanol A und Isoamericaninsdure A abgeschéatzt werden.

Einfluss der Lagerung von Noni-Saft auf Isoamericanol A und Isoamericaninsaure A

Der Einfluss der Lagerung auf die Verbindungen Isoamericanol A und Isoamericaninsdure A
wurde Uber acht Wochen untersucht. Die Lagerung von frischem Noni-Saft erfolgte bei
37 °C. Dabei wurde beobachtet, dass sich der anfangs goldfarbene Saft mit zunehmender
Lagerung dunkelbraun verfarbte. In jeder Woche wurde ein Aliquot entnommen und
untersucht (Abb. 3-67).

Der Gehalt an Isoamericanol A war innerhalb der ersten zwei Wochen mit einem geringen
Abfall von 1,75 mg/L auf 1,63 mg/L Saft relativ stabil. In Woche drei der Lagerung nahm der
Gehalt von Isoamericanol A jedoch stark, auf nur noch 0,51 mg/L Saft, ab. Nach vier Wochen
konnte Isoamericanol A nicht mehr nachgewiesen werden. Isoamericaninsaure A war am
Anfang und nach Woche eins der Lagerung nicht im Saft nachweisbar. Ab Woche zwei der
Lagerung war Isoamericaninsdure A mit 0,45 mg/L im Saft nachweisbar. Die Gehalte an
Isoamericaninsdure A stiegen dann innerhalb der acht Wochen von 0,45 mg/L Saft auf
0,65 mg/L Saft an.
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Abb. 3-67: Entwicklung der Gehalte von Isoamericanol A und Isoamericaninsdure A wahrend der
Lagerung. Frischer Saft von M. citrifolia wurde acht Wochen bei T = 37 °C gelagert. Die Gehalte von
Isoamericanol A und Isoamericaninsaure A wurden jeweils in Abstanden von sieben Tagen bestimmt.
Die Untersuchung hat gezeigt, dass die Lagerung bei T=37°C von Noni-Sdften einen
erheblichen Einfluss auf den Gehalt von Isoamericanol A und Isoamericaninsdaure A hat.
Waiahrend Isoamericanol A nach vier Wochen nicht mehr nachweisbar war, erhdhte sich der

Gehalt an Isoamericaninsaure A ab der zweiten Woche stetig.
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AbschlieBend bleibt festzustellen, dass die beiden Neolignane Isoamericanol A und Iso-
americaninsaure A mogliche Marker fir den Nachweis einer Fermentation darstellen. Die
Gehalte dieser Verbindungen werden jedoch von der Lagerung der Safte stark beeinflusst.
Eine verlassliche Aussage liber den Grad der Verarbeitung der Friichte besonders nach

langerer Lagerung der Safte kann somit nicht getroffen werden.
3.3.2 Quantifizierungen in Pulpe und Steine

Weiterhin interessant fiir die Beurteilung von Produkten aus Noni-Friichten ist die Zu-
sammensetzung sekundarer Pflanzeninhaltsstoffe in der Pulpe und den Steinen von
M. citrifolia. Da bis zu diesem Zeitpunkt keine Daten Uber diese Fruchtbestandteile hin-
sichtlich der Mengen an Inhaltsstoffen vorliegen, sollen ausgewahlte Hauptverbindungen im
Folgenden untersucht werden. Bei den untersuchten Verbindungen handelt es sich um
Asperulosidsaure, Scopoletin und (2E,4Z,72)-Decatriensaure. Asperulosidsdure und Scopo-
letin wurden aus gefriergetrockneter Pulpe und Steinen quantifiziert. Die Bestimmung von
(2E,42,72)-Decatriensaure wurde aus den frischen Bestandteilen quantifiziert. Zur Ver-
gleichbarkeit der Ergebnisse mit publizierten Daten wurden darliberhinaus die Trocken-

substanzgehalte der einzelnen Fruchtbestandteile bestimmt (Tab. 3-45).

Tab. 3-45: Trockensubstanzgehalte der Fruchtbestandteile von M. citrifolia. Dargestellt sind die
Trockensubstanzgehalte der Pulpe, Steine und des Saftes von Friichten von M. citrifolia [g/100 g]. Fur
die Bestimmung wurden Pulpe, Steine und Saft eingewogen, lyophilisiert und anschliefend aus-
gewogen.

Trockensubstanzgehalt Trockensubstanzgehalt Trockensubstanzgehalt

Pulpe [g/100 g] Steine [g/100 g] Saft [g/100 g]
TAunreif 22,5 63,3 9,1
TAreif 22,3 62,6 9,6
HAunreif 24,6 60,4 9,9
HAreif 18,0 59,0 10,0
CRreif 26,9 64,3 6,9
CUreif 19,6 68,1 8,8

3.3.2.1 Asperulosidsdure

Die Parameter fiir die Geradengleichung, den linearen Bereich und das BestimmtheitsmalR R?
der Kalibriergerade sowie der LOD und LOQ fir die Bestimmung von Asperulosidsdure sind in
Tab. 3-40 angegeben. Die relativen Standardabweichungen fir die Bestimmungen von
Asperulosidsaure in der Pulpe und den Steinen betrugen 4,6 % bzw. 5,0 % und lagen damit
etwas hoher als die fiir die Bestimmung in den Fruchtsaften (3,6 %).

In der Pulpe der Frichte konnten Gehalte an Asperulosidsdure von 564,8-5114,1 mg/kg

Feuchtgewicht bestimmt werden. Fir die Steine ergaben sich Werte an Asperulosidsdure
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von 207,3-5438,8 mg/kg Feuchtgewicht (Abb. 3-68). Die niedrigsten Werte ergaben sich
jeweils fur die Fruchtbestandteile von HAunreif und die hochsten Gehalte fiir die
Bestandteile von CRreif. In CRreif konnten dariiber hinaus hohere Gehalte an Asperulosid-
saure in den Steinen als in der Pulpe nachgewiesen werden (bezogen auf das Feucht-
gewicht). Es zeigte sich zudem wie in den Saften die Tendenz, dass in der Pulpe aus den
unreifen Frichten TAunreif und HAunreif niedrigere Werte an Asperulosidsaure mit
2211,0 mg/kg bzw. 564,8 mg/kg im Gegensatz zu den reifen Friichten TAreif und HAreif mit
2391,8 mg/kg bzw. 1270,5 mg/kg Pulpe enthalten waren. Dies bestatigte sich auch in den
Steinen. Es scheint demnach eine Biosynthese dieser Verbindung wahrend der Reifung der

Frucht stattzufinden.
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Abb. 3-68: Gehalte an Asperulosidsdure in den Fruchtbestandteilen Pulpe und Steine. Dargestellt
sind die Gehalte an Asperulosidsiure [mg/kg Feuchtgewicht] in der Pulpe und den Steinen von
Friichten aus Tahiti (TAunreif und TAreif), Hawai‘i (HAunreif und HAreif), Costa Rica (CRreif) und Kuba
(CUreif).

Wurden die Gehalte an Asperulosidsaure auf die trockenen Bestandteile umgerechnet (vgl.
Tab. 3-45), zeigte sich, dass die hdchsten Gehalte in der Pulpe und im Saft vorhanden waren.
So konnten berechnet auf Trockensubstanz z.B. 19011,7 mg Asperulosidsdure/kg Pulpe bzw.
11884,6 mg Asperulosidsaure/kg Saft in CRreif detektiert werden. Die hier bestimmten
Werte fur Asperulosidsaure stimmen mit den Gehalten, die von DENG et al. in metha-
nolischen Extrakten von Frilichten von M. citrifolia aus sechs verschiedenen Herkunfts-
landern bestimmt wurden, Uberein (82). Friichte von M. citrifolia stellen demnach eine
exzellente Quelle flr diese Verbindung dar. Jedoch sind bedeutende Unterschiede in der
phytochemischen Zusammensetzung der Friichte mit unterschiedlicher Herkunft zu

erkennen.
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3.3.2.2 Scopoletin

Die Bestimmung von Scopoletin wurde anhand der Parameter fir die Geradengleichung, den
linearen Bereich und das BestimmtheitsmaR R? der Kalibriergerade sowie den LOD und LOQ
nach Tab. 3-41 durchgefiihrt. Hier lagen die Werte fir die relativen Standardabweichungen
der Bestimmung von Scopoletin aufgrund der komplexeren Matrix mit 6,8 % fiir die Pulpe
bzw. 7,8 % fir die Steine hoher als fir die Bestimmung in den Saften (4,4 %).

Die Gehalte an Scopoletin lagen in den untersuchten Fruchtbestandteilen von M. citrifolia im
Bereich von 5,2-32,1 mg/kg Feuchtgewicht fir die Pulpe und 22,1-80,9 mg/kg Feucht-
gewicht fir die Steine (Abb. 3-69). Damit liegen die Gehalte in den Grenzen, die von
DENG et al. fir methanolische Extrakte von Friichten von M. citrifolia angegeben wurden.
Hier konnten jedoch deutlich groBere Schwankungen von 64-6870 mg/kg Frucht nach-

gewiesen werden (283).
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Abb. 3-69: Gehalte an Scopoletin in den Fruchtbestandteilen Pulpe und Steine. Dargestellt sind die
Gehalte an Scopoletin [mg/kg Feuchtgewicht] in der Pulpe und den Steinen von Friichten aus Tahiti
(TAunreif und TAreif), Hawai‘i (HAunreif und HAreif), Costa Rica (CRreif) und Kuba (CUreif).

Dariiber hinaus waren die hier detektierten Schwankungen in der Pulpe und den Steinen
hoher im Gegensatz zu den Saften (vgl. 3.3.1.2). Fir die Steine wurden in allen Frichten
hohere Gehalte bezogen auf das Feuchtgewicht als fir die Pulpe detektiert. Wurden die
Werte fir Scopoletin bezogen auf den Trockensubstanzgehalt der einzelnen Fruchtbestand-
teile betrachtet, konnten fiir die Pulpe und den Saft dhnliche Gehalte detektiert werden
(67,0-143,7 mg/kg Pulpe vs. 104,1-151,6 mg/kg Saft). Lediglich bei CUreif bestand mit
26,5 mg/kg fur die Pulpe und 144,9 mg/kg fur den Saft eine deutliche Diskrepanz.
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3.3.2.3 (2E,4Z,7Z)-Decatriensaure und dessen Glucose-Ester

Die Parameter der Geradengleichung, den linearen Bereich und das BestimmtheitsmaR R*
der Kalibriergerade sowie den LOD und LOQ fir die Bestimmung von (2E,4Z7Z)-Deca-
triensdure (DTA) und 2-O-(B-p-Glucopyranosyl)-1-O-(2E,42,7Z)-decatrienoyl-B-p-glucopyra-
nose (DTA-diglucose) sind in Tab. 3-42 aufgefiihrt. Die relativen Standardabweichungen fiir
die Bestimmung von DTA und DTA-diglucose lagen fir die Pulpe bei 2,2 % bzw. 4,8 % und fir
die Steine bei 3,6 % (DTA).

Die Steine von M. citrifolia wiesen stark unterschiedliche Werte an DTA auf. So konnten
Gehalte an DTA in den Steinen von 10,5-532,2 mg/kg nachgewiesen (Abb. 3-71). Dabei
waren die hochsten Werte in den Steinen von CRreif und die niedrigsten Werte in den
Steinen von CUreif detektiert worden. Auch in den Steinen war der Effekt des Anstiegs von
DTA wahrend der Reifung der Frucht detektierbar. Die Werte an DTA stiegen von
197,7 mg/kg fur TAunreif auf 283,6 mg/kg fir TA reif an. In den Steinen von HAunreif und
HAreif war dieser Effekt noch deutlicher ausgepragt mit einem Anstieg von 57,2 mg/kg fur
HAunreif auf 200,1 mg/kg fur HAreif. Die Verbindung DTA-diglucose konnte in den Steinen

nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 3-70: Gehalte an (2E,4Z,7Z)-Decatriensdure (DTA) in den Steinen. Dargestellt sind die Gehalte
an DTA [mg/kg Feuchtgewicht] in den Steinen von Friichten aus Tahiti (TAunreif und TAreif), Hawai‘i
(HAunreif und HAreif), Costa Rica (CRreif) und Kuba (CUreif).

In der Pulpe konnten sowohl DTA als auch dessen Disaccharid-Fettsaure-Ester DTA-diglucose
nachgewiesen werden. In CUreif lag der Gehalt an DTA unterhalb der Nachweisgrenze. Dies

bestatigt das Ergebnis des Saftes von CUreif, in welchem ebenfalls nur geringe Gehalte an

DTA mit 2,8 mg/L detektiert werden konnten. Die Pulpe der tbrigen Friichte zeigte Werte an
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DTA von 7,5-29,4 mg/kg (Abb. 3-71). Wie schon bei den Siften zeigte sich hier wieder der
Einfluss des Reifestadiums der Friichte. In TAunreif konnten Gehalte von 12,4 mg/kg Pulpe
wohingegen in TAreif Werte von 16,9 mg/kg Pulpe detektiert werden konnten. Bei HAunreif
und HAreif zeigte sich mit dem Anstieg des Gehalts an DTA von 7,5 mg/kg (HAunreif) auf
15,7 mg/kg (HAreif) das gleiche Bild.

100,0

EmDTA  ODTA-diglucose

T
80,0

60,0

40,0

MR SRR

Gehalte an DTA und DTA-diglucose
[mg/kg Feuchtgewicht]

Abb. 3-71: Gehalte an (2E4Z7Z)-Decatriensdaure (DTA) und 2-O-(B-D-Glucopyranosyl)-1-O-
(2E,4Z,7Z)-decatrienoyl-B-D-glucopyranose (DTA-diglucose) in der Pulpe. Dargestellt sind die
Gehalte an DTA und DTA-diglucose [mg/kg Feuchtgewicht] in der Pulpe von Friichten aus Tahiti
(TAunreif und TAreif), Hawai‘i (HAunreif und HAreif), Costa Rica (CRreif) und Kuba (CUreif).

Die Gehalte an DTA-diglucose in der Pulpe lagen im Bereich von 13,0-83,5 mg/kg
(Abb. 3-71). Die hochsten Werte konnten fiir TAreif und die niedrigsten fur CUreif detektiert
werden. Sowohl bezogen auf das Feuchtgewicht als auch auf den Trockensubstanzgehalt
lagen die Werte fiir die Pulpe damit immer deutlich hoher (TAunreif: 90,6 mg/kg, TAreif:
3742 mg/kg, HAunreif: 106,0 mg/kg, HAreif: 235,9 mg/kg, CRreif: 109,8 mg/kg und CUreif:
66,3 mg/kg gefriergetrocknete Pulpe) als fiir die Safte von M. citrifolia. Die Verbindung DTA-
diglucose scheint demnach beim Abpressen nur zu einem geringen Teil in den Saft
Uberzugehen. In allen Friichten mit Ausnahme von CRreif lagen die Werte fiir DTA deutlich
unter den Werten fiir DTA-diglucose. Dies ist gegenséatzlich zu den Saften, in welchen, mit
Ausnahme von TAreif, DTA immer in deutlich hoheren Konzentrationen als DTA-diglucose
vorlag. AbschlieBend bleibt festzustellen, dass ein starker Einfluss der Herkunft sowie des
Reifegrades der Friichte auf die Gehalte an DTA sowie DTA-diglucose in der Pulpe und den
Gehalt an DTA in den Steinen existiert. Darlber hinaus konnten in der Pulpe deutlich héhere

Gehalte an DTA-diglucose als in den Saften nachgewiesen werden.
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4 EXPERIMENTELLER TEIL

4.1 Untersuchungsmaterialien

4.1.1 Authentische Untersuchungsmaterialien

In Tab. 4-1 sind die authentischen Friichte und fermentierten Safte von M. citrifolia mit

Herkunft, Datum der Probenahme und Menge der Probe aufgefiihrt. Die Frichte bzw.

daraus hergestellte Safte wurden bis zu ihrer weiteren Verarbeitung tiefgefroren und bei

-20°C gelagert. Die Safte wurden zusatzlich vor dem Einfrieren mit Argon lberschichtet.

Tab. 4-1: Authentische Untersuchungsmaterialien von M. citrifolia. Angegeben sind die Herkunft,
das Datum der Probenahme und die Menge der Probe.

.. Datum der .
Abkiirzung Herkunft Probenahme Menge Sonstiges
Friichte
TAreif Franzosisch-Polynesien April 2008 15 k .
(Tahiti) P &
TAUnreif Franzosisch-Polynesien April 2008 15 k .
(Tahiti) P &
. Vereinigte Staaten
HAreif (Hawai’i, Big Island) September 2008 20 kg
. Vereinigte Staaten
HAunreif (Hawa’i, Big Island) September 2008 10 kg
WeserGold
CRreif Costa Rica Juli 2009 10 kg Getrankeindustrie
GmbH & Co. KG
CUreif Kuba Oktober 2009 2,2 kg —
Fermentierte Safte
TAmedferm Fran.z<.35|sch—PonneS|en Februar 2008 151 Life Light Handels
(Tahiti) GmbH
TAfullferm Fran.zc.)5|sch—Ponne5|en April 2008 0,75L  Royal Tahiti Noni
(Tahiti)
HAmedferm Vereln}’g_te .Staaten September 2008 0L Healing Noni
(Hawai'i, Big Island)
HAfullferm Verem.|’g.te ‘Staaten September 2008 0,5L ST Trading
(Hawai'i, Big Island) Company

4.1.2 Kommerzielle Untersuchungsmaterialien

In Tab. 4-2 sind alle verwendeten Safte mit Herstellerangaben und Herkunft, soweit auf der

Verpackung angegeben, aufgefiihrt. Nach dem Offnen der Sifte wurden diese mit Argon
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Uberschichtet und verschlossen im Kihlschrank aufbewahrt. Ferner wurden von jedem Saft

200 mL als Ruckstellmuster bei -20°C zurtickbehalten.

Tab. 4-2: Kommerziell erhaltliche Safte von M. citrifolia. Angegeben ist der Hersteller bzw. Vertrieb
und Herkunft der Safte (k.A. keine Angabe).

Hersteller/Vertrieb

Sonstige Angaben

Herkunft

Noni-Safte ohne weitere Zusitze

Anton Hibner GmbH &
Co. KG, 79236
Ehrenkirchen

kontrolliert biologischer Anbau (MHD:
11/2009)

k.A.

Anton Hibner GmbH &
Co. KG, 79236
Ehrenkirchen

kontrolliert biologischer Anbau (MHD:
11/2010)

k.A.

GSE-Vertrieb GmbH 66119
Saarbriicken

kontrolliert biologischer Anbau

Cook Islands

Maneva GmbH
Naturprodukte, 87700
Memmingen

Direktsaft aus sonnengereiften,
handgepflickten, vollaromatischen,
tropischen Wildfriichten; traditionell
fermentiert

Fidschi

Hersteller: Herbex Ltd.

P.O. Box 11033 Laucala
Beach Fidschi; Vertrieb:
Goodlife, Enzianweg 1,

93073 Neutraubling

Noni Fruchtsaft original

Fidschi

Golden Heart Products
GmbH, 37120 Bovenden

Noni Saft Zauberfrucht der Siidsee

k.A.

Sonnenmacht
International, Vor dem
Kreuzberg 28, 72070
Tibingen

Tahiti

G&M Naturwaren Import
GmbH & Co. KG, In der
Hohl 8, 56630 Kretz

Cook Islands

allcura Naturheilmittel
GmbH, 97877 Wertheim

Tahiti

Medicura Naturprodukte
AG, Am Baumfeld 14,
97616 Bad Neustadt
(Saale)

Noni 100 % direct juice from certified
organic agriculture

k.A.

Hanoju-Europe Ltd.,
Wendelenkamp 58, NL-
7091 TZ Dinxperlo

Bio, 100 % reiner Bio-Direktsaft

Cook-Islands

Hanoju-Europe Ltd.,

100 % reiner Fruchtsaft aus Morinda

Wendelenkamp 58, NL- Citrifolia L., hergestellt und abgefiillt auf den  Fidschi
7091 TZ Dinxperlo Fiji-Inseln

Hanoju-Europe Ltd., 100 % Direktsaft aus der Frucht der Spezies
Wendelenkamp 58, NL- Hawai‘i

7091 TZ Dinxperlo

Morinda Citrifolia L.
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Hersteller/Vertrieb

Sonstige Angaben

Herkunft

Noni-Safte mit Zusatzen anderer Fruchtsafte

Tahitian Noni
International UK LTD, 24th
Floor, Centre Point Tower,

Noni Saft, Traubensaftkonzentrat,
Heidelbeersaftkonzentrat und

Franzosisch-

103 New Oxford Street, Geschmacksstoffe aus natiirlichen Polynesien

London, WC1A 1DD, Fruchtsaften

United Kingdom

Z/I;d;zt:;é\l;'s;rg}rgi;ie ani Direktsaft aus Nonifrlichten mit KA
Himbeeraroma

Burglauer
Monchs Noni plus, reiner Natursaft der

g/;ii:zrimbH’ 71509 Morin.da citri)folia .und roter Trauber?saft und  k.A.
nattrliches Vitamin C der Acerola-Kirsche

H|run.do Products Bioactive NONI, naturreiner Direktsaft mit

Vertriebsanstalt, Postfach Himbeerkonzentrat k.A.

367, FL-9493 Mauren

Vitaminshop Direct Inc., Via Biona NONI Saft mit Himbeeraroma und KA

Dover, DE 19904 USA Citronensaure o

Medwed & Werner GbR, m & w Best of nature, Das Original aus

Wetzelsrieder Str. 18, Polynesien NONI Morinda citrifolia mit k.A.

88260 Argenbihl Himbeeraroma und Citronensdure

KA NONI Morinda citrifolia, aus Nonifriichten, KA

o Traubensaft und Apfelsaft o
. ) Schwechower Noni, Sanddorn Fruchtnektar

Richard Hartinger, Am L . .

teilweise aus Fruchtsaftkonzentrat mit der Costa Rica

Park 1, 19230 Schwechow SiiRe aus Friichten

4.1.3 Verarbeitung der Untersuchungsmaterialien
4.1.3.1 Herstellung von Saft

Die Herstellung von selbstgepresstem Noni-Saft erfolgte mit einer hydrostatischen Presse
(Para Press-Saftpresse Arauner, Germany). Die Presse bestand aus einem 5-L-Eimer, einem
Edelstahlsieb und Edelstahldeckel, in welchem ein Gummiballon installiert war. Das Sieb und
der Deckel wurden durch einen Kunststoffring verbunden. Die Gummiblase wurde Uber ein
Zweiwegeventil mit der Wasserleitung verbunden. Die Noni-Friichte wurden in das Sieb
gelegt bzw. zusatzlich in das mitgelieferte Netz gelegt. Der Gummiballon wurde
anschlieRend gefillt und driickte mit 4 bar auf die Friichte und der Saft lief in den Eimer. Die
Pulpe verblieb im Sieb bzw. Netz. Nach Beendigung der Pressung wurde der Gummiballon
durch Umschalten des Zweiwegeventils entleert. Der erhaltene Saft wurde mit Argon

Uberschichtet und bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C gelagert.
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4.1.3.2 Pulpe und Steine

Die nach 4.1.3.1 abgepressten Friichte wurden manuell in Pulpe und Steine getrennt. Pulpe
sowie Steine wurden anschliefend lyophilisiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C

gelagert.
4.2 Losungsmittel und Chemikalien

Bei dem verwendeten Wasser handelte es sich immer, sofern nicht anders beschrieben, um
doppelt demineralisiertes Wasser (Barnstead, UK). Die flir die HPLC-Analytik eingesetzten
Losungsmittel besaBen HPLC-Qualitat. Die Extraktionen, CCC-Trennungen und diinnschicht-
chromatographischen Trennungen wurden mit Losungsmitteln in p.a.-Qualitat durchgefiihrt.
Die Losungsmittel und Chemikalien wurden von den Firmen Sigma-Aldrich bzw. Fluka
(Steinheim, Germany), Roth (Karlsruhe, Germany), Merck (Darmstadt, Germany), Fisher
Scientific (Loughborough, UK), AppliChem (Darmstadt, Germany), Deutero (Kastellaun,
Germany) und Riedel-de Haén (Seelze, Germany) bezogen. Eine genaue Auflistung der

verwendeten Chemikalien sowie deren Reinheit und Hersteller befindet sich in Tab. 4-3.

Tab. 4-3: Verwendete Chemikalien mit Hersteller und Reinheit.

Chemikalie Reinheit Hersteller
Acetonitril p.a. Sigma-Aldrich
Acetonitril HPLC grade Sigma-Aldrich
Ameisensaure p.A. (98-100 %) Roth
Amberlite XAD-7 — Sigma-Aldrich
Amberlite XAD-2 — Sigma-Aldrich
Anisaldehyd p.a. Merck
n-Butanol p.a. Fisher Scientific
Chloroform HPLC grade Fisher Scientific
Citronensdure p.a. Fluka
Cyclodecanon >96 % (GC) Fluka
Dichlormethan p.a. Fisher Scientific
Dichlormethan HPLC grade Fisher Scientific
Diethylether bidestilliert —
Dimethylsulfoxid-d6 99,9 % deuteriert Deutero GmbH
Dinatriumhydrogenphosphat p.a. Fluka
Essigsdure (100 %) p.a. Roth
Essigsdure (100 %) HPLC grade AppliChem
Ethanol p.a. Riedel-de Haén
Ethylacetat p.a. Riedel-de Haén
Folin-Ciocalteu-Reagenz — Fluka
Gallussaure Monohydrat p.a. Fluka
Methanol HPLC grade Fisher Scientific
Methanol MS grade Fisher Scientific
Methanol-d4 99,8 % deuteriert Deutero GmbH
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Chemikalie Reinheit Hersteller
Methanol-d4 99,96 % deuteriert Deutero GmbH
Natriumcarbonat p.a. Merck
Natriumsulfat 299 % Roth
Octanal 99 % (GC) Sigma-Aldrich
ODGP >99 % (GC) Riedel-de Haén
Podophyllotoxin >98 % (HPLC) Sigma-Aldrich
Sephadex LH-20 (25-10 um) — Sigma-Aldrich
tert.-Butylmethylether p.a. Fluka
Trifluoressigsaure (TFA) >98,0 % Fluka

Der Citronensaure-Phosphat-Puffer nach MclLvaINE wurde nach (288) hergestellt. Dafir
Citronensdure (21,0g CgHgO7 x H,0O/L;
Dinatriumhydrogenphosphat (35,6 g Na,HPO4 x 2H,0/L; Losung B) Pufferlésungen herge-

wurden aus 0,1 mol

stellt. AnschlieBend wurden x mL Lésung A mit Losung B wie in Tab. 4-4 aufgefiihrt auf

100 mL aufgefiillt.

Tab. 4-4: Citronensaure-Phosphat-Puffer nach McILVAINE.

Losung A) und 0,2 mol

pH mL Lésung A pH mL Lésung A pH mL Lésung A
2,2 98,00 4,2 58,60 6,2 33,90
2,4 93,80 4,4 55,90 6,4 30,75
2,6 89,10 4,6 53,25 6,6 27,25
2,8 84,15 4,8 50,70 6,8 22,75
3,0 79,45 5,0 48,50 7,0 18,15
3,2 75,30 5,2 46,40 7,2 13,05
3,4 71,50 5,4 44,25 7,4 9,15
3,6 67,80 5,6 42,00 7,6 6,35
3,8 64,50 5,8 39,55 7,8 4,30
4,0 61,45 6,0 36,85 8,0 2,75

4.3 Gerateparameter und FlieBmittelsysteme

4.3.1 Fliissigchromatographie

4.3.1.1 HPLC-DAD

Pumpe
Degasser
Gradientenmischer

Detektor

Autosampler

(Jasco, Germany)
Jasco Multiwavelength Detector MD-910 220—650 nm (Jasco,

Germany)
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Datenverarbeitung

Borwin PDA chromatography software Version 1.0

4.3.1.2 HPLC-ESI-MS"

4.3.1.2.1 HPLC

Pumpe

Autosampler

4.3.1.2.2 ESI-MS/MS

Datenverarbeitung

Massenspektrometer

Bindare HPLC-Pumpe, HP Series 1100, G1312A, Hewlett Packard
(Agilent, Germany)
HP Series 1200, G1329B ALS SL, Hewlett Packard (Agilent,

Germany)

HP Kayat, HP Chemstation A.06.01, Esquire NT 4.0, Esquire
Control Software
Esquire-LC-MS/MS lon Trap mit Elektrospray-lonisierung (Bruker

Daltonik, Germany)

Tab. 4-5: Einstellungen fiir den massenspektrometrischen Detektor.

Parameter Einstellung Parameter Einstellung
Source Type ESI DryTemp (Set) 320 °C
lon Polarity negative/positive Dry Gas 12 mL/min
Trap Drive 49,2/52,1 Capillary Exit 106,7 V
zcrfgl‘i’toulzeRF 200,0 Vpp Nebulizer (Set) 40,00 psi
Lens 1 +/-5,0V HV Capillary 3500V
Lens 2 +/-60,0V

4.3.1.2.3 DAD-ESI-MS"

DAD
Datenverarbeitung

Massenspektrometer

Agilent 1100 Series G1315B, Hewlett Packard (Agilent, Germany)
Compass 1.3 for Esquire/HCT
HCT ultra PTM Discovery System lon Trap mit Elektrospray-

lonisierung (Bruker Daltonik, Germany)

Tab. 4-6: Einstellungen fiir den MSD zur Verwendung mit HPLCSystem 2—4 und 6.

Parameter Einstellung Parameter Einstellung
Mass Range Mode Ultra Scan Dry Gas 11,00 L/min
lon Polarity negative HV Capillary 3000V
lon Source Type ESI Current Capillary 18,311 nA
Alternating lon Polarity on Current End Plate 605,000 nA
Trap Drive 43,7 HV End Plate Offset -500V
Octopole RF Amplitude 162,2 Vpp Target Mass 350 m/z
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Parameter Einstellung Parameter Einstellung
Lens 2 60,0 V Compound Stability 60 %
Capillary Exit -117,3V Trap Drive Level 100 %
Skimmer -40,0V Scan Begin 100 m/z
Lens 1 50V Scan End 1000 m/z
Oct1DC -8,00V Max. AccuTime 200000 ps
Oct 2 DC -1,70V ICC Target 100000
Dry Temp (Set) 350 °C Averages 5 spectra
Nebulizer (Set) 60,00 psi
Tab. 4-7: Einstellungen fiir den MSD zur Verwendung mit HPLCSystem 7.
Parameter Einstellung Parameter Einstellung
Mass Range Mode Ultra Scan Dry Gas 8,00 L/min
lon Polarity negative HV Capillary 3000V
lon Source Type ESI Current Capillary 41,504 nA
Alternating lon Polarity on Current End Plate 640,000 nA
Trap Drive 48,2 HV End Plate Offset -500V
Octopole RF Amplitude 162,2 Vpp Target Mass 350 m/z
Lens 2 60,0V Compound Stability 60 %
Capillary Exit -103,6 V Trap Drive Level 100 %
Skimmer -40,0V Scan Begin 50 m/z
Lens 1 50V Scan End 1000 m/z
Oct1DC -8,00V Max. AccuTime 200000 ps
Oct 2 DC -1,70 vV ICC Target 100000
Dry Temp (Set) 350 °C Averages 5 spectra
Nebulizer (Set) 40,00 psi
Tab. 4-8: Einstellungen des MSD fiir die Direktinjektionen.
Einstellung Einstellung
Parameter : — Parameter - —
negative positive negative positive
Mass Range Mode Ultra Scan Ultra Scan | Dry Gas 11,00 L/min 11,00 L/min
lon Polarity negative positive HV Capillary 3500V -3500V
lon Source Type ESI ESI current 6,104 nA 4,883 nA
Capillary
Trap Drive 48,1 42,5 Egtr:”t End  3;500nA 40,000 nA
grcrfgﬁﬁjze” 171,0Vpp  171,0 Vpp (H)};SEerld Plate 500 volt -500 V
Lens 2 60,0 Volt -60,0V Target Mass 400 m/z 400 m/z
. . Compound
Capillary Exit 1150V 121,0V Stabi‘l’ity 80 % 80 %
Skimmer 40,0V a0y | TrapDrive 100 % 100 %
Level
Lens 1 50V -5,0V Scan Begin 100 m/z 100 m/z
Oct 1 DC -8,00 V 8,00V Scan End 3000 m/z 3000 m/z
Oct 2 DC 1,70V L70v | M 200000 ps 200000 s
AccuTime
Dry Temp (Set) 330°C 330°C ICC Target 70000 100000
Nebulizer (Set) 60,00 psi 60,00 psi Averages 5 spectra 5 spectra
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4.3.1.3 HR-ESI-MS

Massenspektrometer Linear iontrap coupled with orbitrap mass analyser LTQ-Orbitrap

Velos (ThermoFisher Scientific, Germany)

Auflésung 100000 FWHM bei 400 u
Scan 50-2000 u
Konzentration ca. 50 ug/mL in Methanol versetzt mit 0,1 mg/mL Tetradecyltri-

methylammoniumbromid

Die Messungen wurden im Direktaufgabe-Modus mit einem selbstgebauten Microspray-

device (positiver Modus, sprayvoltages: 2,3-2,8 kV) durchgefiihrt. Die genauen Massenbe-

stimmungen wurden mit der lock mass option, mit dem Kation von Tetradecyltrimethyl-

ammoniumbromid (256,29988 u) als interner Massenreferenz, durchgefiihrt.

4.3.1.4 FlieBmittelsysteme

HPLCSystem 1 Analytik der Hexan- und Dichlormethan-Extrakte

Saule

FlieBmittel

Flussrate

Gradient

Luna 5 u, MAX-RP (C18) 80 A, mit Vorsaule, 250 x 4,6 mm (Phenomenex,
Germany)

A Wasser/Essigsaure, 99/1 (v/v)

B Methanol/Essigsaure, 99/1 (v/v)

0,8 mL/min

35 min 45 min 50 min
20%B——100%B——100%B——20%B

HPLCSystem 2 Analytik der Ethylacetat-Extrakte nach Flissig-FlUssig-Extraktion

Saule

FlieBmittel

Flussrate

Gradient

vgl. HPLCSystem 1

A Wasser/Essigsaure, 99/1 (v/v)

B Methanol/Essigsaure, 99/1 (v/v)
0,8 mL/min

20 min 45 min 55 min 60 min
10%B—— 50%B—— 100% B — 100%B — 10% B

HPLCSystem 3 Analytik der XAD-2-Extrakte

Saule

FlieBmittel

Flussrate

Gradient

vgl. HPLCSystem 1

A Wasser/Essigsaure, 99/1 (v/v)

B Methanol/Essigsaure, 99/1 (v/v)
0,8 mL/min

5 min 25 min 35 min 45 min 55 min 60 min
20%B— 20%B—— 45%B — 45%B — 100%B — 100%B — 20% B
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HPLCSystem 4 Analytik des XAD-7-Extrakts

Saule Synergi 4 y, MAX-RP 80 A, mit Vorsaule, 250 x 4,6 mm (Phenomenex,
Germany)

FlieRmittel A Wasser/Acetonitril/Ameisensaure, 87/3/10 (v/v/v)
B Wasser/Acetonitril/Ameisensaure, 40/50/10 (v/v/v)

Flussrate 0,5 mL/min
Gradient 20 min 35 min 40 min 45 min 55 min
6%B—— 20%B — 40%B—— 60%B —>90%B — 6%B

HPLCSystem 5 Quantifizierung von Scopoletin und Furan-2-carbonsaure
Saule vgl. HPLCSystem 1
FlieBmittel A Wasser/Essigsdure, 99/1 (v/v)
B Methanol/Essigsaure, 99/1 (v/v)
Flussrate 0,8 mL/min

Gradient

5 min 15 min 25 min 35 min 40 min 45 min
20%B— 20%B—— 45%B — 45%B — 100 % B —— 100 % B — 20% B

HPLCSystem 6 Quantifizierung von Isoamericanol A, Isoamericaninsaure A, DTA und DTA-
diglucose

Saule vgl. HPLCSystem 1

FlieBmittel A Wasser/Essigsaure, 99/1 (v/v)
B Methanol/Essigsaure, 99/1 (v/v)

Flussrate 0,8 mL/min

Gradient

5 min 15 min 25 min 35 min 45 min 50 min
20%B— 20%B—— 45%B — 45%B — 100%B — 100% B — 20% B

HPLCSystem 7 Quantifizierung von Asperulosidsdure

Saule Kinetex 2.6 p, C18 100 A, mit Vorsaule, 150 x 2,0 mm (Phenomenex,
Germany)

FlieRmittel A Wasser/Essigsaure, 99/1 (v/v)
B Methanol/Essigsaure, 99/1 (v/v)

Flussrate 0,15 mL/min

Gradient

3 min 9 min 15 min 21 min 27 min 30 min
10%B— 10%B— 45%B — 45%B — 100 % B — 100 % B — 20% B
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HPLCSystem 8 Analytik der CCC-Fraktionen des Dichlormethan-Extrakts

Saule

FlieBmittel

Flussrate

Gradient

Luna 3 u, MAX-RP (C18) 80 A, mit Vorsaule, 150 x 2,0 mm (Phenomenex,
Germany)

A Wasser/Essigsaure, 99/1 (v/v)

B Methanol/Essigsaure, 99/1 (v/v)

0,2 mL/min

35 min 45 min 50 min
20%B—— 100 % B——100% B —— 20% B

4.3.1.5 Praparative HPLC-UV/VIS

Pumpe Smartline Pump 1000 (Knauer, Germany)
Gradientenmischer Smartlinemanager 5000, Dynamic Mixing Chamber (Knauer,
Germany)

Detektor Wellchrom UV-Detector K-2600 (Knauer, Germany)
Injektion Sechswegeventil, Volumen: 200 pL (Knauer, Germany)
Datenverarbeitung ChromGate Client/Server Version 3.1.7 Build 3.1.7.11
prdpHPLCSystem 1
Saule Luna 5, C18 100 A, mit Vorsaule, 250 x 15,0 mm (Phenomenex, Germany)
FlieBmittel A Wasser/Essigsadure, 99/1 (v/V)

B Methanol/Essigsaure, 99/1 (v/v)
Flussrate 4,0 mL/min
Gradient 10% 8 275 50 % B 25 100 % B 5 100 % B 3 10% B
pripHPLCSystem 2
Sdule vgl. prdpHPLCSystem 1
FlieRmittel A Wasser/Essigsaure, 99/1 (v/v)

B Methanol/Essigsaure, 99/1 (v/v)
Flussrate 4,5 mL/min
Gradient 309820509 8275 100 % B — 100 % B — 30 % B
prdpHPLCSystem 3
Saule vgl. prdpHPLCSystem 1
FlieRmittel A Wasser/Essigsaure, 99/1 (v/v)

B Methanol/Essigsaure, 99/1 (v/v)
Flussrate 4,5 mL/min
Gradient 5098275 20 % B 5 50 % B 5 100 % B —5 100 % B —5 20 % B
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préipHPLCSystem 4

Saule vgl. prdpHPLCSystem 1

FlieBmittel Wasser/Methanol/Essigsaure, 40/60/1 (v/v/V)
Flussrate 4,5 mL/min

Modus isokratisch

prdpHPLCSystem 5

Saule vgl. prdpHPLCSystem 1

FlieBmittel A Wasser/Essigsaure, 99/1 (v/v)
B Methanol/Essigsaure, 99/1 (v/v)

Flussrate 4,0 mL/min

B 30 min 31 min 35 min 36 min
Gradient 4098 "5 80% B = 100 % B — 100 % B — 40 % B

prdpHPLC-System 6
Saule Aqua 5y, C18 125 A, mit Vorsaule, 250 x 15,0 mm (Phenomenex, Germany)
FlieBmittel A Wasser/Essigsaure, 99/1 (v/v)

B Methanol/Essigsaure, 99/1 (v/v)

Flussrate 4,0 mL/min

Gradient 5 min 35 min 40 min 50 min 51 min
200B—20%B——60% B —— 100 % B—— 100 % B —20% B

pripHPLC-System 7
Sdule vgl. prdpHPLCSystem 1
FlieBmittel A Wasser/Essigsdure, 99/1 (v/v)
B Methanol/Essigsaure, 99/1 (v/v)

Flussrate 4,5 mL/min

Gradient 5 min 25 min 45 min 55 min 56 min
20%B—20%B——60%B——100% B —— 100 % B—— 20%B

prépHPLC-System 8
Saule vgl. prdpHPLCSystem 1
FlieRmittel A Wasser/Essigsaure, 99/1 (v/v)
B Methanol/Essigsaure, 99/1 (v/v)

Flussrate 3,5 mL/min

. 10 mi 30 mi 35 mi 36 mi
Gradient 709,38 —"5 70 % B —= 100 % B — 100 % B —— 70 % B
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vgl. prdpHPLCSystem 1
A Wasser/Essigsaure, 99/1 (v/v)

B Methanol/Essigsaure, 99/1 (v/v)

prédpHPLC-System 9
Séule

FlielRmittel

Flussrate 4,0 mL/min
Gradient

5 min 30 min 40 min 45 min 46 min
5%B—5%B——50%B—— 100%B——100%B — 5% B

4.3.2 Gaschromatographie

4.3.2.1 GC-FID

Gerat

Trennsaule

Tragergas
Brenngase
Injektor
Injektionsvolumen
Detektor

Temperaturprogramm

43.2.2 GC-MS

Gerat

Trennsaule

Tragergas
Autosampler
Injektor
Injektionsvolumen
Detektor
lonisation
lonenquelle
Scanbereich

Temperaturprogramm

HRGC Mega Series 8560 (CE Instruments, Italy)
DB-Wax 0,25 mm i.D., 0,25 um Schichtdicke, 30 m Lange (J & W
Scientific, USA)

Helium (220 kPa)

Wasserstoff (70 kPa), synthetische Luft (90 kPa)
Split/Splitless (1:20), 240 °C

1pul

FID, 240 °C

35 °C 2 min isotherm, 3 °C/min auf 240 °C, 240 °C 20 min

isotherm

HP 5890 Series Il Plus Gaschromatograph (Agilent, USA)
Wax plus 0,25 mmi. D., 0,25 um Schichtdicke, 30 m Lange
(Phenomenex, USA)

Helium (1,0 mL/min)

HP 6890 Series Injector mit HP 7673 Controller (Agilent, USA)
Split/Splitless (1:10), 230°C

1pL

HP 5972 Series Mass selective detector (Agilent, USA)

El 70 eV

180 °C

50-550 u, 1,53 Scans/s

vgl. 4.3.2.1
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4.3.3 High-Speed Countercurrent Chromatography

Gerat High Speed Countercurrent Chromatograph CCC-1000 (Pharma-
Tech Research, USA)

Coil Triplecoil, Volumen: 850 mL

Probenschleife 20 mL/50 mL

Pumpe Biotronik HPLC Pump BT 3020 (Jasco, Germany)

Detektor Variable Wavelength Monitor, A0293 (Knauer, Germany)

Schreiber Servogor 120, BBC Goerz Metrawatt

Fraktionssammler LKB Bromma 2211 SuperFrac (Pharmacia, Sweden)

Tab. 4-9: Parameter fiir die HSCCC-Trennungen. Angewendete Fliefmittelsysteme, Flussraten und
Rotationsgeschwindigkeiten flir die HSCCC-Trennungen. Alle Trennungen wurden im head-to-tail-
Modus durchgefihrt.

- Fl R i
ccc Probe ussra.te otation Zusammensetzung des FlieBmittels
System [mL/min] [rpm]
L XAD-7-Extrakt 4,0 850 Ethylacetat/n-Butanol/Wasser 4/1/5
(v/v/v)
2 XAD-2-Extrakt 3,0 850 n-Butanol/Wasser 1/1 (v/v)
3 Ethylacetat-Extrakt 3,0 1000 Ethylacetat/Wasser 1/1 (v/v)
4 Durchbruchfraktion 3.0 1000 tBME/n-Butanol/Acetonitril/ Wasser

des XAD-7-Extrakts 2/2/1/5 (v/v/v/v) + 0,1 % TFA

n-Hexan/Acetonitril/tBME 10/10/1

5 Hexan-Extrakt Pulpe 3,0 900 (v/v/v)
6 E)l(t;?ali;methan— 4,0 1000 ’(CE/I\CI/EV/)MethanoI/Wasser 3/1,2/2
7 E:rit:i(gl?ssf:én;z:ahl: 3,0 1000 Hexan/Methanol 2/1 (v/v)
4.3.4 Diinnschichtchromatographie
Sorbens Kieselgel 60 HF,s4 (Merck, Germany)
Detektion visuell unter UV-Licht bei 254 nm und 360 nm

visuell nach Bespriihen mit Anisaldehyd und Erhitzen im
Trockenschrank bei 100 °C fir 10 min

Sprihreagenz 200 mL konzentrierte Essigsaure wurden mit 5 mL Anisaldehyd
versetzt. AnschlieRend wurden dazu vorsichtig 10 mL Schwefel-

saure gegeben und auf 500 mL mit Essigsaure aufgefillt (289).
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Tab. 4-10: FlieBmittelsysteme fiir die durchgefiihrten DC-Trennungen. Zusammensetzungen der
verwendeten FlieBmittelsysteme fir die DC-Trennungen.

DCSystem Probe Zusammensetzung des FlieBmittels
HSCCC-Fraktionen der XAD-2- und

XAD-7-Extrakte, Ethylacetat- und  Chloroform/Ethylacetat/Methanol/Wasser,
Wasserextrakte, Fraktionen der 15/50/35/10 (v/v/v/v)

Sephadex LH-20 Trennung
Durchbruchfraktion der HSCCC
2 des XAD-2-, XAD-7- und

Dichlormethan/Methanol/Wasser, 75/25/1

Ethylacetat-Extrakts (W)
3 Dichlormethan-Extrakte Dichlormethan/Methanol/Wasser, 95/5/1
(v/v/v)
4 Hexan-Extrakt Dichlormethan/Acetonitril, 95/5 (v/v)
s HSCCC-Fraktionen heterocyclische Chloroform/Aceton 95/5 (v/v)
Acetale Dichlormethan/n-Hexan 2/1 (v/v)

4.3.5 Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy

Gerat AMX-300 (Bruker Daltonik, Germany)
Messfrequenz 'H: 300,1 MHz
3¢: 75,5 MHz

Gerat DRX-400 (Bruker Daltonik, Germany)
Messfrequenz 'H: 400,1 MHz
3¢: 100,6 MHz

Gerat AVII-600 (Bruker Daltonik, Germany)

Messfrequenz 'H: 600,0 MHz
13¢: 150,0 MHz

4.3.6 UV-Spektrometer

Gerat UV/VIS/NIR Spectrophotometer V-570 (Jasco, Germany)

Software Spectramanager v1.27.02

4.3.7 Polarimeter

Gerat 241 Polarimeter (Perkin-Elmer, Germany)
4.3.8 Datenauswertung

Die Berechnungen der Gehalte wurden mit Excel 2007 durchgefiihrt. Zur Ermittlung der LCso-
Werte mittels Logit-Analyse nach HAFNER et al. wurde das Programm StatPlus 2008 ver-
wendet (168).
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4.4 Methoden

4.4.1 Fliichtige Verbindungen
4.4.1.1 Probenvorbereitung

Durch einen Faltenfilter (Macherey-Nagel 615%) filtrierter Saft von M. citrifolia (25,0 mL)
wurde mit 25 pL Cyclodecanon/Octanal (jeweils 10 uL/mL) als internem Standard versetzt.
5mL davon wurden zur Aufarbeitung mittels Festphasenextraktion, wie nachfolgend
angegeben, eingesetzt. Fiir die Festphasenextraktion wurden die Kartuschen von Merck
(Lichrolut EN 200 mg/3 mL) verwendet. Fur die Konditionierung der Phasen wurden die
Kartuschen jeweils mit 3 mL Dichlormethan und danach mit 3 mL Methanol gespiilt.
AnschlieBend wurden die Kartuschen mit 3 mL Wasser vorkonditioniert. Die Tropfgeschwin-
digkeit betrug jeweils 2 mL/min. Nachfolgend wurden 5 mL des filtrierten Safts auf die Kar-
tuschen gegeben und langsam eluiert. Daraufhin wurden die SPE-Kartuschen 15 min unter
maximalem Vakuum getrocknet.

Die Elution der adsorbierten Verbindungen wurde mit jeweils 1 mL Dichlormethan durch-
geflhrt, welches mit einem Fluss von 0,5 mL/min durch die Kartuschen geschickt und in ein
Vial eluiert wurde. Die Bestimmung der Substanzen erfolgte durch Injektion von 1 pL
Probenvolumen in den GC-FID und GC-MS.

4.4.1.2 Qualifizierung und Quantifizierung der fliichtigen Verbindungen

4.4.1.2.1 Qualifizierung

Die Identifizierung der Substanzen anhand der Massenspektren nach Analyse mit GC-MS
erfolgte durch die Programme AMDIS Version 2.1 und NIST MS Search 2.0 mithilfe der
institutseigenen Spektrendatenbank. Die Retentions-Indices nach KovATs wurden nach
Gleichung 4-1 berechnet. Die Vergleichsindices wurden der institutseigenen Datenbank
sowie den im Internet zuganglichen Datenbanken FLAVORNET und PHEROBASE entnommen
(290, 291).

tgi -t
1=100 x [M + z] Gleichung 4-1
tRz+1 - tRz

[ Retentions-Index

tr Retentionszeit
z Anzahl der C-Atome des Alkans, welches vor der Verbindung eluiert
z+1 Anzahl der C-Atome des Alkans, welches nach der Verbindung eluiert
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4.4.1.2.2 Quantifizierung

Die semiquantitative Bestimmung der fliichtigen Verbindungen aus Saften von M. citrifolia
erfolgt anhand zweier interner Standards (Octanal/Cyclodecanon). Die Berechnung der
einzelnen Komponenten erfolgt aus diesem Grund fir alle Verbindungen, die eine Reten-
tionszeit < 2-Furfural besitzen, nach Gleichung 4-2 und fir alle Substanzen mit Retentions-
zeiten 2 2-Furfural nach Gleichung 4-3. Fir die Nachweisgrenze wurde ein Signal-Rausch-

Verhaltnis von S/N = 3 und fir die Bestimmungsgrenze ein S/N = 10 festgelegt.

8,24r|‘:—gg x area(Substanz) Gleich 4-2
MG [ppm] = eichung 4-
area(Octanal)

9,58% x area(Substanz)

Gleichung 4-3
MG m] =
[ppm] area(Cyclodecanon)

area Flache
MG Massengehalt

Die Integration der Flachen nach Analyse mit GC-FID wurde mit dem Programm Chromcard
Version 1.19 durchgefihrt.

4.4.1.3 Enzymatische Freisetzung gebundener Aromastoffe

XAD-2-Extrakt (50 mg) wurden in 50 mL McILvAINE-Puffer pH 5 geldst und mit 50 mg Enzym
AR2000 fir 24 h bei 37°C inkubiert. Die Herstellung von McILvAINE-Puffer ist unter 4.2
angegeben. Nach der Inkubation wurden 25 pL interner Standard Octanal/Cyclodecanon
(jeweils 10 puL/mL) hinzugegeben. AnschlieBend wurde dieses Gemisch dreimal mit jeweils
50 mL Diethylether/Pentan 1:1 (v/v) extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt,
getrocknet und an der Vigreuxkolonne auf ca. 1 mL aufkonzentriert. Die Probe wurde
schlief8lich im Stickstoffstrom auf 0,25 mL eingeengt. Als Kontrolle diente der jeweilige XAD-
2-Extrakt ohne Enzym.

Da das Enzympraparat bereits ohne die Zugabe von XAD-2-Extrakt fllichtige Verbindungen
freisetzen kann, wurden die freigesetzten fliichtigen Verbindungen kontrolliert, indem 50 mg
Enzym mit 50 mL McILvAINE-Puffer versetzt wurde und wie oben beschrieben behandelt
wurde. Zusatzlich wurde die Funktion des Enzyms anhand der Freisetzung von Octanol aus
Octyl-D-glucopyranosid (ODGP) (iberpriuft. Dafir wurden 50 mL MclLvAINE-Puffer mit 2 mL

ODGP-L6sung (10 mg/mL) versetzt und wie oben angegeben weiter behandelt.
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Die quantitative Bestimmung der Freisetzung fllichtiger Verbindungen aus den Extrakten
wurde nach Gleichung 4-4 fiir Substanzen mit Retentionszeiten < 2-Furfural bzw. Gleichung

4-5 fur Substanzen mit Retentionszeiten > 2-Furfural berechnet.

0,21 T—gg x area(Substanz) x F

- Gleichung 4-4
MG m] =
[ppm] area(Octanal)

0’24r|r(1_gg x area(Substanz) x F Gleichune 4-5
MG Toom] = eichung 4-
[ppm] area(Cyclodecanon)

area Flache
MG Massengehalt
F Faktor, der sich aus den Extraktmengen ergibt

Die Integration der Flachen nach Analyse mit GC-FID wurde mit dem Programm Chromcard
Version 1.19 durchgefihrt.

4.4.1.4 Synthese der heterocyclischen Acetale

Die Synthese der heterocyclischen Acetale wurde nach der Methode von HilL et al.
durchgefiihrt (292). Dafir wurden 27,6 g Glycerin in einem 250 mL Dreihalskolben mit
0,5 mL 50 %iger Schwefelsdaure-Losung versetzt. Das Gemisch wurde auf einem siedenden
Wasserbad erhitzt. AnschlieBend wurden 14,4 g Paraldehyd innerhalb von 90 Minuten
gleichmaRig zu dem Reaktionsgemisch zugetropft. AnschlieRend wurde das Reaktions-
gemisch flr drei Stunden bei 100 °C unter Rickfluss gekocht. Nach Abkiihlen der Losung
wurden 15 mL Diethylether und 25 mL Wasser zu der Losung gegeben. Die Phasen wurden
voneinander abgetrennt und jeweils mit Diethylether und Wasser dreimal extrahiert.
AnschlieBend wurde die Diethylether-Phase liber Natriumsulfat getrocknet und in vacuo

aufkonzentriert. Ubrige Lésungsmittelreste wurden letztlich im Stickstoffstrom entfernt.
4.4.2 Nichtfliichtige Verbindungen
4.4.2.1 Fliissig-Fliissig-Extraktion von Saft

Die Safte wurden durch einen Faltenfilter (Macherey-Nagel 615 %) filtriert und anschlieRend
mit wenig Methanol zur besseren Phasentrennung versetzt. Zunachst wurden die Safte
dreimal mit 1,5L Hexan entfettet. Die wadssrige Phase wurde danach zundchst mit
Dichlormethan und weiter mit Ethylacetat extrahiert. Die Extraktionen erfolgten jeweils

dreimal mit 1,5 L Losungsmittel in einem 5-L-Kanister unter standigem Umschitteln fir
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jeweils 12 h. Zur Abtrennung der Losungsmittelphase von der wassrigen Phase wurde das
Gemisch in einen 2 L Scheidetrichter tUberfiihrt und gewartet, bis sich eine Phasentrennung
einstellte. Die Losungsmittelphasen wurden vereinigt, (iber Natriumsulfat getrocknet und
unter vermindertem Druck eingeengt. Der Riickstand wurde in Wasser aufgenommen und
lyophilisiert. Die Ubriggebliebene Saft-Phase wurde ebenfalls in vacuo eingeengt und
lyophilisiert. Jeweils 10 g dieser Extrakte wurden zusatzlich an Amberlite XAD-2 aufgereinigt
(vgl. 4.4.2.3).

4.4.2.2 Fliissig-Fliissig-Extraktion von Pulpe und Steinen

Die bei der Saftgewinnung verbliebenen Steine wurden von der Pulpe befreit, lyophilisiert
und mit einem Ultra-Turrax zerkleinert. Zuerst erfolgte die Entfettung der zerkleinerten
Steine sowie der Pulpe mittels dreimaliger Extraktion mit jeweils 3 L n-Hexan. Die erhaltenen
Hexan-Phasen der Steine bzw. Pulpe wurden vereinigt, unter vermindertem Druck eingeengt
und ausgewogen. Die verbliebenen Steine bzw. Pulpe wurden dann dreimal mit jeweils 3 L
Methanol und anschlieBend jeweils mit einem 2 L-Gemisch aus Wasser und Methanol (1/1,
v/v) extrahiert. Aus den wassrigen Methanol-Extrakten der Steine bzw. Pulpe wurden
zunachst ein Dichlormethan-Extrakt und anschlieBend ein Ethylacetat-Extrakt hergestellt.
Dazu wurde der wassrige Methanol-Extrakt zuerst einer dreimaligen Flussig-Flissig-
Extraktion mit jeweils 1,5 L Dichlormethan unterzogen. Die Dichlormethan-Phasen der Steine
bzw. Pulpe wurden jeweils vereinigt, unter vermindertem Druck eingeengt und
gefriergetrocknet. Mit der Ubrigen Methanol-Phase wurde ein Ethylacetat-Extrakt analog
zum Dichlormethan-Extrakt hergestellt. Nach Vereinigung der jeweiligen Ethylacetat-Phasen
der Steine bzw. Pulpe wurden diese jeweils mit Wasser gewaschen. Die wassrigen Phasen
wurden mit den gesammelten, dazugehorigen Methanol-Phasen der Steine bzw. Pulpe
vereinigt und in vacuo aufkonzentriert. Diese Phasen wurden abschliefend an Amberlite
XAD-2 aufgereinigt (vgl. 4.4.2.3).

4.4.2.3 Herstellung von Extrakten mit Amberlite XAD-7 und XAD-2

Eine Glassdule mit den Dimensionen 80 x 5,5 cm wurde mit in Methanol aufgeschlammtem
XAD-7-Material gefiillt. Das Material wurde mit 4 L Methanol gereinigt und anschlieBend mit
4 L Wasser vorkonditioniert. Danach wurde der filtrierte Saft auf die so vorbereitete Saule
gegeben. Die Sdule wurde mit 4 L Wasser gewaschen, um Proteine, freie Kohlenhydrate,
organische Sauren, Salze und glykosidische Komponenten, die nicht polyphenolischen
Ursprungs sind, zu entfernen. Das wassrige Eluat aus dem Waschschritt (Wascheluat) wurde

fiir eine nachfolgende Adsorption an XAD-2-Material aufbewahrt. Die am XAD-7-Material
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adsorbierten Verbindungen wurden mit 2L Methanol eluiert und anschlielend unter
vermindertem Druck vom Methanol befreit. Der eingeengte Extrakt wurde nach Zugabe von
Wasser gefriergetrocknet.

Das Wascheluat der XAD-7-Sdule wurde, wie zuvor bei der Herstellung der XAD-7-Saule
beschrieben, auf eine vorkonditionierte XAD-2-Sdule (80 x 5,5 cm) gegeben. Der Wasch-
vorgang wurde mit 4 L Wasser durchgefiihrt, um Proteine, freie Kohlenhydrate, organische
Sauren und Salze zu entfernen. Der folgende Elutionsschritt zur Desorption der adsorbierten
Verbindungen wurde mit 2 L Methanol durchgefiihrt. Nachfolgend wurde das Methanol in

vacuo entfernt, wenn notig Wasser zugesetzt und der Extrakt lyophilisiert.
4.4.2.4 Gelchromatographie

Das Sephadex LH-20-Gel wurde in Methanol/Essigsaure 99/1 (v/v) zehn Minuten Quellen
gelassen und luftblasenfrei in eine Glassaule (50 x 2,5 cm) gegeben. AnschlieRend wurde die
Sdule mit dem dreifachen ihres Sdulenvolumens (ca. 0,75 L) Methanol/Essigsaure 99/1 (v/v)
vorkonditioniert. Die Probe wird nun in moglichst wenig FlieRmittel aufgenommen und als
eine schmale Bande auf die Sdule gegeben. Der Durchfluss der Sdule wurde auf 0,15 mL/min
eingestellt. Das Eluat wurde mittels eines Fraktionssammlers (LKB Bromma SuperFrac 2211
[Pharmacia, Sweden]) in Fraktionen zu je 3 mL gesammelt. Die Einteilung der Fraktionen

erfolgte mittels Diinnschichtchromatographie (DCSystem 1).
4.4.2.5 Brine-shrimp-Assay

Etwa 60 mg Brine-shrimp-Eier (Artemia salina LEACH, Hobby Dohse Aquaristik KG, Germany)
wurden in 80 mL kiinstlichem Meerwasser (2,56 g Seesalz in 80 mL Wasser) in einer
Woulff‘schen Flasche mit einem Wasserbad auf 23°C temperiert. Das Schliipfen der Nauplien
wurde durch leichtes Einblasen von Luft mit einer Aquariumpumpe (Lapis Hi-Tech 1500,
Germany) zur Bewegung der Eier und durch Beleuchten beschleunigt. Nach 24-48 h zeigten
sich die Brine shrimp-Nauplien. In mit jeweils 3 mL kiinstlichen Meerwassers beschickte
Substanzglaser (d =1,2 cm, h=4,3 cm) wurden anschlielend je zehn Nauplien eingezahlt.
Als Nahrlosung wurden in jedes Glas drei Tropfen einer Hefe-Suspension (3 mg Trockenhefe
geldst in 5 mL kiinstlichem Meerwasser) gegeben.

Fiir den Test auf zytotoxische Aktivitdt wurden die verschiedenen hergestellten Extrakte der
Noni-Safte verwendet. Von jedem Extrakt wurden 11 mg eingewogen und mit 1100 uL
Losungsmittel versetzt (LOosung A: 1 mg/100 pL). Der lyophilisierte Dichlormethan-Extrakt
wurde in Dichlormethan aufgenommen, die anderen Extrakte und das Podophyllotoxin

wurden in Methanol gel6st. Von Losung A wurden 100 puL mit 900 uL des jeweiligen
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Losungsmittels verdinnt. Von jedem Ansatz wurde eine Flinffachbestimmung durchgefihrt.
Daflir wurden 30 pL B, 30 puL A und 150 pL A auf je finf Antibiotika-Testplattchen (d =9 mm,
Schleicher & Schuell Micro Science, Germany) mittels Mikroliterpipette aufgetragen.
Bezogen auf die vorgelegten 3 mL kiinstliches Meerwasser betrug die Probenkonzentration
10, 100 und 500 pg/mL. Neben den Extrakten wurde Podophyllotoxin in den gleichen
Konzentrationen als Positivkontrolle mitgeflihrt sowie ein Blindwert mit den entsprechenden
Volumina Methanol bzw. Dichlormethan. Die getrockneten Testplattchen wurden in die
vorbereiteten Substanzglaschen gegeben. AnschlieRend wurden die Glaschen bei 24°C unter
permanenter Beleuchtung und Sauerstoffzufuhr mit Hilfe einer Pumpe inkubiert. Nach einer
Inkubationszeit von 24 h wurde die Mortalitat der Brine shrimps durch Auszahlen bestimmt.
Um die prozentuale Absterberate zu ermitteln, subtrahiert man von der Zahl der im Test
gestorbenen Brine shrimps die Menge an natirlich gestorbenen im Blindwert. Der erhaltene
Wert wird durch die Summe der lGberlebenden Brine shrimps im Blindwert dividiert und mit
100 multipliziert (Gleichung 4-6).

T-L
A[%] = [ ‘°‘] x 100 Gleichung 4-6
lebend
A Absterberate
T gestorbene shrimps inkubiert mit Testsubstanz
Liot gestorbene shrimps im Blindwert

Liebeng  Uberlebende shrimps im Blindwert

Aus den so ermittelten Absterberaten wurden mittels Logit-Transformation die LCso-Werte
berechnet (168).

4.4.2.6 Resazurin (Alamar Blue) Assay

Der Zytotoxizitatstest mit Resazurin wurde nach der Methode von O’BRIEN et al. (173) mit
Modifikationen von ScHmIDT et al. (293) durchgefiihrt. Fir die Testungen wurden Hepato-
zyten von adulten mannlichen Wistar-Ratten in Primarkultur verwendet. Die Hepatozyten
wurden mit den Testsubstanzen, geldst in DMSO, oder nur mit Losungsmittel (DMSO), 4-5 h
nach dem ersten Mediumwechsel, inkubiert. Das Medium wurde nach 17 h gewechselt und
die Zellen wurden mit 40 uM Resazurin inkubiert. Das von vitalen Zellen produzierte Reso-
furin wurde mittels Fluoreszenzmessung (Anregungswellenlange: 544 nm, Emissionswellen-

lange: 590 nm) bestimmt.
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4.4.2.7 Bestimmung der antioxidativen Aktivitat

Die antioxidative Aktivitat wurde nach der Methode von Reetal. bestimmt (183). Zur
Herstellung der ABTS'-Stamml6sung wurden 38,43 mg ABTS und 6,9 mg Kaliumpersulfat in
10 mL Wasser in einem lichtundurchlassigen, verschliefbaren GefaR geldst. Die Losung
wurde 12 h ruhen gelassen, damit sich die Radikale bilden konnten. Die Extinktion der ABTS-
Stammldsung wurde anschlielend bei 734 nm durch Verdinnen mit Ethanol auf eine
Extinktion von etwa 0,8 eingestellt (ABTS'-Arbeitslésung). Fiir die Trolox-Stammlésung
wurden 12,52 mg Trolox mit Ethanol auf 5 mL aufgefillt. Davon wurden 250; 500; 750 und
1000 pL mit Ethanol auf 5 mL aufgefillt, um die Konzentrationen 0,5; 1,0; 1,5 und 2,0 mmol
Trolox/L zu erhalten. Zur Herstellung der Probenlésungen wurden bei festen Proben 3 mg in
5 mL Ethanol geldst bzw. bei flissigen Proben membranfiltriert und wenn nétig verdinnt.

1 mL ABTS-Arbeitslésung wurden mit 10 pL Ethanol (Blindwert) bzw. 10 uL Probeldsung
oder 10 pL Standardlésung in Halbmikrokiivetten pipettiert. Nach einer Reaktionszeit von
6 min bei Raumtemperatur wurde bei 734 nm die Extinktion gemessen. Es erfolgte jeweils
eine Zweifachbestimmung jeder Proben- und Kalibrierlésung.

Fir die Berechnung wurde die Differenz der Extinktionen der Probe- bzw. Kalibrierlésung
und des Blindwertes gebildet. Die Extinktionsdifferenzen der Kalibrierlésungen wurden
gegen die zugehorigen Konzentrationen aufgetragen. Nach Ermittlung der Geradengleichung
mittels linearer Regression wurde die antioxidative Kapazitat der Proben in mmol Trolox/L

bzw. umol Trolox/g berechnet.
4.4.2.8 Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes

Die Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes wurde nach der Methode von SINGLETON et al.
durchgefihrt (185). Dafiir wurde das Folin-Ciocalteu-Phenol-Reagenz 1:10 verdiinnt und eine
Gallussaure-Stammlosung mit einer Konzentration von 500 mg/L hergestellt. Aus dieser
Stammldsung wurden Kalibrierlésungen mit den Konzentrationen von 10; 20; 30; 40 und
50 mg Gallussaure/L hergestellt. Die Safte wurden im Bereich von 1:10 bis 1:20 verdinnt.

Es wurden jeweils 200 pL Probenlosung, Wasser (Blindwert) bzw. Gallussaure-Kalibrierldsung
in Semimikrokivetten pipettiert. Dazu wurden 1000 uL Folin-Ciocalteu-Phenol-Reagenz
gegeben und nach genau 4 min wurden 800 uL 7,5 %ige Natriumcarbonatlosung hinzu-
gefugt. Nach 2 h wurden die Extinktionen der Lésungen bei 760 nm gemessen.

Aus den Extinktionen der Kalibrier- bzw. Probenlésungen und dem Blindwert wird die
Differenz gebildet. Die Extinktionsdifferenzen der Kalibrierldsungen wurden gegen die zuge-

horigen Konzentrationen aufgetragen. Nach Ermittlung der Geradengleichung mittels

-181 -

Dieses Werk ist copyrightgeschutzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fur den persénlichen Gebrauch.



EXPERIMENTELLER TEIL

linearer Regression wurde unter Berlicksichtigung der Verdiinnung der Gesamtphenolgehalt

der Safte berechnet.
4.4.2.9 Quantifizierungen in Saften, Pulpe und Steinen von Morinda citrifolia

Alle Messungen wurden als Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Zur Bestimmung der
Standardabweichungen der einzelnen Methoden wurde jeweils ein Saft flinfmal aufgear-
beitet und gemessen. Die Berechnungen wurden mit Microsoft Office Excel 2007
durchgefiihrt. Die Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze wurden nach DIN 32645 mit
dem Programm DINTEST nach Gleichung 4-7 bzw. Gleichung 4-8 berechnet (294, 295). Die

Kalibrierfunktionen wurden jeweils mit Origin 5.0 erstellt.

X

XnG = Sxo X t 1/n + l/m — Gleichung 4-7
Q,
Xpg-X)2 .
Xag = K X Syo X t 1/n+1/m+% Gleichung 4-8
X
Sxo Verfahrensstandardabweichung

Quantile der t-Verteilung

Anzahl der Messungen der Analysenproben

Anzahl der Messungen der Kalibrierproben

arithmetisches Mittel der Konzentrationen der Kalibrierproben
Summe der Abweichungsquadrate von x;

relative Ergebnisunsicherheit

[ <l 5 ~
20 3
=

4.4.2.9.1 Asperulosidsaure in Saften

Die Safte wurden mikrofiltriert, wenn nétig verdiinnt und zur Analyse mittels LC-ESI-MS/MS
(HPLCSystem 7) eingesetzt. Fir die Quantifizierung wurde eine Kalibrierfunktion mit den
Konzentrationen an Asperulosidsdure von 0,013; 0,033; 0,065; 0,091 und 0,130 mg/mL
erstellt. Die Identifizierung von Asperulosidsdure wurde anhand des Vergleiches der
Retentionszeit, des Masse zu Ladungsverhaltnisses sowie zweier charakteristischer Fragmen-
tierungen vorgenommen. Die Quantifizierung erfolgt anhand der Peakflache im extracted-
ion-mode mit m/z 431 im negativen Modus. Die eingesetzte Standardsubstanz Asperulosid-

saure wurde aus Friichten von M. citrifolia isoliert (s. 3.1.1.6.2).
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4.4.2.9.2 Scopoletin in Saften

Filtrierter Saft von M. citrifolia (10,0 mL) wurde dreimal mit jeweils 20 mL Ethylacetat extra-
hiert. Die vereinigten gewaschenen organischen Phasen wurden lber Na,SO,4 getrocknet und
unter vermindertem Druck auf ca. 1 mL eingeengt. Die Losung wurde anschlieRend im Stick-
stoffstrom bei T=40°C getrocknet und in 1000 pL Wasser/Methanol, 1/1 (v/v) aufge-
nommen. Die Losung wurde mikrofiltriert, wenn notig verdiinnt, und zur Analyse mittels
HPLC-UV bei einer Wellenldange von 344 nm (HPLCSystem 5) eingesetzt. Die Identifizierung
wurde anhand des Vergleiches der Retentionszeit und des UV-Spektrums vorgenommen. Fir
die Quantifizierung wurde eine Kalibriergerade mit den Konzentrationen an Scopoletin von
0,010; 0,025; 0,050; 0,075 und 0,100 mg/mL erstellt. Die Standardsubstanz Scopoletin wurde

aus Friichten von M. citrifolia isoliert (s. 7.1).

4.4.2.9.3 2-O-(B-p-Glucopyranosyl)-1-0-(2E,4Z,7Z)-decatrienoyl-B-b-glucopyranose
(DTA-diglucose) in Saften

Die Safte wurden wie unter 4.4.2.9.2 angegeben aufgearbeitet. Die Analyse wurde mittels
HPLC-UV bei einer Wellenlange von 274 nm (HPLCSystem 6) durchgefiihrt. Die Identifizierung
wurde anhand des Vergleiches der Retentionszeit und des UV-Spektrums vorgenommen. Fir
die Quantifizierung wurde eine Kalibriergerade mit den Konzentrationen an DTA-diglucose
von 0,010; 0,025; 0,050; 0,075 und 0,100 mg/mL erstellt. Die Standardsubstanz wurde aus
Frichten von M. citrifolia isoliert (vgl. 3.1.1.6.2).

4.4.2.9.4 (2E,AZ,72Z)-Decatrienoic acid in Saften

Filtrierter Saft von M. citrifolia (500 uL) wurde in einem Eppendorf-GefaR mit 500 uL Ethyl-
acetat versetzt und gut gemischt. Die Lésungen wurden bei 6000 rpm 2 min zentrifugiert.
Die organische Phase wurde abgenommen und mittels HPLC-UV bei einer Wellenlange von
262 nm (HPLCSystem 6) gemessen. Die Identifizierung von(2E,4Z,77)-Decatrienoic acid wurde
anhand des Vergleiches der Retentionszeit und des UV-Spektrums vorgenommen. Fir die
Quantifizierung wurde eine Kalibriergerade mit den Konzentrationen an (2E,4772)-
Decatrienoic acid von 0,010; 0,025; 0,050; 0,075 und 0,100 mg/mL erstellt. Die Standard-

substanz (2E,4Z,7Z)-Decatrienoic acid wurde aus Friichten von M. citrifolia isoliert (s. 7.1).

4.4.2.9.5 lIsoamericanol A und Isoamericaninsaure A in Saften

Die Probenaufarbeitung erfolgte wie unter 4.4.2.9.2 angegeben. Die Loésungen wurden zur

Analyse mittels LC-ESI-MS/MS eingesetzt. Die Identifizierung von Isoamericanol A und Iso-
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americanisaure A wurde anhand des Vergleiches der Retentionszeit, des Masse zu Ladungs-
verhéltnisses sowie jeweils zweier charakteristischer Fragmentierungen vorgenommen. Fir
die Kalibrierreihe wurden 1,10 mg Isoamericanol A und 0,90 mg Isoamericaninsaure A
eingewogen und in 1mL Methanol gelést. Daraus wurden die Isoamericanol A-
Konzentrationen 0,0110; 0,0165; 0,0220; 0,0275 und 0,0550 mg/mL hergestellt. Die herge-
stellten Isoamericaninsaure A-Konzentrationen betrugen 0,006; 0,007; 0,008; 0,009; 0,014
und 0,023 mg/mL. Sowohl flr Isoamericanol A als auch fir Isoamericaninsaure A erfolgte die
Quantifizierung mittels LC-ESI-MS/MS unter Verwendung von HPLCSystem 6. Dafir wurden
die extracted ion chromatograms (EIC) bei m/z 329 (Isoamericanol A) bzw. m/z 343 (Iso-
americaninsdure A) erstellt. Die Standardsubstanzen IsoamericanolA und Isoameri-

caninsaure A wurden aus Friichten von M. citrifolia isoliert (s. 3.1.2.4.1).

4.4.2.9.6 Furan-2-carbonsaure in Saften

Die frischen selbsthergestellten Safte wurden fir die Bestimmung von Furan-2-carbonsdure
fiir 1 min auf 95°C erhitzt und sofort abgekiihlt. Die weitere Probenaufarbeitung erfolgte wie
unter 4.4.2.9.2 angegeben. Die Lésungen wurden zur Analyse mittels HPLC-UV bei einer
Wellenlange von 254 nm (HPLCSystem 5) eingesetzt. Die Identifizierung von Furan-2-carbon-
saure wurde anhand des Vergleiches der Retentionszeit und des UV-Spektrums vorge-
nommen. Fir die Quantifizierung wurde eine Kalibrierreihe mit den Konzentrationen 0,005;
0,010; 0,015; 0,020; 0,025; 0,050; 0,100 und 0,200 mg/mL erstellt.

4.4.2.9.7 Asperulosidsaure, Scopoletin und 2-O-(B-b-Glucopyranosyl)-1-0-(2E,42,72)-deca-

trienoyl-B-b-glucopyranose (DTA-diglucose) in Pulpe und Steinen

Lyophilisierte Steine (1,000 g) respektive Pulpe (0,500 g) von M. citrifolia wurden genau
eingewogen, mit 50 mL Methanol versetzt und mit einem Ultraturrax zunachst bei 8000 rpm
und danach bei 20500 rpm zerkleinert. Dieses Gemisch wurde im Ultraschallbad fiir 1 h
sonifiziert. AnschlieBend wurde das Methanol durch ein Filterpapier (Macherey-Nagel 615%)
abdekantiert. Die Extraktion wurde anschlieBRend noch zweimal wiederholt. Die vereinigten
Methanolphasen wurden am Rotationsverdampfer auf ca. 5 mL eingeengt und in einen 10-
mL-Messkolben quantitativ unter mehrmaligem Nachspiilen tGberfihrt und mit Methanol bis
zur Marke aufgefillt. Diese Losungen wurden membranfiltriert, wenn notig verdinnt und
zur Messung mittels HPLC-DAD bzw. LC-ESI-MS/MS eingesetzt. Die Parameter flr die
Trennung und die Kalibrierung sind fiir Asperulosidsdure unter 4.4.2.9.1, flir Scopoletin unter
4.4.2.9.2 und fur DTA-diglucose unter 4.4.2.9.3 angegeben.
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4.4.2.9.8 (2E,AZ,7Z)-Decatrienoic acid in Pulpe und Steinen

Frische Steine (1,000 g) bzw. Pulpe (2,000 g) von M. citrifolia wurden in einem stabilen Gefald
mit 7 mL Methanol versetzt und mit einem Ultraturrax zunachst bei 8000 rpm und danach
bei 20500 rpm zerkleinert. Die methanolische Losung wurde inklusive fester Bestandteile
guantitativ unter Nachspulen in einen 10-mL-Messkolben tberfiihrt. Diese Losungen wurden
im Ultraschallbad 1 h sonifiziert. Schliellich wurden diese Losungen membranfiltriert, wenn
notig verdliinnt und zur Messung mittels HPLC-DAD eingesetzt. Die Parameter fir die

Trennung und die Kalibrierung sind unter 4.4.2.9.4 angegeben.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Fruchtsafte von M. citrifolia erfreuen sich seit ihrer Einflihrung auf dem amerikanischen
Markt im Jahr 1996 und der Zulassung 2003 in der Europaischen Union einer wachsenden
Beliebtheit bei der Bevolkerung. Ziel dieser Arbeit war es, zunachst eine Bestandsaufnahme
der nichtfliichtigen Verbindungen in den Saften von M. citrifolia durchzufiihren. Daflr
wurden auch Isolierungen vorgenommen, um bis dato unbekannte Verbindungen strukturell
aufklaren zu kénnen und Standardsubstanzen fiir weitere Quantifizierungen zur Verfligung
zu stellen. AnschlieRend sollten auf Grundlage dieser Ergebnisse zum Einen die zyto-
toxischen Eigenschaften abgeschatzt und zum Anderen die antioxidativen Potentiale der
Safte beurteilt werden. Darlber hinaus war es sinnvoll, diese Untersuchungen auf die
weiteren Fruchtbestandteile, wie Pulpe und Steine, auszudehnen. Bestimmungen von
sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen in den Saften wurden zum Zwecke der Authentifizierung
durchgefihrt. Zur Beurteilung der flichtigen Verbindungen in den Saften wurde ebenfalls
zunachst eine Bestandsaufnahme durchgefiihrt. Diese Ergebnisse wurden ebenfalls in die
Beurteilung von Saften aus M. citrifolia mit einbezogen.

Fir die Untersuchungen standen authentisches Probenmaterial aus den Gebieten Fran-
z6sisch-Polynesien (Tahiti), USA (Hawai’i, Big Island), Costa Rica und Kuba sowie vier
fermentierte Saftproben aus Franzosisch-Polynesien (Tahiti) und den USA (Hawai’i, Big
Island) zur Verfigung. Des Weiteren wurden Untersuchungen an 21 kommerziell erhalt-
lichen Saften vorgenommen. Fir die Bestandsaufnahme der nichtfliichtigen Verbindungen
bot sich aufgrund der komplexen Zusammensetzung eine Extraktion der Safte mit Losungs-
mitteln ansteigender Polaritat (Hexan, Dichlormethan, Ethylacetat) an. In den einzelnen
Extrakten konnten Verbindungen aus den Substanzklassen der Anthrachinone, Flavonole
und Flavonolglykoside, Phytosterole, Cumarinderivate, Lignane und Neolignane, Nonioside
und Iridoide nachgewiesen werden.

Bei der Untersuchung dieser Extrakte hinsichtlich ihrer Zytotoxizitdat im Brine-shrimp-Assay
wurden im Ethylacetat-Extrakt aus fermentierten Saften zytotoxische Wirkungen nachge-
wiesen. Die weitere Analyse dieses Extraktes zeigte, dass drei Neolignane und ein Lignhan
hauptverantwortlich flir die zytotoxischen Wirkungen waren. Diese Beobachtung konnte
aullerdem durch Untersuchung des Ethylacetat-Extrakts der Steine bestatigt werden, in
denen diese Verbindungen hauptsachlich vorkommen.

Aufgrund mehrerer publizierter Falle von lebertoxischen Wirkungen im Zusammenhang mit

der Einnahme von Produkten von M. citrifolia wurde ferner die Zytotoxizitdat der Saft-
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Extrakte in Rattenhepatozyten evaluiert. Dabei konnten toxische Wirkungen im Dichlor-
methan-Extrakt des Safts von M. citrifolia festgestellt werden. Diese zytotoxischen Wir-
kungen konnten nach Separierung in elf Fraktionen auf drei dieser Fraktionen zurlickgefiihrt
werden. Hier konnte in einer Fraktion Scopoletin, ein Cumarinderivat, und (2E,42,72)-
Decatriensaure in einer weiteren Fraktion nachgewiesen werden, die fir die toxischen
Wirkungen in primaren Rattenhepatozyten verantwortlich sind. Des Weiteren wurde die
Ubrige hochkomplexe Fraktion in 13 Subfraktionen aufgetrennt. Eine Fraktion davon zeigte
starke toxische Wirkungen in den primaren Rattenhepatozyten. In dieser Fraktion konnte
Syringaldehyd als toxische Substanz identifiziert werden. Diese Ergebnisse kdnnen als erste
Hinweise auf eine mogliche hepatotoxische Wirkung von Saft aus M. citrifolia dienen. Zur
Abschatzung lebertoxischer Effekte im menschlichen Organismus sind jedoch weitere
Studien unabdingbar.

Zur Bereitstellung von Reinsubstanzen zur Strukturaufklarung unbekannter Verbindungen
und zur Quantifizierung von Inhaltsstoffen von M. citrifolia wurden Isolierungen aus Extrak-
ten der Safte, Pulpe und Steine vorgenommen. Dabei erwies sich bei den Saften die Fest-
phasenadsorption an Amberlite XAD-7 und XAD-2 und flr die Pulpe und Steine eine Lésungs-
mittel-Extraktion zur Gewinnung von Ausgangsmaterial als zielfihrend. Die weitere Auf-
trennung erfolgte mittels Gegenstromverteilungschromatographie, GroRenausschlusschro-
matographie und praparativer HPLC. So konnten 24 Verbindungen isoliert und strukturell
aufgeklart werden, von denen vier Verbindungen neu fiir M. citrifolia waren (Hymexelsin,
3,4-Dihydroxyzimtaldehyd, 10-Dehydrogardenosid und dessen Dimer) und weitere drei Ver-
bindungen, die bis dato nach bestem Wissen nicht bekannt waren (Scopoletin-7-O-(B-D-
glucopyranosyl-[1“—>6‘]-B-p-glucopyranosid, 2-O-(B-b-Glucopyranosyl)-1-O-(2E,42,7Z)-deca-
trienoyl-B-b-glucopyranose und 6B,7B-Epoxy-10-dehydrogardenosid).

Bei der Quantifizierung ausgewahlter Verbindungen in den Fruchtbestandteilen Saft, Pulpe
und Steinen zeigte sich ein starker Einfluss der Herkunft, des Reifegrades und der Ver-
arbeitung der Friichte auf die untersuchten Verbindungen. Die geringsten Schwankungen
konnten bei der Verbindung Scopoletin detektiert werden, die damit einen Hinweis auf
starke Verdinnungen von Noni-Saften liefern kann. Dariber hinaus ist durch die Neolignane
Isoamericanol A und Isoamericaninsaure A die Unterscheidung von frischen und fermen-
tierten Saften mit Einschrankungen moglich.

Bei der Bestandsaufnahme der fliichtigen Verbindungen konnten in den frischen Saften 43
Verbindungen identifiziert werden. Neben diesen Verbindungen konnten in fermentiertem
Saft zwolf weitere Substanzen identifiziert werden, bei welchen es sich zumeist um mikro-
bielle Fermentationsprodukte handelte. Dariber hinaus konnten erhebliche Konzentrations-

unterschiede zwischen frischen und fermentierten Saften bei den Fermentationsalkoholen
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nachgewiesen werden. Als sehr interessant hinsichtlich der Unterscheidung frischer und
fermentierter Safte erschienen die Verbindungen cis-5-Hydroxy-2-methyl-1,3-dioxan und cis-
4-Hydroxymethyl-2-methyl-1,3-oxolan, die aus Sherry und Portwein bekannt sind. Diese aus
Acetaldehyd und Glycerin gebildeten Substanzen sind ausschlieRlich in fermentierten Saften
nachweisbar und kénnen zur eindeutigen Unterscheidung frischer und fermentierter Safte
herangezogen werden.

AbschlieBend kann festgehalten werden, dass die Ziele dieser Arbeit, die Bestandsaufnahme
der nichtflichtigen und flichtigen Verbindungen in Saften, die Strukturaufklarung unbe-
kannter Substanzen in Saften, Pulpe und Steinen, die Einschatzung des antioxidativen
Potentials und des Gesamtphenolgehalts, die Abschatzung zytotoxischer Wirkungen mittels
Brine-shrimp-Assay bzw. Resazurin-Reduktions-Test an primdren Rattenhepatozyten sowie

die Unterscheidung der Herstellungsverfahren von Saften aus M. citrifolia, erreicht wurden.
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7 APPENDIX

7.1 Daten weiterer isolierter Verbindungen

a) Quercetin-3-0O-(a-I-rhamnopyranosyl-[1‘->6/]-B-d-glucopyranosid) (Rutin)

Isolierungsweg: XAD-7-Extrakt TAreif - CCCSystem 1 (Fraktion F3)

Molekiilmasse: berechnet 610 g/mol; bestimmt mit ESI-MS 609 [M-H]’, 633 [M+Na]"
Fragmentierungen ESI-MS/MS positiv: 331, 487 (15), 325 (7)

Fragmentierungen ESI-MS/MS negativ: 301, 271 (9), 255 (6), 343 (5)

—0.\ OH
1 CHg

Abb. 7-1: Quercetin-3-0O-(a-L.-rhamnopyranosyl-[1“‘->6‘]-3-D-glucopyranosid).

Tab. 7-1: 'H-NMR- und “C-NMR-Daten von Quercetin-3-O-(a-L-rhamnopyranosyl-[1“‘->6‘]-B-D-
glucopyranosid). Ubersicht der chemischen Verschiebungen der einzelnen Signale im "H-NMR- (8y)
und *C-NMR-Spektrum (8¢) von Quercetin-3-0-(a-L-rhamnopyranosyl-[1“‘~>6]-B-D-glucopyranosid).
Die Spektren wurden bei 600 MHz (*H-NMR) bzw. 150 MHz (**C-NMR) in CD;0D aufgenommen.

C/H &4 [ppm] 8c[ppm] | C/H &4 [ppm] 8¢ [ppm]
2 159.37s | 6°  7.55(dd, J=2.0, 8.5 Hz, 1H) 123.58 d
3 135.65s | 1“  5.03(d, J=8.0 Hz, 1H) 104.75 d
4 179.46s | 2“  3.38(m, 1H) 75.76 d
5 163.06s | 3“  CD,OD 77.25d
6 6.13(d, J=2.0 Hz, 1H) 99.99d | 4“  3.19(m, 1H) 71.41d
7 166.19s | 5“  3.32(m, 1H) 78.20 d

. 3.30(m, 1H)
8  6.32(d, J=2.0 Hz, 1H) 94.90d | 6 3,72 (dd, J=1.5, 11.0 Hz, 1H] 68.57 t
9 158.58s | 1“¢  4.43(d, J=1.5 Hz, 1H) 102.47 d
10 105.63s | 2“  3.54(dd, J=1.5, 3.5 Hz, 1H) 72.14d
1 123.13s | 3“*  3.45(dd, J=3.5, 9.5 Hz, 1H) 72.24d
2 7.58(d, J=2.0 Hz, 1H) 117.69d | 4  3.19(t, J=8.0 Hz, 1H) 73.95d
3 149.88s | 5“  3.35(m, 1H) 69.76 d
4 14591s | 6“  1.03(d, J=6.0 Hz, 1H) 17.94 d
5 6.79 (d, J=8.5Hz, 1H) 116.07 d
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b) Scopoletin

Isolierungsweg: XAD-7-Extrakt TAreif > CCCSystem 1 (Fraktion F6) = prdpHPLCSystem 4
Molekiilmasse: berechnet 192 g/mol; bestimmt mit ESI-MS 191 [M-H],, 215 [M+Na]"
Fragmentierungen ESI-MS/MS positiv: 156, 174 (35), 103 (15), 200 (14)
Fragmentierungen ESI-MS/MS negativ: 176, 131 (6)

HO 7 s 9 O 2°0
Abb. 7-2: Scopoletin.
Tab. 7-2: *H-NMR- und *C-NMR-Daten von Scopoletin. Ubersicht der chemischen Verschiebungen

der einzelnen Signale im 'H-NMR- (8y) und C-NMR-Spektrum (8¢) von Scopoletin. Die Spektren
wurden bei 300 MHz (*H-NMR) bzw. 75 MHz (**C-NMR) in CD;0D aufgenommen.

C/H 64 [ppm] 8c [ppm] C/H &u [ppm] 8c [ppm]
2 164.01 s 7 151.51s
3  6.10(d, J=9.5 Hz, 1H) 110.14 d 8  6.67(s,1H) 103.97 d
4 7.74(d, J=9.5 Hz, 1H) 147.06 d 9 146.05 s
5  7.00(s, 1H) 110.09 d 10 112.64 s
6 153.02s | OCH; 3.81 (s, 3H) 56.90 g

c) Scopoletin-7-0-(B-p-glucopyranosyl-[1‘>6]-B-D-glucopyranosid)

Isolierungsweg: XAD-7-Extrakt TAreif - CCCSystem 1 (Fraktion F1) - CCCSystem 4 (Frak-
tion F1) = prédpHPLCSystem 1

Molekiilmasse: berechnet 516.1479 g/mol; bestimmt mit HR-ESI-MS 539.1370 [M+Na]"
Fragmentierungen ESI-MS/MS positiv: 347, 215 (4), 203 (2)

Fragmentierungen ESI-MS/MS negativ: 191

H H3CO_6 s
B m
3" OH HO O 9°0"270

Abb. 7-3: Scopoletln-7-O-(B-D-glucopyranosyl-[1"96’]-B-D-glucopyranosid).
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Tab. 7-3: 'H-NMR- und *C-NMR-Daten von Scopoletin-7-0-(B-p-glucopyranosyl-[1‘->6]-B-p-gluco-
pyranosid). Ubersicht der chemischen Verschiebungen der einzelnen Signale im *H-NMR- (8,) und
BC-NMR-Spektrum (8c) von Scopoletin-7-O-(B-D-glucopyranosyl-[1“->6‘]-B-D-glucopyranosid). Die
Spektren wurden aufgenommen bei 600 MHz (*H-NMR) bzw. 150 MHz (**C-NMR) in DMSO-d.

C/H & [ppm] 8c[ppm] | C/H &4 [ppm] 8¢ [ppm]
2 160.45s | 2* 3.24-3.31(m, 3H) 72.89 d
3 6.35(d, J=9.5 Hz, 1H) 113.19d | 3¢ 3.24-3.31(m, 3H) 76.46 d
4  7.98(d, J=9.5 Hz, 1H) 144.09d | 4 3.24-3.31(m, 3H) 69.11 d
5 7.30(s, 1H) 109.46d | 5° 3.05-3.55(m, 5H) 75.03 d
6 145.81s | 6° 3.05-3.55(m, 5H) 68.45 t
7 148.85s | 1 4.39(d, J=8.0 Hz, 1H) 103.50 d
8  7.27(s, 1H) 102.97d | 2 3.65-3.80 (m, 2H) 73.30d
9 149.62s | 3“ 3.05-3.55(m, 5H) 76.91d
10 112.15s | 4“ 3.05-3.55(m, 5H) 69.93 d

OCH; 3.82 (s, 3H) 55.859 | 5“ 3.65-3.80 (m, 2H) 76.67 d
1  5.14(d, J=11.5 Hz, 1H) 99.20d | 6“ 3.05-3.55(m, 5H) 60.92 t

d) 1-0-(3-Methylbut-3-enyl)-B-p-glucopyranose

Isolierungsweg: XAD-2-Extrakt TAreif > CCCSystem 2 (Fraktion F6) = prdpHPLCSystem 3
Molekiilmasse berechnet: 248 g/mol; bestimmt mit ESI- MS 271 [M+Na]"
Fragmentierungen ESI-MS/MS positiv: 203, 143 (69)

HO—@

HO O g 2 4

HO/%/O 3

OH
5

Abb. 7-4: 1-0-(3-Methylbut-3-enyl)-B-D-glucopyranose.

Tab. 7-4: 'H-NMR- und *C-NMR-Daten von 1-0-(3-Methylbut-3-enyl)-B-p-glucopyranose. Ubersicht
der chemischen Verschiebungen der einzelnen Signale im "H-NMR und *C-NMR-Spektrum von 1-O-
(3-Methylbut-3-enyl)-B-d-glucopyranose. Die Spektren wurden aufgenommen bei 300 MHz (*H-NMR)
bzw. 75 MHz (**C-NMR) in CD;0D.

C/H 84 [ppm] &c [ppm] | C/H 64 [ppm] 8¢ [ppm]
3.53 (ddd, J=9.5, 8.0, 6.5 Hz,
1H) . _
1 e (ddd, J=9.5, 8.0, 7.0 Hz, 67.03t | 2 2.92(dd, J=9.0, 8.0 Hz, 1H) 73.33d
1H)
2 2.25(t J=8.0 Hz, 2H) 37.25t | 3 3.12(dd, J=9.0, 9.0 Hz, 1H) 76.74 d
3 142.46s | 4 3.03(dd, J=9.0, 9.5 Hz, 1H) 69.99 d
4  4.73 (dm, J=8.0 Hz, 2H) 11153t | 5 iﬁ)g (ddd, J=3.5, 6.0, 2.0 Hz, 76.84 d
, 3.42(dd, J=12.0, 6.0 Hz, 1H)
5 1.70 (s, 3H) 22669 | 6 S o (dd, J=115, 1.5 Hz, 1H) 61.03 t
1 4.13 (d, J=8.0 Hz, 1H) 102.75 d
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e) Noniosid A

Isolierungsweg: XAD-2-Extrakt TAreif > CCCSystem 2 (Fraktion F3) - Sephadex LH-20
Molekiilmasse: berechnet 410 g/mol; bestimmt mit ESI-MS 409 [M-H], 433 [M+Na]"
Fragmentierungen ESI-MS/MS positiv: 271

Fragmentierungen ESI-MS/MS negativ: 247

HO O..
HO 1 o_"®
OH CH:

HO Q4 2 4
Hmo 3
OH 1

5
Abb. 7-5: Noniosid A.

Tab. 7-5: *H-NMR- und *C-NMR-Daten von Noniosid A. Ubersicht der chemischen Verschiebungen
der einzelnen Signale im 'H-NMR und "*C-NMR-Spektrum von Noniosid A. Die Spektren wurden
aufgenommen bei 300 MHz (‘*H-NMR) bzw. 75 MHz (*C-NMR) in CD50D.

C/H 64 [ppm] 6c[ppm] | C/H 84 [ppm] &¢ [ppm]
3.68 (m, 1H) .

1 S (m, 1H) 69.53 t 5 3.50(m, 1H) 77.07 d
- ,  4.09 (dd, J=11.0, 5.0 Hz, 1H)

2 2.36(t J=7.0 Hz, 1H) 38.80t 6 5 (dd, J=11.0, 5.0 Hz, 1H) 69.89 t

3 144.04s | 1“ 4.30(d, J=8.0 Hz, 1H) 105.57 d

4  4.84 (dm, J=8.0 Hz, 2H) 122.09t | 2“ 3.20(m, 1H) 75.12 d

5 1.76(s, 3H) 2298 g 3“ CD,0OD 78.09 d

1  4.26 (d, J=8.0 Hz, 1H) 104.45d | 4“ CDsOD 71.64 d

2°  3.17 (m, 1H) 74.91d 5¢ 3.24,(m, 1H) 78.09 d
, ., 3.87(dd, J=11.0, 5.0 Hz, 1H)

3 3.34(m, 1H) 77.74 d 6 Jec (dd. 1=2.5, 5.0 Hz, 1H) 62.91t

4‘  3.10 (m, 1H) 71.26 d

f) Quercetin

Isolierungsweg: Ethylacetat-Extrakt der Steine von M. citrifolia = CCCSystem 3 (Fraktion F8)
- prdpHPLCSystem 5
Molekiilmasse: berechnet 302 g/mol; bestimmt mit ESI-MS 301 [M-H]

Abb. 7-6: Quercetin.
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Tab. 7-6: '"H-NMR- und *C-NMR-Daten von Quercetin. Ubersicht der chemischen Verschiebungen
der einzelnen Signale im H-NMR und *C-NMR-Spektrum von Quercetin. Die Spektren wurden
aufgenommen bei 300 MHz (*H-NMR) bzw. 75 MHz (**C-NMR) in CD;0D.

C/H &4 [ppm] 8c[ppm] | C/H &y [ppm] 8¢ [ppm]
2 158.26s | 10 104.54 s
3 133.25s | 1 121.69 s
4 175.80s | 2° 7.72(d, J=2.0 Hz, 1H) 116.22 d
5  6.21(d, J=2.0 Hz, 1H) 162.52d | 3 148.78 s
6 99.26 s 4 146.23 s
7 165.57s | 5 6.85(d, J=8.5 Hz, 1H) 116.25 d
8  6.39(d, J=2.0 Hz, 1H) 94.43 d 6‘ 7.65(dd, J=2.0, 8.5 Hz, 1H) 124.17 d
9 158.26 s

g) 3,4-Dihydroxyzimtaldehyd

Isolierungsweg: Ethylacetat-Extrakt der Steine von M. citrifolia - CCCSystem 3 (Fraktion F7)
- prdpHPLCSystem 6
Molekilmasse: berechnet 164 g/mol; bestimmt mit ESI-MS 163 [M-H]

HO 4
Abb. 7-7: 3,4-Dihydroxyzimtaldehyd.

Tab. 7-7: 'H-NMR- und **C-NMR-Daten von 3,4-Dihydroxyzimtaldehyd. Ubersicht der chemischen
Verschiebungen der einzelnen Signale im "H-NMR und *C-NMR-Spektrum von 3,4-Dihydroxyzimt-
aldehyd. Die Spektren wurden aufgenommen bei 400 MHz (*H-NMR) bzw. 100 MHz (*C-NMR) in
CD;0D.

C/H &u [ppm] 6c[ppm] | C/H 64 [ppm] 8¢ [ppm]
1 127.62's 6 7.05(dd,J=2.0, 8.0 Hz, 1H) 124.04 d
2 7.11(d, J=2.0 Hz, 1H) 115.57 d 7  7.54(d,J=15.5 Hz, 1H) 147.05 d
3 156.56 s 8  6.55(d,J=8.0, 15.5 Hz, 1H) 126.37 d
4 156.58 s 9  9.55(d, J=8.0 Hz, 1H) 196.28 d
5  6.82(d,J=8.0 Hz, 1H) 116.64 d
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h) 4-epi-Borreriagenin und 10-Deacetylasperulosidsdure

Isolierungsweg: Ethylacetat-Extrakt der Steine von M. citrifolia - CCCSystem 3 (Fraktion F1)
- prapHPLCSystem 6 (1:1 Gemisch der Verbindungen bestimmt mit *H-NMR)

Molekiilmasse fiir 1: berechnet 214.0841 g/mol; bestimmt mit HR-ESI-MS 237.0734 [M+Na]"
Molekiilmasse fiir 2: berechnet 390.1162 g/mol; bestimmt mit HR-ESI-MS 413.1054 [M+Na]*
Fragmentierungen ESI-MS/MS negativ fiir 1: 195, 177 (49), 121 (9)

Fragmentierungen ESI-MS/MS negativ flur 2: 137, 209 (88), 183 (50), 165 (46), 227 (20)

1

Abb. 7-8: 4-epi-Borreriagenin (1) und 10-Deacetylasperulosidsaure (2).

Tab. 7-8: 'H-NMR- und **C-NMR-Daten von 4-epi-Borreriagenin und 10-Deacetylasperulosidsaure.
Ubersicht der chemischen Verschiebungen der einzelnen Signale im 'H-NMR und *C-NMR-Spektrum
von 4-epi-Borreriagenin und 10-Deacetylasperulosidsdure. Die Spektren wurden aufgenommen bei
600 MHz (*H-NMR) bzw. 125 MHz ("*C-NMR) in CD;0D.

4-epi-Borreriagenin 10-Deacetylasperulosidsaure
C/H &u [ppm] 8¢ [ppm] 8 [ppm] 8¢ [ppm]
3.79 (dd, J=11.5, 4.5 Hz, 1H) -
1 3.72 (dd, J=11.5, 7.0 Hz, 1H) 60.79t 5.06 (d, J=9.0 Hz, 1H) 100.43 d
3.91 (dd, J=4.5, 11.0 Hz, 1H) -
3 3.82-3.86 (m, 2H)* 62.88t 7.66 (d, J=1.5 Hz, 1H) 155.50 d
4 2.96 (ddd, J=6.0, 4.5, 4.0 Hz, 1H) 45.97 d 108.48 d
5  3.33(dt, J=7.5, 6.0 Hz, 1H) 44.00 d iﬁ)l (ddd, J=1.5,6.0,7.5 Hz, 42.79d
6 5.41 (brd, J=7.5Hz, 1H) 88.33d | 3.39(m, 1H) 75.01d
7 5.84 (wie quint) 125.10d | 6.02 (d, J=2.0 Hz, 1H) 129.89 d
8 153.42 s 151.55s
9 3.10(m, 1H) 50.01d | 2.56 (dd, J=7.5, 9.0 Hz, 1H) 45.85 d
4.22 (ddd, J=15.0, 2.5, 1.5 Hz, 1H) 4.73 (d, J=8.0 Hz, 1H)
10 416 (ddd, J=15.0, 2.5, 1.5 Hz, 1H) 60.60t 1 4 81-482 (m, 1H) 61.76t
11 181.01s 170.82 s
1 4.66 (d, J=8.0 Hz, 1H) 101.47 d
2 3.23-3.35 (m, 4H) 75.43 d
3/ 3.23-3.35 (m, 4H) 77.84 d
4' 3.23-3.35 (m, 4H) 71.67d
5 3.23-3.35 (m, 4H) 78.57 d
. 3.62 (dd, J=5.9, 12.0 Hz, 1H)
6 3.82-3.86 (m, 2H)* 62.84s
*Signale Uberlappen
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i) (2E,4Z,7Z)-Decatriensaure

Isolierungsweg: Hexan-Extrakt Pulpe - CCCSystem 5 (Fraktion F4) - prdpHPLCSystem 1
Molekiilmasse: berechnet 166.0994 g/mol; bestimmt mit HR-ESI-MS 189.0886 [M+Na]"

3 6 9

Abb. 7-9: (2E,4Z,7Z)-Decatriensaure.

Tab. 7-9: "H-NMR und “C-NMR-Daten von (2E,42,72)-Decatriensdure. Ubersicht der chemischen
Verschiebungen der einzelnen Signale im 'H-NMR und *C-NMR-Spektrum von (2E,42,72)-Deca-
triensaure. Die Spektren wurden aufgenommen bei 600 MHz (*H-NMR) bzw. 150 MHz (**C-NMR) in
CDCls.

C/H S [ppm] 8c [ppm] | C/H Su [ppm] 3¢ [ppm]
1 172.00s | 6 3.06 (dd, J=7.5, 7.5 Hz, 2H) 26.53t
2 5.89(d, J=14.5 Hz, 1H) 12072d | 7 i:)o (ttd, J=1.5,7.5,100Hz, )¢ hg g
3 7.72(dd,J=115,145Hz, 1H) 141294 | 8 i'H4)7 (ttd, J=1.5,7.5,10.0Hz, 133 4o g
4 6.16(dd,J=11.5,11.5Hz, 1H) 126.21d | 9 §£)7 (quind, J=1.5,7.5 Hz, 2061t
5 582 (dt, J)=11.5 7.5Hz, 1H) _ 140.44d | 10 0.97 (t, /=7.5 Hz, 3H) 14.14 q
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7.3 Daten der nichtfliichtigen Verbindungen

Tab. 7-11: Gehalte der nichtfliichtigen Verbindungen in Friichten und Fruchtsaften von M. citrifolia.
Dargestellt sind die bestimmten Gehalte an Asperulosidsdure (ASP), Scopoletin (SCO), (2E,42,72)-
Decatrienoic acid (DTA), 2-O-(B-pD-glucopyranosyl)-1-O-(2E,42,7Z)-decatrienoyl-B-D-glucopyranose
(DTA-digl), Furan-2-carbonsaure (F2C), Isoamericanol A (IAM) und Isoamericaninsdure A (IAA) in den
authentischen Frichten (TAunreif, TAreif, HAunreif, HAreif, CRreif und CUreif) [mg/kg] und
Fruchtsdften (TAunreif, TAreif, HAunreif, HAreif, CRreif und CUreif sowie zusatzlich TAmedferm,
TAfullferm, HAmedferm, HAfullferm) [mg/L] (LOD—Ilimit of detection, LOQ—Ilimit of quantition, leere
Felder—Daten nicht bestimmt).

ASP sco DTA Ti;' F2C IAM IAA
Pulpe [mg/kg Feuchtgewicht]
TAunreif 2210,98 31,14 12,38 20,43
TAreif 2391,79 32,09 16,89 83,52
HAunreif 564,80 16,45 7,46 26,02
HAreif 1270,54 24,68 15,74 42,40
CRreif 5114,14 19,30 29,39 29,58
CUreif 1281,89 5,20 <LOD 13,01
Steine [mg/kg Feuchtgewicht]
TAunreif 952,52 80,85 197,70 <LOD
TAreif 1108,13 76,29 283,60 <LOD
HAunreif 207,32 55,00 57,24 <LOD
HAreif 661,43 43,40 200,11 <LOD
CRreif 5438,77 32,70 532,24 <LOD
CUreif 909,91 22,06 10,54 <LOD
Safte [mg/L]

TAunreif 458,53 10,43 20,97 3,41 <LOD 1,71 <LOD
TAreif 1194,52 14,02 24,15 27,37 <LOD 1,87 <LOD
HAunreif 109,88 13,38 13,35 <LOD <LOD 2,14 <LOD
HAreif 998,62 10,43 21,61 2,23 <LOD 2,56 <LOD
CRreif 820,04 10,47 8,60 <LOQ <LOD 1,35 <LOD
CUreif 724,46 12,75 2,79 2,22 <LOD 1,19 <LOD
TAmedferm 304,64 9,25 30,11 1,93 14,88 0,84 0,87
TAfullferm 123,55 15,28 24,59 <LOD 5,22 <LOD 0,99
HAmedferm 718,33 12,27 35,05 <LOQ 7,78 1,47 0,89
HAfullferm 362,91 9,3 21,31 <LOD 5,57 <LOD 0,93
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