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Autorreferat

Subject of this master thesis was to test the content range of different extraction
process of rhubarb extracts. In addition to that, was to test the antifungal effect of the
obtained extracts against Blumeria graminis f. sp. hordei. Furthermore the composition
of the substances contained in those extracts were analyzed to drive a correlation
between their antifungal activity and their structure. In order to achieve that, various
extraction variants, like ASE Extraction, technical sized DIG-MAZ extraction and
manual extraction were used.

The antifungal assays have been investigated by using a leaf segment test. According
to this system, leafs were inoculated by air with the conidia of Blumeria graminis f. sp.
hordei and later the infected parts were estimated. In according to this test, the extracts
have been analyzed for typical substances contained in Rheum spp.. First of all would
be a short introduction. The Second Part gives a review of all the literature about
Rheum spp., Blumeria graminis f. sp. hordei and the fundamentals of the used
methods. In the third part of this thesis, are hold the information’s about these methods
and their parameters. The results of the antifungal activity as well as the analyzed
substances of the different extracts are described in more detail in the fourth part. In
combination with several scientific studies, the results were derived and discussed
concerning the antifungal activity. The final part of thesis is a summary of this thesis
as well as a prospect of subsequent investigations related to this topic.
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1. Einleitung und Zielstellung

1. Einleitung und Zielstellung

Pflanzen stellen die Grundlage allen Lebens auf der Erde dar. Sie beinhalten aus Sicht
der Menschen zwei Funktionen. Zum einen sind sie als Wildpflanzen ein Bestandtell
der Vegetationsdecke, welcher innerhalb der komplex verzweigten Nahrungskette die
Grundlage aller nicht photosynthetisch aktiven Lebensformen, wie Mikroben, Pilze und
Tiere bildet. Zum anderen werden sie seit Jahrtausenden als Nutzpflanzen fir die
Lebens- und Nahrungsgrundlage der Menschen eingesetzt. Die Entwicklung von
Kulturpflanzensorten sowie deren systematischer Anbau haben eine Koevolution von
Schadorganismen ausgeldst. Zwar ist dieser Prozess in einem bestehenden
Okosystem unvermeidlich, doch gefahrdet dies das Pflanzenwachstum, die
Ertragsbildung und auch die Produktqualitat. (Hallmann, et al., 2009)

Dabei kann ein Grol3teil der Ernteverluste in der Landwirtschaft auf pilzliche
Erkrankungen zuriickgefihrt werden. Einige der wichtigsten stellen unterschiedliche
Mehltauerreger dar. Diese fuhren im Getreide sowie im Weinanbau zu h&ufigen
Ernteausféllen. Trotz einer stetig wachsenden Menge an eingesetzten
Pflanzenschutzmitteln kénnen Verluste von bis zu 25 Prozent nicht vermieden werden.
Zudem wachst die Besorgnis bzw. die Unsicherheit bei den Verbrauchern, dass
maogliche Rickstande in den Lebensmitteln verbleiben. Daher riicken vermehrt neue
Wege zur Entwicklung innovativer Pflanzenschutzmittel in den Fokus, welche
einerseits eine hohe Umweltvertraglichkeit und zum anderen geringe Chancen der
Resistenzbildung aufweisen (Schellenberg, 2015).

In Anbetracht dieser Fragestellung und weiteren Aspekten auf dem Gebiet der
Phytopathologie wurde am Institute of Bioanalytical Sciences (IBAS) ein zentrales
Forschungsthema mit dem Schwerpunkt der Testung auf antifungale Wirkungen von
Rheum-Extrakten etabliert. Als Ziel dessen soll ein 6kologisches Fungizid auf Basis
dieser Rheum-Extrakte entwickelt werden. Dabei kann das IBAS auf ein
umfangreiches Sortiment an Rhabarbergenotypen unterschiedlicher Herklnfte
zuruickgreifen. So konnte Kabrodt in den Genotypen Rheum rhaponticum L.,
Rheum palmatum L. und Rheum spec. Landsorte Polen anhand der enthaltenen
Stilbene und Gerbstoffe eine  Struktur-Wirkungsbeziehung hinsichtlich der
antioxidativen, antiinflammatorischen und antiviralen Wirkung ableiten (Kabrodt,
2006).



1. Einleitung und Zielstellung

Des Weiteren gelang es durch die in vitro Kultivierung verschiedener Phytopathogene
(unter anderem Fusarium spp., Phytophthora capsici) die antifungalen Wirkungen von
Rheum officinale Baill. und Rheum rhabarbarum nachzuweisen. Ebenfalls bestétigt
werden konnte dies am Modellsystem Echter Gerstenmehltau
(Blumeria graminis f. sp. hordei) an Gerste (Meissner, 2013). Auf der Basis dieser
Ergebnisse ist die Identifizierung wirkungsvoller Substanzen und Substanzgruppen fur

die Entwicklung eines Fungizids auf Rheum-Basis erforderlich.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, verschiedene Gesamtextrakte des Rheum
officinale Baill. (GT 42) auf deren antifungale Wirkung zu untersuchen und im
Zusammenhang mit deren Inhaltsstoffspektren Struktur-Wirkungsbeziehungen
herzuleiten. Dabei sollen als Schwerpunkte die Einflisse unterschiedlicher
Extraktionsverfahren sowie verschiedener Erntejahre des GT 42 (2017, 2013, 2009)
bericksichtigt werden. Parallel dazu werden vergleichende Untersuchungen eines
klassisch gewonnenen Extrakts des GT 10 E2014 bertcksichtigt, welcher bereits in
seiner antifungalen Wirkung bestéatigt worden ist. Die klassische Extraktion des
Genotyps 42 aus dem Jahr 2017 soll dabei den Ausgangspunkt nach dem im IBAS
etablierten Verfahren darstellen.

Zusatzlich sollen mit dem Wurzelmaterial von 2017 geeignete Extraktionsparameter
an der ASE erarbeitet werden, welche die Grundlage fur das Up-Scaling auf einen
kleintechnischen Mal3stab an der DIG-MAZ-Anlage bilden, um auch grél3ere Mengen

der entsprechenden Extrakte herstellen zu kénnen.
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2. Theoretische Grundlagen

2.1 Rhabarber

2.1.1 Grundlegendes zum Rhabarber und dessen Verwendung

Die Gattung Rheum spp. enthalt eine der bedeutendsten Heilpflanzen und wird der
Familie der Polygonaceae (Knéterichgewachse) zugeordnet. Weltweit sind ca. 50
Unterarten des Rhabarbers bekannt. (Haryanto, 1984) So wurde bereits ca. 2800
Jahre v. Chr. in chinesischen Krauterblchern Uber dessen positive Wirkungen
berichtet. (Kabrodt et al.,, 2009) Vorwiegend wurde dabei auf den Gemeinen
Medizinalrhabarber (Rheum officinale Baill.) und dessen laxierende Wirkung
eingegangen, welche auf den hohen Gehalt an Anthrachinonen zurtickzufihren ist
(Krafczyk, 2008). Bezuglich der Systematik der Gattung Rheum spp. erfolgt nach
Sitte et al. (Jahr 2002) folgende Einteilung:

Abteilung: Spermatophyta (Samenpflanzen)
Unterabteilung: Magnoliophytina

Klasse: Rosopsida (Dreifurchenpollen-Zweikeimblattrige)
Unterklasse: Caryophyllidae

Ordnung: Polygonales

Familie: Polygonaceae (Knoterichgewéchse)

Gattung: Rheum

Einer der Schwerpunkte dieser Arbeit besteht in der Untersuchung des Rheum
officinale Baill. (IBAS-interne Bezeichnung GT 42), welcher in den Gebirgen Nordost-
Tibets sowie Nordwestchinas beheimatet ist.

Wie in den Abbildungen 1 und 2 dargestellt, weist der GT 42 bis zu 75 cm grof3en
Blatter auf, welche ein rundes bis nierenférmiges Aussehen besitzen. Wahrend der
Blutezeit von Mai bis Juni werden kleine, grunlich bis weil3e Rispen ausgebildet.
Weiterhin kdnnen die Stauden eine Wuchshohe von bis zu 3 m erreichen (Bds, 2000).
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Abbildung 1: Blitenstand Rheum Abbildung 2: Staude sowie Blattstand des GT 42

officinale Baill. (Bos, 2000) (Rheum officinale Baill.) (IBAS)
o |

Abbildung 3: Wurzelwerk des GT 10 (Rheum rhabarbarum L.) (IBAS)

Die Abbildung 3 zeigt das Wurzelwerk einer Rhabarberpflanze beispielhaft am Rheum
rhabarbarum L. Generell stellt diese fiur alle im IBAS zu untersuchenden Genotypen
der Rheum spp. die Hauptquelle der im Fokus stehenden Polyphenole dar. Als ein
wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit werden die Polyphenole im folgenden Abschnitt

naher behandelt.

2.1.2 Inhaltsstoffe des Rhabarbers
Polyphenole

Die Gruppe der Polyphenole stellt eine im Pflanzenreich weit verbreitete Gruppe dar.
Phenolische Verbindungen zéahlen zu den sekundaren Pflanzenstoffen, da sie weder

im primaren Stoffwechsel gebildet bzw. verbraucht werden (Hilal, 2010).
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Die Grundstruktur aller Polyphenole lasst sich auf das in der Abbildung 4 dargestellte
Phenol zurtckfihren. Zur Synthese der aus aromatischen Verbindungen bestehenden
Polyphenole sind ausschliel3lich pflanzliche Organismen fahig. Da tierische
Organismen Uber keinen Syntheseweg dieser Stoffgruppe verfligen, sind sie auf eine
exogene Zufuhr lebensnotwendiger Aromaten wie z. B. Phenylalanin, Tyrosin oder
Tryptophan angewiesen. Pflanzen kdnnen auf drei unterschiedliche Mechanismen zur
Bildung phenolischer Verbindungen zurtckgreifen. Zu diesen zahlen der
Shikimisaureweg, der Acetat-Malonat-Weg sowie der Acetat-Mavalonat-Weg (Hansel
& Sticher, 2009). Auf Grund ihrer Vielfalt sind die Polyphenole an den verschiedensten
Aufgaben beteiligt. So bieten sie der Pflanze Schutz vor Pathogenen,
Mikroorganismen, UV-Einwirkung und Bedingungen des oxidativen Stresses. So
halten z. B. Tannine auf Grund ihrer adstringierenden Eigenschaft FraR3feinde davon
ab, die Frichte bestimmter Pflanze zu fressen. Neben den genannten
Schutzeigenschaften tragen sie mal3gebend zum Aussehen und Geschmack der
entsprechenden Pflanzenteile bei (Neukam, 2006) (Hillebrand, 2004).

OH

Abbildung 4: Grundstruktur des Phenols (MP Biomedicals, 2017)

Unterschiedliche Autorengruppen konnten bereits eine Vielzahl an unterschiedlichen
Derivaten von Polyphenolen in Rheum spp. nachweisen, wie z.B. Flavonoide,
Stilbene, Anthrachinone sowie Naphthalenglykoside (Krafczyk, 2008), (Harbone &
Williams, 2000), (Ye, et al, 2007). Diese konnten auch in verschiedenen
Forschungsprojekten am IBAS bestatigt werden (Kabrodt, 2006), (Ballert, 2017),
(Sommermann, 2015). Dariuber hinaus stellen sie fur die vorliegende Arbeit einen

wichtigen Aspekt dar, weshalb im Folgenden n&aher auf diese eingegangen wird.
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Flavonoide

Flavonoide und deren Derivate stellen die gro3te Gruppe innerhalb der Stoffklasse der
Polyphenole. Die hohe Varianz lasst sich auf die vielfaltigen
Modifikationsmoglichkeiten der in der Abbildung 5 dargestellten Grundstruktur des

Flavans zurickfiihren.

Flavan

Abbildung 5: Grundstruktur des Flavans (naturstoffwiki, 2017)

Neben einem hohen Grad der Hydroxylierung am aromatischen Ringsystem kénnen
zudem Verknupfungen der Hydroxylgruppen mit einem Zucker bzw. Phosphat
entstehen. Weiter kann es ebenfalls zur Variationen am Pyranring kommen. Bisher
konnten ca. 4000 unterschiedliche Verbindungen isoliert und identifiziert werden
(Hansel & Sticher, 2009). Fir eine bessere Klassifizierung der enormen Anzahl an

Stoffen unterteilte Harbone (1988) sie in folgende Untergruppen:

e Flavanone

e Flavone

e Flavonole

e Flavan-3-ole

e Proanthocyanidine

¢ Anthocyanidine

In der vorliegenden Arbeit ist ein breites Spektrum an Flavonoiden relevant, welche
im Folgenden naher betrachtet werden.
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Gerbstoffe

Im Rheum spp. kénnen mit den hydrolisierbaren und den kondensierten zwei Gruppen
von Gerbstoffen unterschieden werden. Hydrolisierbare Gerbstoffe sind Gallotaninne
sowie Ellagtannine, welche aus der entsprechenden Phenolcarbonsdure und einem
Zucker bestehen. Der estergebundene Zucker kann tber weitere Esterbindungen mit
mehreren Phenolcarbonsauren reagieren, siehe Abbildung 6. Hoherpolymere Tannine
entstehen durch eine Anbindung von Digallussaureester. Die Bezeichnung
hydrolisierbar beruht auf der Mdglichkeit der Esterbindungen, durch Enzyme oder

Sauren gespalten zu werden (Hansel & Sticher, 2009).
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Abbildung 6: Darstellung der Struktur der Pentagalloylglukose (Deiab, et al., 2015)

Proanthocyanidine

Die Proanthocyanidine werden zu den kondensierten Gerbstoffen gezahlt und bilden
somit die zweite Gruppe der in Rheum spp. vorkommenden Gerbstoffe. Aufgebaut sind
diese aus Untereinheiten der Flavan-3-ole bzw. Flavan-3,4-ole. Hierbei stellen die
Procyanidine eine Untergruppe der Proanthocyanidine dar. Procyanidine sind
Polymerstrukturen, aufgebaut aus mehreren Catechin- bzw. Epicatechin-
Untereinheiten, siehe Abbildung 7 und 8 (Hansel & Sticher, 2009).
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OH
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Abbildung 7: Darstellung der Struktur des Abbildung 8: Struktur des Procyanidin C1 aus drei
Catechin (Wikipedia, 2018) Catechinmonomeren (Wikipedia, 2016)

Stilbene

Die Stilbene basieren auf einer charakteristischen C6 - C2 - C6 - Struktur (siehe
Tabelle 1). Die beiden auReren Benzenringe (C6) werden durch eine ungeséttigte C2-
Kette miteinander verbunden. Verbindungen dieser Art kdnnen als Aglykone oder in
glykosylierter Form vorliegen. Bisher bekannte Stilbene von Rheum spp. wurden vor
allem aus den Wurzeln der Pflanze isoliert (Kabrodt, 2006), (Krafczyk, 2008). In der
folgenden Tabelle 1 sind die Stilbengrundstruktur und die wichtigsten Derivate

dargestellt.

Tabelle 1: Stilbengrundstruktur und deren Derivate (Delaunois, et al., 2008)

Riam C-3 | Rzam C-5| Rzam C-3* | Rs am C-4 Name der Verbindung
O-Glukose OH CHs OH Rhaponticin

OH OH CHs OH Rhapontigenin
O-Glukose OH CHs OH Desoxyrhaponticin
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OH OH CHs OH Desoxyrhapontigenin

OH OH H OH Resveratrol
O-Glukose OH OH H Piceid

OH OH OH OH Piceatannol

CHs CHs H OH Pterostilben

Fortsetzung Tabelle 1

Anthrachinone

Anthrachinone besitzen eine fir diese Stoffgruppe typische 1,8-Dihydroxyanthron-

Struktur, welche ein spezifisches Substitutionsmuster aufweist. Ein besonderes

pharmakologisches Merkmal der Anthrachinone liegt in ihrer laxierenden Wirkung.

Neben dem Vorkommen in den Wurzeln des Rhabarbers, sind diese auch in

Sennesfriichten und —blattern sowie in der Aloe zu finden (Hansel & Sticher, 2009). In

der Tabelle 2 sind die Grundstruktur der Anthrachinone sowie auch deren Derivate

dargestellt.

Tabelle 2: Anthrachinonderivate im Rheum (Hansel & Sticher, 2009)

Ri1 R2 Name der
Derivate
CH20H Aloe-Emodin
CHs H Chrysophanol
CHs OH | Emodin
(=Rheumemaodin,
Frangulaemodin)
CHs | OCHs | Physcion
COOH H Rhein




Naphtholglukoside

Abschliel3end ist die Gruppe der Glykoside der Naphtholderivate Torachryson und

6 — Hydroxymusizin zu nennen. Die Tabelle 3 stellt die Grundstruktur sowie die
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Derivate mit den dazugehdrigen Resten dar (Krafczyk, 2008).

Tabelle 3: Naphtholglukoside im Rheum (Krafczyk, 2008)

R1
Glu=-0 OH

R2 (Glu)

Name der Derivate

(o]
8 ’ Il CHs
9 C\

H

Torachryson-8-O-R3-
D-glukopyranosid

CH
2 3
CHzs

R,0 10 CH,

Oxalyl

Torachryson-8-O-R3-
D-(6"-oxalyl)-
glukopyranosid

6-Hydroxymusizin-
8-0O-R3-D-
glukopyranosid

2.1.3 Nachgewiesene Wirkung der Rhabarberinhaltsstoffe

Im Laufe der Zeit wurden an den unterschiedlichen Rheum spp. beziglich ihrer
pharmazeutischen Wirkung weitere Untersuchungen durchgefiihrt. Anhand der daraus
resultierenden Erkenntnisse wurden durch die Autorengruppen Ferrari und Torres

sowie Harbone und Williams folgende Wirkungen der Inhaltsstoffe aus Rheum-

Extrakten beschrieben (Ferrari & Torres, 2003), (Harbone & Williams, 2000):

¢ Antioxidative Wirkung
e Schutz der Blutgefalie
e Hemmung der LDL-Oxidation

¢ Antikanzerogene und antimutagene Wirkung

¢ Antiinflammatorische Wirkung

e Schutz vor UV- und ionisierender Strahlung

¢ Antibakterielle Eigenschaften
e Antivirale Eigenschaften

e Antikariogene Eigenschaften
e Anti-Histamin-Wirkung

e Antiallergene Wirkung

e Unterstitzung der Vitamin C Wirkung
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Weiterhin gilt die antifungale Aktivitdt der Flavonoide durch Harbone und Willams
(2000) als gesichert. Anhand der von ihnen durchgefuhrten Untersuchungen hat sich
herausgestellt, dass Flavonoide in der Lage sind, die Sporenkeimung von
Phytopathogenen zu inhibieren. Eine wichtige Rolle spielte dabei das Vorhandensein
von hydroxylierten bzw. methoxylierten Substituenten (Harbone & Williams, 2000)
Dieser Aspekt wurde im Besonderen anhand der Stilbene in Form des Resveratrols
untersucht, da es als Phytoalexin gilt. Diese Stoffe werden im Sinne einer
Abwehrreaktion nach einer Infektion unspezifisch im Bereich der Infektion akkumuliert.
Dabei konnte eine Wirksamkeit gegeniber Bakterien und Pilzen festgestellt werden
(Hel3, 2008), (Sommermann, 2015).

2.2 Testsysteme zur Untersuchung der antifungalen Wirkung von Rheum-
Extrakten

Untersuchungen in Bezug auf eine fungizide Wirkung von Testsubstanzen auf Pilze
wurden bereits seit Anfang des 19. Jahrhunderts durchgefiihrt. Bei dieser Methode,
welche auch noch heutzutage zu den gangigen Methoden zahlt, werden potentielle
Wirksubstanzen unter wéassrigen Bedingungen mit entsprechenden Pilzsporen vereint.
Anschliel3end wird eine eventuelle Einflussnahme auf die Keimung der Sporen unter
dem Mikroskop bewertet. Neben diesem Verfahren gibt es eine weitere in vitro
Methode, welche eine wirtspflanzenunabhangige Aussage zur fungiziden Wirkung
einer Verbindung oder eines Extraktes geben kann. Bei dem sogenannten
Agardiffusionstest wird die zu untersuchende Testsubstanz in den noch fliissigen Agar
gegeben und in Platten gegossen. Daraufhin werden die Platten beimpft. Fir diesen
Zweck werden Myzelstiicke des zu untersuchenden Pilzes verwendet. Stellvertretend
kbnnen aber auch Sporen der entsprechenden Pilze fur die Untersuchung
herangezogen werden (Grewe, 1970). Um letztlich Aussagen tber die Wirkung treffen
zu konnen, werden unterschiedliche Konzentrationen der Testsubstanz eingesetzt.
Anhand dieser wird das Wachstum des Myzels starker bzw. schwacher gehemmt. Die
beschriebenen Testsysteme geben als in vitro Tests lediglich eine Orientierung der
fungiziden Wirkung, da sie im Gegensatz zu in vivo Tests den Einfluss der Wirtspflanze
aulBer Acht lassen (Grewe, 1970). Fiur eine aussagekraftige Bestimmung der
antifungalen Wirkung ist diese Interaktion jedoch von grof3er Bedeutung. In Anbetracht

dessen wird im Fungizidscreening oftmals der Blattsegmenttest durchgefthrt.

11
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Bei diesem Verfahren werden abgetrennte Pflanzenteile, in den meisten Féllen die
Blatter, mit einem pflanzlichen Pathogen innokuliert. Die so behandelten Pflanzenteile
werden so lange am Leben erhalten, bis sich Symptome der Erkrankung entwickeln
bzw. sichtbar werden (Sinclair & Dhingra, 1995).

2.3 Das Phytopathogen Echter Mehltau (Blumeria graminis)
2.3.1 Grundlegendes zum Echten Mehltau

Der Echte Mehltau (Blumeria graminis) zahlt zu den wichtigsten Blattkrankheiten, da
dieses Pathogen bei befallenen Bestanden zu einem 30 prozentigen Ernteausfall
fuhren kann. Die Familie der Erysiphaceae umfasst eine Vielzahl von streng
wirtsspezifischen Gattungen. Auf Grund dieser Spezialisierung kommt der Echte
Mehltau vorwiegend auf Obst- und Gemusepflanzen wie Erdbeeren, Gurken, Salaten

sowie auf vielen Zierpflanzen vor (Hoos, 2017).

Die vorliegende Arbeit behandelt die Art Blumeria graminis als einen
Themenschwerpunkt, weshalb im Folgenden genauer auf diesen eingegangen wird.
Von einem Befall mit Blumeria graminis sind vor allem Getreidepflanzen und Gréser
sowie eine Vielzahl von Wild- und Futtergrasern betroffen. (Heitefuss, et al., 2000)
Gebietsbezogen (Deutschland, Osterreich, Schweiz und Siidtirol) werden 202 Arten
zum Echten Mehltau gezahlt, darunter auch die Gattungen Blumeria und Erysiphe
(Klenke & Scholler, 2015). Es ist zu erwdhnen, dass der Gattungsname Erysiphe ein
Synonym darstellt. Wird in der Fachliteratur vom Erysiphe graminis f. sp. hordei
gesprochen, so ist damit im eigentlichen Sinne die Gattung Blumeria gemeint. Die
taxonomische Einordnung des Echten Mehltaus gliedert sich nach Klenke & Scholler
(2015) wie folgt:

Abteilung: Ascomycota

Unterabteilung: Pezizomycotina

Klasse: Leotiomycetes

Ordnung: Erysiphales

Familie: Erysiphaceae

Gattung: Blumeria / Erysiphe

Art: Blumeria graminis f. sp. hordei

12
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Zur Art ist zu sagen, dass diese aus acht Spezialformen besteht, zu diesen z&hlen f.
sp tritici (Weizen), f. sp. Hordei (Gerste), f. sp. secalis (Roggen), f. sp. avenae (Hafer),
f. sp. agropyri (Agropyron spp.), f. sp. bromi (Bromus spp.), f. sp. poae (Wiesenrispe),
f. sp. lolii (Raigras).

Die jeweilige Spezialform kann dabei nur auf einer bestimmten Wirtspflanzenart
parasitieren. So kann zum Beispiel Blumeria graminis f. sp. hordei  nur
Gerstenpflanzen infizieren und nicht auf eine Weizenpflanze tbergreifen (Schubiger,
2018).

2.3.2 Schadbild des Phytopathogens Blumeria graminis f. sp. hordei

Die Art Blumeria graminis f. sp. hordei kann nur auf lebendigem Wirtspflanzengewebe
wachsen und stellt somit einen obligat biotrophen Parasiten dar. Das Schadbild nach
einem Befall ist durch die Ausbildung eines weil3 flauschigen Polsters auf der
Blattoberseite junger Blatter gekennzeichnet (Abbildung 9 A). Dieser entwickelt sich
schnell zu dem typischen mehligen Belag. Im weiteren Verlauf kommt es zur
Beeintrachtigung des Spross- und Wurzelwachstums der Wirtspflanze. Daraus
resultiert eine Reduzierung der Bestandsdichte sowie des Tausendkorngewichts. Zum
Ende der Vegetation bewirkt der Mehltaubefall eine beschleunigte Chlorotisierung
(Abbau des Chlorophylls), welche wiederum zur Nekrotisierung der Blattflache fuhrt.
In der Abbildung 9 B sind altere Myzele zu sehen, welche mit kleinen schwarzen
Punkten gesprenkelt sind. Bei diesen handelt es sich um Cleistothecien, die die
Hauptfruchtform des Echten Mehltaus darstellen (Heitefuss, et al., 2000) (Prigge, et
al., 2004) (Schubiger, 2018).

Abbildung 9: A) Echter Mehltau auf Gerste B) altere Mehltaubeldge mit Cleistothecien (Schubiger, 2018)
13
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Das Phytopathogen setzt sich aus ineinander verfilzten, septierten Hyphen
zusammen. Auf diesen werden Konidientrdger gebildet, welche ihrerseits

ellipsenférmige Konidien produzieren.

Die Grol3e unterliegt einer hohen Variabilitat und reicht von 14 — 17 x 25 — 33 um. Die
Aufgabe der Konidien ist es eine asexuell bedingte epidemische Ausbreitung des
Pathogens zu gewabhrleisten. Im Verlauf der sexuellen Vermehrung bilden sich die
Cleistothecien. Auf dem Myzel stellen sich diese Hauptfruchtkérper als kugeliges
Gebilde mit einem Durchmesser von ca. 135 — 250 um und ohne jegliche Offnungen
dar. Im Inneren befinden sich zwischen 8 bis 25 Asci, welche wiederum 8 Ascosporen
enthalten (Schubiger, 2018).

2.3.3 Lebenszyklus des Echten Mehltaus

Eine Vermehrung des Echten Mehltaus ist durch zwei unterschiedliche Strategien
gekennzeichnet. So ist es diesem Pilz méglich, sich einerseits auf sexuelle und
anderseits auf asexuelle Art fortzupflanzen. In der Abbildung 10 sind die beiden
Strategien dargestellt.

Der sexuelle Lebenszyklus von Blumeria graminis f. sp. hordei ist durch die
heterothallischen Eigenschaften des Pilzes gegeben, auf Grund dessen die Hyphen in
der Lage sind, zwei unterschiedliche Paarungstypen auszubilden.

Diese Art der Vermehrung tritt vor allem in den warmen und trockenen
Spatsommermonaten auf, um die Vegetationsruhe in Form von Ascosporen zu
Uberdauern. Andererseits nutzt der Pilz diese, wenn die Schadigung der Wirtspflanze
bereits so weit vorangeschritten ist, dass diese kurz vor dem Absterben ist (Schubiger,
2018).

Bei der sexuellen Vermehrung beginnt die erste Phase der Fortpflanzung durch die
Annaherung zweier Pilzmyzele (zwei Thalli) mit anschlieBender Verschmelzung der
Ascogonien mit den Antheridien. Das Resultat dieser Vereinigung ist die Entstehung
des Cleistotheciums. Wie bereits im Kapitel 2.3.2 erlautert, stellen diese den
Hauptfruchkérper des Echten Mehltaus dar. Innerhalb des Cleistotheciums reifen Asci
heran, die bis zu acht Ascosporen beinhalten kénnen. Wahrend des Herbsts werden
die gebildeten Ascosporen aktiv ausgeschleudert, um das aufgelaufene

Wintergetreide bzw. andere Gréaser zu infizieren und den Fortbestand zu sichern.

14
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Vereinzelt kbnnen auch Cleistothecien auf lebendigem oder toten Pflanzenteilen die
Winterperiode Uberstehen (Merz, 2014) (Schubiger, 2018).

Abbildung 10: Sexueller und asexueller Entwicklungszyklus des Echten Mehltaus (Braun, 2018)

Der asexuelle Zyklus beginnt mit der Windverbreitung von Konidien, die zuvor von den
Konidientragern auf dem Myzel gebildet wurden. Konidien stellen ahnlich den
Ascosporen eine weitere Sporenform des Phytopathogens dar. Nach dem Auftreffen
der Konidien auf einen Wirt kommt es zur Ausbildung einer extrazellularen Matrix,
welche einerseits zur Fixierung an den Wirt dient und zum anderen zur Kommunikation
zwischen Wirt und Pathogen beitragt. Circa eine halbe Stunde nach dem ersten

Kontakt bildet die angehaftete Konidie den primaren Keimschlauch aus.

Dessen Aufgabe besteht darin, die ldentitdit des Wirtes zu erkennen und die
Wasserversorgung Uber diesen zu gewahrleisten. Weitere drei bis acht Stunden spater
bildet sich der zweite Keimschlauch aus, der sogenannte appressoriale Keimschlauch.
Die Lange des zweiten Keimschlauches liegt zwischen 30 und 40 um und an seinem
Ende entwickelt sich das hakenférmige Appressorium, das durch ein Septum von der
eigentlichen Konidie getrennt ist. Aus dem hakenférmigen Gebilde wachst, ca. 15
Stunden nach dem Erstkontakt, der Penetrationsschlauch, wodurch die Konidienspore
in der Lage ist, die Zellwand der Wirtszelle zu durchdringen. Ziel der Penetration ist
die Bildung des Haustoriums am Ende des Penetrationsschlauchs. Die Aufnahme von
Nahrstoffen aus der Wirtszelle wird auf diese Weise gewahrleistet. Ist die zellulare
Versorgung mit Nahrstoffen durch das Haustorium gesichert, fangt der Pilz an, seine

Oberflache auf dem Wirt zu vergrofzern.
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2. Theoretische Grundlagen

Auf Grund der Ausbreitung bilden sich etwa 24 Stunden nach dem Kontakt aus dem
entstehenden Myzel, elongierende sekundare Hyphen. Aus diesen wiederum
entwickeln sich weitere appressoriale Keimschlauche, die zum Wachstum von
sekundaren Haustorien fuhren. Im Verlauf von drei bis vier Tagen hat sich das Myzel
S0 weit ausgebreitet, dass es zur Bildung von Konidiophoren kommt, welche wiederum
neue Konidien bilden (Nowara, 2008), (Schubiger, 2018). Die beschriebene Art der
asexuellen Vermehrung stellt einen wesentlichen Bestandteil bei der Verbreitung von
Blumeria graminis f. sp. hordei dar, jedoch sind beide Arten der Vermehrung fir den

Fortbestand von entscheidender Bedeutung.

2.4 Extraktionsverfahren

Bei einer Extraktion werden Komponenten aus einem bestimmten Stoffgemisch unter
Verwendung eines selektiven Losungsmittels herausgeldst. Der so gewonnene Extrakt
wird in nachfolgenden Schritten aufgereinigt, um das Extrakt-Losungsmittelgemisch
voneinander zu trennen. Extraktionsverfahren konnen auf Grund des
Aggregatszustandes des verwendeten Losungsmittels und des Extraktionsgutes in
unterschiedliche Methoden eingeteilt werden: die Flussig-Fest-Extraktion, die Flussig-
Flissig-Extraktion, die Flissig-Gas-Extraktion, die Gas-Flussig-Extraktion bzw. die
Fest-Flussig-Extraktion (Schafers, 2016). Der Wirkungsgrad einer Extraktion ist,
ungeachtet vom gewahlten Losungsmittel, von mehreren Faktoren abhéangig. Einer

dieser Faktoren bezieht sich auf die Ldslichkeit der zu extrahierenden Stoffe.

Dabei gilt, dass die Ahnlichkeit der Polaritit des Losungsmittels und des zu
extrahierenden Stoffes sehr hoch sein sollte. Weiterhin haben die Faktoren
Temperatur, Partikelgrof3e sowie die Portionsgrof3e einen Einfluss auf die Ausbeute
der Extraktion. Durch den Einsatz hoher Temperaturen kann die Extraktionszeit
deutlich verkirzt werden, jedoch sollte die Temperatur nicht zu hoch gewahlt werden,
da diese temperaturempfindliche Inhaltsstoffe zerstéren kodnnen. Beziglich der
Partikelgrof3e ist zu erwahnen, dass diese so klein wie moéglich zu wéhlen ist, da mit
sinkender Partikelgro3e die Extraktionsoberflache steigt und somit der Stoffaustausch

schneller ablaufen kann (Aprentas, 2017).
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2. Theoretische Grundlagen

Als grundlegende Bestandteile dieser Arbeit werden vor allem die Methoden der Fest-
Flussig- sowie der Flussig-Flissig-Extraktion im Folgenden n&her erlautert. In der
Abbildung 11 ist der allgemeine Ablauf einer Extraktion schematisch dargestellt.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung einer Extraktion (Aprentas, 2017)

Die Feststoffextraktion wird vor allem fir die Isolation von Naturstoffen aus
pflanzlichem Ursprungsmaterial angewandt. Bei diesem Verfahren werden die
l6slichen Bestandteile unter Gebrauch eines geeigneten Losungsmittels, wie zum
Beispiel Methanol, aus dem Feststoff herausgelost. Ein bestmdgliches
Extraktionsergebnis wird gewahrleistet, wenn das Extraktionsgut im Vorfeld

grotmaoglich zerkleinert wird.

Dies fuhrt dazu, dass die Austauschoberflache vergrofRert wird und somit kirzere
Diffusionswege ermdglicht werden. Der Grad der Zerkleinerung sollte jedoch nicht zu
klein gewahlt werden, da es sonst zum Verklumpen der Extraktionsmasse kommen
koénnte, was sich wiederum negativ auf die Extraktionsausbeute auswirkt. Nach einer
erfolgreichen Extraktion folgt die Aufreinigung der Extraktldsung. Eine der gangigsten
Methoden ist die Vakuumrotationsverdampfung. Nachdem das verwendete
Losungsmittel abgetrennt worden ist, folgt ein Trocknungsschritt, zum Beispiel unter

Zuhilfenahme der Gefriertrocknung, wie sie auch am IBAS durchgefiihrt wird.
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2. Theoretische Grundlagen

Hierfr wird der Extrakt mit destilliertem Wasser aufgenommen, eingefroren und der
Gefriertrocknungsanlage zugefihrt. Im Laufe dieses Prozesses wird ein Vakuum
erzeugt, welches die Temperatur so weit herabsenkt, dass das enthaltene Wasser
direkt vom festen in den gasférmigen Zustand Ubergeht und somit der Extrakt
getrocknet wird (Aprentas, 2017) (Heckmann, 2018).

Neben der Fest-Flussig-Extraktion stellt die Flissig-Flussig-Extraktion einen weiteren
Aspekt dieser Arbeit dar. Bei diesem Verfahren wird aus einem Flissigkeitsgemisch
unter Verwendung eines Losungsmittels eine Komponente herausgeldst. Das
eingesetzte Loésungsmittel muss dabei folgende Eigenschaften aufweisen: eine hohe
Selektivitat, es darf sich nicht mit dem Extraktionsgut mischen und es muss ein
ausreichend grof3er Dichteunterschied zwischen Extraktionsmittel und Extraktionsgut
vorhanden sein. Zur Verbesserung des Extraktionsergebnisses wird das Gemisch im
Kreislauf gepumpt und tUber Ruhrwerke gefdrdert. Der Prozess ist abgeschlossen,
sobald sich ein Stoffgleichgewicht eingestellt hat. In den meisten Fallen enthalt das
Flissigkeitsgemisch nach der Extraktion einen Anteil nicht herausgeloster
Substanzen. Aus diesem Grund bedarf es mehrerer Extraktionsstufen, um eine
erschopfende Extraktion zu gewahrleisten. AnschlieBend erfolgt &hnlich der Fest-
Flussig-Extraktion die Abtrennung des Losungsmittels und die weitere Aufbereitung
des Extraktes (Hahn, et al., 2003) (Heckmann, 2018).
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2. Theoretische Grundlagen

2.4.1 Accelerated Solvent Extraction (ASE)

Die Abkirzung ASE steht fur Accelerated Solvent Extraction und stellt eine
Spezialform der Fest-Flissig-Extraktion dar. Bei diesem Verfahren werden die zu
extrahierenden Substanzen unter Druck und bei hohen Temperaturen aus einer festen
Probenmatrix herausgeltst. Abbildung 12 zeigt schematisch den Aufbau einer ASE-

Apparatur.
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Abbildung 12: Schematischer Aufbau einer ASE-Apparatur (Gey, 2015)

Die Probe befindet sich bei diesen Verfahren in einem Edelstahlzylinder, welcher ein
Volumen von 11 ml bis ca. 500 ml aufweisen kann. Um das Austreten von
Probenmaterial zu verhindern, sind an den jeweiligen Enden der Extraktionszelle
Edelstahlfritten sowie Papierfilter enthalten. Wahrend der Extraktion befindet sich die
Zelle in einem regulierbaren Ofen. Je nach Beschaffenheit der Proben kdnnen
Temperaturen zwischen 40°C und 200°C sowie Driicke von 0,3 bis 20 MPa angelegt
werden. Auf Grund dieser variablen Parameter kann die Reaktionskinetik stark
beschleunigt werden, was sich darin &ul3ert, dass der Prozess der Extraktion
wesentlich schneller ablauft (Muermann & Salzer, 2016) (Gey, 2015). Je nach
Aufgabenstellung werden im Anschluss weitere Extraktions- beziehungsweise

Analyseschritte durchgefihrt.
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2. Theoretische Grundlagen

2.4.2 Industrielle Extraktionsmethoden (DIG-MAZ)

Die Extraktionsanlage ,DIG-MAZ 10“ der Osterreichischen Firma SamTech stellt eine
multifunktionale Anlage dar, in der mehrere Extraktionsverfahren kombiniert werden.
So kann einerseits eine Fest-FlUssig-Extraktion und andererseits eine Flussig-Flussig-
Extraktion durchgefuhrt werden. Im Rahmen einer mehrstufigen Extraktion laufen
diese Prozesse nacheinander und nicht parallel ab. Der Extraktionsprozess kann unter
Druck von bis zu 10 bar sowie unter Vakuum durchgefiuihrt werden. Besonderheiten
der ,DIG-MAZ 10“ sind, dass der gesamte Extraktionsverlauf in einem geschlossenen
Kreislauf ablauft. Die Auslaugung des jeweiligen Produktes kann sowohl warm also
auch kalt erfolgen. Weiterhin verfiigt die Anlage tUber eine mechanische Krauterpresse,
um eine hohere Extraktionsausbeute zu ermoglichen. Zudem ist auf Grund der
Bauweise eine einfache Beflllung, Entleerung und Reinigung gewahrleistet. Fir eine
erleichternde Arbeitsweise kdnnen automatische Prozessablaufe programmiert
werden (SamTech, 2018).

In den Abbildungen 13 und 14 ist die Extraktionsanlage ,DIG-MAZ 10 der Firma

SamTech dargestellt, wie sie im Extraktionstechnikum des IBAS aufgebaut ist.

Abbildung 13:DIG-MAZ 10“ Anlage am IBAS Abbildung 14:'DIG-MAZ 10” Anlage am IBAS
(von rechts) (Schellenberg, 2017) (von links) (Schellenberg, 2017)
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2.5 HPLC

Die Abkurzung HPLC steht fur Hochleistungs-Flissigkeits-Chromatographie und
bezeichnet ein Verfahren zur Trennung von Stoffen mit geringen physikalischen und
chemischen Unterschieden. Das Prinzip dieser Methode beruht auf dem Gesetz der
Verteilung, bei welchem sich die zu trennenden Stoffe zwischen zwei Phasen verteilen.
Eine Phase besteht aus einem festen Tragermaterial und wird als stationare Phase
(Sorbenz) bezeichnet. Fir diese wird hauptséchlich Silicagel als Trager eingesetzt. Die
andere wird als mobile Phase (Eluent) bezeichnet (Gey, 1998) (Loffler & Petrides,
2013). Die angestrebte Trennung ist zum einen auf Adsorptions-, Austausch- und
Verteilungsvorgange zurickzufihren, welche sich gegenseitig beeinflussen und zum
anderen bedingt durch die Polaritat der Stoffe (Latscha & Klein, 2013).

Auf Basis der polaren Eigenschaften kdnnen zwei Arten von HPLC-Methoden
unterschieden werden. Bei der Normalphasenchromatographie weist die stationare
Phase einen polaren und die mobile Phase einen unpolaren Charakter auf. Die
Umkehrphasenchromatographie (RPLC), welche in dieser Arbeit angewandt wird,
weist eine unpolare stationare und eine polare mobile Phase auf. (L6ffler & Petrides,
2013) Auf Letztere wird aus diesem Grund im Folgenden naher eingegangen. Als
Eluenten werden im Rahmen der RPLC vor allem hochreines Wasser in Kombination
mit einem organischen Ldsungsmittel, wie zum Beispiel Methanol oder Acetonitril,
verwendet. Um eine hdhere Trennleistung zu erzielen, werden die entsprechenden
Lésungsmittel in einem Gradienten eingesetzt. Das heilt, dass sich die Konzentration
der zugefiihrten Losungsmittel tber die gesamte Dauer der HPLC-Methode andert.
Durch eine héhere Menge an organischem Lésungsmittel im Verhéltnis zum Wasser
kann damit eine Erhéhung der Elutionskraft bewirkt werden. (Salzer, et al., 2016) Die
stationare Phase besteht aus Silicagel, welches homogen in einen Stahlzylinder
eingebracht wird. Dieses Material kann eine Vielzahl an unterschiedlichen Strukturen
aufweisen. So kénnen zum Beispiel sphérische bzw. gebrochene kugelférmige
(core shell) Partikel als Saulenmaterial genutzt werden. Je gleichmafiger die
Verteilung und die Packung des Fillmaterials erfolgt, desto hoher ist die spatere
Trennleistung. Neben den spharischen kdénnen auch kompakte Monolithen fur die
Packung einer HPLC-Saule eingesetzt werden. In RPLC werden an das verwendete
Tragermaterial schwach polare bis unpolare funktionelle Gruppen kovalent gebunden,

wie zum Beispiel ,Octyl-Gruppen® bzw. ,,Octadecyl-Gruppen®.
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2. Theoretische Grundlagen

Auf Grund der sterischen Behinderung bereits gebundener, unpolarer Seitengruppen
konnen nicht alle Silanol-gruppen abgedeckt werden. Um weiterhin mdgliche polare
Wechselwirkung zu unterbinden, werden in einem zweiten Schritt kurzkettige Silane
auf dem Tragermaterial umgesetzt. Dieser Prozess wird als ,Endcapping“ bezeichnet.
(Aprentas, 2017) (Salzer, et al., 2016)

Letztendlich wird das zu trennende Probengemisch bei einem definierten Fluss unter
hohem Druck auf Grund der spezifischen Wechselwirkungen mit den unpolaren
Bestandteilen der stationdren Phase sowie der mobilen Phase getrennt. In der RPLC

eluieren die polarsten Substanzen dementsprechend zuerst.

2.6 Massenspektroskopie

Mit Hilfe der Massenspektroskopie (MS) kann das Masse/Ladungs-Verhaltnis von
ionisierten Teilchen im Hochvakuum bestimmt werden. Die MS-Technik besitzt dabei
eine hohe Spezifitat bei einer gleichzeig hohen Sensitivitdt. Eine ldentifikation der
Analyten erfolgt dabei dber das Quasimolekilion und seine spezifischen
Fragmentionen bzw. bei Kopplung mit der HPLC zusétzlich Uber die Retentionszeit.
(Gressner & Arndt, 2013) Durch MRM-Ubergange konnen dariber hinaus
Quantifizierungen vorgenommen werden, um den Gehalt bestimmter definierter

Inhaltsstoffe in einer Probenmatrix zu bestimmen.

Generell besteht ein Massenspektrometer aus drei Bestandteilen. Erstens aus der
Quelle, welche die zu analysierenden lonen erzeugt. Zweitens aus dem
Massenanalysator, welcher die lonen nach ihrem spezifischen Masse/Ladungs-
Verhaltnis trennt und drittens aus dem Detektor, der dem Nachweis der lonen dient.
(Salzer, et al., 2016)

Im Verlauf der vorliegenden Arbeit wurde die ESI (Elektronenspray-lonisation) als
lonenquelle angewandt und wird im Folgenden beschrieben. Die Abbildung 15 zeigt
den schematischen Ablauf einer lonisation unter Verwendung der Electrospray-
lonisation. Bei dieser Methode werden die Analytmolekile von der HPLC kommend in
die lonenquelle gefordert. In der lonenquelle treten die in Lésung vorliegenden
Analytmolekile aus einer unter Spannung stehenden Stahlkapillare heraus und die
Losung wird bei Atmosphéarendruck mittels eines Gasstroms als Aerosol zerstaubt.
Das Aerosol besteht dabei aus kleinen, bei negativer lonisierung, negativ geladenen
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Im weiteren Verlauf kommt es zum Verdampfen des
Grolle ab-

Oberflachenladungsdichte zunimmt. Bei hohen Flissen aus der HPLC wird die

Tropfchen (Droplets).

Losungsmittels in  den Droplets, wodurch die und die
Verdampfung zudem durch das Erhdhen der Temperatur unterstitzt. Haben die
Droplets eine kritische GroRRe erreicht, kommt es zur Coulomb Explosion. In Folge
entstehen, welche durch den

derer negativ geladene Quasimolekilionen

Massenanalysator weiter zum Detektor geleitet werden.

Da es sich bei der ESI um eine sanfte lonisierung handelt, entstehen nur wenige
Fragmentionen. Der Transport der entstandenen lonen wird durch eine angelegte
Gleichspannung erméglicht. (Gey, 1998)
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Abbildung 15: Schematische Darstellung einer Elektrospray lonisation (Kaiser, 2009)

In der Abbildung 16 sind der schematische Aufbau eines Quadrupol-MS sowie die
lonenbewegung von der lonenquelle durch den Massenanalysator hin zum Detektor
dargestellt. Bei dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Massenanalysator
handelt es sich um einen Triple-Quadrupol. Ein Quadrupol besteht dabei aus vier
gegenuberliegenden Metallstdben. An den jeweils gegentberliegenden Staben ist
einerseits eine Hochfrequenzspannung und anderseits eine Uberlagerte
Gleichspannung angelegt, wobei die Ladungen in kurzen Intervallen gewechselt
werden, um so eine oszillierende Bewegung der lonen zu ermoéglichen. Dabei werden
jedoch nur die lonen zum Detektor transportiert, die dem gesuchten Masse/Ladungs-

Verhaltnis entsprechen.
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Nicht gesuchte lonen bertihren ab einem bestimmten Punkt einen der vier Stabe und

verlieren dadurch ihre Ladung.
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Abbildung 16:Quadrupol mit Beispiel einer lonenbewegung (Schréter, Ernst; Laser, Carsten, 2018)

Fur einen qualitativen Nachweis der in der Probe enthaltenen Substanzen wird ein
vollstandiger Scan (full scan) durchgefiihrt. Dieser erfasst Gber die gesamte Analyse
alle Massen im ausgewéhlten Scanbereich. Der quantitative Nachweis der enthaltenen
Substanzen erfolgt, wie bereits erwahnt, tGber die mittels Standardsubstanzen
bekannten MRM-Ubergange. Fir diese Methode werden alle drei Quadrupole in Serie
geschaltet. Im Q1 erfolgt die Selektion des gesuchten Quasimolekilions, welches in
den Q2 transportiert wird. Letztere fungiert unter Verwendung des Kollisionsgases
Stickstoff als Stol3zelle. Im Inneren des Q2 kollidieren die lonen mit dem eingebrachten
Stickstoff, in Folge dessen sogenannte Fragmentionen entstehen. Diese werden im
Q3 selektiv zum Detektor, einem Sekundarelektronenvervielfaltiger, gefuhrt. Anhand
einer im Vorfeld durchgefuhrten externen Standardkalibrierung werden die generierten
Peakflachen der am Q3 detektierten Fragmente quantifiziert. (Ballert, 2014)

(Sommermann, 2015)
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3. Material und Methoden

3.1 Rhabarberernte

Das fur diese Arbeit verwendete Pflanzenmaterial von Rheum officinale Baill. (Interne
IBAS-Bezeichnung GT 42) wurde im Oktober 2017 auf dem Versuchsfeld der
Hochschule Anhalt am Standort Bernburg-Strenzfeld geerntet. Im Zuge der Ernte
wurde das Wurzelmaterial auf dem Feld grob zerkleinert. Anschliel3end erfolgte eine
Lufttrocknung fur zwei Tage.

Die vereinzelten Wurzeln wurden wiederum weiter zerkleinert und fir mehrere Tage
bei 60 °C getrocknet. Nach diesem Schritt erfolgte die Zerkleinerung der getrockneten
Wurzeln unter Gebrauch einer Schneidmuhle (Schneidmihle GSL 180/120, Zerma
Zerkleinerungsmaschinen GmbH, Zuzenhausen) mit einem Siebdurchmesser von
4 mm. Dabei wurden Partikelgréf3en von 2 bis4 mm erreicht. Neben dem so
aufbereiteten GT 42 E2017 stand weiterhin Wurzelmaterial aus den Erntejahren 2009
und 2013 des GT 42 zur Verfugung. Dieses Pflanzenmaterial wies ebenfalls eine
Koérnung von 2 — 4 mm auf und wurde seit der Ernte bei -18 °C gelagert. Alle drei
Proben wurden als Rohmaterial fr verschiedene Extraktionsverfahren genutzt, auf die

im Folgenden naher eingegangen wird.

3.2 Extraktion des Wurzelmaterials nach IBAS-Standardarbeitsanweisung

Die Extraktion des Wurzelmaterials des GT 42 E2017 wurde anhand der
Standardarbeitsanweisung ,AA23 Vo1 _Extraktion_Rheum“ vorgenommen. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit ist diese Anweisung modifiziert worden, indem die
Schritte der Kéaltefallung sowie die Zentrifugation der Proben entfielen. Durch diesen
Prozessschritt der Kaltefallung sollten lipophile Bestandteile abgetrennt werden Die
Abbildung 17 zeigt den angepassten Ablauf. Der Umfang der Extraktion besteht aus
mehreren Teilschritten. Den ersten Schritt stellt eine mehrstufige methanolische
Extraktion dar. Schritt zwei und drei sind durch das mehrmalige Ausschutteln mit
Petrolether sowie Ethylacetat gekennzeichnet. Die Proben der ASE-Extraktion
durchliefen ebenfalls das mehrmalige Ausschiitteln mit Petrolether und Ethylacetat.
Nachdem das Ldsungsmittel der generierten EtOAc-Phase verdampft war, wurden die

I6sungsmittelfreien Proben, in Abhéngigkeit von der Probenmenge, in ca. 50 bis
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250 ml reinst Wasser aufgenommen und bei einer Temperatur von — 18 °C
eingefroren.

Anschliel3end erfolge die Gefriertrocknung der Proben. Die gewonnenen Lyophilisate
wurden homogenisiert und bis zur weiteren Verwendung bei — 18 °C gelagert. Der fr
diese Arbeit ebenfalls genutzte GT 10 E2014 lag bereits als Lyophilisat vor und war
auch nach der IBAS-Standardmethode aufbereitet worden (Sommermann, 2015). Die
ebenfalls im Zuge der klassischen Extraktionsmethode hergestellten Wasserphasen
des GT 10 E2014 und GT 42 E2017 wurden im weiteren Verlauf der Arbeit nicht

genutzt.
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Abbildung 17: Klassisches Extraktionsschema modifiziert nach Richter 2000

Nachfolgend zeigt die Tabelle 4 die Losungsmittel fur die Herstellung der EtOAc-

Phase des GT 42 E2017 nach interner Standardarbeitsanweisung.

Tabelle 4: Losungsmittel der manuellen Extraktion nach IBAS-interner Standardarbeitsanweisung

Losungsmittel Reinheit Hersteller
Methanol 99 % technisch Jaklechemie
Wasser destilliert -

Petrolether 99 % technisch Jaklechemie
Ethylacetat 99 % technisch Jaklechemie
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3.3 ASE-Extraktion des Rhabarbers

Im Folgenden wird naher auf die ASE-Extraktion eingegangen, welche ausschlief3lich
fur den GT 42 E2017 verwendet wurde.

3.3.1 Probenvorbereitung

Als Vorbereitung fur die ASE wurde das Probenmaterial (siehe Kapitel 3.1) unter
Verwendung weiterer Mihlen ((IKA M 20 Universalmuihle; Laborfachhandel Gaudig,
Osterweddingen), (IKA Yellowline A10 analytische Mihle; Laborfachhandel Gaudig,
Osterweddingen)) feinst vermahlen. Das hergestellte Pulver wurde gesiebt. Fur die
nachfolgenden Versuche sind vorrangig Partikel mit einer Grof3e kleiner als 250 pm
verwendet worden.

Dafur wurden ca. 6 g des GT 42 E2017 abgewogen, mit etwa der gleichen Menge an
Diatomeenerde (Diatomeenerde ISOLUTE HM-N; Separtis GmbH, Grenzach-Wyhlen)
vermengt, die Extraktionszellen damit befullt und verschlossen. Eine genaue
Dokumentation der entsprechenden Mengen erfolgte auf einem separaten Datenblatt
(siehe Anlage 6).

3.3.2 Losungsmittelvorversuche

Im Rahmen der Vorversuche ist eine Vielzahl von Lésungsmitteln hinsichtlich ihrer
Extraktionseigenschaften an der ASE (ASE 200, DIONEX ThermoFisher Scientific)
untersucht worden. Alle Proben durchliefen eine zweistufige Extraktion in
Doppelbestimmung. Fur die in der Tabelle 5 dargestellten Varianten 1, 2 und 3 wurden
reine Losungsmittel mit differenzierten Eigenschaften hinsichtlich ihrer Polaritat in
absteigender  Reihenfolge  fir die  Vorversuche  herangezogen. Die
Losungsmittelvarianten 4, 5 und 6 bestanden hingegen aus einem Methanol-Wasser-
Gemisch (70:30, v/v). Den Varianten 5 und 6 wurde jeweils 0,1 % Essigsaure sowie
0,05 % Ameisensaure zugesetzt, um den pH-Wert des Losungsmittelsystems leicht in
den sauren Bereich zu verschieben. Das fir die unterschiedlichen Versuche genutzte
Wasser wurde einer Reinstwasseranlge (arium® pro Reinstwasser System; Sartorius

Lab Instruments GmbH & Co. KG; Géttingen) entnommen.
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Im Gegensatz zu den Varianten 1 bis 6 kamen in den Varianten 7 und 8 in den beiden

Extraktionsstufen unterschiedliche Lésungsmittel zum Einsatz. Die ASE-Parameter

sind in der Tabelle 5 aufgefuhrt.

Tabelle 5: ASE-Parameter der Lésungsmittelvorversuche

Variante Lésungsmittelstufe Temperatur | Druck | Haltezeit
- Stufe 1 | Stufe 2 Q) (mPa) | (min)
1 MeOH (100 %) 60 10 20
2 EtOH (100 %) 60 10 20
3 Aceton (100 %) 60 10 20
4 MeOH:H20 (70:30 v/v) 60 10 20
5 MeOH:H20 (7_0:3"0 viv) + 0,1 % 60 10 20
Essigsaure
MeOH:H20 (?0:30 .\.//V) + 0,05 % 60 10 20
Ameisensaure
7 H20 (100%) MeOH (100 %) 60 10 20
H20 + 0,1 %
8 Eisessig MeOH (100 %) 60 10 20

In der Tabelle 6 werden die fur die durchgefihrten Extraktionen verwendeten

Lésungsmittel aufgelistet.

Tabelle 6: Verwendete Lésungsmittel der ASE-Vorversuche

Losungsmittel Reinheit Hersteller
Methanol HPLC Roth
Ethanol HPLC Roth
Aceton HPLC VWR
Wasser Reinst -
Essigsaure 100 % p.a. Roth
Ameisensaure 98 % p.a. VWR

3.3.3 Vorversuche zur Ermittlung der optimalen Extraktionstemperatur

Im Anschluss an die Losungsmittelvorversuche wurde mit einem ausgewahlten

Losungsmittelsystem die optimale Extraktionstemperatur an der ASE ermittelt. Fir die

durchgefiihrten Versuche wurde, im Gegensatz zur vorherigen Extraktion, eine andere

Koérnung des Probenmaterials eingesetzt.
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Aus technischen Grinden musste das Probenmaterial in einer Partikelgrof3e von
250 um bis 4 mm gewahlt werden (siehe Kapitel 4.1.2.3). Die Tabelle 7 stellt die ASE-
Parameter der Varianten dar. Die Verwendung der Losungsmittel erfolgte analog zu
Tabelle 6.

Tabelle 7: ASE Parameter der temperaturbedingten Losungsmittelvorversuche

Variante Loésungsmittelstufe Temperatur | Druck | Haltezeit
== Stufel | Stufe? CC) (mPa) (min)
9 MeOH:H20 (70:30 v/v) 40 10 20
10 MeOH:H20 (70:30 v/v) 80 10 20
11 MeOH:H20 (70:30 v/v) 100 10 20

3.3.4 Herstellung der Ethylacetat-Phasen der ASE-Extrakte

Die so erarbeiteten ASE-Extrakte wurden innerhalb ihrer jeweiligen Variante vereinigt
und in anschlieRenden Arbeitsschritten, wie im Folgenden beschrieben, weiter
behandelt. Im ersten Schritt wurden die verwendeten L&sungsmittel mittels eines
Rotationsverdampfers abgetrennt. Anschlieend wurden die I6sungsmittelfreien
Proben in reinst Wasser aufgenommen und mit Petrolether sowie nachfolgend mit
Ethylacetat, angelehnt an die Arbeitsanweisung AA23 Vol Extraktion_Rheum,
mehrmals ausgeschiittelt. Aus dem entstandenen Zweiphasengemisch wurde jeweils
nur die Ethylacetatphase weiterverwendet. Als Abschluss wurde mit Hilfe eines
Rotationsverdampfers das enthaltene Ethylacetat ebenfalls entfernt und der
[6sungsmittelfreie Extrakt in ca. 50 ml reinst Wasser aufgenommen. Dieser wurde bei
— 18 °C eingefroren und anschlieRend lyophilisiert, homogenisiert und letztlich auch
bei — 18 °C bis zur Verwendung gelagert. Die fur die Herstellung der EtOAc-Phasen
bendtigten Chemikalien (Petrolether, Ethylacetat) sowie Wasser wurden bereits in

Tabelle 6 dargestellt.

3.4 Voruntersuchungen an der HPLC

Die durchgefuhrten Untersuchungen an der HPLC (interne IBAS Bezeichnung LC-
Taste) dienten zur Festlegung eines geeigneten LOsungsmittelsystems sowie der

optimalen Extraktionstemperatur.
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Als vorbereitenden Schritt wurden 500 pul jeder Extraktionsstufe in ein vorgewogenes
1,5ml Tube (Safe-Lock Tubes 1,5 ml; Eppendorf AG, Hamburg) udberfihrt.
AnschlieBend wurden die jeweiligen Losungsmittel in einer Vakuumzentrifuge
(Eppendorf Concentrator 5301; Eppendorf AG, Hamburg) bei einer Temperatur von
40 °C abgedampft. Je nach zuriickgewogener Menge an Extrakt wurden die Proben
mit einem entsprechenden Volumen MeOH auf eine Konzentration von 20 bzw. 10
mg/ml eingestellt. Fur die HPLC-Laufe wurden alle Proben auf eine einheitliche
Konzentration von 1 mg/ml verdunnt, filtriert (Spritzenvorsatzfilter ([@ 0,45um PTFE]
13 mm Spritzenvorsatzfilter; VWR International GmbH, Dresden)) und in ein 1,5 ml
Tubes uberfuhrt. Anschlielend wurden 200 pl der methanolischen Probenldsung mit
800 pul des Eluenten A (H20 + 0,5 % Essigsaure + 0,1 % MeOH) der HPLC-Methode
(Tabelle 8) gemischt.

In der Tabelle 8 sind die Losungsmittel fir die Probenherstellung sowie die Analyse
mittels LC-Taste dargestellt. Das fur die unterschiedlichen Versuche genutzte Wasser
wurde einer Reinstwasseranlge (arium® pro Reinstwasser System; Sartorius Lab

Instruments GmbH & Co. KG; Géttingen) entnommen.

Tabelle 8: Lésungsmittel fur die LC-Taste

Losungsmittel Reinheit Hersteller
Methanol HPLC Roth
Wasser reinst -
Essigsaure 100% p.a. Roth

Fur die Analyse an der LC-Taste wurde je 1 ml der verdinnten Proben in 1,5 ml Vials
([1,5 ml Rollrand Vial; Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Duren], [Boérdelkappe N11
(Butyl); Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren]) tberfuhrt. Nach der Bestlickung
des Autosamplers mit den entsprechenden Probenvials erfolgte die Analyse der

Proben.
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Die Tabelle 9 stellt die Gerate sowie verwendeten Materialien fur die Chromatografie

an der LC-Taste.

Tabelle 9: Gerate und Materialien der LC-Taste

Gerat Geréte-Nr. |Serie Hersteller

Degaser G1379B 1200 Agilent Technologies
Binary Pump G1312A 1200 Agilent Technologies
Autosampler ALS G1329A 1200 Agilent Technologies
Saulenofen G1330B 1260 Agilent Technologies
DAD-Detektor G1315D 1200 Agilent Technologies

Software:  Agilent ChemStation for LC 3D systems Agilent Technologies 2001-2010

Nachfolgend sind die Parameter der HPLC-Methode dargestellt, die fur die

Untersuchung der

Proben aus den Lo6sungsmittelvorversuchen sowie den

temperaturbedingten Extraktionen angewendet wurden:

Saule:

Vorsaule.
Solvent A:
Solvent B:
Laufzeit:
FluRrate:
Temperatur:
Wellenlangen:

Gradient:

Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 250mm, 5um)

EC 4/3 Universal RP (3 x 4mm)

Wasser mit 0,5 % Essigsaure

Methanol
47 min
0,8 ml/min
30°C

280nm, 320 nm, 430nm

Zeit (min)
0
6
38
45
46
47

A (%)

72
66
0
0
72
72

B (%)
28
34
100
100
28
28
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3.5 Extraktion des GT 42 im kleintechnischen Mal3stab

Die kleintechnische Extraktion des Rheum officinale Baill. (GT 42 E2009, E2013 und
E2017) erfolgte unter Verwendung der ,DIG-MAZ 10“ der Firma SamTech. Ein Vortell
dieser Extraktionsanlage besteht darin, dass verschiedene Extraktionsmethoden in
einem Apparat durchgefiihrt werden konnen. Dabei besteht die IBAS-Anlage aus zwei
Modulen. In dem Modul 1, welches den Feststoffextraktor beinhaltet, erfolgte die Fest-
Flussig-Extraktion des Wurzelmaterials. Fir diese stand ein Fullvolumen von 10 | zur
Verfiigung. In Abhangigkeit des zu extrahierenden Materials kbnnen zwischen einem
und vier kg (genaue Auflistung siehe Kapitel 4.1.3 Tabelle 23) mit entsprechenden
Losungsmittelmengen aufbereitet werden. Im Zuge dieser Arbeit wurden
unterschiedliche Erntejahre des GT 42 mit dem im Vorfeld erarbeiteten
Losungsmittelsystem (MeOH:H20, 70:30 v/v) in zwei Stufen extrahiert. Ein genaues
FlielRschema der Anlage ist in der Anlage 1 hinterlegt. Nach der Feststoffextraktion des
Wourzelmaterials erfolgte die Flussig-Flussig-Extraktion im Modul 2. Wie in der
manuellen Extraktion wurde im ersten Schritt das enthaltene Extraktionsmittel vom
eigentlichen  Extrakt  getrennt. Dieser  Verfahrensvorgang wurde im
Dunnschichtverdampfer durchgefihrt. Das entstandene Extraktkondensat wurde
daraufhin in einem zweistufigen Prozess mit Petrolether im Flissig-Flussig-Extraktor
entfettet. Nach der Abtrennung des verwendeten Petrolethers wurde dieser Schritt mit
Ethylacetat wiederholt. Die so entstandene EtOAc-Phase der Gesamtextrakte wurde
wiederum vollstdndig vom Losungsmittel befreit, eingefroren und anschlielend
lyophilisiert. Diese wurden homogenisiert und bei — 18 °C gelagert. Die Tabelle 10
fasst die Anlagenparameter fir die beiden Extraktionstechniken an der DIG-MAZ 10

Zusammen.
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Tabelle 10: Parameter der DIG-MAZ 10 fur die Fest-FlUssig- und die FlUssig-Flussig-Extraktionen

Fest-Fliissig-Extraktion

Extraktions-

Extraktionsstufe 1

Extraktionsstufe 2

temperatur | Losungsmittel- | Extraktionszeit | Losungsmittel- | Extraktionszeit
Q) menge (kq) min menge (kq) min
60 20 180 16 120
Fliissig-Fliissig-Extraktion
LBSUNaS Extraktionsstufe 1 Extraktionsstufe 2
Ttte%_ Losungsmittel- | Extraktionszeit | LOsungsmittel | Extraktionszeit
— menge (kq) min -menge (kq) min
Petrolether 20 180 20 120
Ethylacetat 20 180 20 120

Die verwendeten Losungsmittel wurden bereits in Tabelle 4 erfasst.

3.6 High-Performance Liquid Chromatography-Massenspektrometrie

Die vorliegende Methode fur die HPLC-MS Messungen wurde von Frau Ballert 2017

erarbeitet (Ballert, 2017). Im Folgenden sind die Standardsubstanzen sowie deren

exakte Massen aufgefuhrt, welche fur die externe Standardkalibrierung dieser

Methode genutzt wurden:

Flavan-3-ole:

Procyanidine:

(C) Catechin

(EC) Epicatechin

(EGC) Epigallocatechin

(ECG) Epicatechingallat
(EGCG) Epigallocatechingallat

(PB1) B1
(PB2) B2
(PC1) C1

C15H1406
C15H1406
C15H1407
C22H18010
C22H18011

Cz0H26012
Cz0H26012
C4sH38018

290,0790 g/mol
290,0790 g/mol
306,0740 g/mol
442,0900 g/mol
458,0849 g/mol

578,1424 g/mol
578,1424 g/mol
866,2058 g/mol
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Stilbene:

(THSGL) 3,4°,5-Trihydroxystilben-3-O-beta-D-glukopyranosid
C20H220s 390,1315 g/mol

(PI) Piceatannol C14H1204 244,0736 g/mol
(RA) Rhaponticin C21H2409  420,1420 g/mol
(DRA) Desoxyrhaponticin C21H240s8  404,4200 g/mol
(RE) Resveratrol C14H1203 228,0786 g/mol

Phenolcarbonséduren:

(CHLS) Chlorogensaure C16H1809 354,0951 g/mol
(FES) Ferulasaure C10H1004 194,0579 g/mol
(CUS) p-Cumarsaure CoHsOs 164,0473 g/mol

Die Tabelle 11 gibt die Standards, deren Reinheit sowie die jeweiligen Hersteller an.

Tabelle 11: Standardsubstanzen fir die Quantifizierung

Standard Reinheit | Hersteller

(+) - Catechin HPLC Extrasynthese, Genay Frankreich
(-) - Epicatechin HPLC Extrasynthese, Genay Frankreich
(-) - Epigallocatechin HPLC Extrasynthese, Genay Frankreich
(-) - Epicatechingallat HPLC Extrasynthese, Genay Frankreich
(-) - Epigallocatechingallat HPLC Extrasynthese, Genay Frankreich
Procyanidin B1 HPLC Extrasynthese, Genay Frankreich
Procyanidin B2 HPLC Extrasynthese, Genay Frankreich
Procyanidin C1 HPLC Extrasynthese, Genay Frankreich

3,4%,5-Trihydroxystilben-3-O-

beta-D-glukopyranosid (Piceid) HPLC Extrasynthese, Genay Frankreich

BIOTREND, Chemicals AG,

Piceatannol HPLC Wangen/Ziirich, Schweiz

Rhaponticin HPLC Extrasynthese, Genay Frankreich

Desoxyrhaponticin, from

Rhubarb Root HPLC Sigma

Resveratrol HPLC Extrasynthese, Genay Frankreich
Chlorogensaure HPLC Roth, Karlsruhe
Ferulasaure HPLC Roth, Karlsruhe
p-Cumarsaure HPLC Roth, Karlsruhe
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Probenvorbereitung fir LC-MS Analyse

Die lyophillisierten Proben wurden in einem Methanol-Wasser-Gemisch mit dem
Verhaltnis 20:80 (v/v) gelost. Die Konzentration lag dabei bei 1 mg/ml. Fur die im
Folgenden beschriebenen MS-Methoden Q1-Scan und Quantifizierung mussten diese
Lésungen mit dem oben genannten Lésungsmittelgemisch (MeOH:H20 (20:80 v/v))
1:100 verdunnt werden. Samtliche Proben wurden im letzten Schritt der
Probenvorbereitung mit einem Membranfilter (Spritzenvorsatzfilter([d 0,2 um RC]
13 mm Spritzenvorsatzfilter; Schleicher & Schuell MicroScience GmbH, Dassel))

filtriert.

HPLC-DAD-Methode

Bei dieser Methode erfolgte keine Kopplung der Chromatografie mit dem MS, da die
Proben fur die massenspektrometrische Detektion zu konzentriert vorlagen. Die
Detektion erfolgte mittels DAD. Von den so nachgewiesenen Substanzen wurden
jeweils die Peakflachen ermittelt. Da der DAD keine Auskunft Giber die Substanz selbst
liefert, muss zur Identifizierung dieser Substanzen eine Q1-Scan-Methode
durchgefuhrt werden (s.u.). Dabei wurde eine Doppelbestimmung durchgefuhrt. Die

genauen Parameter der Methode sind folgend aufgefihrt:
Saule: SYNERGI Hydro-RP 80 A; 250 x 2,0 mm,4 um Phenomenex

Mobile Phase: A: Wasser, 0,1% Ameisensaure

B: 100% Methanol

Zeit (min) A (%) B (%)

0 75 25
25 30 70
30 0 100
34 0 100
35 75 25
45 75 25
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Abbildung 18: Darstellung des Gradientenverlaufes der angewandten HPLC-MS Methode

Flussrate: 0,250 ml/min.
Injektion: 10 pl Probe/ Standard
Konzentration: 1 mg/mi

Temperatur Autosampler: 4°C

Temperatur Ofen: 40° C

Detektor: DAD, Spectral Data:
UV/VIS Start (nm): 190  Stop (nm): 950
Step Width (nm): 2 Slit Width (mm): 4
Zeit: 45 Minuten

MS-Methode Q1-Scan

Unter Verwendung des Quadrupol 1 (Q1 MS (Q1)) wurde ein Full-Scan durchgefihrt,
welcher einen Total-lon-Current (TIC) lieferte. Fur jeden erhaltenen Peak wurde das
entsprechende Massenspektrum generiert und das sich daraus ergebene
Masse/Ladungs-Verhéltnis mit Angaben aus der Literatur fir Rheum-typische
Inhaltsstoffe verglichen. Somit konnte eine semiquantitative Auswertung der
Konzentrationsverhaltnisse in den Proben erfolgen. Die entsprechenden Parameter
dieser Methode sind im Folgenden aufgefuhrt. Fir die Analyse wurden die Proben im
Vorfeld mit einem Methanol-Wasser-Gemisch (20:80 v/v) 1:100 verdinnt.
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Identifizierung der Substanzen

Proben 1:100 verdiinnen.

MS: Gerat:
Quelle:
Scan type:
Polarity:
Scan rate:
Time:
Cycles:
Duration:

Parameter Range:

5500 Qtrap
Elektronenspray-lonisation (ESI)
Q1-Scan

Negativ

200 Dals

5,7555 sec/cycle

469

44,989 min

Start amu: 100
Stop amu: 1250

Source/Gas:
CUR:
IS:
TEM:
GS1:
GS2:

Compound:
35 psi EP: -10V
-4200V DP: -120V
475°C
70 psi
75 psi

MS-Methode Quantifizierung

Die Quantifizierung erfolgte tber eine MRM-Methode (Multiple Reaction Monitoring)

mit jeweils einem Ubergang pro Standardsubstanz. Die Substanz wurde jeweils

zugleich Uber einen, mittels IDA-Criteria, angehéngten EPI-Scan bestatigt. Fur die

Analyse musste die Probe im Vorfeld mindestens 1:100 verdinnt werden.

Injektion: 10 ul

MS:

Gerat:
Quelle:
Scan type:
Polarity:

Source/Gas:

CUR:
CAD:
IS:

TEM:
GS1:
GS2:

5500 Qtrap

ESI
MRM (MRM)-IDA-EPI
Negativ

35 psi
Medium
-4200V
475°C
70 psi
75 psi
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MRM-MS:

Dwell time: 150 msec
Duration: 44,944 min

Compound-MRM:

EP: -10V
DP, CE, CXP siehe Tab. 2

Die Tabelle 12 fasst die Compoundparameter fur die 16 Standardsubstanzen
zusammen. Aufgefihrt ist neben dem Quasimolekulion (schwarz) auch der MRM-
Ubergang furr den Quantifier (rot) zur Quantifizierung mit den zugehorigen Werten fir
DP, CE und CXP.

Tabelle 12: Compoundparameter der MRM Ubergéange der 16 Standardsubstanzen

ID [M-H] DP (volts) CE (volts) CXP (volts)
Catechin 289.079/245.180 -150 -20 -7
Epicatechin 289.080/245.100 -110 -22 -11
Epigallocatechin 305.074/125.000 -125 -30 -13
Epicatechingallat 441.090/169.100 -125 -24 -15
Epigallocatechingallat 457.085/169.000 -105 -22 -17
Procyanidin B1 577.143/289.080 -160 -34 -15
Procyanidn B2 577.142/289.100 -120 -34 -11
Procyanidin C1 865.206/125.000 -95 -96 -9
Trihydroxystilben-glc ~ 389.132/227.000 -155 -22 -27
Piceatannol 243.074/158.800 -130 -38 -23
Rhaponticin 419.142/256.900 -140 -26 -13
Resveratrol 227.079/142.800 -125 -36 -19
Desoxyrhaponticin 403.420/241.100 -55 -24 -9
Chlorogensaeure 353.095/190.900 -50 -30 -9
Ferulasaeure 193.058/133.900 -50 -20 -9
p-Cumarsaeure 163.047/119.000 -40 -20 -11
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IDA-Criteria:

IDA-First Level Criteria
Select: 1 to 2 most intense Peaks
Hakchen bei ,After Dynamic Background Subtraction of Survey Scan®

Survey - IDA Experiment: Which exceeds 500 cps
Exclude former target ions: After 2 occurrences

For 60 sec
Mass Tolerance: 250 mDa

Include/Exclude

Tabelle 13: Include List

Mass (Da) RT (min) Width (sec) Intensity (cps)
865.206 6.620 90 100
577,100 5.460 90 100
577,140 3.880 90 100

Die Include List (siehe Tabelle 13) stellt sicher, dass ein EPI trotz geringer Intensitat
des Survey scans aufgenommen wird.

Die Tochter (119,0 Da) der p-Cumarsaure (163,047 Da) war Uber den gesamten
Chromatografie-Lauf als hohes Untergrundsignal vorhanden und verursachte dadurch
haufige Spektrenaufnahmen. Durch den Ausschluss des Mutterions (siehe Exclude
List Tabelle 14) von 0 bis 10 min sowie 14 bis 44 min wurde die Anzahl der Spektren

auf die Retentionszeit der p-Cumarsaure (tr = 11,77 min) reduziert.

Tabelle 14: Exclude List

Mass (Da) RT (min) Width (sec)
163.047 5.000 600
163.047 29.000 1800

EPI (2 EPI-Experimente aufgesetzt)

Scan rate: 1000 Da/s

Number of Scans to sum: 1

Product of: 30,000 Da

Delay Time: 0 sec

Advanced MS: Dynamic-Fill-Time aktiviert
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Compound-EPI:

EP: -10V
DP: -120 vV
CE: -35eV
CES: 20 eV

Um den gesamten Bereich vom kleinsten Fragmention bis zum gré3ten Mutterion

abzudecken, wurde der Bereich des EPI von 80 bis 870 Da gewahlt.

Tabelle 15: Parameter Range

Start (Da) Stop (Da) Time (sec)
80.000 216.629 0.1367
216.629 870.000 0.6534

Kenndaten der Quantifizierung

In  der nachfolgenden Tabelle 16 sind neben der Retentionszeit der
16 Standardsubstanzen auch die Anzahl der zur Kalibrierung verwendeten
Standardkonzentrationen, die ermittelten Nachweis- und Bestimmungsgrenzen in
ng/ml fur jede Substanz sowie die EPI-Schwelle dargestellt und werden als LOD und
LOQ angegeben. Darunter versteht man fir den LOD einen Wert der noch zuverlassig
nachgewiesen werden kann. Der LOQ hingen gibt die kleinste Konzentration an,
welche quantitativ anhand einer vorgegebenen Methode nachgewiesen werden kann.
Die EPI-Schwelle ist die Konzentration, bei der ein EPI aufgenommen wird. Ohne EPI
ist keine gualitative Bestéatigung der Standardsubstanz mdéglich, wodurch die Substanz

nicht quantifiziert werden kann.

Tabelle 16: Kenndaten der Quantifizierung fur die 16 Standardsubstanzen

Standardsubstanz Kalibrier- | LOD LOQ EPI-Schwelle MW der Rt
level [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml] [min] (n=36)
Catechin 18 <0,25 0,25 0,25 5,299
Epicatechin 18 0,5 1 0,25 7,870
Epigallocatechin 16 0,25 1 0,5 4,912
Epicatechingallat 18 <0,25 0,25 0,25 10,418
Epigallocatechingallat 16* <0,25 0,25 0,25 7,086
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Procyanidin B1 18 0,25 1 0,25 3,869
Procyanidn B2 18 0,5 1 0,25 5,472
Procyanidin C1 18 15 3 3 6,616
Trihydroxystilben-glc 17* <0,25 0,25 0,25 12,048
Piceatannol 18 <0,25 0,25 0,25 13,080
Rhaponticin 18 <0,25 0,25 0,25 14,276
Resveratrol 18 <0,25 0,25 0,25 16,326
Desoxyrhaponticin 18 <0,25 0,25 0,25 19,895
Chlorogensaeure 18 <0,25 0,25 0,25 6,963
Ferulasaeure 18 <0,25 0,25 0,25 12,821
p-Cumarsaeure 18 0,25 0,5 0,25 11,760

(Fortsetzung Tabelle 16)

18 Kalibrierlevel von 0,25 ng/ml bis 200 ng/ml

* hochstes Kalibrierlevel ist 100 ng/ml (danach tritt Sattigung auf)
Anzahl Messungen: M = 2 (Doppelbestimmung von jedem Level)
Korrelationskoeffizient r> > 0,99

LOD: Level of detection - S/N-Ratio > 3

LOQ: Level of quantitation > S/N-Ratio > 10

Der EPI sollte einen Purity-Wert Gber 80 % erreichen. Befindet sich die Probe in einer
anderen Matrix als die in der Library vorhandenen Spektren, kbnnen auch Purity-Werte
unter 80 % die Standardsubstanz qualitativ bestatigen. Da die Standards und die
Proben aus unterschiedlichen Matrizes stammen, sind teilweise schlechtere Werte

maoglich.

3.7 Blattsegmenttest

Fur die Testung der antifungalen Wirkung der Rheum-Extrakte des GT 42 der
Erntejahre 2017, 2013 und 2009 sowie des GT 10 Erntejahr 2014 wurde im Rahmen
der vorliegenden Arbeit das in vivo Verfahren des Blattsegmenttests durchgefthrt.
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Als Modellsystem wurde der Echte Mehltau (Blumeria graminis f. sp. hordei [Bgh]) an
Gerste verwendet. Das Pflanzenpathogen wurde von der JLU Giel3en (Institut fur
Phytopathologie) bereitgestellt.

Seine Kultivierung erfolgte in einem woéchentlichen Zyklus. Am Anfang jedes Zyklus
wurde eine Pflanzschale mit jungen Gerstenpflanzen in einem Kuhlbrutschrank
(RUMED®; Typ 3201; Rubarth Apparate; Laatzen) bereitgestellt. Die Durchfiihrung
der Versuche erfolgte an anfalliger Sommergerste der Sorte ,Steffi“ (Ackermann
Saatzucht GmbH & Co. KG, Irlbach).

Fur die Anzucht der Gerstenpflanzen wurden je 6 Samenkdrner pro Gefald in Gottinger
7X7x8 cm Topfe (Hermann Meyer KG, Rellingen) in Fruhstorfer Topferde Typ T (feine
Struktur; Gartnereibedarf Kammlott GmbH, Erfurt) ausgesat. Das Substrat setzte sich
aus Vulkanton, Torf sowie Rindenhumus zusammen. Die Pflanzen wurden unter
Gewachshausbedingungen (& 19,5 °C und 51,8 % relativer Luftfeuchte) fur drei
Wochen angezogen und dabei wadchentlich mit 0,1%
8 — 8 — 6 NPK — Dunger — Losung (acht Prozent Stickstoff, acht Prozent Phosphat,
sechs Prozent Kalium) mit Spurenelementen (Proagro GmbH, Abendberg) gedingt.
Im geeigneten Pflanzenstadium, d.h. wenn das zweite Blatt eine L&nge von
mindestens 10 cm erreicht hatte, erfolgte die Applikation der ausgewahlten
Gesamtextrakte. Dabei wurden die EtOAc-Phasen protektiv ca. 48 h vor der
Inokulation mit Bgh eingesetzt. Appliziert wurde mittels Spruhverfahren, bei dem eine
Vakuummembranpumpe mit Zerstauberaufsatz (Hofmann Glastechnik GmbH; Staudt)
und einem Druck von 1 bar zum Einsatz kam. Zur Gewébhrleistung einer gleichméafiigen
Benetzung der Blattober- sowie Blattunterseite wurde den Extrakten als Adjuvans
0,1 % BREAK-THRU® S 240 (Evonik Industries AG, Essen; polyethermodifiziertes
Polysiloxan) zugemischt. Am Tag der Inokulation wurden je 15 Blattsegmente der
zweit- bzw. drittjungsten Blatter beginnend von der Halmbasis zu je 10 cm
abgeschnitten und auf Wasseragarplatten mit enthaltener Benzimidazollésung (0,5 %
Agar und 40 ppm Benzimidazol) ausgelegt. Letzteres diente dem Grlunerhalt der
Blatter. Die quadratischen Petrischalen und Benzimidazol wurden von
Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe bzw. Sigma — Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen bezogen. AnschlieBend wurden die praparierten Blattsegmente mittels
Mehltauturm durch Rieselverteilung mit Bgh inokuliert. In den Abbildungen 19 und 20

ist der Mehltauturm dargestellt.
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Abbildung 19 und 20: Darstellung des verwendeten Mehltauturms (IBAS)

Nach einer Inkubation von 7 Tagen bei 20 °C, 80 % relativer Luftfeuchte und einem
12 h/ 12 h Tag/Nacht-Rhythmus erfolgte eine visuelle Abschéatzung des Befalls
(prozentuale Anzahl von Bgh-Pusteln pro Blattsegment auf 7 cm Blattlange). Neben
der Bonitur wurden die Konidien pro Milliliter auf einer Flache von 10 cm? mittels
mikroskopischer Auszahlung bestimmt. Dafir wurden vier Objekttrager, an zufallig
gewahlten Stellen, im Mehltauturm platziert und zusammen mit den Testplatten
inokuliert. Die Anzahl der Konidien ergab sich durch die Auszéhlung der vier
Objekttrager. Der sich daraus ergebende Mittelwert ergab rund 64400 Konidien pro ml
bezogen auf 10 cm?. Die folgende Abbildung 21 stellt exemplarisch das verwendete
Boniturschema der evaluierten Blattsegmente dar. Das detaillierte Boniturschema ist

in der Anlage 2 abgebildet.

Abbildung 21: Auszug des verwendeten Boniturschemas zur visuellen Abschatzung der prozentual mit
Echtem Mehltau befallene Blattflache (bezogen auf die Blattflache bei einer Blattlange von 7 cm)
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3.8 Statistische Auswertung

Die erhobenen Ergebnisse wurden unter Verwendung der Software SigmaPlot 13
ausgewertet. Fur einen Uberblick der Daten hinsichtlich der Mittelwerte bzw. Mediane
wurde die deskriptive Statistik angewandt. Anhand dieser Daten wurden die
Messwerte mit weiteren statistischen Testverfahren auf signifikante Unterschiede
Uberpruft.

Auf Grund der in dieser Arbeit angewandten Versuchsgestaltung zur Evaluierung der
antifungalen Wirkung von verschiedenen Extrakten des GT 42 (Klassisch Extrahiert
E2017; DIG-MAZ Extrakte E2017/E2013/E2009) sowie GT 10 (Klassisch Extrahiert)
gegenuber einer Kontrollgruppe mit Wasser, wiesen diese mehr als drei Stichproben
auf. Diesbezlglich wurden die erarbeiteten Daten auf signifikante Unterschiede
zwischen den Stichproben mit der Varianzanalyse (ANOVA) getestet. Grundlage
dieses parametrischen Testverfahrens ist die Voraussetzung der Normalverteilung
sowie einer Varianzhomogenitat der Daten. Hierbei wird von SigmaPlot standardmafig
der Kolmogorov-Smirnov-Test fur die Ermittlung der Normalverteilung und fir die
Untersuchung auf gleiche Varianzen der Levene-Mediane-Test angewandt.
(SigmaPlot, 2010) Dabei nimmt die Nullhypothese der ANOVA an, dass zwischen den
Stichproben keine Unterschiede in Bezug auf die Mittelwerte vorliegen (Von Detten, et
al., 2008). Die Grundlage der ANOVA bezieht sich dabei auf das Verhéaltnis der
Varianzen, die zwischen den Stichproben resultieren, zu der Varianz, die innerhalb der
Stichproben besteht. Hierbei spricht man von der sogenannten F-Teststatistik. Bei
geringen Unterschieden der entsprechenden Mittelwerte zwischen den jeweiligen
Stichproben liegt der F-Wert um den Wert 1. Sollten gro3ere Unterschiede bestehen,
so nimmt der F-Wert ebenfalls einen gréReren Wert an. Daraus resultierend wirde die
Nullhypothese abgelehnt werden, da ein signifikanter Unterschied zwischen den
Stichproben vorliegt. (Von Detten, et al., 2008) Als Signifikanzniveau wurde a = 95 %
zu Grunde gelegt, d.h. bei 5% (p = 0,05) der Daten wird die Nullhypothese
falschlicherweise abgelehnt. Besaflen die Daten nicht die entsprechende
Voraussetzung fur eine ANOVA, wurde von SigmaPlot analog der nicht-parametrische
Test Kruskal-Wallis-ANOVA nach Rangen durchgefiihrt. Fir diesen Test wurden die
jeweiligen Daten unabhéangig ihrer entsprechenden Stichprobe nach Rangen geordnet
und die daraus ergebenen durchschnittlichen Rangwerte jeder Stichprobe miteinander

verglichen.
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Bei einer entsprechenden Abweichung voneinander wurde die Nullhypothese
verworfen. (SigmaPlot, 2010) (Von Detten, et al., 2008)

Anhand des Multiplen Vergleichstest (Post-hoc Test) wurde ermittelt, zwischen
welchen Stichproben signifikante Unterschiede bestanden. Auf Grund des
Versuchsdesigns des in dieser Arbeit verwendeten Blattsegmenttests kam der
Dunnett-Test zur Anwendung. Dieser verglich die Mittelwerte des Gesamtextrakts des
GT 10 sowie die verschiedenen Varianten des GT 42 mit der entsprechenden
Kontrollgruppe (inokulierte Wasserkontrolle). Die Darstellung der Boniturergebnisse
erfolgte anhand von Boxplot-Diagrammen. Die Verteilung der Boniturergebnisse sowie
deren statistische Auswertung durch SigmaPlot 13 sind den Anlagen 7 und 8
dargestellt.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Zu Beginn werden im folgenden Kapitel die Herangehensweise und die daraus
resultierenden Ergebnisse der unterschiedlichen Extraktionsvarianten des
GT 42 E2017 dargestellt. Im weiteren Verlauf erfolgt die Auswertung der
semiquantitativen sowie quantitativen Bestimmung der Inhaltsstoffspektren sowonhl
unter Berucksichtigung der angewandten Extraktionsmethoden als auch der
unterschiedlichen Erntejahre des GT 42 im Vergleich zum GT 10 E2014. AbschlieRend
werden die Ergebnisse zur funktionellen Wirkung der EtOAc-Phasen der
Gesamtextrakte des GT 42 (E2017/E2013/E2009) sowie des GT 10 (E2014)
anhand des durchgeflhrten Blattsegmenttests gegen das Phytopathogen Blumeria

graminis f. sp. hordei aufgezeigt.

4.1 Ergebnisse der Extraktion des GT 42

4.1.1 Ergebnisse und Diskussion der manuellen Extraktion

Die Extraktion des GT 42 E2017 erfolgte nach der im Kapitel 3.2 beschriebenen,
jedoch modifizierten Standardarbeitsanweisung ,AA23 Vo1 _Extraktion_Rheum?®. Die
Modifikation beruhte darauf, dass das Probenmaterial im Vorfeld zerkleinert wurde, um
die spezifische Oberflache zu vergroRern und einen hdheren Stoffiibergang zu
ermdglichen. Fur diese wurden, ahnlich der Probenvorbereitung fur die ASE, Partikel
von einer GréfRe von 250 um bis 4000 um verwendet (vergleich Kapitel 4.1.2.3).
Dartber hinaus wurde der Prozessschritt der Kaltefallung ausgelassen. In der
Tabelle 17 sind die Ausbeuten der manuellen Extraktion des GT 42 E2017 sowie die
des GT 10 E2014 dargestellt. Das zugehorige Extraktionsprotokoll ist in der Anlage 6
aufgeflihrt. Die Angaben des GT 10 E2014 stammen aus dem Juni 2014
(Sommermann, 2015).

Tabelle 17: Ausbeuten der Ethylacetat-Phasen nach der manuellen Extraktion des GT 42 sowie des
GT 10

Probe Einwaage (g) | Ausbeute EtOAc-Phase (g) | Ausbeute (%)
GT 42 E2017 1000,44 52,15 5,21
GT 10 E2014 18240,00 1596,00 8,75
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Im Verlauf der manuellen Extraktion des GT 42 E2017 konnte aus einer
Probeneinwaage von 1000,44 g eine Ausbeute der Ethylacetat-Phase von 52,15 g
generiert werden. Bezogen auf die eingesetzte Menge ergibt sich eine Ausbeute von
5,21 %. Im direkten Vergleich der prozentualen Ausbeuten zeigt sich, dass diese im
Gegensatz zu dem GT 10 mit 8,75 % um ca. ein Drittel geringer ausfallt. Zum einen
kann vermutet werden, dass der GT 42 E2017 auf Grund seiner genotypspezifischen
Eigenschaften im Vergleich zum GT 10 weniger Inhaltsstoffe enthélt. Zum anderen
kann nicht ausgeschlossen werden, dass das Auslassen der Kaltefallung sich negativ
auf die Ausbeute auswirkt. Der Einfluss der Kaltefallung kann nur durch den
Methodenvergleich des  gleichen  Wurzelmaterials  (Genotyp,  Erntejahr,

Lagerungszeitraum) nachgewiesen werden.

4.1.2 Ergebnisse und Diskussion der ASE-Extraktion

Die ASE-Extraktion stellt jenes Extraktionsverfahren in dieser Arbeit dar, mit dem die
Vorversuche zur Auswahl geeigneter Extraktionsbedingungen durchgefihrt wurden.
Im Rahmen dieser sind sowohl verschiedene Losungsmittel als auch
Extraktionstemperaturen untersucht worden. Ziel war es dabei, ein optimiertes
Losungsmittelsystem zu finden, welches bei einer hohen Extraktionsausbeute

gleichzeitig einen mdglichst geringen Anteil an Anthrachinonen ermdglicht.

4.1.2.1 Lésungsmittelvorversuche mittels ASE

Die Extraktionsversuche an der ASE erfolgten mit einer Einwaage von ca. 6 g des
GT 42 E2017 mit jeweils unterschiedlichen Ldsungsmittelvarianten bei einer
einheitlichen Extraktionstemperatur von 60 °C in Doppelbestimmung. In der Tabelle 18
sind die gewdahlten Losungsmittelsysteme dargestellt, wobei alle Varianten eine
zweistufige Extraktion durchliefen (siehe Kapitel 3.3.2). Um eine mdglichst hohe
Extraktionsausbeute zu generieren, wurde das Probenmaterial im Vorfeld mehrfach
zerkleinert und anschliel3en gesiebt. Die Maschenweite des Siebes betrug 250 um. Als
Ausgangsmaterial wurden Partikel mit einer Gré3e kleiner 250 um herangezogen. Die
Zerkleinerung hatte dabei das Ziel, die Oberflache der Probe zu vergrof3ern, um dem

jeweiligen Losungsmittel eine groRere Extraktionsflache zu erméglichen.
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Abweichend von den Varianten 1 bis 6 kamen bei den Varianten 7 und 8 in den beiden
Extraktionsstufen unterschiedliche Lésungsmittel zum Einsatz. Hierbei wurde in der
ersten Stufe destilliertes Wasser und in der zweiten Stufe Methanol bzw. Methanol mit
0,1 % Essigsaure verwendet. Die Varianten wurden jedoch verworfen, da das
eingesetzte Wasser der ersten Extraktionsstufe zum Aufquellen der Probe fiihrte. Dies
wiederum fuhrte zum Verstopfen der Extraktionszelle, woraufhin das L&sungsmittel
nicht vollstandig in diese geférdert werden konnte. Der zu hohe Druck in der Zelle

fuhrte zum Abbruch des gesamten Extraktionsvorgangs fir diese Varianten.

Tabelle 18: Uberblick der gewéhlten Lésungsmittelvarianten der ASE-Extraktion

Variante Loésungsmittelsystem

V1 MeOH (100%)

V2 EtOH (100 %)

V3 Aceton (100 %)

V4 MeOH:H20 (70:30 v/v)

V5 MeOH:H20 (70:30 v/v) + 0,1 % Essigsaure

V 6 MeOH:H20 (70:30 v/v) + 0,05 % Ameisensaure
V7 EX1 H20/ Ex 2 MeOH

V8 EX1 H20O / Ex 2 MeOH + 0,1 % Essigsaure

Um eine Aussage treffen zu kdénnen, inwieweit die Losungsmittelversuche zu der
angestrebten, erschopfenden Extraktion fuhrten, wurden im Anschluss die jeweiligen
Extraktionsstufen auf ihren Trockensubstanzgehalt, bezogen auf die Einwaage von
ca. 6 g, untersucht. Hierfur wurden 500 pl der jeweiligen Extraktionsstufe in
vorgewogenen Tubes an der Speedvac eingeengt.

In der nachfolgenden Abbildung 22 sind die Ergebnisse der Bestimmung der beiden
Extraktionsstufen der sechs erfolgreich abgelaufenen L&sungsmittelvorversuche
dargestellt.

Anhand dieser lasst sich aufzeigen, dass fiur die Variante 1 (100 % Methanol) mit
ca. 27 mg in der ersten und ca. 22 mg in der zweiten Extraktionsstufe &hnliche
Trockensubstanzen ermittelt wurden. Daraus lasst sich schlie3en, dass mit dem
gewéhlten Losungsmittel Methanol keine vollstandig erschépfende Extraktion erzielt
werden konnte. Bei den nachfolgend aufgeftihrten Varianten 2 bis 6 waren hingegen
deutliche Unterschiede hinsichtlich des Trockensubstanzgehaltes zwischen den
durchgefuihrten Extraktionsstufen erkennbar.
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In Variante 2 (100 % Ethanol) wies die erste Stufe mit rund 32 mg den dreifachen
Trockensubstanzgehalt auf als die zweite Stufe mit rund 11 mg. Daraus lasst sich
schlieRen, dass Ethanol im Vergleich zum Methanol eine bessere, erschopfende

Extraktionswirkung fur diese Probenmatrix aufweist.

Trockensubstanzgehalt der Lésungsmittelvorversuche mittels
ASE-Extraktion aus zwei Extraktionsstufen

50,00

40,00

30,00

20,00
“NhLhhbk
0,00 .

MeOH (100%) EtOH (100 %) Aceton (100 %) MeOH:H20  MeOH:H20  MeOH:H20
(70:30 vIv) (70:30 viv) (70:30 v/v)
+0.1% + 0.05%
Essigsaure  Ameisensaure

Trockensubstanz (mg)

Lésungsmittelvariante

m Extraktionsstufe 1~ m Extraktionsstufe 2

Abbildung 22: Trockensubstanzgehalt der beiden Extraktionsstufen der Losungsmittelvorversuche
mittels ASE-Extraktion (n = 4)

Das Extraktionsmittel Aceton (100 %) der Variante 3 weist zwar eine &ahnliche
erschopfende Extraktion wie die Variante 2 auf, jedoch fallen die ermittelten Ausbeuten
mit ca. 23 mg (Stufe 1) und ca. 3 mg (Stufe 2) geringer aus als beim Ethanol.
Im Vergleich dazu weist die Variante 4, in der zu den bereits erwahnten Varianten 1
bis 3, bessere Ergebnisse in Bezug auf die erzielten Trockensubstanzgehalte auf. Fur
die Variante 4 wurde kein reines Lésungsmittel fur die Extraktion verwendet, sondern
ein Losungsmittelgemisch, bestehend aus Methanol-Wasser (70:30, v/v). Die
Variante 4 zeigt in der ersten Extraktionsstufe mit ca. 38 mg den héchsten extrahierten
Trockensubstanzgehalt aller untersuchten Varianten (Abbildung 22). Der Gehalt von
ca. 12 mg der zweiten Stufe deutet darauf hin, dass diese Losungsmittelvariante einen
nahezu erschopfenden Charakter aufweist. Die Varianten 5 und 6 stellen, durch
zugesetzte Additive, Modifikationen der Variante 4 da. Als Additiv ist diesen
Essigsaure (0,1 %) bzw. Ameisensaure (0,05 %) hinzugefiigt worden.
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Allerdings wiesen diese mit rund 32 mg (Variante 5) und etwa 31 mg (Variante 6) in
der ersten Extraktionsstufe und in der zweiten mit ca. 16 mg und rund 11 mg, geringe
Extrakt Ausbeuten auf. Ein Grund dafir war die Annahme, dass durch diese eine
bessere Extraktionswirkung erzielt werden wirde. Dabei wurde davon ausgegangen,
dass eine Ansauerung zur vermehrten Protonierung der enthaltenen Verbindungen
fuhren wirde. Dies wiederum wirde dazu fihren, dass die Wasserloslichkeit der zu
extrahierenden Substanzen steigt, was zu einer Ersparnis von organischem
Losungsmittel fuhrt. Begrindet lag diese Herangehensweise in der wissenschaftlichen
Arbeit von Pogacnik 2015. In dieser wurden positive Korrelationen zwischen der
extrahierten Menge an Polyphenolen aus Knoterichgewéachsen und dem Einsatz
angesauerter Losungsmittel nachgewiesen (Pogacnik, et al., 2015). Anhand der in
Abbildung 22 dargestellten Ergebnisse kann dies jedoch nicht bestatigt werden. Da ein
direkter Vergleich der Variante 4 mit den Varianten 5 und 6 heraus stellt, dass die
Additive zu keiner Verbesserung der Extraktionsleistung des Losungsmittelsystems
MeOH:H20 (70:30 v/v) fuhrten. Im Gegentell, die Extraktionsmenge nimmt durch die
zugesetzten Additive sogar ab.

Eine nahezu erschopfende Extraktion ist dann gegeben, wenn in der nachfolgenden
Extraktionsstufe nur noch geringe Mengen des Extraktes enthalten sind. Einzig die
Variante 3 mit Aceton war nahezu erschopfend. Dieser Umstand wurde, bis auf
Variante 1, bei allen untersuchten Ldsungsmitteln im unterschiedlichen Male
anndhernd erfullt. Fir eine abschlieRende Wahl des geeigneten Losungsmittels
wurden beide Extraktionsstufen der Lésungsmittelvarianten mittels analytischer HPLC
auf ihren Anteil an Anthrachinonen untersucht. Die Ergebnisse dieser Analysen

werden im folgenden Kapitel dargestellt.

4.1.2.2 Auswertung der Losungsmittelvorversuche unter Verwendung der HPLC
Die Varianten 1 bis 6 aus den Vorversuchen der ASE-Extraktion wurden der im
Kapitel 3.3 beschriebenen Probenaufbereitung und anschlie3end der in Kapitel 3.6

beschriebenen HPLC-Analytik unterzogen. Die Chromatogramme der Proben wurden

bei den Wellenlangen 280 nm, 320 nm und 430 nm aufgezeichnet und ausgewertet.
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Bei 280 nm absorbieren alle in Kapitel 2.1.2 aufgefuhrten fir Rheum spp.
beschriebene Substanzen (wie Stilbene, Anthrachinone, Flavan-3-ole, Procyanidine).
Stilbene haben zudem ein zweites Absorptionsmaximum bei 320 nm und
Anthrachinone bei 430 nm. Als Kriterium fur die Wahl eines geeigneten Losungsmittels
wurde das Verhaltnis der Gesamtpeakflaiche von 430 nm zu der von 280 nm
herangezogen, wobei der daraus resultierende Wert so gering wie moglich sein sollte.
Ein groRerer Wert wirde mit einem hoheren Gehalt an Anthrachinonen korrelieren und
somit das verwendete Losungsmittelsystem als ungeeignet charakterisieren. In der
Abbildung 23 sind beispielhaft die Chromatogramme der ersten Extraktionsstufe der

Variante 4 bei den beiden genannten Wellenlangen dargestellt.

3 DAD1 A, $ig=430,10 Ret=600,100 (LEMBKE\RHE...KE_GT42 2017-11-02 15-22-35'20171102_6T42_E2017_ASE_4_1_AD)
[ DAD1 B, Sig=280,10 Ret=360,100 (LEMBKE\RHE...KE_G T42 2017-11-02 15-22-3520171102_6T42_E2017_ASE_4_1_A.D)
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Abbildung 23: Chromatogramm der ersten Extraktionsstufe der Lésungsmittelvariante 4 bei 430 nm
(blau) und bei 280 nm (rot)
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In der folgenden Tabelle 19 sind die Mittelwerte der aus den Chromatogrammen
ermittelten Gesamtpeakflachen bei den Wellenlangen 430 nm und 280 nm flr die
beiden Extraktionsstufen der untersuchten Varianten 1 bis 6 dargestellt. Die ermittelten
Werte wurden dabei auf die jeweiligen Probeneinwaagen bezogen. Daher kdnnen fir

die dargestellten Ergebnisse lediglich Tendenzen aufgezeigt werden.
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Tabelle 19: Mittelwerte (MW) der Gesamtpeakflachen bei 430 nm und 280 nm und dem daraus
resultierenden Verhéaltnis (n = 4)

Variante MW 430 AU MW 280 AU AVL?r/hZaggnfuél[sog] 4|\é|(\)N A\(Je; hZa8|(t)n,ll\SU
EX1 | EX2 | EX1 | EX2 | EX1 | EX2 [%]
. (1148529) (274835 (1217079% 2-684331) 138 130 13,40
2 1(2555’ ?2673; (11386;82) 2(%3 136 195 16,55
3 (2412167) (28930) (13786;95) (1;‘?5;4) el M 100
4| (aen) | @8 | @oon | G7my | W8] 17 14,55
5 1(38)7 ?3797) 1(322)7 (2892431) 108 16,7 13,75
A T

() = Standardabweichung

Die Extraktion der Varianten 1 bis 3 erfolgte mit reinen Losungsmitteln. Aus der
Tabelle 19 lasst sich ableiten, dass die Variante 2 (100 % Ethanol) und Variante 3
(100 % Aceton) mit Uber 16 % die héchsten Mengen an Anthrachinonen aufweisen,
obwohl  diese  Lésungsmittel gute  Extraktionseigenschaften  aufwiesen
(Vergleich Kapitel 4.1.2.1 Abbildung 22). Die Anwendung dieser Losungsmittel
erfolgte unter der Annahme, dass diese hohere Mengen an wertgebenden
Inhaltsstoffen herauslésen konnen als das bisher verwendete Methanol (100 %). Als
Nachteil sei zu erwahnen, dass Ethanol sehr hohe Anschaffungskosten aufweist.
Dagegen besitzt Aceton keine deutlich besseren Extraktionseigenschaften, die eine
Umristung der Anlage rechtfertigen wirden. Aus diesen Grinden kamen die
Varianten 2 und 3 fur die ausstehenden Extraktionen an der DIG-MAZ 10 nicht in
Betracht. Im Vergleich konnte mit 100 % Methanol (Variante 1) das gunstigste
Verhéltnis von ca. 13 % hinsichtlich der herausgelésten Anthrachinone ermittelt
werden. Allerdings wies diese Variante zu geringe Trockensubstanzgehalte
(Vergleich Kapitel 4.1.2.1 Abbildung 22) auf, da mit dieser Variante Kkeine
erschopfende Extraktion erreicht werden konnte. Aus diesem Grund wurde die
Variante 1 ebenfalls fir die folgenden Extraktionen nicht weiter betrachtet. Im
Gegensatz zu den Varianten 1, 2 und 3 wurde fur die Varianten 4 - 6 kein reines
Losungsmittel, sondern ein Methanol-Wasser-Gemisch (70:30 v/v) genutzt. Die

Varianten 5 und 6 enthielten zusatzlich unterschiedlich saure Additive.
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Innerhalb dieser Varianten wies die Variante 6 mit etwa 15 % den héchsten Anteil an
Anthrachinonen auf. Weiterhin zeigte diese die geringste Extraktionsausbeute
bezogen auf die bestimmten Trockensubstanzgehalte dieser drei Varianten. Die
Variante 4 besald mit ca. 14,5 % einen geringflgig hoheren Anteil an Anthrachinonen
als die Variante 5 mit knapp unter 13,8 %. Trotz des etwas besseren qualitativen
Ergebnis der Variante 5 ist zu erwéhnen, dass der Hauptteil der extrahierten
Bestandteile der Variante 4 auf die erste Stufe Extraktionsstufe zurickzufihren sind
und diese auch ein geringeres Verhdltnis der enthaltenen Anthrachinone aufweist.
Zusatzlich zu diesem, konnten fur die Variante 4, mit rund 38 mg (EX1) und ca.13 mg
(EX2), hohere Ausbeuten der beiden Stufen als fur die der Variante 5, mit etwa 33 mg
(EX1) und rund 16 mg (EX2), ermittelt werden.

Anhand der erhaltenen Ergebnisse bezuglich der Anteile an unerwinschten
Anthrachinonen und der errechneten Extraktionsausbeuten sowie unter
Berucksichtigung der finanziellen und technologischen Aspekte wird die Variante 4 als
geeignetes Losungsmittelsystem flir die Extraktion an der DIG-MAZ erachtet. Auf
dieser Grundlage wurden mit dem Losungsmittelgemisch Methanol-Wasser
(70:30, viv) weitere Untersuchungen hinsichtlich einer geeigneten
Extraktionstemperatur durchgefuhrt, auf welche im né&chsten Kapitel naher

eingegangen wird.

4.1.2.3 Temperaturbedingte Vorversuche mittels ASE

Auf Basis des im Vorfeld erarbeiteten Losungsmittelsystems Methanol-Wasser
(70:30 v/v, Variante 4) wurden unter Verwendung der ASE-Extraktion weitere
Untersuchungen bei verschiedenen Temperaturen durchgefuihrt. Anhand dieser sollte
erarbeitet werden, ob niedrigere oder hohere Temperaturen zu einer Verbesserung
der Extraktionsausbeute fuhren. Die Tabelle 20 stellt die durchgefuhrten Varianten 4,
9,10 und 11 dar. Auf Grund technischer sowie distributiver Griinde wurden die bereits
im Vorfeld erarbeiteten Ergebnisse der Variante 4 bei 60 °C (Kapitel 4.1.2.1 und

4.1.2.2) zum Vergleich in die Ergebnisdarstellung mit einbezogen.
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Tabelle 20: Uberblick der gewéahlten Extraktionstemperaturen der ASE-Extraktion

Variante Temperatur Loésungsmittelsystem
V4 60 °C MeOH:H,0O (70:30 v/v)
V9 40 °C MeOH:H20 (70:30 v/v)

V 10 80 °C MeOH:H,0O (70:30 v/v)
V11 100 °C MeOH:H,0 (70:30 v/v)

Wie bereits im Kapitel 3.2.3 aufgefuhrt, wurde abweichend von den vorherigen
Extraktionsversuchen der ASE, groberes Probenmaterial mit einer Partikelgrof3e von
250 um bis 4 mm fir die temperaturbedingten Vorversuche eingesetzt. Das im Vorfeld
genutzte, feinere Probenmaterial mit einer Partikelgrof3e kleiner 250 um fuhrte nach
wiederholten Versuchen zum Verstopfen der Extraktionszellen. Auf Grund einer
Lieferverzégerung der fur diese Untersuchungen benétigten Diatomeenerde von
mehreren Wochen wurde die Anzahl der Wiederholungen dementsprechend fir die
Varianten 9 - 11 auf drei reduziert. Zu dieser Thematik ist abschlie3end zu erwahnen,
dass der Einsatz unterschiedlicher Partikelgré3en keine Zielstellung der vorliegenden
Arbeit darstellte und ausschlieBlich auf Grund der auftretenden Verstopfungen
erfolgte. In Anbetracht der Ergebnisdarstellung wurde diese jedoch mit in die
Betrachtung einbezogen. In der Abbildung 24 sind die ermittelten Trockensubstanzen

der unterschiedlichen Varianten bezogen auf die Einwaage dargestellt.

Trockensubstanzgehalt der beiden Extraktionsstufen der
temperaturbedingten Vorversuche mittels ASE-Extraktion
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Abbildung 24: Trockensubstanzgehalt der beiden Extraktionsstufen der temperaturbedingten ASE-
Extraktion (40°C/80°C/100°C n = 3 (PartikelgroRe zwischen 250 — 4000 um); 60°C n = 4 (Partikelgrof3e
kleiner 250 pm))
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Anhand der Abbildung 24 konnte gezeigt werden, dass grol3ere Partikel (250 pum bis
4 mm) im Verlauf der temperaturbedingten ASE-Extraktion zu einem verschlechterten
Extraktionsergebnis fihren. Dies kann dadurch erklart werden, dass der Diffusionsweg
der grol3eren Partikel vergrof3ert wurde und somit in den Varianten 9 (40 °C),
10 (80 °C) und 11 (100 °C) keine erschopfende Extraktion erzielt werden konnte.
Vergleicht man die ermittelten Werte der Trockensubstanzen der jeweiligen
Extraktionsstufen, kann davon ausgegangen werden, dass noch entsprechende
Mengen an nicht extrahierten Substanzen in den jeweiligen Proben verblieben sind.
Weiterhin wird davon ausgegangen, dass eine hohere Extraktionstemperatur
tendenziell zu einer hoheren Gesamtausbeute fuhrt, da sich die
Diffusionsgeschwindigkeit bedingt durch die hohere Temperatur ebenfalls
beschleunigt. Fir eine Voreinschatzung der untersuchten Temperaturen, hinsichtlich
ihrer Extraktionsbedingten Eignung, wurden diese Extrakte mittels analytischer HPLC
hinsichtlich des enthaltenen Anthrachinon Gehalts analysiert. Die Ergebnisse werden
im folgenden Kapitel dargestellt.

4.1.2.4 Auswertung der temperaturbedingten Vorversuche mittels HPLC

Wie bereits im Kapitel 4.1.2.3 beschrieben, wurden die jeweiligen Extraktionsstufen
der temperaturbedingten ASE-Extrakte hinsichtlich der Gesamtpeakflachen bei
430 nm und 280 nm unter Verwendung der im Kapitel 3.3 beschriebenen Methode

untersucht. In der Tabelle 21 sind die Ergebnisse diesbeztiglich dargestellit.

Tabelle 21: Mittelwerte der Gesamtpeakflachen sowie deren Verhéltnis
(40°C/80°C/100°C n = 3 (PartikelgroRe zwischen 250 — 4000 pum);
60°C n = 4(Partikelgrofie kleiner 250 um))

Verhaltnis 430

. MW 430 AU MW 280 AU AU / 280 AU [%] MW Verhaltnis
Variante 430 AU / 280
EX1 EX 2 EX1 EX 2 EX1 EX 2 AU [%]
V9 684 737 7914 8663 8.60 8,50 855

(136) (37) | (232) | (712)
2414 358 | 19803 | 2132
V4 (182) a8 | o117y | (6a® | 1150 | 17,60 14,55

944 1061 9205 9551

V10 | 65 | (86) | (490) | (646) | 1020 | 1110 | 1065
913 1125 | 8567 | 9432
Vi (18) 17) | (353 | (188 | 1070 | 11,90 11,30

Legende: EX = Extraktionsstufe / () = Standardabweichung
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Anhand der in der Tabelle 21 dargestellten Daten lasst sich ableiten, dass die
Temperatur fur die Extraktion des GT 42 E2017 einen wichtigen Parameter darstellt.
Im direkten Vergleich der Verhaltnisse der entsprechenden Wellenlangen ist die
Variante 4 gesondert zu sehen. Wie bereits im vorherigen Kapitel 4.1.2.3 beschrieben,
wurden fur diese Variante die bereits vorhandenen Daten der I6sungsmittelbedingten
Vorversuche herangezogen. Der Unterschied zwischen der Variante 4 und den
Varianten 9, 10 und 11 liegt in der unterschiedlichen Partikelgrof3e, welche
ausschlief3lich aus technologischen Grinden verdndert werden musste und keinen
Bezug zur Zielstellung besalR. In Anbetracht der erarbeiteten Daten weist die
Variante 4 mit 14,55 % das hdchste Verhéaltnis innerhalb der vermessenen Varianten
auf, was wahrscheinlich auf die kleineren Partikelgrof3en zuruckzufuhren ist. Die
feinere Kérnung der Variante 4 (<250 1) wies einen geringeren Querschnitt als die
Varianten 9, 10 und 11 (250 um bis 4000 um) auf, so dass die Inhaltsstoffe wesentlich
zugiger in das Extraktionsmittel ibergehen konnten als in den anderen Varianten. Dies
zeigte sich bereits in der ermittelten Extraktionsausbeute (siehe Kapitel 4.1.2.1
Abbildung 22). Im Vergleich aller Varianten enthielt die Variante 9 mit einem Verhaltnis
von 8,55 % den geringsten Anteil an unerwinschten Anthrachinonen. Mit héherer
Extraktionstemperatur stieg der Anthrachinongehalt in den Varianten 10 und 11 an.
Daraus kann man schlussfolgern, dass eine Extraktionstemperatur von rund 60 °C das
Extraktionsergebnis hinsichtlich eines geringen Anthrachinongehalts positiv
beeinflusst. Es ist davon auszugehen, dass der Wert der 60 °C bei gleicher
Partikelgrof3e zwischen dem Ergebnis der 40 °C und 80 °C liegt. In Anbetracht der zu
extrahierenden Inhaltsstoffe sollte die eingesetzte Extraktionstemperatur nicht zu hoch
gewahlt werden. Einerseits stellen hohe Temperaturen einen nicht zu vernachlassigen
Kostenfaktor dar. Andererseits kdnnen hohe Temperaturen, welche Uber einen
langeren Zeitraum auf ein Produkt einwirken, zu Schaden an wertgebenden
Inhaltsstoffen fihren beziehungsweise kdnnen diese tber einen langeren Zeitraum zu

einer verminderten Extraktionsausbeute fihren.
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4.1.2.5 Herstellung der Ethylacetat-Phasen der temperaturbedingten ASE-
Extrakte

Die aus den temperaturbedingten Vorversuchen der ASE-Extraktionen
hervorgegangenen Varianten 4 sowie 9, 10 und 11 wurden im weiteren Verlauf nach
dem im IBAS etablierten Extraktionsverfahren ,AA23 Vo1 Extraktion Rheum® zur
Erzeugung polyphenolhaltiger Extrakte bearbeitet (siehe Kapitel 3.2.4). In der
Anlage 6 sind die dazugehérigen Extraktionsprotokolle aufgefiihrt. Wahrend des
Ausschittelns mit Petrolether trat eine deutlich sichtbare, stabile und gallertartige

Zwischenphase gleichermalf3en in allen vier Varianten auf (siehe Abbildung 25).

Abbildung 25: Petrolether-Extrakt-Gemisch mit Zwischenphase

Diese Phase enthielt neben Petrolether entsprechende Mengen der wassrigen
Extraktionslosung. Die Trennung der wassrigen Phase von der Petrolether-Phase
erfolgte mittels Vakuumrotationsverdampfer. Allerdings wurde dies abgebrochen, da
die Probe bei einem Druck von etwa 400 mbar anfing unkontrolliert zu schaumen. Es
wird angenommen, dass auf Grund der Temperaturen von 40 °C bis 100 °C in
Kombination mit dem eingestellten Druck von 10 mPa wahrend der ASE neben den
erwinschten Polyphenolen auch entsprechend hohe Mengen an Saponinen aus dem
GT 42 E2017 extrahiert wurden. Weiterhin lagen die Extraktionstemperaturen mit
40 °C bis 100 °C weit Uber der der manuellen Extraktion unter Eiskiihlung. Durch die
Autorengruppe Aurich konnte bereits 1965 nachgewiesen werden, dass das

Wourzelmaterial von Rheum spp. Saponine enthalten.
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Diese untersuchten mittels Dunnschschichtchromatographie die Sprossorgane als
auch die Wurzeln unterschiedlicher Pflanzenarten auf diese Substanzgruppe. Um
letztliche den Nachweis von Saponinen, in den untersuchten Pflanzenteilen zu
erbringen, erfolgte eine Applikation von Blutgelatine (Aurich, et al., 1967). Bei den
Saponinen handelt es sich um glykosidisch gebundene Pflanzeninhaltsstoffe, die in
Wasser gelost, beim Schutteln einen stabilen Schaum bilden. Dabei I6sen sie sich gut
in Methanol-Wasser-Gemischen, wahrend sie in Verbindung mit Petrolether unléslich
sind (Hansel & Sticher, 2009). Um so viel wie mdglich des wassrigen Extraktes aus
der Zwischenphase zu Il6sen, wurde diesem das Funffache der in der
Standardarbeitsanweisung ,AA23_Vo1_Extraktion_Rheum® vorgegebenen Menge an
Wasser zugesetzt. Aul3erdem wurden zur besseren Trennung beide Phasen Uber
Nacht stehengelassen. Bei beiden Vorgehensweisen blieb die entsprechende
Phasentrennung aus, so dass die gebildeten Zwischenphasen verworfen und die
Extraktion wie im Kapitel 3.4 mit der vom Petrolether gut abgesetzten, Wasserphase
weitergefihrt wurde. Die Ausbeuten der somit generierten Ethylacetat-Phasen der
Gesamtextrakte des GT 42 E2017 sind in der Tabelle 22 dargestellt.

Tabelle 22: Ausbeuten der Ethylacetat-Phasen nach vorheriger ASE-Extraktion in Abhangigkeit von
der gewdahlten Extraktionstemperatur

Variante | Temperatur | Einwaage (g) | Ausbeute EtOAc-Phase (g) | Ausbeute (%)
V4 60 °C 24,05 1,86 7,73
V9 40 °C 18,17 1,11 6,11
V 10 80 °C 18,11 1,22 6,74
V11 100 °C 18,05 0,43 2,38

Mit 7,73 % ergab Variante 4 die hdochste Ausbeute, was vermutlich auf die grofere
Oberflache der Partikel von kleiner 250 um zuriickzufuhren ist. Die Varianten 9 mit ca.
6 % sowie V10 mit 6,7 % zeigten vergleichbare Ausbeuten der gré3eren Partikel auf.
Die V 11 wies mit knapp 2,4 % die niedrigste Ausbeute auf.

Anhand dieser Werte kann daraus geschlossen werden, dass fir die Extraktion des
GT 42 ein Temperaturbereich von 40 bis 80 °C in Kombination mit dem gewéhlten
Losungsmittelsystem (Methanol-Wasser) als geeignet zu bewerten ist. Die
Uberschreitung dieser Temperatur fiihrte zu einer deutlichen Verringerung der
Ausbeute der Ethylacetat-Phase bei der Variante 11, bedingt durch eine groRRere
Zwischenphase.
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Fazit

Auf Grundlage der Ergebnisse aus den Vorversuchen mittels ASE erflllte das
Ldsungsmittelgemisch Methanol-Wasser (70:30, v/v) bei einer Extraktionstemperatur
von 60 °C am besten die Anforderungen fur die weiterfihrenden Extraktionen an der
DIG-MAZ 10. Zum einen ermdglichte es die hdchste Extraktionsausbeute und zum
anderen enthielten die gewonnenen Extrakte den geringsten Anteil an unerwiinschten
Anthrachinonen. Im weiteren Verlauf, und nicht als Zielstellung in dieser Arbeit
formuliert, konnte zusatzlich festgestellt werden, dass sich eine Partikelgrof3e kleiner
als 250 um positiv auf die gewonnene Extraktionsmenge sowie auf den Anteil an
Anthrachinonen auswirkt. Demgegenuiber fuhrten Partikelgré3en gréRer als 250 pum
zu geringeren Extraktionsausbeuten beziehungsweise zu keiner erschopfenden
Extraktion mittels der gewahlten Losungsmittelvarianten an der ASE. Im weiteren
Verlauf erschwerte die entstandene Zwischenschicht aus Saponinen die Aufarbeitung
der Ethylacetatphasen, die vermutlich durch die angewandten Temperaturen in
Verbindung mit Druck mittels ASE deutlich besser extrahiert wurden als bei der
manuellen Extraktion.

Abschlie3end ist zu erwéhnen, dass mittels ASE eine Vielzahl an unterschiedlichen
Losungsmittelsystemen hinsichtlich ihrer Extraktionseigenschaften in einem relativ
kurzen Zeitraum untersucht werden konnte. Durch die anschlieRende Analyse mittels
HPLC (LC-Taste) war es mdglich, ungeeignete Losungsmittelvarianten zu verwerfen
und die Extraktionsbedingungen mit dem Losungsmittelsystem Methanol-Wasser im

weiteren Verlauf zu optimieren.
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4.1.3 Ergebnisse und Diskussion der DIG-MAZ 10-Extraktion

Die Extraktion der verschiedenen Erntejahre des GT 42 erfolgte auf Grundlage der in
den Vorversuchen erarbeiteten Extraktionsparameter bei 60 °C und mit dem
Losungsmittelgemisch Methanol-Wasser (70:30, v/v). In der Tabelle 23 sind die
Parameter fur die Feststoffextraktion von GT 42 in der DIG-MAZ dargestellt.

Tabelle 23: Parameter der Feststoffextraktion im Modul 1 der DIG-MAZ 10

. Extraktionsstufe 1 Extraktionsstufe 2
Ernte | Einwaage Extraktions- LG LG
- I temperatur -0sungs- Extraktions- -0sungs- Extraktions-
-jahr (9) C) mittelmenge Zeit (min) mittelmenge Zeit (min)

(kg) (kg)

2017 3700 60 20 180 16 120
2013 1700 60 20 180 16 120
2009 4100 60 20 180 16 120

Da aus den verschiedenen Erntejahren unterschiedliche Mengen an getrocknetem
Material vorlagen, differierten die Einwaagen von 1,7 bis 4,1 kg. Jede Extraktion wurde
einmal durchgefuhrt, da nicht mehr Material fir diesen Mal3stab der Extraktion zur
Verfiigung stand.

Ahnlich der Erfassung der Extraktionsausbeuten mittels ASE wurden auch fiir die
DIG-MAZ die Gehalte
Trockensubstanzen bestimmt. Dies erfolgte fur alle drei Erntejahre des GT 42, welche

verschiedenen Extraktionen prozentualen der
in der folgenden Abbildung 26 grafisch dargestellt werden. Anders als bei den ASE-
Extrakten erfolgten die Probennahmen zeitbasiert in Abstanden von 30 min Uber die
gesamte Extraktionsdauer. Die Ermittlung des prozentualen Trockensubstanzgehalts
erfolgte durch eine thermogravimetrische Messung. Bei dieser wurde die Probe bis
zum Erreichen der Massenkonstanz getrocknet und endete somit mit dem Erreichen
des Gleichgewichtszustandes. In der folgenden Abbildung 26 werden die ermittelten

Werte flr die drei Erntejahre des GT 42, jeweils fiir beide Extraktionsstufen dargestellt.
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Darstellung der prozentualen Trockensubstanzgehalte
der jeweiligen Extraktionsstufen der verschiedenen
DIG-MAZ Gesamtextrakte des GT 42
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Abbildung 26: Darstellung der zeitbasierten prozentualen Trockensubstanzen der jeweiligen
Extraktionsstufen der Feststoffextraktion fir Erntejahre 2017, 2013 sowie 2009 der DIG-MAZ
Gesamtextrakte des GT 42

Anhand der Abbildung 26 kann abgeleitet werden, dass die DIG-MAZ-Extrakte des
GT 42 Ernte 2009 und Ernte 2017 in der ersten Extraktionsstufe die grof3ten Mengen
der gemessenen prozentualen Trockensubstanz aufwiesen. Die Hohe der bestimmten
Trockensubstanz stand dabei in Verbindung mit dem eingesetzten Probenmaterial. So
zeigte sich, dass der GT 42 E2009 bei einer Einwaage von ca. 4100 g die hochste
prozentuale Trockensubstanz aufwies. An dieser Kurve lasst sich sehr gut der Anstieg
der Trockensubstanz im verwendeten Losungsmittelgemisch aufzeigen. Diese stieg
innerhalb der dreisttindigen Extraktion auf rund 8,5 % Trockensubstanzgehalt an. Im
Verlauf der weiteren Extraktion schwankte dieser Wert lediglich um ca. 0,3 %. Auf
Grund der geringen Schwankungen der gemessenen zeitbasierten Proben wurde
davon ausgegangen, dass das eingesetzte Losungsmittel mit dem Extrakt fur diesen

Durchlauf nahezu abgesattigt war (Scholer & Scharmer, 2018).
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Einen &hnlichen Verlauf zeigt die erste Extraktionsstufe des GT 42 E2017 auf. Mit
einer geringeren Einwaage von rund 3700 g konnten fir diese Probe auch geringere
Trockensubstanzgehalte ermittelt werden. Ebenfalls zeigte sich fur diese
Extraktionsstufe ein flacherer Anstieg, welcher nach zweistiindiger Extraktion stetig
um ca. 0,1 % anstieg. Wie auch fir das Erntejahr 2009 wurde die Extraktion des
GT 42 E2017 nach drei Stunden beendet. Eine langere Extraktionsdauer hatte daher
keinen wirtschaftlichen Ausbeutezuwachs erbracht, da sich die Anderungsrate der
ermittelten prozentualen Trockensubstanz Uber die letzten drei Messungen nur noch
im Bereich von 0,3 % bzw. 0,1 % anderten. So kdnnte es im Gegenteil auf Grund einer
langer andauernden, thermischen Belastung zu Schadigungen der wertgebenden
Inhaltsstoffe kommen. Auf Grund dessen und anhand der Erfahrungen der Mitarbeiter
des IBAS ist die Extraktionsdauer der ersten Stufe auf drei Stunden limitiert (Schéler
& Scharmer, 2018). Wie bereits in der Tabelle 23 aufgezeigt, stand fir die Extraktion
des Erntejahres 2013 des GT 42 nur eine Probeneinwaage von 1700 g zur Verfigung.
Die Abbildung 26 zeigt aus diesem Grund lediglich die erste Extraktionsstufe, da eine
zweite Stufe auf Grund der geringen Menge an Wurzelmaterial nicht erfolgen konnte.
Es lag nahe, dass die erste Extraktionsstufe bereits nahezu erschopfend war. Auf
Grund der geringen Probenmenge wurde der Feststoffextraktor nicht komplett befullt
und somit konnte, im Gegensatz zu den Erntejahren 2017 und 2009 des GT 42, das
Losungsmittel das Extraktionsgut gleichmaRiger umstromen. Ebenfalls bestand,
bedingt durch die geringe Probenmenge, eine grol3ere Extraktionsoberflache.
Ebenfalls konnte anhand der Abbildung 26 aufgezeigt werden, dass die zweite
Extraktionsstufe geringere Extraktionsausbeuten anhand der prozentualen
Trockensubstanz aufwies. Fur diese konnten zeitbasiert mit ca. 0,4 % (E2009) und
ca.0,2% (E2017) nur minimale Schwankungen der Trockensubstanz ermittelt
werden. Auf dieser Datengrundlage wurde angenommen, dass mit l&ngerer
Extraktionsdauer keine zusatzliche Ausbeute an Extrakt generiert werden kann. Somit
wurde die Extraktion nach zwei Stunden beendet.

Im Anschluss an den Prozessschritt der Feststoffextraktion wurden die zweistufigen
Flissig — Flussig - Extraktionen zuerst mit Petrolether und im Anschluss mit
Ethylacetat durchgefuhrt.

Ahnlich wie beim Ausschutteln mit Petrolether der ASE-Extrakte bildete sich ebenfalls

eine schwer trennbare Zwischenphase innerhalb des Petrolether-Wassergemisches.
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Auf Grund grof3erer Querschnitte im Inneren der DIG-MAZ Extraktionsanlage bildeten

sich anders als im Scheidetrichter geringere Zwischenschichten in den
Flissig — Flussig — Extraktionen der jeweiligen Proben des GT 42 aus. Dies flhrte
dazu, dass die Zwischenschichten fast vollstandig getrennt werden konnten. In der
Tabelle 24 sind die resultierenden Ausbeuten der jeweiligen EtOAc-Phasen der

Gesamtextrakte der unterschiedlichen Erntejahre des GT 42 aufgefuhrt.

Tabelle 24: Ausbeuten der Ethylacetat-Phasen der Gesamtextrakte der verschiedenen Erntejahre des
GT 42 nach der DIG-MAZ Extraktion

Probe Einwaage (g) | Ausbeute EtOAc-Phase (g) | Ausbeute (%)
GT 42 E2017 3700 215,32 5,82
GT 42 E2013 1700 111,16 6,54
GT 42 E2009 4100 192,49 4,69

Dabei wurden fur die verschiedenen Erntejahre des GT 42 unterschiedliche Ausbeuten
erzielt. Die Probe aus dem Jahr 2013 wies mit der geringsten Einwaage von 1700 g,
bedingt durch gréRere zur Verfigung stehende Oberflache, mit 6,5 % die hdchste
Ausbeute der Ethylacetat-Phase auf. Im Gegensatz dazu ergab sich fur das Erntejahr
2009 mit der hochsten Einwaage von 4100 g die niedrigste Ausbeute mit ca. 4,7 %.
Zwischen diesen Varianten befand sich die ermittelte Ausbeute des Jahres 2017. Fur
dieses konnte eine prozentuale Ausbeute von 5,8 % bei einer Einwaage von 3700 g
ermittelt werden. Daraus kann geschlossen werden, dass eine geringe Einwaage zu
einer hoheren Ausbeute der Ethylacetat-Phase fiihrt, da die jeweils eingesetzte
Ldsungsmittelmenge bei allen Erntejahren identisch war. Auf Grund dessen konnte
kein Sattigungsgleichgewicht im Extraktionsmittel entstehen und somit konnten mehr
Extrakt herausgelost werden.

4.1.4 Vergleich der unterschiedlichen Extraktionsverfahren des GT 42 E2017
Zusammenfassend werden in der Tabelle 25 die absoluten Ausbeuten der Ethylacetat-

Phasen der Gesamtextrakte des GT 42 in Abhangigkeit von den jeweiligen

Extraktionsverfahren sowie der unterschiedlichen Erntejahre dargestelit.
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Tabelle 25: Ausbeuten der Ethylacetat-Phasen des GT 42 in Abhangigkeit vom Extraktionsverfahren
sowie des Erntejahrs im Vergleich zum manuell extrahierten GT 10 E2014

Probe Extraktionsart | Einwaage (g) Etoﬁfgﬁ;;i @) Ausbeute (%)
GT 42 E2017 (V 4) ASE 24,05 1,86 7,73
GT 42 E2017 (V 9) ASE 18,17 1,11 6,11
GT 42 E2017 (V 10) ASE 18,11 1,22 6,74
GT 42 E2017 (V 11) ASE 18,05 0,43 2,38
GT 42 E2017 DIG-MAZ 3700,00 215,32 5,82
GT 42 E2013 DIG-MAZ 1700,00 111,16 6,54
GT 42 E2009 DIG-MAZ 4100,00 192,49 4,69
GT 42 E2017 Manuell 1000,44 52,15 5,21
GT 10 E2014 Manuell 18240,00 1596,00 8,75

Die Tabelle 25 zeigt, dass unabhangig von der eingesetzten Menge in den
unterschiedlichen Extraktionsverfahren prozentuale Ausbeuten zwischen 5 % und 8 %
erzielt werden konnten. Dies deckt sich mit Extraktionen anderer Genotypen, welche
am IBAS durchgefiihrt worden sind (Sommermann, 2015). Als Ausrei3er ist die
Variante 11 der ASE-Extraktion zu betrachten. Nach der Durchfihrung der
Feststoffextraktion sowie der anschlieRenden Flussig-Flussig-Extraktion konnte
lediglich eine Ausbeute der Ethylacetat-Phase von 2,38 % generiert werden. Diese
Abweichung ist wahrscheinlich, wie bereits im Kapitel 4.1.2.3 beschrieben, auf erhdhte

eingesetzte Temperaturen zurtickzufhren.

Im Verlauf der vorliegenden Arbeit haben sich fur die verschiedenen Verfahren
unterschiedlichen Vor- und Nachteile herausgestellt.

Die Extraktion unter Verwendung der ASE bietet die Vorteile, dass bedingt durch die
Programmierbarkeit, eine Vielzahl an mdglichen Versuchsparameter eingestellt
wurden und die Extraktion anschlielend automatisiert ablaufen konnte. Als
Versuchsparameter konnten zum Beispiel Temperaturen oberhalb der
Siedetemperatur, Druck sowie Extraktionsdauer eingestellt werden. Ein weiterer

Vorteil stellt die bendétigte Probenmenge dar.

Fur eine Extraktion an der ASE reichten bereits ca. 20 g Probenmaterial aus, um ca. 1
bis 2 g der Ethylacetat-Phase zu generieren. Zu den Nachteilen ist zu sagen, dass auf
Grund von Temperatur und Druck wéhrend der Extraktion ebenfalls Substanzen
herausgel6st wurden, die bei einer Weiterverarbeitung storten (siehe Kapitel 4.1.2.3).
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Die Ermittlung einer, fir die ASE-Extraktion, geeigneten Partikelgré3e war zwar nicht
Bestandteil dieser Arbeit, jedoch hat sich dies im Verlauf der Durchfiihrung mit
ergeben. Partikel, die kleiner als 250 um grof3 sind, fuhren zu einem Verstopfen der
Extraktionszellen, was wiederum den unmittelbaren Abbruch des jeweiligen Versuches
zur Folge hatte. Um dies zu verhindern sollten, wenn méglich, nur Proben mit einem

durchschnittlichen Durchmesser von groéf3er 250 um verwendet werden.

Im Gegensatz zu der ASE konnten mit der DIG-MAZ grol3e Menge an Probenmaterial
aufgearbeitet werden. Die extrahierbare Einwaage variierte von 1 kg bis zu 4 kg je
durchgefuhrter Feststoffextraktion in Abhéangigkeit von der entsprechenden
Schuttdichte. Ein weiterer Vorteil liegt in der Mdglichkeit, die Feststoffextraktion sowie
die Flussig-Flussig-Extraktion in einem Gerat durchfiihren zu kénnen (siehe Kapitel 3.5
sowie Anlage 1). Nachteilig ist zu nennen, dass es zu Ausbeuteverlusten bedingt durch

das Totvolumen der vielen Schlauche kommen kann.

Im Vergleich zu den bisher aufgefuhrten Extraktionsmdglichkeiten bot die klassisch
durchgefiihrte, manuelle Extraktion den Vorteil einer, schonenden, methanolischen
Extraktion, da diese unter Eiskihlung stattfand. Die maximale Menge an
Wurzelmaterial ist auf etwa 1 kg begrenzt. Fur Vorversuche und fir Probenmaterialien
mit geringen Einsatzmengen stellt die klassische Extraktion allerdings eine geeignete
Methode dar.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass jedes beschriebene und angewandte
Extraktionsverfahren durch die jeweils aufgeflihrten Vor- und Nachteile charakterisiert
ist. Die Wabhl eines geeigneten Verfahrens ist daher vor allem auch von der jeweiligen
Fragestellung abhangig. Im Fall der vorliegenden Arbeit war es eine Methode zu
erarbeiten, die aus Rheum spp. neben einer hohen Extraktionsausbeute auch einen

maoglichst geringen Anteil von Anthrachinonen ermdglicht.
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4.2 HPLC-MS

Fur die massenspektrometrischen Untersuchungen wurden die Ethylacetat-Phasen
der klassisch extrahierten Gesamtextrakte des GT 42 E2017 und des GT 10 E2014
(Rheum rhabarbarum) und aus der kleintechnischen Extraktion (DIG-MAZ-Anlage) der
unterschiedlichen Erntejahre des GT 42 (Rheum officinale Baill.) analysiert. Neben
diesen wurden ebenfalls die Ethylacetat-Phasen der mit unterschiedlichen
Temperaturen extrahierten ASE-Varianten untersucht. Auf Letztere wird im weiteren
Verlauf jedoch nicht naher eingegangen, da diese nicht fur die in vivo Versuche zur
antifungalen Wirkung herangezogen wurden. Der Vollstandigkeit halber sind die Daten
dieser Analysen in den Anlagen 4 und 5 aufgefuhrt.

Die Abbildung 27 stellt beispielhaft das Chromatogramm der Ethylacetat-Phase des
klassisch extrahierten GT 42 E2017 nach der im Kapitel 3.6 beschriebenen HPLC-
Methode mit DAD-Detektion dar.

20000

Abbildung 27: Chromatogramm des Gesamtextraktes (EtOAc-Phase) des klassisch extrahierten GT 42
E2017 (HPLC-Methode mit DAD-Detektion)

66



4. Ergebnisse und Diskussion

4.2.1 Quantifizierung der Standardsubstanzen in den verschiedenen
Gesamtextrakten des GT 42 sowie des GT 10

Die jeweiligen Ethylacetat-Phasen beider Genotypen wurden in einer Konzentration
von 1 Milligramm pro 1 Milliliter hergestellt und 1:100 verdinnt in die HPLC injiziert.
Mittels externer Standardkalibrierung wurden die Substanzen anhand eines MRM-
Uberganges und eines EPI (siehe Kapitel 3.6) quantifiziert und qualitativ bestétigt.
Durch den MRM-Ubergang wurde das jeweilige Quasimolekiilion der
Standardsubstanz selektiert und fragmentiert. Die Quantifizierung erfolgte
anschlieRend Uber die Peakflache eines spezifischen Fragmentions. Fir die qualitative
Bestatigung der jeweiligen Standardsubstanz mittels EPI wurden alle Fragmentionen
ebenfalls zum Detektor geleitet. Auf Grund dessen wurde ein charakteristisches
Spektrum der Substanz erstellt. Generierte Spektren bei unterschiedlichen
Konzentrationen dieser Verbindung wurden in einer Datenbank hinterlegt. Wurde bei
der Analyse der Proben ein MRM-Ubergang erfillt, erfolgte ein EPI-Scan. In diesem
wurde das jeweilige Spektrum der Fragmentionen erfasst. AnschlielRend konnten die
SO generierten Spektren mit den Angaben aus der Datenbank verglichen und auf
Grundlage derer ausgewertet werden. Jedoch muss erwahnt werden, dass im Zuge
der Auswertung nicht fir alle Standardsubstanzen verwertbare Ergebnisse generiert
werden konnten. So konnte fur die Substanzen Epigallocatechingallat, Piceatannol
sowie Resveratrol auf Grund grof3er Abweichungen bei der Mehrfachbestimmung
keine Quantifizierung erfolgen, weshalb diese dementsprechend nicht in der
guantitativen Auswertung berlcksichtigt wurden. Auf diese Problematik wird im
spateren Kapitel 4.3 néher eingegangen. Die Substanzen Epigallocatechin sowie
Chlorogensaure konnten in keiner der untersuchten Proben nachgewiesen werden. Im
Folgenden werden zunachst die Ergebnisse der quantitativen Bestimmung in
Abhangigkeit von den Substanzgruppen dargestellt und interpretiert. Zur besseren
Ubersichtlichkeit werden zuerst die Ergebnisse fiir die beiden klassisch extrahierten
Genotypen 10 und 42 verglichen. Im Anschluss erfolgt der Vergleich des klassisch
extrahierten GT 42 E2017 mit dem DIG-MAZ-Extrakt des gleichen Erntejahres.
Abschlie3end werden die verschiedenen Erntejahre der DIG-MAZ-Extrakte des GT 42

miteinander verglichen.
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4.2.1.1 Quantitative Bestimmung der Flavan-3-ole und Procyanidine

Die folgende Abbildung 28 sowie die ergdnzende Tabelle 26 zeigen die
Quantifizierungsergebnisse der identifizierten Flavan-3-ole und Procyanidine in den

Ethylacetat-Phasen der verschiedenen Gesamtextrakte dar.

Quantifizierung der Flavan-3-ole und Procyanidine in den EtOAc-
Phasen der verschiedenen Erntejahre der DIG-MAZ-Extrakte des
GT 42 gegeniiber den manuell extrahierten GT 42 sowie GT10
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Abbildung 28: Darstellung der quantitativ bestimmten Flavan-3-ole und Procyanidine in den EtOAc-
Phasen der verschiedenen Erntejahre der DIG-MAZ-Extrakte des GT 42 im Vergleich mit den klassisch
extrahierten Varianten des GT 42 und des GT 10

Tabelle 26: Darstellung der quantitativ bestimmten Flavan-3-ole und Procyanidine in den EtOAc-
Phasen der verschiedenen Erntejahre der DIG-MAZ-Extrakte des GT 42 im Vergleich mit den
klassisch extrahierten Varianten des GT 42 und des GT 10

GT 10 E2014 GT 42 E2017 GT 42 E2017 GT 42 E2013 GT 42 E2009
Substanz klassisch klassisch DIG-MAZ DIG-MAZ DIG-MAZ

(mg/g Extrakt) | (mg/g Extrakt) | (mg/g Extrakt) | (mg/g Extrakt) | (mg/g Extrakt)

Epicatechin 5,56 23,86 11,89 7,38 511

-gallat

Epicatechin 0,67 1,67 1,39 0,69 0,49
Catechin 9,63 49,37 32,43 14,58 12,75
PC1 0,69 0,86 0,60 0,54 0,22
PB2 2,10 5,46 3,00 1,46 0,90
PB1 3,24 13,37 6,21 3,60 2,38
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Vergleich der klassischen Gesamtextrakte des GT 10 E2014 und des
GT 42 E2017

Anhand der Abbildung 28 sowie der erganzenden Tabelle 26 geht hervor, dass in dem
Gesamtextrakt des klassisch extrahierten GT 42 E2017 im Gegensatz zum klassisch
extrahierten GT 10 E2014 ein deutlich hoherer Gehalt an Flavan-3-olen und
Procyanidinen nachgewiesen wurde. Das Flavan-3-ol Epicatechingallat konnte zum
Beispiel in der ca. vierfachen Menge (24 mg/g) im GT 42 E2017 gegenuber dem
GT 10 E2014 ermittelt werden. GroR3er fiel der Unterschied bei der Substanz Catechin
aus. Fur diese wurde im Gesamtextrakt des GT 42 E2017 im Verhaltnis zu dem des
GT 10 E2014 mit 50 Milligramm pro Gramm etwa die fiinffache Menge nachgewiesen.
Dagegen wies Epicatechin im GT 42 mit ca. 1,7 Milligramm pro Gramm lediglich die
zweifache Menge auf.

Fur das zu den hohermolekularen Gerbstoffen zahlende Procyanidin C1 konnten mit
weniger als je einem Milligramm pro Gramm Extrakt &hnliche Gehalte in beiden
Genotypen ermittelt werden. Demgegeniber wurden fur die Procyanidine B2 und B1
abweichende Werte festgestellt. Der Gesamtextrakt des GT 42 enthielt mit ca.
5,5 Milligramm pro Gramm die zweieinhalbfache Menge an PB2 als der GT 10 mit 2
Milligramm pro Gramm. Auffalliger war hingegen der unterschiedliche Gehalt des
Procyanidin B1. Von dieser Substanz war im GT 42 ungefahr die zehnfache Menge
gegenuber des GT 10 enthalten. Die aufgezeigten Ergebnisse unterstreichen die
genotypisch bedingten Unterschiede der Flavan-3-ole und Procyanidine der beiden
klassisch extrahierten Genotypen. Weiterhin kdnnen Abbauprozesse wéhrend der
Lagerung des GT 10-Extrakts zum verminderten Gehalt gegeniber dem GT 42

beigetragen haben.

Vergleich der unterschiedlichen Extraktionsmethoden des GT 42 Erntejahr 2017
(Klassische Extraktion und DIG-MAZ-Extraktion)

Der Vergleich der beiden Extraktionsmethoden des GT 42 (E2017) zeigte, dass mit
der DIG-MAZ-Extraktion geringere Gehalte fir die sechs Standardsubstanzen
nachgewiesen wurden (Abbildung 28, Tabelle 26). Catechin stellte in beiden Extrakten
die Hauptkomponente mit 50 bzw. 30 Miligramm pro Gramm dar. Mit rund

24 Milligramm pro Gramm wies der klassische GT 42 die doppelte Menge im Vergleich
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zum DIG-MAZ-Extrakt mit ca. 12 Milligramm pro Gramm auf. Weniger stark fiel der
Unterschied fur Epicatechin aus. Fur diese wurde eine Menge von 1,7 mg/g im
klassischen und rund 1,4 mg/g in dem DIG-MAZ Extrakt bestimmt.

Ahnliche Tendenzen konnten fir die erfassten Procyanidine festgestellt werden. Die
Procyanidine B1 und B2 konnten mit 14 und sechs Milligramm pro Gramm in etwa der
doppelten Menge im Vergleich zum DIG-MAZ-Extrakt nachgewiesen werden. Der
Gehalt an Procyanidin C1 fiel mit unter einem Milligramm pro Gramm Extrakt etwa
identisch aus.

Durch den Vergleich der beiden Extraktionsvarianten mit dem gleichen Wurzelmaterial
wird davon ausgegangen, dass die unterschiedlichen Gehalte auf die verschiedenen
Temperaturen wahrend der Feststoffextraktionen zurtckzufiihren sind. Da die
manuelle Extraktion unter Eiskihlung durchgefihrt wurde, kann angenommen
werden, dass weniger Inhaltsstoffe geschadigt wurden als bei der DIG-MAZ-Extraktion

mit 60 °C Extraktionstemperatur.

Vergleich der unterschiedlichen Erntejahre des GT 42 mittels DIG-MAZ-

Extraktion

Anhand der Abbildung 28 und der Tabelle 26 geht hervor, dass die Gehalte an Flavan-
3-olen sowie Procyanidinen der an der DIG-MAZ hergestellten Gesamtextrakte aus
den Erntejahren 2017, 2013 und 2009 mit langerer Lagerzeit abnahmen. Dabei wies
das frische Probenmaterial des GT 42 E2017 fur Epicatechingallat mit rund 12 mg/g,
fur Epicatechin mit ca. 1,4 mg/g und fur Catechin mit etwa 32 mg/g die hdchsten
Gehalte der erfassten Flavan-3-ole auf. Weiterhin stellte sich heraus, dass der Verlust
der Flavan-3-ole durch die Lagerung von 2009 zu 2013 sowie von 2013 zu 2017
durchschnittlich ca. 30 % betrug.

Ahnliche Ergebnisse ergaben sich auch wieder bei den Procyanidinen. So wies der
Extrakt E2017 die etwa dreifache Menge der drei Procyanidine im Vergleich zum
Extrakt E2009 auf. Der Vergleich der Erntejahre zeigt, dass die unterschiedlichen
Proben als biologisches Material vor der Extraktion nicht unbegrenzt haltbar sind
(Hansel & Sticher, 2006). Das Wurzelmaterial der Erntejahre 2013 und 2009 wurde
zudem in zerkleinerter Form gelagert. Die daraus resultierende vergroRerte Oberflache
begtinstigte wahrscheinlich eine Beschleunigung von qualitditsmindernden Ab- bzw.

Umbauprozessen wahrend der Lagerung.
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4.2.1.2 Quantitative Bestimmung der Phenolcarbonsauren und Stilbene

Nachfolgend stellen die Abbildung 29 sowie Tabelle 27 die

Quantifizierungsergebnisse der identifizierten Phenolcarbonséuren und der Stilbene in

den Ethylacetat-Phasen der verschiedenen Gesamtextrakte dar.

Quantifizierung der Phenolcarbonséuren und Stilbenen
in den EtOAc-Phasen der verschiedenen Erntejahre der
DIG-MAZ-Extrakte des GT 42 gegeniiber den manuell
extrahierten GT 42 sowie GT 10
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Abbildung 29: Darstellung der quantitativ bestimmten Phenolcarbonséuren und Stilbene in den EtOAc-
Phasen der verschiedenen Erntejahre der DIG-MAZ-Extrakte des GT 42 im Vergleich mit den klassisch
extrahierten Varianten des GT 42 und des GT 10

Tabelle 27:Quantifizierung der Phenolcarbonséauren und Stilbene in den EtOAc-Phasen der
verschiedenen Erntejahre der DIG-MAZ-Extrakte des GT 42 im Vergleich mit den klassisch
extrahierten Varianten des GT 42 und des GT 10 (n=2)

GT 10 GT 42 GT 42 GT 42 GT 42
E2014 E2017 E2017 E2013 E2009
Substanz klassisch klassisch DIG-MAZ DIG-MAZ DIG-MAZ
(mg/g (mg/g (mg/g (mg/g (mg/g
Extrakt) Extrakt) Extrakt) Extrakt) Extrakt)
Rhaponticin 132,00 112,26 48,55 34,50 45,33
Desoxy-
rhaponticin 92,26 62,54 2920 2581 43,14
354
Trihydroxystilben-
08 Doukosd 5,04 6,68 4.20 2,01 458
p-Cumarséure 0,08 0,07 0,16 0,14 0,34
Ferulasaure 0,11 0,08 0,13 0,10 0,13
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Vergleich der klassischen Gesamtextrakte des GT 10 E2014 und des
GT 42 E2017

Im Vergleich der klassisch extrahierten Genotypen konnte ermittelt werden, dass
Rhaponticin mit 132 Milligramm pro Gramm im GT 10-Extrakt mehr enthalten war als
im Extrakt des GT 42 mit 112 Milligramm pro Gramm (Abbildung 29, Tabelle 27).
Ahnliches traf auch auf die Substanz Desoxyrhaponticin zu, wobei dieses mit etwa
92 Milligramm pro Gramm im GT 10 und mit rund 62 Milligramm pro Gramm im GT 42
jeweils den zweithochsten Gehalt der nachgewiesenen Stilbene aufwies. Da diese
Substanz in Medizinalrhabarber laut Arzneibuch nicht enthalten sein darf, kann es sich
bei dem untersuchten Probenmaterial nicht zweifelsfrei um Rheum officinale Baill.
handeln. Diese Problematik ist bereits in friheren, am IBAS durchgeflihrten Arbeiten
erkannt worden (Sommermann, 2012), (Schneiderheinze, 2009). Auf Grund der
enthaltenen Mengen stellten diese Substanzen die Hauptkomponenten in den
klassischen Extrakten des GT 10 E2014 sowie des GT 42 E2017 dar.

Hingegen ist THSGL mit ca. 5 mg/g in einem etwas geringeren Anteil im GT 10 E2014
als im GT 42 E2017 mit 6,7 mg/g enthalten.

Die zwei Phenolcarbonsauren p-Cumarsaure und Ferulasaure konnten in den beiden
Genotypen der klassischen Extraktion nur in geringen Konzentrationen von rund
0,10 Milligramm pro Gramm nachgewiesen werden.

Die ermittelten Unterschiede der aufgefihrten Substanzen kdnnten wie bei den

Flavan-3-olen auf die verschiedenen Genotypen zurlickzufihren sein.

Vergleich der unterschiedlichen Extraktionsmethoden des GT 42 Erntejahr 2017
(Klassische Extraktion und DIG-MAZ-Extraktion)

Der Vergleich der beiden Extraktionsmethoden des GT 42 (E2017) zeigte, dass mit
der DIG-MAZ-Extraktion geringere Gehalte an Stilbenen und Phenolcarbonséuren
ermittelt werden konnten (Abbildung 29, Tabelle 27).

Rhaponticin war dabei mit ca. 112 Milligramm pro Gramm Extrakt in der klassischen
Variante etwa in der doppelten Menge als im DIG-MAZ Extrakt mit rund 49 mg/g
enthalten. Ein ahnliches Verhdltnis zeigte die Substanz Desoxyrhaponticin mit ca.
63 mg/g im klassischen und mit ca. 29 mg/g in der DIG-MAZ Variante auf. Auch fur
THSGL fiel der Unterschied mit etwa 7 mg/g und 4 mg/g &hnlich aus.
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Fur die beiden Phenolcarbonsauren Ferulasaure und p-Cumarsaure konnten dagegen
mit jeweils Uber 0,1 mg/g geringfligig hohere Gehalte in der DIG-MAZ-Variante im
Vergleich zur klassischen Methode nachgewiesen werden. Dies kdnnte, wie bereits
bei den Flavan-3-olen beschrieben, auf die unterschiedlichen Extraktionstemperaturen

zurickzufiuhren sein.

Vergleich der unterschiedlichen Erntejahre des GT 42 mittels DIG-MAZ-

Extraktion

Fur die an der DIG-MAZ-Anlage hergestellten Extrakte konnten in Abhéngigkeit der
Erntejahre Unterschiede aufgezeigt werden (Abbildung 29, Tabelle 27). Dabei wiesen
die Erntejahre 2017 und 2009 mit bis zu 50 Milligramm pro Gramm Extrakt deutlich
hohere Gehalte an Rhaponticin auf als der Extrakt des Erntejahrs 2013 mit 35
Milligramm pro Gramm. Auch beim THSGL zeigten E2017 und E2009 mit Uber 4
Milligramm pro Gramm ahnliche Gehalte auf, wahrend diese Substanz im E2013 um
etwa die Halfte reduziert vorlag. Auch bei Desoxyrhaponticin konnte eine ahnliche
Tendenz aufgezeigt werden. Allerdings wiesen die Extrakte E2017 und E2015 mit etwa
30 Milligramm pro Gramm vergleichbarere Gehalte auf. Der Extrakt des Erntejahres
2009 zeigte mit 43 Milligramm pro Gramm den héchsten Gehalt. Die identifizierten
Mengen der beiden Phenolcarbonsduren p-Cumarsaure und Ferulasaure
unterschieden sich zwischen den Extrakten relativ gering. Nur der Gehalt an p-
Cumarséaure im E2009 war gegenuiber den Extrakten der anderen Erntejahre um das
etwa Doppelte erhdht. Da fir die Gehalte der aufgefuihrten Stilbene weder eindeutige
Zunahmen noch Abnahmen Uber alle Erntejahre nachgewiesen werden konnten,
wurde die Kultivierungszeit des Wurzelmaterials im Boden bei der Interpretation
bericksichtigt. Aus der Tabelle 28 geht dabei hervor, dass die Kultivierungszeit des
Erntematerials 2013 mit sieben Jahren am langsten war. Somit kdonnte davon
ausgegangen werden, dass eine langere Kultivierungszeit mit einer Abnahme der

glykosylierten Stilbene Rhaponticin, Desoxyrhaponticin und THSGL einherging.
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Tabelle 28: Darstellung der Aussaat, Standzeit, Ernte und Lagerzeit der unterschiedlichen DIG-MAZ

Extrakte des GT 42

Probe i\%hsrsgz: Kultivierungszeit Erntejahr ngairfslt
GT 42 E2017 2012 5 2017 0
GT 42 E2013 2006 7 2013 4
GT 42 E2009 2006 3 2009 8

Neben den verschiedenen Kultivierungszeiten konnte die stressbedingte, verstarkte
Produktion der Stilbene kurz vor der jeweiligen Ernte zu den unterschiedlichen
Gehalten der einzelnen Inhaltsstoffe beigetragen haben. Als Ursache dafir sind neben
wie Bakterien oder

Witterungsbedingungen auch durch Pathogene, Pilze,

hervorgerufene Abwehrreaktionen zu nennen (Dudenhdoffer, 2016).

Fazit

AbschlieBend kann man festhalten, dass die Gehalte der unterschiedlichen
Inhaltsstoffe neben dem Genotyp, dem Erntejahr, der Extraktionsmethode auch von
der jeweiligen Lagerdauer abhangig sein kénnen.

Fur die Flavan-3-ole, die Stilbene und die Procyanidine des GT 42 (2017) konnte somit
Gehalt

nachgewiesen werden. Zudem wies dieses Wurzelmaterial auf Grund genotypisch

der negative Einfluss hoherer Extraktionstemperaturen auf deren
bedingter Ursachen hohere Gehalte der untersuchten Inhaltsstoffe auf als der GT 10
(2014). Fur die Flavan-3-ole und die Procyanidine konnten mit alterem Erntejahr
geringere Mengen in den Extrakten der EtOAc-Phasen nachgewiesen werden, was
wiederum auf einen Abbau der Substanzen Uber den langeren Lagerungszeitraum
erklarbar ist. Bei den Stilbenen konnten hingegen keine eindeutigen Tendenzen beim
Vergleich der Erntejahre aufgezeigt werden. Im Gegensatz zu den Flavan-3-olen wies
das alteste untersuchte Wurzelmaterial (GT 42, 2009) insgesamt den héchsten Gehalt

an Stilbenen auf. Weiterhin wurde ersichtlich, dass es sich bei dem GT 42 auf Grund

der nachgewiesenen Mengen an Rhaponticin nicht zweifelfrei um einen
Rheum officinale handeln kann.
Zudem  muss darauf hingewiesen werden, dass die Substanzen

Epigallocatechingallat, Piceatannol sowie Resveratrol auf Grund limitierender
Faktoren nicht eindeutig in den untersuchten Gesamtextrakten quantitativ
nachgewiesen und somit nicht beriicksichtigt werden konnten.
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4.2.2 Semiquantifizierung der weiteren identifizierten Rheum-Inhaltsstoffe in
den verschiedenen Gesamtextrakten des GT 42 sowie des GT 10

Die vollstandige Quantifizierung aller in den Rheum-Extrakten enthaltenen
Substanzen mittels einer externen Standardkalibration war nicht méglich, da nicht alle
identifizierten Substanzen als Standard zur Verfligung standen. Aus diesem Grund
wurde die Mehrzahl der Substanzen unter Verwendung eines Full-Scan-MS-
Spektrums qualitativ bestimmt. Die ldentifizierung dieser Substanzen erfolgte durch
den Vergleich der Massenspektren mit den entsprechenden Literaturangaben. Um
eine quantitative Einschéatzung beziglich der auf diese Weise identifizierten
Substanzen geben zu kodnnen, wurden die zusatzlich aufgenommenen DAD-
Chromatogramme integriert. Anhand der Peakflachen konnte eine semiquantitative
Auswertung getroffen werden.

Die angegebenen Werte stellen den Mittelwert aus zwei Bestimmungen dar.

Im Folgenden werden die semiquantitativen Ergebnisse fur die Stilbene, die
Anthrachinone, die weiteren identifizierten Substanzen sowie fir Substanzen mit
Koelution jeweils separat dargestellt.

Aus Griunden der Vergleichbarkeit wurden die Diagramme beztiglich der Skalierung
der y-Achse auf die insgesamt grofRte Peakflache normiert. Diese stammte von
Trihydroxystilben-galloyl-glukosid aus dem Gesamtextrakt des klassisch extrahierten
GT 42 E2017 sowie aus dem DIG-MAZ-Gesamtextrakt des GT 42 E2009 mit ca.
1.250.000 Peakflacheneinheiten (PFE).

4.2.2.1 Semiquantitative Bestimmung der Stilbene
Die folgende Abbildung 30 zeigt die Ergebnisse der semiquantitativen Auswertung der
Ethylacetat-Phasen der verschiedenen Erntejahre der DIG-MAZ-Extrakte des GT 42

sowie der klassisch extrahierten Varianten des GT 42 E2017 und des GT 10 E2014
fur die nachgewiesenen Stilbene.
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Peakflachen der Stilbene in den EtOAc-Phasender
verschiedenen Erntejahre der DIG-MAZ-Extrakte
des GT 42 gegeniberden manuell extrahierten GT 42
sowie GT 10
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Abbildung 30: Semiquantitative Darstellung der identifizierten Stilbene in den EtOAc-Phasen der
verschiedenen Erntejahre der DIG-MAZ-Extrakte des GT 42 gegeniber des klassisch extrahierten
GT 42 sowie des GT 10

Die Stoffgruppe der Stilbene war sowohl hinsichtlich des mengenmafigen Anteils als
auch bei der Anzahl an unterschiedlichen Verbindungen die umfangreichste. Anhand
der Abbildung 30 wird ersichtlich, dass diese hauptsachlich in glykosylierter Form
vorlagen, wobei Glukose als Hauptzuckerkomponente ermittelt werden konnte. Diese
Ergebnisse decken sich mit friheren, am IBAS durchgefiihrten Analysen (Kabrodt,
2006) (Sommermann, 2012). Neben diesen glykosylierten Substanzen stellen
Rhapontigenin und Desoxyrhapontigenin auf Grund der fehlenden Glukose das
jeweilige Aglykon der Stoffe Rhaponticin sowie Desoxyrhaponticin dar. Fir die beiden
zuletzt genannten Stoffe lagen Standards vor, weshalb diese ausschlief3lich in der

guantitativen Bestimmung bertcksichtig wurden.
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Vergleich der klassischen Gesamtextrakte des GT 10 E2014 und des
GT 42 E2017

In Bezug auf die identifizierten Stilbene lasst sich anhand der Abbildung 30 aufzeigen,
dass im klassischen Gesamtextrakt des GT 42 E2017 Trihydroxy-stilben-galloyl-
glukosid die Hauptsubstanz darstellt. Fir diesen konnten rund 1.250.000 PFE ermittelt
werden. Vergleichend dazu wurden im GT 10 E2014 mit rund 162.000 PFE lediglich
ein Achtel dieser Substanz nachgewiesen, so dass man bei diesem Inhaltsstoff von
einem genotypischen Unterschied ausgehen kann. Das Trihydroxy-stilben-glykosid lag
im GT 42 mit einem Unterschied von 3 % ebenfalls in einer geringfligig hoheren Menge
als im GT 10 vor. Demgegenuber wurde fur Piceatannol-glukosid mit ca. 710.000 PFE
eine rund 10 % hohere Menge im GT 10 bestimmt. Die Peakflachen der Substanzen
Piceatannol-galloyl-glukopyranosid und Piceatannol-cumaryl-glykosid waren in beiden
Genotypen mit ca. 85.000 PFE und 30.000 PFE etwa ahnlich.

Rhapontigenin konnte dagegen ausschliel3lich im GT 10 E2014 mit etwa 330.000 PFE
als eine weitere Hauptkomponente der identifizierten Stilbene erfasst werden.
Dagegen wurden Desoxyrhapontigenin mit rund 66.000 PFE sowie Pterostilben mit
etwa 10.000 PFE ausschlief3lich im Extrakt des GT 42 E2017 nachgewiesen.

Aus den aufgezeigten Daten ergab sich, dass die klassisch generierten Extrakte
Unterschiede hinsichtlich des spezifischen Inhaltsstoffspektrums auf Grundlage der
genotypischen Eigenschaften aufwiesen. Besonders veranschaulichen lasst sich dies
anhand von Trihydroxystilben-galloyl-glukosid, welches im GT 42 E2017 in der
achtfachen Menge im Gegensatz zum GT 10 E2014 bestimmt werden konnte.
Allgemein wurde beobachtet, dass die Peakflachen der Substanzen, die in beiden
Genotypen nachgewiesen wurden, im GT 10 geringer ausfielen.

Eine Ausnahme stellt dabei die Substanz Piceatannol-glukosid dar, welches eine um
50.000 Einheiten grof3ere Peakflache im GT 10 zeigte. Als Besonderheit stellten sich
die Subtanzen Desoxyrhapontigenin und Pterostilben dar, welche nur im GT 42
ermittelt wurden. Rhapontigenin konnte ebenfalls nicht im klassischen Extrakt des
GT 42 bestimmt werden. Bezieht man sich dabei jedoch auf die Angabe von Krafcyk
(2008), mussten beide Genotypen die Substanz Rhapontigenin enthalten bzw. hatte
Desoxyrhapontigenin in dem Gesamtextrakt des GT 10 E2014 und nicht in dem des
GT 42 E2017 nachgewiesen werden durfen. Dabei bezog sich Krafcyk auf die
Untersuchungen der Autorengruppen Kashiwada et al. (1986, 1988, 1989) und
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Nonaka et al. (1977) bezlglich der Charakterisierung von Stilbenderivaten aus
Rheum officinale und aus Rheum rhabarbarum durch Matsuda et al. (2001), Choi et
al. (2005) und Komatsu et al. (2006) (Krafczyk, 2008). Diese Beobachtungen zu den
genannten Substanzen lassen mehrere Schlussfolgerungen zu. Es kdnnte einerseits
zu einer Bastardisierung im Verlauf der Kultivierung auf dem Feld bei den jeweiligen
Genotypen gekommen sein. Diese wiederum konnte zu einer Veranderung des
Inhaltsstoffspektrums beigetragen haben. Andererseits konnten auch Ab- bzw.
Umbauprozesse im Verlauf der Lagerung zu Veranderungen des spezifischen
Inhaltsstoffspektrums in der Probe des GT 10 gefuihrt haben. Um jedoch exakte
Vergleiche der beiden Proben zu ermdglichen, hatten die Proben im gleichen Jahr und
nach identischen Wachstumsperioden entnommen und bei identischen Bedingungen
gelagert werden muissen. Fir das Rhapontigenin sind extraktionsbedingte und

erntejahrabhéngige Unterschiede ebenfalls nicht auszuschlieRen.

Vergleich der unterschiedlichen Extraktionsmethoden des GT 42 Erntejahr 2017
(Klassische Extraktion und DIG-MAZ-Extraktion)

Ausgehend von der Abbildung 30 stellte die Substanz Trihydroxystilben-galloyl-
glukosid unabhéngig von der Extraktionsmethode in beiden Gesamtextrakten die
Hauptkomponenten dar. Dabei konnte in der klassischen Variante mit etwa 1.250.000
PFE eine um rund 30 % hohere Menge als in der DIG-MAZ-Variante nachgewiesen
werden.

Weiterhin konnten extraktionsbedingt die Substanzen Trihydroxystilben-glykosid,
Piceatannol-glykosid und Piceatannol-cumaryl-glykosid mit héheren Gehalten im
klassischen Extrakt ermittelt werden. Gleiches galt auch fir Desoxyrhapontigenin mit
70.000 PFE (GT 42 E2017 K) und 50.000 PFE (GT 42 E2017 DIG-MAZ). Im
Gegensatz dazu wurde fur Pterostilben mit rund 13.000 PFE eine um etwa 30 %
grolRere Menge im DIG-MAZ-Extrakt nachgewiesen. Das Aglykon Rhapontigenin
konnte, mit ca. 32.000 PKE ausschlie3lich im Gesamtextrakt der DIG-MAZ-Variante
erfasst werden. Beruhend auf den Erfahrungen der Mitarbeiter am IBAS wird davon
ausgegangen, dass bei der klassischen Extraktion weniger wertgebende Inhaltsstoffe
geschadigt werden (Scholer & Scharmer, 2018). Im Kapitel 4.1.4 konnte zwar gezeigt
werden, dass die meisten DIG-MAZ-Extrakte im Vergleich zur klassischen Extraktion

eine hohere Gesamtausbeute aufwiesen, allerdings zeigte sich anhand der
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semiquantitativen Auswertung, dass der Gehalt der wertgebenden Inhaltsstoffe nicht
mit einer erhohten Extraktionsausbeute einherging. Als Ausnahme gelten die
Substanzen Piceatannol-galloyl-glukopyranosid und Pterostilben, welche in einem
héheren MalRe in dem DIG-MAZ-Extrakt nachgewiesen wurden, sowie das

ausschlief3lich im DIG-MAZ-Extrakt nachgewiesene Rhapontigenin.

Vergleich der unterschiedlichen Erntejahre des GT 42 mittels DIG-MAZ-

Extraktion

Fur den Vergleich der verschiedenen Erntejahre des GT 42 wird neben der
Abbildung 30 auch erneut, wie im Kapitel 4.2.1.2, die Tabelle 28 herangezogen. In
diesem Zusammenhang geht hervor, dass der Gehalt einzelner Substanzen mit der
Kultivierungszeit auf dem Feld und mit der Lagerdauer des Wurzelmaterials in
Verbindung zu stehen scheint.

Innerhalb der Erntejahre des GT 42 wies E2009 mit rund 1.250.000 PFE die grolite
Peakflache fur die Substanz Trihydroxystilben-galloyl-glukosid auf. Dieses und
Piceatannol-galloyl-glukopyranosid nahmen mit zunehmender Lagerzeit zu.
Weiterhin zeigten die beiden Substanzen Piceatannol-glykosid und Trihydroxystilben-
glykosid hohe Peakflachen von tber 500.000 PFE. Der hochste Gehalt wurde dabei
im E2013 nachgewiesen, was wiederum mit der langsten Kultivierungszeit von sieben
Jahren einhergeht. Ahnliches galt fiir Rhapontigenin, welches mit ca. 125.000 PFE im
E2013 nachzuweisen war. Dies war die doppelte bis vierfache Menge im Vergleich
zum E2009 und E2017. Eine Erklarung daftr kénnte eine hohe UV-Exposition oder
eine Mykose sein (Richter, 1998). In beiden Fallen wirde eine vermehrte
Stilbensynthese hervorgerufen werden. Bedingt durch die Tatsache, dass fir diese
Arbeit lediglich eine Mischprobe aus mehreren Wurzeln untersucht worden war, ist die
folgende Annahme mit Vorbehalt zu betrachten. Um diese zu bestatigen, mussten
mehrere einzelne Wurzeln auf diese These untersucht werden.

Ahnliche Peakflachen von ca. 40.000 PFE wurden fiir Piceatannol-cumaryl-glykosid in
den Erntejahren 2009 und 2013 nachgewiesen. Die Menge im E2017 betrug mit ca.
25.000 PFE knapp die Halfte. Desoxyrhapontigenin wurde ausschlief3lich im Erntejahr
2017 des GT 42 nachgewiesen, so dass angenommen wird, dass dies auf das frische
Wurzelmaterial zuriickzufiihren ist. Ahnliches galt fiir Pterostilben, welches nur in der

Ernte 2017 und 2013 identifiziert wurde. Allerdings konnte die doppelte Menge im
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E2013 bestimmt werden, so dass wie bei Rhapontigenin beschrieben ebenfalls die
Kultivierungszeit zu diesem Gehalt beigetragen hat. Da Pterostilben in der Probe des
Erntejahres 2009 mit einer weiteren koeluierte (siehe dazu Kapitel 4.2.2.4), kann diese

Vermutung nur unter Vorbehalt getroffen werden.

4.2.2.2 Semiquantitative Bestimmung der Anthrachinone

In der folgenden Abbildung 31 sind die Ergebnisse der semiquantitativen Auswertung
der Ethylacetat-Phasen der verschiedenen Erntejahre der DIG-MAZ-Extrakte des
GT 42 sowie der klassisch extrahierten Varianten des GT 42 E2017 und des
GT 10 E2014 fur die identifizierten Anthrachinone dargestellt.

Peakflachen der identifizierten Anthrachinone in den
EtOAc-Phasender verschiedenen Erntejahre der
DIG-MAZ-Extrakte des GT 42 gegeniiber den manuell
extrahierten GT 42 sowie GT 10
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Abbildung 31: Semiquantitative Darstellung der identifizierten Anthrachinone in den EtOAc-Phasen der
verschiedenen Erntejahre der DIG-MAZ-Extrakte des GT 42 gegenuber den klassisch extrahierten
GT 42 sowie des GT 10 (schraffierte Sdulen stehen fur koeluierte Substanzen)
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Laut Abbildung 31 ist generell festzuhalten, dass die detektierten Anthrachinone in
wesentlich geringeren Gehalten in den Extrakten vorlagen als die Stilbene.

Dies beruht auf den spezifischen Bedingungen der Extraktionsverfahren, welche zu
einer weitestgehend ausreichenden Entfernung dieser Substanzgruppe gefuhrt hat.
Im Folgenden werden die beiden Genotypen auf ihre Gehalte an Anthrachinonen

verglichen.

Vergleich der klassischen Gesamtextrakte des GT 10 E2014 und des
GT 42 E2017

Innerhalb der klassischen Gesamtextrakte des GT 10 E2014 und des GT 42 E2017
konnten mit (Aloe-) Emodin, Chrysophanol und Rhein / Physcion Rheum-typische
Anthrachinone ermittelt werden (Yim, et al., 1999).

Fur (Aloe-) Emodin-monoglykosid konnte mit etwa 316.000 PFE im GT 10 und rund
217.000 PFE im GT 42 die hoéchsten Mengen ermittelt werden. Das dazugehdrige
Aglykon (Aloe -) Emodin war in beiden Gesamtextrakten mit etwa 30.000 PFE nahezu
identisch. Ebenfalls konnte in beiden Gesamtextrakten Chrysophanol-acetylglukosid
ermittelt werden. Dabei wies der GT 42 mit ca. 108.000 PFE eine um etwa 30 %
hohere Menge auf als der GT 10 mit rund 63.000 PFE. Die gr6f3ten Unterschiede
zwischen den untersuchten Gesamtextrakten waren zwischen den Substanzen
Emodin-malonylglukosid, Chrysophanol, Physcion-acetylglykosid und Rhein/
Physcion erkennbar, da diese ausschlief3lich in dem klassischen Gesamtextrakt des
GT 42 nachzuweisen waren. Das Heterodianthron Palmidin B/ C, bestehend aus
Emodin und Chrysophanol, wurde zwar lediglich im GT 10 E2014 ermittelt, dieses
musste laut Literaturangaben jedoch in beiden Genotypen vorkommen (Zhou, et al.,
2011). Trotz der Abtrennung mit Petrolether in der Flissig-Flissig-Extraktion (siehe
Kapitel 3.2) konnten entsprechende Mengen an Anthrachinonen in beiden Genotypen
ermittelt werden. Vier der identifizierten Anthrachinone wurden dabei ausschlief3lich im
GT 42 nachgewiesen. Inwieweit dies auf genotypische Unterschiede zurlckzufihren
ist, kann an dieser Stelle nicht eindeutig geklart werden, da auch ein
lagerungsbedingter Abbau dieser Substanzen im GT 10 nicht ausgeschlossen werden
kann. Generell kdnnte eine Fraktionierung der Rheum-Extrakte mittels praparativer

HPLC die weitere Abtrennung der Anthrachinone verbessern (Ballert 2014).
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Vergleich der unterschiedlichen Extraktionsmethoden des GT 42 Erntejahr 2017
(Klassische Extraktion und DIG-MAZ-Extraktion)

Durch die Gegenuberstellung der beiden Extraktionsvarianten des GT 42 E2017 wird
ersichtlich, dass auf Grundlage der semiquantitativen Daten nicht alle Substanzen
miteinander verglichen werden konnten. Einige der Substanzen koeluierten mit einer
weiteren Substanz, was eine eindeutige Aussage zu der jeweiligen Peakflache
verhindert.

Fur die eindeutig chromatographisch getrennten Verbindungen kann aufgezeigt
werden, dass (Aloe-) Emodin-monoglykosid in dem Kklassischen Extrakt die
Hauptsubstanz darstellte, wahrend es im DIG-MAZ-Extrakt koeluierte.

Das dazugehoérige Aglykon (Aloe-)Emodin war in beiden Extrakten mit rund 26.000
PFE nahezu identisch. Im Gegensatz dazu wies der klassisch extrahierte GT 42 mit
ca. 50.000 PFE eine grol3ere Menge Emodin-malonyl-glykosid auf als der DIG-MAZ
Extrakt mit rund 36.000 PFE. Chrysophanol-acetyl-glykosid konnte mit der dreifachen
Menge (109.000 PFE) ebenfalls mehr im klassisch extrahierten Extrakt nachgewiesen
werden. Das Aglykon Chrysophanol wiederum wurde dagegen fast in der doppelten
Menge im DIG-MAZ-Extrakt (ca. 21.000 PFE) ermittelt als in dem klassischen Extrakt
(ca. 12.000).

Da Physcion-acetylglykosid wie (Aloe-) Emodin-monoglykosid mit einer weiteren
Substanz koeluierte, konnte fur diese kein Vergleich gezogen werden. Mit einer
geringen Peakflache von 4500 wurde die Substanz Rhein bzw. Physcion lediglich im
klassischen Extrakt ermittelt. Eine eindeutige Identifizierung blieb aus, da beide
Substanzen die gleiche Masse aufweisen, aber die charakteristischen Tochterionen
nicht ermittelt werden konnten. Mit keiner der beiden Extraktionsvarianten konnte
Palmidin B / C nachgewiesen werden.

In Anbetracht der Tatsache, dass in dem DIG-MAZ-Extrakt einige der identifizierten
Anthrachinone mit einer weiteren Substanz in einem Peak koeluierten, kdnnen
vergleichende Aussagen nur fur wenige Verbindungen getroffen werden. Fur
Chrysophanol-acetyl-glykosid und Emodin-malonyl-glykosid galt, dass diese mit einer
hoéheren Peakflache im klassisch extrahierten Extrakt nachgewiesen wurden, was
vermutlich auf die niedrigere Temperatur wahrend der Extraktion beruht
(vgl. Kapitel 4.2.1.1).
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Lediglich das Aglykon Chrysophanol wies im DIG-MAZ-Extrakt eine hdhere
Peakflache auf. MAglicherweise liel3e sich daraus schlie3en, dass durch die Extraktion
mit der DIG-MAZ-Anlage Extrakte mit geringeren Anthrachinongehalten hergestellt

werden konnten. Dies bedarf aber weiterer Untersuchungen.

Vergleich der unterschiedlichen Erntejahre des GT 42 mittels DIG-MAZ-

Extraktion

Anhand der Abbildung 31 ist erkennbar, dass nicht fur alle aufgezeigten Anthrachinone
eindeutige Vergleiche zwischen den Erntejahren des GT 42 mdglich waren, da diese
einerseits nicht in allen Extrakten nachgewiesen werden konnten oder andererseits
koeluierten.

So wurden ausschlief3lich (Aloe-) Emodin und Chrysophanol-acetylglykosid in allen
Erntejahren nachgewiesen. Bei ersterem ging eine erhthte Peakflache mit der
langeren Lagerung bzw. mit dem &lteren Erntejahr 2009 einher. So betrug der Gehalt
im Extrakt des frischen Erntematerials E2017 ca. 25.000 PFE und im E2009 mit ca.
50.000 PFE das Doppelte. Auch wenn Chrysophanol nicht im E2013 nachgewiesen
werden konnte, zeigte der Gehalt von 20.000 PFE im E2017 und von fast 40.000 PFE
im E2009 die gleiche Tendenz auf.

Chrysophanol-acetylglykosid war dagegen mit tiber 80.000 PFE im E2013 gegenuber
den anderen Erntejahren um etwa das Doppelte erhéht. Méglicherweise traten bei
diesem auf Grund der langeren Kultivierung (siehe Kapitel 4.2.1.2 Tabelle 28)
Glykosylierungen auf.

Rhein/Physcion-mono-glykosid konnte nur im E2013 und E2009 nachgewiesen,
allerdings war der Gehalt mit knapp 90.000 PFE relativ &hnlich.
(Aloe-)Emodin-monoglykosid wies im E2013 unter allen Anthrachinonen und
Erntejahren die hochste Peakflache von ca. 300.000 PFE auf. Allerdings ist dies unter
Vorbehalt zu betrachten, da diese Substanz in E2017 und E2009 koeluierte. Die
Anreicherung im E2013 koénnte wie bei Chrysophanol-acetylglykosid auf die langere
Kultivierung zurtckzufthren sein.

Physcion-acetylglykosid konnte mit ca. 74.000 PFE nur eindeutig im E2009 ermittelt
werden, da dieses im E2017 und E2013 mit einer anderen Substanz koeluierte.
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Rhein/Physcion wurde mit 23.000 PFE nur im E2013 und Emodin-malonylglykosid mit
37.000 PFE nur im E2017 nachgewiesen. Diese trat Uber alle Extrakte hinweg nur im
Erntejahr 2017 auf und stellt somit eine Besonderheit dar.

Bei Malonsaure handelt sich um eine Dicarbonséaure, die an ein Molekil Glukose
verestert ist, welches wiederum mit Emodin Uber eine glykosidische Bindung verknipft
ist (Mortimer & Mdller, 2015). Hierzu ist zu sagen, dass das Probenmaterial des
GT 42 E2017 von einem benachbarten Feld stammt als das der anderen Erntejahre.
Der Unterschied kdnnte méglicherweise durch ein differenziertes Nahrstoffangebot zur
Bildung der Substanz in dieser Probe gefihrt haben. Des Weiteren kdnnten die nicht

vorhandene Lagerzeit ebenfalls einen Einfluss gehabt haben.

4.2.2.3 Semiquantitative Bestimmung der weiteren Substanzen

Die Abbildung 32 zeigt die Ergebnisse der semiquantitativen Auswertung der
Ethylacetat-Phasen der verschiedenen Erntejahre der DIG-MAZ-Extrakte des GT 42
sowie der klassisch extrahierten Varianten des GT 42 E2017 und des GT 10 E2014
fur die weiteren identifizierten Substanzen. Bei diesen handelt es sich unter anderem
um die Flavan-3-ole, Naphtholglukoside sowie um unbekannte Substanzen.

Wie bereits in den vorherigen Kapiteln werden im Folgenden die weiteren Rheum-
typischen  Substanzen hinsichtlich der genotypischen Unterschiede, der

Extraktionsvarianten sowie der verschiedenen Erntejahre dargestellt.
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Peakflachen der weiteren identifizierten Substanzen in

den EtOAc-Phasen der verschiedenen Erntejahre der

DIG-MAZ-Extrakte des GT 42 gegeniber den manuell
extrahierten GT 42 sowie GT 10
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Abbildung 32: Semiquantitative Darstellung der weiteren identifizierten und unbekannten Substanzen in
den EtOAc-Phasen der verschiedenen Erntejahre der DIG-MAZ Extrakte des GT 42 gegeniber den
klassisch extrahierten GT 42 sowie des GT 10

Vergleich der klassischen Gesamtextrakte des GT 10 E2014 und des
GT 42 E2017

Ausgehend von der Abbildung 32 ist zu erkennen, dass das Naphtholglykosid
Torachryson-glykcopyranosid bei diesen Verbindungen als Hauptkomponente
nachgewiesen werden konnte. Dabei war im GT 42 mit 140.000 PFE etwa die doppelte
Menge enthalten als im GT 10 mit 63.000 PFE. Weiterhin konnte die Substanz
Cinnamoyl-glukose ebenfalls in beiden klassischen Extrakten nachgewiesen werden.
Auch fur diese wurde mit rund 41.000 PFE eine deutlich hohere Menge im GT 42
bestimmt als im GT 10 mit ca.12.000 PFE.

Epicatechingallat-Dimer konnte mit Gber 90.000 PFE in fast der doppelten Menge im

Vergleich zum GT 10 nachgewiesen werden.
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Die Substanzen Procyanidin-Trimer sowie monogalloyliertes Procyanidin-Dimer,
Cumaryl-galloyl-glukose und Di-cumaryl-galloyl-glukose wurden mit Peakflachen
zwischen 17.000 und 60.000 nur im GT 42 nachgewiesen. Lagerungsbedingte
Abbauprozesse des GT 10 kénnen dabei natirlich nicht ausgeschlossen werden. Bei
den Substanzen Procyanidin-Trimer, Procyanidin-Dimer (monogalloyliert) sowie
Cumaryl-galloyl-glukose kann davon ausgegangen werden, dass diese im GT 10
ebenfalls enthalten sind, da dies bereits bestatigt wurde (Sommermann 2015).
Allerdings konnten die Substanzen nur in einzelnen Fraktionen und ebenfalls nicht im
Gesamtextrakt nachgewiesen werden.

Darliber hinaus enthielten die Proben auch unbekannte Substanzen, welche sich
jeweils nur in einem der beiden Genotypen nachweisen liel3en.

So wurde im Gesamtextrakt des GT 10 E2014 die bisher unbekannte Masse von
[M-H] = 347 und im GT 42 von [M-H] = 525 erfasst.

Weiterhin verstarkten diese differenzierten Inhaltsstoffspektren den genotypischen
Unterschied der beiden Rheum-Extrakte. Diese Annahme kann nicht eindeutig geklart
werden, da die untersuchten Proben nicht zum selben Zeitpunkt gesetzt, geerntet und
aufgearbeitet wurden, so dass weitere Faktoren und deren Einfluss nicht
ausgeschlossen werden kénnen.

Um eine fundierte Aussage der enthaltenen Substanzen treffen zu kénnen, mussten
die jeweiligen Genotypen parallel erneut aufgearbeitet und analysiert werden. Im
Allgemeinen ist zu sagen, dass dem Gesamtextrakt des GT 42 E2017 insgesamt

grol3ere Peakflachen zugeordnet werden konnten.

Vergleich der unterschiedlichen Extraktionsmethoden des GT 42 Erntejahr 2017
(Klassische Extraktion und DIG-MAZ-Extraktion)

Anhand der Abbildung 32 kénnen zwischen den beiden Varianten des GT 42 E2017
extraktionsbedingte Unterschiede aufgezeigt werden. Das Naphtholglykosid
Torachryson-glykopyranosid wies mit tiber 140.000 PFE eine deutlich héhere Menge
auf als der klassisch extrahierte Extrakt mit ca. 110.000 PFE. In beiden Extrakten war
dies damit die Hauptkomponente unter den weiteren Substanzen.

Epicatechingallat-Dimer zeigte mit tber 90.000 PFE im klassischen Extrakt eine
hohere Peakflache auf als im DIG-MAZ-Extrakt mit 80.000 PFE. Auch der Substanz

Di-Cumaryl-galloyl-glukose konnte im klassischen Extrakt mit Gber 60.000 PFE eine
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deutlich groRere Peakflache zugeordnet werden als dem DIG-MAZ-Extrakt mit 23.000
PFE. Bezuglich Cinnamoyl-glukose konnte kein Vergleich der Extraktionsvarianten
erfolgen, da diese im DIG-MAZ-Extrakt mit einer weiteren Substanz koeluierte.

Dagegen war Cumaryl-galloyl-glukose mit Uber 45.000 PFE starker im DIG-MAZ-
Extrakt angereichert. Weiterhinkonnten neben Epicatechingallat-Dimer noch die
beiden hoherpolymeren Procyanidine Procyanidin-Trimer und Procyanidin-Dimer
(monogalloyliert) ermittelt werden. Die Unterschiede zwischen den Extrakten fielen

aber sehr gering aus.

Vergleich der unterschiedlichen Erntejahre des GT 42 mittels DIG-MAZ-

Extraktion

Durch die Abbildung 32 wird deutlich, dass sich auch fur die weiteren Substanzen
Unterschiede zwischen den Erntejahren des GT 42 ergaben.

Zunachst ist allerdings zu sagen, dass Torachryson-glukopyranosid in allen
Erntejahren des GT 42 nachgewiesen wurde und unter diesen Verbindungen die
Hauptkomponente darstellte. Dabei nahmen die Peakflachen mit dem Alter des
Erntematerials zu, d.h. E2017 zeigte mit knapp 100.000 PFE den geringsten Gehalt
und E2009 mit fast 200.000 PFE den hichsten Gehalt.

Als eine weitere Substanzgruppe konnten unterschiedliche Phenolsédurederivate
semiquantitativ bestimmt werden. So wurde fur diese aufgezeigt, dass die galloylierten
Substanzen Cumaryl-galloyl-glukose und Cumaryl-cinnamoyl-galloyl-glukose die
hdchsten Konzentrationen nach dreijahriger Kultivierungsdauer auf dem Feld
aufwiesen. Eine Ausnahme war innerhalb dieser Substanzgruppe Di-Cumaryl-galloyl-
glukose. Auf Grund der Daten der Abbildung 32 wird angenommen, dass diese
Substanz im Laufe der Dauer auf dem Feld natirlichen Auf- und Abbauprozessen
unterlag. Dabei lagen die erfassten Verbindungen sowohl galloyliert als auch
glykosyliert vor. Die Verbindungen Cumaryl-galloyl-glukose und Di-Cumaryl-galloyl-
glukose konnten in allen Erntejahren des GT 42 nachgewiesen werden. In Bezug auf
die ermittelten Flachen ist zu sagen, dass fur die unterschiedlichen Erntejahre eine
Tendenz zwischen den ermittelten Peakflachen dieser Substanzen und dem
Erntezeitpunkt festgestellt wurde. Je weiter der Erntezeitpunkt zurtick lag, desto grol3er
war die detektierte Peakflache und somit der Gehalt. Fir die Substanz Di-Cumaryl-
galloyl-glukose hingegen bestand keine Tendenz zwischen Erntezeitpunkt und

detektierter Flache. Als ein weiteres Phenolsédurederivat wurde Cumaryl-cinnamoyl-
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galloyl-glukose im Rahmen der semiquantitativen Bestimmung mit rund 40.000 PFE
nur in den Gesamtextrakten des GT 42 E2013 und GT 42 E2009 ermittelt. Fur
Cinnamoyl-glukose konnten keine Aussagen der enthaltenen Mengen in den
Erntejahren des GT 42 getroffen werden, da diese mit einer weiteren koeluierte.
Neben den bereits erwéhnten Substanzen konnten in den verschiedenen Erntejahren
des GT 42 drei Procyanidine anhand von Literaturangaben identifiziert werden. Bei
diesen handelte es sich um Procyanidin-Dimer (monogalloyliert), Epicatechingallat-
Dimer und Procyanidin-Trimer. Fir die Substanz Procyanidin-Dimer (monogalloyliert)
konnte in allen Erntejahren der DIG-MAZ-Extrakte des GT 42 ein Gehalt von
ca. 30.000 PFE ermittelt werden, was darauf schlie3en lasst, dass diese Substanz
weder durch Lagerungsprozesse noch durch eine entsprechende Kultivierungsdauer
verandert wird. Im Gegensatz dazu ging eine groRere Peakflache des
Epicatechingallat-Dimers mit frischerem Erntematerial einher. So wies der E2017
80.000 PFE auf, wahrend es beim E2009 nur 60.000 PFE waren. Procyanidin-Trimer
wies den geringsten Gehalt von 17.000 PFE im E2013 und den hdchsten von 41.000
PFE im E2009 auf. Die langere Kultivierungsdauer von sieben Jahren bei E2013
kénnte mit einem Abbau dieser hdherpolymeren Substanz einhergehen. Gleichzeitig
ware dadurch im Umkehrschluss der hohe Gehalt im kirzer kultivierten E2009
(siehe Tabelle 28) erklarbar.

Weiterhin ist zu sagen, dass fur die unterschiedlichen Rheum-Arten ein grol3es
Spektrum an unterschiedlichen Flava-3-olen sowie hdherpolymeren Procyanidinen
bekannt ist (Kaul, 1996). In dem Kapitel 4.2.1.2 wurde bereits auf entsprechende
Substanzen dieser Stoffgruppe eingegangen.

4.2.2.4 Semiquantitative Bestimmung der koeluierten Substanzen

Bei der Auswertung der Spektren eines Peaks trat in allen untersuchten
Gesamtextrakten die Problematik auf, dass mehrere Substanzen gemeinsam in einem
Peak eluierten. Dabei werden im Folgenden ausschliel3lich die Substanzen aufgefthrt,
welche nicht eindeutig Gber deren MS-Spektren identifiziert werden konnten. In der
Abbildung 33 werden die Ergebnisse der semiquantitativen Auswertung der
Ethylacetat-Phasen der verschiedenen Erntejahre der DIG-MAZ-Extrakte des GT 42
sowie die der klassisch extrahierten Varianten des GT 42 E2017 und des

GT 10 E2014 fur Substanzen aufgezeigt, welche in einem Peak eluierten.
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Peakflachen der identifizierten koeluierenden Substanzenin den
EtOAc-Phasen der verschiedenen Erntejahre der DIG-MAZ-Extrakte des
GT 42 gegeniber den manuell extrahierten GT 42 sowie GT 10

// Substanzen
Peakflache ////5/95/95 Resveratrol ! Rhaporticin-gallat
1500000 - // A A R ETF Y Resveratrokcumary Fglukose / Rhapontigenin-cumaryl-glukose
1000000 // ZF/ Rhapontigenin-feroyl-glukose / Pterostilben
Torachryson-acetylglukosid / Chrysophanol-monogly kosid
500000 / £/ =T/ (wioe-) Emodin-monoglykosia / Palmidin A
A A Cinammoyl-glukose / Physcion-acety-gly kosid
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B Cinammaoy Fglukose / Physcion-acetyl-gly kosid O(Aloe-) Emodin-monoglykosid / Palmidin A
@Torachryson-acety lglukosid / Chrysophanaol-monogly kosid oRhapontigenin-ferayl-glukose / Pterostiiben
oResveratrol-cumaryl-glukose / Rhapontigenin-cumarykglukose mResveratrol / Rhaponticin-gallat

Abbildung 33: Semiquantitative Darstellung der Peakflachen der koeluierenden Substanzen in den
EtOAc-Phasen der verschiedenen Erntejahre der DIG-MAZ-Extrakte des GT 42 gegenuber den
klassisch extrahierten GT 42 sowie des GT 10

Im Folgenden wird zunachst auf den Vergleich der Genotypen eingegangen.

Vergleich der klassischen Gesamtextrakte des GT 10 E2014 und des
GT 42 E2017

Anhand der Abbildung 33 ist erkennbar, dass fiir die beiden untersuchten Genotypen
10 und 42 im Verlauf der semiquantitativen Untersuchungen drei Substanzpaare
erfasst wurden, welche jeweils in einem Peak koeluierten.

Bei diesen handelt es sich um Resveratrol / Rhaponticin-gallat, Resveratrol-cumaryl-
glucose / Rhapontigenin-cumaryl-glukose und Torachryson-acetylglukosid /
Chrysophanol-monoglykosid. Dabei bestehen die ersten beiden Substanzgruppen aus
jeweils zwei Stilbenderivaten. Das weitere Paar bestand dagegen aus Verbindungen
unterschiedlicher Substanzgruppen. So ist die Substanz Torachryson-acetylglykosid
den Naphtholglykosiden zuzuordnen und Chrysophanol-monoglykosid dagegen den
Anthrachinonen.

Die prozentualen Anteile in Bezug auf die Gesamtpeakflache der Proben betrug fur
Resveratrol / Rhaponticin-gallat im GT 10 rund 4 % und im GT 42 ca. 5%. Fur
Resveratrol-cumaryl-glucose / Rhapontigenin-cumaryl-glukose belief sich der Anteil in
beiden Genotypen auf etwa 0,5 %. Somit lagen keine grof3en Unterschiede fir diese

Paarungen vor.
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Dagegen wurde fur Torachryson-acetylglukosid / Chrysophanol-monoglykosid mit
rund 10 % die doppelte Menge im GT 10 ermittelt als im GT 42 mit ca. 5 %. Als Grund
konnte die begrenzte Selektivitat der eingesetzten HPLC-Saule genannt werden, da
es sich bei den Rheum-Gesamtextrakten um komplexe biologische Matrizes handelt.
Das bedeutet, dass es kaum mdoglich ist samtliche Substanzen, eines
Gesamtextraktes, in einem Probenlauf trennen zu koénnen. Um dies dennoch zu
ermdglichen, misste eine Fraktionierung der EtOAc-Phasen erfolgen. Da dies fur
diese Arbeit aus zeitlichen Griinden nicht durchgefuhrt wurde, ergab sich das Problem,
dass die enthaltenen Substanzen oftmals nicht basisliniengetrennt vorlagen, gro3e
Peaks mehrere  Schulterpeaks aufwiesen und teilweise die (gleiche
Substanzkombination in der ansteigenden bzw. abfallenden Peakseite im MS-
Spektrum vorhanden war. Der Grund, warum weniger koeluierende Substanzen in der
Probe des GT 10 erfasst wurden, ist darauf zuriickzuftihren, dass die urspringliche
HPLC-Methode mit diesem Genotyp optimiert wurde.

Im Folgenden wird auf die koeluierenden Substanzen der beiden Extraktionsmethoden

des GT42 eingegangen.

Vergleich der unterschiedlichen Extraktionsmethoden des GT42 Erntejahr 2017
(Klassische Extraktion und DIG-MAZ-Extraktion)

Aus der Abbildung 33 geht hervor, dass auch bei den beiden Extraktionsmethoden flr
den GT 42 E2017 die Substanzpaare Resveratrol / Rhaponticin-gallat, Resveratrol-
cumaryl-glukose / Rhapontigenin-cumaryl-glukose sowie Torachryson-
acetylglukosid / Chrysophanol-monoglykosid koeluierten. Des Weiteren wurden in
dem DIG-MAZ-Extrakt zwei weitere Paare nachgewiesen. Dabei handelte es sich um
(Aloe-)Emodin-monoglykosid / Palmidin A und Cinnamoyl-glukose / Physcion-
acetylglukosid. (Aloe-)Emodin-monoglykosid und Palmidin A werden beide zu den
Anthrachinonen zugeordnet. Im Speziellen besteht Palmidin A aus den Untereinheiten
Aloe-Emodin sowie Emodin, die zusammen ein sogenanntes Dianthrone bilden. Das
zweite Paar besteht aus dem Zimtsaurederivat Cinnamoyl-glukose und dem
Anthrachinon Physcion-acetylglykosid. Bezogen auf die Gesamtpeakflache stellte das
Substanzpaar (Aloe-)Emodin-monoglykosid / Palmidin A einen prozentualen Anteil
von ca. 2% dar, wahrend das zweite Paar Cinnamoyl-glukose / Physcion-

acetylglukosid mit rund 0,4 % noch geringer ausfiel.
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Weiterhin wurde fir Torachryson-acetylglukosid / Chrysophanol-monoglykosid im
klassischen Gesamtextrakt mit 5 % ein fast doppelt so hoher Anteil im Vergleich zum
DIG-MAZ-Extrakt mit rund 3 % ermittelt.

Das Substanzpaar Resveratrol / Rhaponticin-gallat wies dagegen in beiden Extrakten
einen Anteil an der Gesamtpeakflache von 5 % auf. Gleiches galt fur Resveratrol-

cumaryl-glucose / Rhapontigenin-cumaryl-glucose mit 0,5 %.

Vergleich der unterschiedlichen Erntejahre des GT42 mittels DIG-MAZ-

Extraktion

Anhand der Abbildung 33 ergaben sich fir die verschiedenen Erntejahre des GT42
insgesamt sechs Substanzpaare, welche gemeinsam eluierten. Dabei wurden die
Substanzpaare Resveratrol / Rhaponticin-gallat, Resveratrol-cumaryl-glukose /
Rhapontigenin-cumaryl-glukose und Torachryson-acetylglukosid / Chrysophanol-
monoglykosid in allen untersuchten Proben des GT 42 nachgewiesen. Dabei sind fur
Resveratrol / Rhaponticin-gallat  mit rund 7%, flir Resveratrol-cumaryl-
glukose / Rhapontigenin-cumaryl-glukose mit ca. 0,7 % und fur Torachryson-
acetylglykosid / Chrysophanol-monoglykosid mit 5% die hdchsten prozentualen
Anteile bezogen auf die Gesamtpeakflache fur das Erntejahr 2013 ermittelt worden.
Hingegen wies das Erntejahr 2017 mit5 %, 0,4 % und 3 % die geringsten prozentualen
Anteile fur diese Substanzpaare auf. Dies lasst vermuten, dass die Hohe des
jeweiligen Anteils dieser Verbindungen auf eine langere Kaultivierungsdauer
zuriickzufiihren ist. Da die exakten Anteile der einzelnen Substanzen in den
Substanzpaaren nicht bestimmt werden kdénnen, kann diese Annahme an dieser Stelle
nicht beantwortet werden. Fir eine solche Aussage, mussten weitere Untersuchungen
vorgenommen werden.

Daruber hinaus konnten weitere Substanzpaare aufgezeigt werden, welche jedoch nur
in bestimmten Erntejahren auftraten. So koeluierte, Rhapontigenin-feroyl-
glucose / Pterostilben aus zwei Stilbenderivaten bestehend mit ca. 0,8 %
ausschlie8lich in dem Gesamtextrakt des GT 42 E2009. (Aloe-) Emodin-
monoglykosid / Palmidin A kam jeweils mit ca. 2 % in den Erntejahren 2017 und 2009
vor. Als letztes Substanzpaar wurde Cinnamoyl-glukose / Physcion-acetylglukosid mit
je ca. 0,4 % in den beiden Erntejahren 2017 und 2013 ermittelt.
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Fazit

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die grof3ten Unterschiede hinsichtlich des
Inhaltsstoffspektrums zwischen den beiden Genotypen 10 (Rheum rhabarbarum L.)
und 42 (Rheum officinale Baill.) auftraten. Dies konnte zum Beispiel anhand der
Substanzen Trihydroxystilben-galloyl-glykosid und Rhapontigenin aufgezeigt werden.
In Bezug auf die beiden verschiedenen Extraktionsmethoden konnte gezeigt werden,
dass die geringere Extraktionstemperatur beim klassischen Verfahren fur eine Vielzahl
an Substanzen zu hoheren Peakflachen fuhrte. Als Beispiele sind Trihydroxystilben-
galloyl-glykosid, Torachryson-glukopyranosid und Epicatechingallat-Dimer zu nennen.
Durch den Vergleich der verschiedenen Erntejahre wurde innerhalb der DIG-MAZ-
Extrakte aufgezeigt, dass die Kultivierungszeit der Pflanzen einen Einfluss auf den
ermittelten Gehalt der jeweiligen Inhaltsstoffe hat. Dies bezog sich vor allem auf das
Rhapontigenin. Andererseits konnten fur verschiedene Substanzen Tendenzen in
Abhéangigkeit zum Alter des Wurzelmaterials nachgewiesen werden. So zeigte
Epicatechingallat-Dimer in dem jungeren Wurzelmaterial hohere Gehalte, wahrend
zum Beispiel Trihydroxstilben-galloyl-glykosid und Cumaryl-galloyl-glukose mit
langerer Lagerung hohere Gehalte aufwiesen.

Da die Proben nach der Ernte auf unterschiedliche Arten behandelt und gelagert
wurden, was wiederum zu Veranderungen des Inhaltsstoffspektrums gefiihrt haben
konnte, sollte dieser Aspekt zur Begrindung einzelner Substanzen nicht
vernachlassigt werden. Um dahingehend spezifischere Aussagen treffen zu kénnen,
sollten die Versuche zur Bestimmung des Inhaltsstoffspektrums der unterschiedlichen
Extraktionsvarianten sowie verschiedener Erntejahre mit vergleichbaren Proben aus
dem Versuchsfeld wiederholt werden.

Weiterhin wére eine Optimierung der derzeitigen HPLC-MS-Methode auch fur die
weiteren identifizierten Rheum-Inhaltsstoffe zur besseren semiquantitativen

Einschéatzung sinnvoll.
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4.3 Limitierung der HPLC-MS-MS Methode

Im Verlauf der Quantifizierung der Substanzen, welche als externe
Standardsubstanzen im Vorfeld der analytischen Untersuchungen kalibriert worden
sind, traten Probleme hinsichtlich der ermittelten Ergebnisse auf. Diese aul3erten sich
darin, dass die berechneten Daten eine gewisse Inhomogenitat aufwiesen. So wurden
fur die Mehrfachbestimmungen der 16 extern kalibrierten Standardsubstanzen
Variationskoeffizienten zwischen 6 % und 79 % ermittelt. Der Variationskoeffizient

(VK) berechnet sich wie folgt:

Kilw

v = Variationskoeffizient v
S = Standardabweichung

X = Mittelwert

Dieser gibt eine Aussage daruber, wie grol3 die Streuung innerhalb einer
Grundgesamtheit ist. Je groRer der VK ist, desto grof3er ist die Streuung (Engelhardt,
2014). Ublicherweise sollte dieser Wert Uiber alle gemessenen Werte unterhalb von
10 % liegen. Als mdgliche Ursache fir die teilweise hohen VKs wurde angenommen,
dass die Inhomogenitat der biologischen Probenmatrix, die unterschiedlichen
Einwaagen von verschiedenen Personen beziehungsweise eine starke
lonensuppression auf Grund von Matrixeffekten in der lonenquelle des MS zu diesen
Ergebnissen fuhrten.

Fiur eine Fehlersuche wurden weitere Versuche mit zusatzlicher Addition von drei
Standardsubstanzen (Epigallocatechin, Piceatannol sowie Chlorogensaure), in
Proben des Gesamtextraktes des GT 42 E2017 durchgefuhrt. Der Versuchsaufbau
bestand aus drei Einwaagen. Jede dieser Einwaagen wurde nach dem Iésen in drei
Aliquote aufgeteilt. Fir die drei 0.g. Standardsubstanzen wurden drei unterschiedliche
Konzentrationsniveaus hergestellt und je einem Aliquot einer Einwaage zugesetzt.
Anschliel3end wurden funf Verdiinnungsstufen aller neun Proben erstellt. Auf Grund
der hohen Anzahl und aus zeitlichen Grinden wurde jede der 45 Proben in einer
Einfachbestimmung vermessen. Anhand dieser Daten wurde wiederum fur die 13
verbliebenen Standardsubstanzen jeder einzelnen Probe der entsprechende VK
ermittelt. Diese zeigten jedoch, dass die Einwaagen in den jeweiligen Verdinnungen

zu keiner Verbesserung der ermittelten VK-Werte fuhrten.
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Im Falle einer lonensuppression ist anzunehmen, dass bei héheren Verdinnungen
eines Extrakts auch groRere Mengen quantifiziert werden wirden. Allerdings konnte
diese Annahme fiir die 13 Standardsubstanzen nicht bestatigt werden.

Zuletzt erfolgte die Auswertung der Proben mit gleicher Konzentration der zugesetzten
Standardsubstanzen (Epigallocatechin, Piceatannol sowie Chlorogensaure) bei
unterschiedlichen Einwaagen und Verdunnungen. Auch hier konnten in Bezug auf die
angenommene lonensuppression keine einheitlichen Werte ermittelt werden. Zudem
konnte der Soll-Wert (1000, 5000 und 10000 pg/g) auf Basis der zugegebenen
Standardsubstanzen nicht erreicht werden. Anhand der Auswertung wurde flr
samtliche Proben eine Unterbestimmung der vorgegebenen Soll-Werte festgestellt.
Darliber hinaus ist zu erwahnen, dass dieses Problem an dem ublicherweise
genutzten 4000 Quadrupol Massenspektrometer der Firma Agielent nicht aufgetreten
war. Erst an dem, fur diese Arbeit genutzten 5500 Quadrupol-Massenspektrometer der
Firma Agilent trat es in diesem Ausmalf3 auf.

Abschliel3end ist deshalb zu sagen, dass nach der bisherigen Fehleranalyse keine
zufriedenstellenden Losungen fiur die aufgetretenen Probleme erarbeitet werden
konnten. Um trotzdem eine Auswertung der Quantifizierung der Standardsubstanzen
zu ermoglichen, wurden alle ermittelten VK-Werte verglichen. Aus diesem Vergleich
heraus wurde beschlossen, dass alle Substanzen, welche einen geringeren VK als
31 % aufwiesen, flr eine Auswertung herangezogen wurden. Anhand dieser Vorgabe
sind die Standardsubstanzen Epigallocatechingallat, Piceatannol sowie Resveratrol
fur die vorliegende Arbeit nicht weiter betrachtet worden. Dartiber hinaus lagen die in
den Extrakten bestimmten Gehalte an den Standardsubstanzen Epigallocatechin

sowie Chlorogensaure unterhalb der Erfassungsgrenze.
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4.4 Ergebnisse der antifungalen Wirkung der Gesamtextrakte des GT 10 und
des GT 42 gegenuber Blumeria graminis f. sp. hordei im Blattsegmenttest

Im Blattsegmenttest wurde die antifungale Wirkung der Ethylacetat-Phasen der
verschiedenen Erntejahre (E2017, E2013, E2009) der DIG-MAZ-Extrakte des GT 42
E2017 neben der der klassisch extrahierten Varianten des GT 42 und des GT 10
E2014 gegenuber  Blumeria graminis f. sp. hordei  untersucht.  Flar  den
Blattsegmenttest wurden je Prifglied sieben Gerstenpflanzen, der Sorte Steffi; pro
Versuch mit Extrakt appliziert. Dieser Versuch wurde zweimal mit jeweils 2
unterschiedlichen Anwenungskonzentrationen (Versuch 1: 500 ppm und 125 ppm;
Versuch 2:1000 ppm und 500 ppm) durchgefiihrt. Zwei Tage nach der Applikation, mit
der entsprechenden Anwendungskonzentration des Rheum-Extraktes, wurden 15
Blatter der sieben Gerstenpflanzen (Sorte Steffi) abgetrennt, auf Wasseragarplatten
ausgelegt und mit Blumeria graminis f. sp. hordei inokuliert. Bei den verwendeten
Blattern handelte es sich jeweils um das zweitjingste Blatt. Nach einer Inkubationszeit
von sieben Tagen mit definiertem Tag-Nacht-Zyklus erfolgte die Auswertung anhand
einer visuellen Bonitureinstufung (siehe Kapitel 3.7). Bis auf die Konzentrationen
500 ppm und 125 ppm der Ethylacetat-Phase des GT 10 E2014 des ersten Versuchs
(fehlendes Pflanzenmaterial) wurden samtliche Konzentrationen in einer
Doppelbestimmung untersucht. Die Rohdaten und die Ergebnisse der statistischen
Auswertung sind in den Anlagen 7 und 8 enthalten. Im Rahmen der durchgefiihrten
Bonituren wurden der Befall mit Echtem Mehltau mit Werten zwischen 0 % und 100 %
laut der Boniturskala charakterisiert (siehe Kapitel 3.7) bestimmt.

Zusatzlich zur Bonitur der Mehltaupusteln wurden die Konidien pro Milliliter auf einer
Flache von 10 cm? mittels mikroskopischer Auszahlung bestimmt. Die Anzahl der
Konidien ergab sich durch die Auszahlung von vier Objekttragern, wobei jeweils zwei
pro Inokulation im Mehltauturm genutzt wurden. Der sich daraus ergebende Mittelwert
ergab rund 64400 Konidien pro ml bezogen auf 10 cm? (siehe Kapitel 3.7)
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4.4.1 Wirkungen der Gesamtextrakte in den Konzentrationen 500 ppm sowie

125 ppm

Nachfolgend werden die Ergebnisse des durchgefihrten Blattsegmenttests zur
antifungalen Wirkung der Gesamtextrakte des GT 10 sowie des GT 42 bei den
eingesetzten Konzentrationen von 500 ppm und 125 ppm aufgefihrt. Dafur wird auf
die mit Echtem Mehltau befallenen Blattflachen sowie auf den Wirkungsgrad nach
ABBOTT eingegangen. Die im Versuch verwendeten Konzentrationen basierten auf
den bereits in friiheren Untersuchungen untersuchten Rheum-Extrakten an diesem
Modellsystem (Gillmeister 2015, Gillmeister, 2016). Auf Grund von unzureichendem
Pflanzenmaterial konnten fir die Untersuchungen der Gesamtextrakte des
GT 10 E2014 lediglich 15 Prufglieder herangezogen werden. Diese Entscheidung
wurde getroffen, da bei diesem Gesamtextrakt bereits auf Grund friherer Arbeiten eine
positive antifungale Wirkung aufgezeigt werden konnte (Sommermann, 2015)
(Gillmeister, 2016) (Gillmeister, 2017). In der folgenden Abbildung 34 sind die mit
Mehltaupusteln befallenen Blattflachen (in %) aller untersuchten Extrakte als Boxplot-

Diagramm dargestellt.

120

A B A B B A A B A A A
100 ~ o la] o o
<]
o o o
& 80 o
)
=
S
T g o
£
a
m
Q40 A
]
2 o o
..g o -]
g 204 o o
o
0 1 - o

FFffSFFfS &S
« o F F & S
+§ '(\‘3 (\/(L (\? :ﬁl’ ’\?cg@f\'/\q{? "54/365 fb’/\ql 0_:,/Q Ca’/\q‘
LS TETEE
W F L F
P A
& L2
| Kontrolle | | Genotyp 10 | | Genotyp 42 |

Abbildung 34: Darstellung der prozentualen befallenen Blattflache aus der Bonitur der mit in
unterschiedlichen Konzentration (500 ppm und 125 ppm) behandelten Gerstenblattern sowie der
Kontrolle gegentiber dem Phytopatogen Blumeria graminis f. sp. hordei

(Kontrolle: n = 30 / Gesamtextrakte GT 42: n = 20 / Gesamtextrakt GT 10: n = 15), Unterschiedliche
Buchstaben weisen signifikante Unterschiede zur Kontrolle auf, p <0,05, Mittelwert der Priifglieder: blau
gekennzeichnet, Median der Prifglieder: schwarz gekennzeichnet)
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Bezuglich der durchgefuhrten Kontrolle ist zu sagen, dass der eingesetzte Mehltau mit
einer mittleren Befallsflache von lediglich 50 % nicht optimal gewachsen war. Ein
Grund dafur konnte gewesen sein, dass bei der Applikation unter Verwendung des
Mehltauturms eine ungentigende Menge Konidien auf die Kontrollplatten gelangte.
Anhand einer mikroskopischen Untersuchung wurden rund 17500 Konidien pro ml auf
einer Flache von 10 cm? ausgezahlt. Dieser Wert stellt einen Mittelwert der vier
ausgezahlten Objekttrager dar, welche wie die Proben mit Mehltau Konidien inokuliert
wurden (siehe auch Kapitel 4.4.2). Im Vergleich zum Mittelwert beider Inokulationen
(64400 Konidien) lag die Konidienanzahl somit deutlich niedriger. Da der Echte
Gerstenmehltau ein obligat-biotrophes Pflanzenpathogen ist, konnte die Inokulation
nur durch die Ubertragung der Konidien erfolgen. Dieses Vorgehen birgt gewisse
Unsicherheiten, da das Wachstum des Pathogens sich versuchsweise unterscheiden
kann und die Einschatzung zur Nutzung bereits zwei Tage vor der Inokulation erfolgte,
so dass die verminderte Konidienanzahl auch dadurch erklarbar ware.

Die geringste befallene Blattflache von fast 0 % konnte bei dem klassisch extrahierten
GT 10 bei einer Konzentration von 500 ppm ermittelt werden. Die klassisch extrahierte
Variante des GT 42 (E2017) sowie die DIG-MAZ-Extrakte des GT 42 der Erntejahre
2013 und 2009 zeigten mit etwa 20 % ebenfalls eine geringe, befallene Blattflache auf.
Die beiden klassisch extrahierten Varianten (GT 10, GT 42) sowie der DIG-MAZ-
Extrakt des Erntejahres 2013 unterschieden sich dabei signifikant zur Kontrolle
(p<0,001, p=0,006, p=0,023). Obwohl der Befall bei dem DIG-MAZ-Extrakt des
Erntejahres 2009 &hnlich ausfiel, konnte auf Grund der hohen AusreiRer und der
entsprechenden Streuung fur diesen kein signifikanter Unterscheid ermittelt werden.
Der DIG-MAZ-Extrakt des GT 42 des Erntejahres 2017 wies im Vergleich zur klassisch
extrahierten Variante mit Uber 50 % einen deutlich starkeren Befall auf, der
maoglicherweise auf die angewandten Extraktionstechniken zurtickzufiihren ist. Eine
weitere Erklarung wéare ebenfalls eine ungleichmaliige Verteilung der Konidien und
somit ein hoherer Befall bei dieser Variante, da alle Varianten dieses Genotyps bei
dieser angewandten Konzentration eine &hnliche Wirkung von etwa 20 % aufzeigten.
Fur eine Bestatigung dieser Annahme miussten weitere Versuche zur gleichméafigen
Verteilung der Konidien unter Verwendung des Mehltauturms durchgefiihrt werden.
Dagegen wiesen alle untersuchten Extrakte bei der eingesetzten Konzentration von
125 ppm einen héheren Befall auf als die unbehandelte Kontrolle. Eine Ausnahme
stellte dabei der GT 10 dar, bei dem der Befall etwa 40 % betrug.
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Keiner der erzeugten Extrakte erwies sich bei der eingesetzten Konzentration als
wirksam, da sich keiner signifikant zur Kontrolle unterschied. Die Ausnahme stellte der
klassisch extrahierte Extrakt des GT 42 E2017 dar, was auf Grund des hoheren Befalls
im Vergleich zur Kontrolle aber als ein falsch-positives Ergebnis zu werten war.

Zur Darstellung der antifungalen Wirkung wurde fur die untersuchten Extrakte der
Wirkungsgrad nach ABBOTT (Portz, 2008) bezogen auf die prozentualen
Befallsflachen berechnet. Die Berechnung erfolgte auf Grundlage der mittleren,

bonitierten Befallsflachen in Bezug zur Kontrollvariante nach der unten aufgefiihrten
Formel.

befallene Blattflache der Kontrolle — befallene Blattflache des Gesamtextrakts
*

Wirkung (%) =
irkung (%) befallene Blattfliche der Kontrolle

100

Dargestellt werden die Ergebnisse in der folgenden Abbildung 35.
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Abbildung 35: Nachgewiesene Wirkung der protektiven Behandlung durch die Gesamtextrakte des
GT 10 sowie der verschiedenen Extraktionsvarianten des GT 42 bei Konzentrationen von 500 ppm und
125 ppm gegen Blumeria graminis f. sp. hordei an Gerste (7 Tage nach Inokulation), (Kontrolle: n = 30;
Prufglied je Gesamtextrakte GT 42: n = 30; Prifglied je Gesamtextrakt GT 10: n = 15)

Anhand der Abbildung 35 ist zu erkennen, dass bei einer applizierten Konzentration
von 500 ppm ausschlief3lich die klassisch extrahierten Varianten (GT 10, GT 42) sowie
die Extrakte der Erntejahre 2013 und 2009 des GT 42 eine antifungale Wirkung
erzielten.
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Fur die drei zuerst genannten konnte dies, wie bereits erwahnt, statistisch abgesichert
werden. Daher kann davon ausgegangen werden, dass eine ausreichende antifungale
Wirkung mit einem Wirkungsgrad gré3er 70 % einhergeht. Auf Grund des hoheren
Befalls im Vergleich zur Kontrolle traten bei allen Extrakten mit einer applizierten
Konzentration von 125 ppm sowie bei dem GT 42 mit 500 ppm negative

Wirkungsgrade auf.

4.4.2 Wirkungen der Gesamtextrakte in den Konzentrationen 1000 ppm sowie

500 ppm

Im Folgenden werden der prozentuale Mehltaubefall, der Wirkungsgrad nach ABBOTT
sowie die statistische Auswertung auf Grundlage der Boniturergebnisse der
untersuchten Gesamtextrakte des zweiten Versuches aufgezeigt. In diesem wurde
einerseits die Anwendung der Konzentration von 500 ppm wiederholt, um die
antifungale Wirkung einzelner Extrakte (siehe 4.4.1) abzusichern und andererseits die
Wirkung bei einer héheren Konzentration von 1000 ppm ermittelt. Die nachstehende
Abbildung 36 stellt den prozentualen Mehltaubefall nach Applikation des GT 10 sowie
der unterschiedlichen Varianten des GT 42 anhand eines Boxplot-Diagrammes im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle dar. Aus diesem geht hervor, dass bei diesem
Versuch die befallene Blattflache der Kontrolle mit 80 % einen um 30 % hdheren Befall
zeigte als beim ersten Versuch. Mdglicherweise erwies sich der Mehltau bei diesem
Versuch als infektioser im Vergleich zum ersten Versuch. Naturliche Schwankungen
der Kontrolle beim Test von Pathogenen im Blattsegmenttest wurden bereits bei

Sommermann (2015) erwahnt.
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Abbildung 36: Darstellung der prozentual befallenen Blattflache aus der Bonitur der mit
unterschiedlichen Konzentrationen (500 ppm und 1000 ppm) behandelten Gerstenblatter sowie der
Kontrolle gegeniber dem Phytopathogen Blumeria graminis f. sp. hordei (Kontrolle: n = 45 /
Gesamtextrakte: n = 30), Unterschiedliche Buchstaben weisen signifikante Unterschiede zur Kontrolle
auf, p <0,05, Mittelwert der Prufglieder: blau gekennzeichnet, Median der Prufglieder. schwarz
gekennzeichnet)

Die Abbildung 36 zeigt, dass mit einer eingesetzten Konzentration von 1000 ppm wie
zu erwarten alle Varianten einen deutlich verminderten Mehltaubefall und somit eine
bessere antifungale Wirkung aufzeigten, was durch signifikante Unterschiede im
Vergleich zur Kontrolle anhand entsprechender p-Werte (p< 0,001) bestatigt werden
konnte. Der geringste Befall (5 bis 10 %) war bei den DIG-MAZ-Extrakten der
unterschiedlichen Erntejahre des GT 42 zu erkennen. Der klassisch extrahierte GT 10
wies mit 13 % ebenfalls einen geringen Befall auf. Eine antifungale Wirkung dieses
Genotyps konnte bereits in friiheren Abschlussarbeiten und Vortrdgen sowie durch ein
Patent vom IBAS belegt werden (Sommermann, 2015), (Gillmeister, 2016),
(Gillmeister, 2017), (Schellenberg, et al., 2017).

Die klassisch extrahierte Variante des GT 42 stellte dabei jedoch eine deutliche
Ausnahme dar, da diese einen ahnlichen prozentualen Mehltaubefall zeigte wie die
Kontrolle von etwa 80 %. Auch bei der niedrigeren Konzentration von 500 ppm wurde

ein ahnlicher Befall ermittelt. Somit ergaben sich basierend auf den unterschiedlich
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durchgefiihrten Extraktionstechniken am Beispiel des klassisch extrahierten
GT 42 E2017 Befallsunterschiede von 80 % und ca. 50 %. Ob diese ausschlie3lich auf
die Extraktionstechniken oder eine ungleichmafiige Verteilung der Konidien
zuruckzufiihren ist, kann an dieser Stelle nicht eindeutig belegt werden. Inwieweit die
Verwendung des Mehltauturms (siehe Kapitel 3.7) zu diesem Ergebnis beigetragen
hat, kann an dieser Stelle nicht eindeutig geklart werden. Um hinsichtlich dieser
Annahme, eine statisch gesicherte Aussage treffen zu kdnnen, mussten weitere
Untersuchungen in Bezug auf die Konidienverteilung des Mehltauturms durchgefihrt
werden. Der Aufbau dieses Versuchs kdnnte so gestaltet werden, dass in mehreren
Wiederholungen, zum Beispiele je sechs Objekttrager im Mehltauturm platziert werden
und eine Mehltau Inokulation durchgefuhrt wird. AnschlieBend wirden diese
Ausgezahlt werden.

Wie zu erwarten, fuhrte eine applizierte Konzentration von 500 ppm gegeniber
1000 ppm zu einem hoheren Mehltaubefall bei den untersuchten Varianten. Der
klassisch extrahierte GT 10 sowie die DIG-MAZ-Varianten des GT 42 der Erntejahre
2017 und 2013 zeigten mit ca. 35 % einen ahnlichen Mehltaubefall auf und
unterschieden sich somit signifikant zur Kontrollvariante (p<0,001, p<0,001, p=0,005).
Der Extrakt aus dem &ltesten Wurzelmaterial (E2009) zeigte allerdings einen &hnlichen
Befall wie die Kontrolle auf und erwies sich somit als nicht wirksam.

Des Weiteren wird aus Abbildung 36 ersichtlich, dass eine geringere
Anwendungskonzentration mit einer gréf3eren Streuung der Daten einhergeht. Dies ist
besonders fur die DIG-MAZ Gesamtexirakte des GT 42 E2017 und E2013
hervorzuheben. Demgegenuber konnten fur die Extrakte dieser Proben in der
Konzentration von 1000 ppm mit ca. 5 % (GT 42 E2017) und ca. 10 % (GT 42 E2013)
die geringsten Streuungen aller Proben aufgezeigt werden. Zudem besalRen diese
Extrakte, mit jeweils rund 100 % die hochsten Wirkungsgrade. Beim GT 42 E2009
konnte zwar ebenfalls bei 1000 ppm ein signifikanter Unterschied zur Kontrolle
nachgewiesen werden, jedoch wies dieser, mit ca. 40 %, die grof3te Streuung der
Boniturergebnisse innerhalb der untersuchten Erntejahre auf.

Ein &hnliches Ergebnis ergab auch die Auswertung der Versuche bei einer applizierten
Konzentration von 500 ppm. So nimmt die Streuung der Daten zu, je weiter der
Erntezeitpunkt in der Vergangenheit liegt bzw. mit zunehmender Lagerzeit. Dabei wird
angenommen, dass sich das Inhaltsstoffspektrum, wahrend der Lagerung des Rheum-

Materials, so verandert, dass sich potentiell wirksame Substanzen ab- bzw. umbauen.
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In dem folgenden Kapitel 4.5 werden daher auf etwaige Ableitungen von Struktur-
Wirkungsbeziehungen zu dieser Annahme aufgefihrt. Wie bereits im vorherigen
Kapitel 4.4.1 wurde fur eine bessere Ergebnisdarstellung der untersuchten Prifglieder
zusatzlich der Wirkungsgrad nach ABBOTT in Prozent berechnet.

In der folgenden Abbildung 37 werden die Wirkungsgrade der jeweiligen
Gesamtextrakte des GT 10 und des GT 42 nach ABBOTT fur die in diesem Versuch
applizierten Konzentrationen von 1000 und 500 ppm gegeniuber dem Pathogen

Blumeria graminis f. sp. hordei in Prozent dargestellt.
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Abbildung 37: Nachgewiesene Wirkung der protektiven Behandlung durch den Gesamtextrakt des
GT 10 sowie der verschiedenen Extraktionsvarianten des GT 42 bei Konzentrationen von 1000 ppm
und 500 ppm gegen Blumeria graminis f. sp. hordei an Gerste (7 Tage nach Inokulation) (Kontrolle: n =
45; Prifglied je Gesamtextrakt n = 30)

Die berechneten Wirkungsgrade aus Abbildung 37 decken sich mit den Ergebnissen,
die bereits zur Abbildung 35 beschrieben wurden. Die DIG-MAZ-Extrakte des GT 42
zeigten bei 1000 ppm die beste Wirkung zwischen 94 und 100 % auf. Der GT 10 zeigte
mit einer Wirkung von tber 80 % ebenfalls eine gute Wirkung. Die Wirkungsgrade des
klassisch extrahierten GT 42 bei beiden Konzentrationen (1000 ppm und 500 ppm)
waren mit der Kontrolle vergleichbar und hatten demzufolge keine antifungale

Wirkung. Gleiches galt fur die Wirkung des GT 42 des Erntejahres 2009 bei 500 ppm.
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Fazit

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die untersuchten Gesamtextrakte ausschlief3lich
in den Anwendungskonzentrationen von 1000 ppm und 500 ppm eine signifikante
antifungale Wirkung zeigten. Der GT 10 des Erntejahres 2014 erwies sich bei
1000 ppm und beide Male mit 50 ppm als signifikant wirksam. Im Vergleich dazu
konnte der klassisch extrahierte GT 42 (E2017) nur einmal bei 500 ppm und bei einer
gering befallenen Kontrolle als wirksam eingestuft werden. Ahnliches galt fir den DIG-
MAZ-Extrakt dieses Erntejahres, wenngleich die Wirksamkeit bei 1000 ppm und
500 ppm nachgewiesen werden konnte. Aus diesem Grund mussten entsprechende
Versuche mit diesen Gesamtextrakten wiederholt werden, um eine fehlende bzw.
vorhandene Wirkung eindeutig zu bestatigen und somit den Einfluss der
Extraktionsvariante eindeutig zu belegen. Aus zeitlichen Grinden war eine weitere
Durchfiihrung des Versuches fir diese Arbeit nicht realisierbar. Ahnlich wie der GT 10
zeigte der GT 42 E2013 bei 1000 ppm eine signifikante Wirkung auf, die auch bei einer
verminderten Konzentration von 500 ppm in beiden Versuchen bestatigt werden
konnte. Das alteste Wurzelmaterial des GT 42 aus dem Erntejahr 2009 zeigt
ausschlief3lich bei 1000 ppm eine signifikante Wirkung. Eine verringerte Konzentration
von 500 ppm erwies sich beide Male als nicht wirksam. Eine bessere antifungale
Wirkung scheint demnach innerhalb eines Genotyps mit jungerem Wurzelmaterial
einherzugehen. Um die dargestellten Wirkungen der untersuchten Gesamtextrakte,
aus den Kapitel 4.4.1 und 4.4.2 zu unterstitzen, werden im folgenden Kapitel diese
Daten mit denen des Kapitels 4.2 verknipft, um daraus etwaige Struktur-

Wirkungsbeziehungen ableiten zu kénnen.
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4.5. Ableitung von Struktur-Wirkungsbeziehungen

Im Folgenden sollen mdgliche Zusammenhange zwischen den identifizierten
Inhaltsstoffen der Ethylacetat-Phasen des klassisch extrahierten GT 10 E2014 und
des GT 42 E2017 sowie der DIG-MAZ Extrakte des GT 42 der Erntejahre 2017, 2013
und 2009 und deren antifungalen Wirkung im Blattsegmenttest abgeleitet werden. Da
die Ergebnisse des ersten Versuches mit den eingesetzten Konzentrationen von
500 ppm und 125 ppm der Ethylacetat-Phasen nicht eindeutig genug ausfielen bzw.
auch  falsch-positive Ergebnisse  erbrachten, wurden die Struktur-
Wirkungsbeziehungen vor allem aus den Ergebnissen des Versuches mit 1000 ppm
und 500 ppm hergeleitet. Anhand der Strukturen der innerhalb der MS-
Untersuchungen identifizierten und quantitativ bestimmten Substanzen war es
maoglich, diese in hydroxylierte, glukosylierte und galloylierte Substanzen zu unterteilen
und den jeweiligen prozentualen Anteil am Gesamtextrakt zu berechnen, um zunachst
in Abhéangigkeit von diesen funktionellen Gruppen Aussagen zur Wirkung der
Ethylacetat-Phasen treffen zu konnen. Die Darstellung erfolgt nachfolgend dabei
separat fur die Standardsubstanzen sowie fir die weiteren identifizierten typischen
Rheum-Inhaltsstoffe aus Kapitel 4.2. Als Grundlage fur die Betrachtung der
Standardsubstanzen wurden die Quantifizierungsergebnisse des Kapitels 4.2.2
herangezogen. Fiur die Ableitung mdglicher Struktur-Wirkungsbeziehungen wurden
die Gehalte aller identifizierten  Standardsubstanzen  der  externen
Standardkalibrierung (siehe Kapitel 4.2.2) je Extrakt summiert und die prozentualen
Anteile der einzelnen Standards ermittelt. Fir die weiteren identifizierten Substanzen
wurden die ermittelten Peakflachen der semiquantitativen Auswertung (siehe Kapitel
4.2.1) genutzt und diese je Extrakt summiert und die Anteile der einzelnen Substanzen
prozentual bestimmt. Nicht bertcksichtigt wurden Substanzen, die nicht eindeutig
bestimmbar waren sowie Substanzen, die unter einem Peak koeluierten. Sowohl die
Standardsubstanzen als auch die weiteren Substanzen wurden in hydroxylierte,
glukosylierte und galloylierte Verbindungen eingeordnet. Nachfolgend werden
zunachst Struktur-Wirkungsbeziehungen fir die klassisch extrahierten Extrakte der
Genotypen 10 und 42 abgeleitet.

Im Anschluss erfolgt die Darstellung fur den GT 42 in Abhangigkeit der

unterschiedlichen Erntejahre und der angewandten Extraktionstechniken.
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4.5.1 Struktur-Wirkungsbeziehungen: Vergleich der klassischen Gesamtextrakte
des GT 10 E2014 und des GT 42 E2017

Im Folgenden werden fir die beiden klassisch extrahierten Genotypen 10 und 42 im
Vergleich Struktur-Wirkungsbeziehungen abgeleitet. Die folgenden
Tabellen 29 und 30 stellen die prozentualen Anteile der hydroxylierten, glukosylierten
und galloylierten Verbindungen bei den Standardsubstanzen (Tabelle 29) und den
weiteren Rheum-typischen Inhaltsstoffen (Tabelle 30) dar.

Tabelle 29: Anteile der mittels externer Standardkalibration bestimmten hydroxylierten, glukosylierten

und galloylierten Verbindungen in den klassisch extrahierten Ethylacetatphasen des GT 10 E2014 und
des GT 42 E2017 in Prozent

Standardsubstanzen GT 10 E2014 GT 42 E2017
hydroxylierte Verbindungen 6,57 25,66
Catechin 3,83 17,87
Epicatechin 0,26 0,60
Procyanidin B1 1,29 4,84
Procyanidin B2 0,84 1,98
Procyanidin C1 0,27 0,31
p-Cumarsaure 0,03 0,02
Ferulasdure 0,04 0,03
glukosylierte Verbindungen 91,22 65,70
Rhaponticin 52,51 40,64
Desoxyrhaponticin 36,70 22,64
3,4‘,5-Trihydroxystilben-3-O-beta-D-glukopyranosid 2,00 2,42
galloylierte Verbindungen 2,21 8,64
Epicatechingallat 2,21 8,64

Anhand der Tabellen 29 und 30 wird ersichtlich, dass beide Genotypen vor allem
glukosylierte Stilbene beinhalteten. Der GT 10 wies dabei mit iber 90 % einen deutlich
héheren Anteil an den quantifizierbaren Stilbenen Rhaponticin und Desoxyrhaponticin
auf als der GT 42 mit ca. 66 % (siehe Tabelle 29). Diese beiden Verbindungen waren
mit ca. 40 % und 23 % gegentber dem GT 10 um jeweils etwa 12 % reduziert. Beiden
glukosylierten Stilbene waren jedoch in beiden Genotypen die Hauptkomponenten
unter den quantifizierten Standardsubstanzen. 3,4°,5-Trihydroxystilben-3-O-beta-D-
glukopyranosid machte mit 2 % bei GT 10 und 2,4% bei GT 42 den geringsten Anteil
unter den glukosylierten Standardsubstanzen in beiden Genotypen aus.

Vergleicht man den Anteil hydroxylierter Verbindungen, so ist der im GT 42 um
ca. 20 % hohere Anteil vor allem auf 3 Verbindungen zurtckzufthren, das Flavan-3-ol

Catechin sowie die beiden dimeren Procyanidine B1 und B2. Bei den anderen
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hydroxylierten Verbindungen einschlie3lich der beiden Phenolcarbonséduren p-
Cumarsaure und Ferulasaure waren die Anteile vergleichbar.

Besonders zu erwahnen ist die ca. vierfach hthere Menge an Epicatechingallat bei GT
42 gegeniber GT 10.

Laut der Tabelle 30 ist zu erkennen, dass auch bei den weiteren identifizierten
Substanzen die glukosylierten Verbindungen den hdchsten Anteil bei beiden
Genotypen einnahmen. Im GT 10 war der Anteil von tber 70 % vorwiegend auf die
beiden Stilbene Piceatannol-glukosid und Trihydroxystilben-glukosid zuriickzufthren,
die mit je ca. 25% die beiden Hauptkomponenten darstellten. Diese beiden
Substanzen betrugen im GT 42 jeweils etwa nur 20 %, so dass der Anteil der
glukosylierten Verbindungen insgesamt nur ca. 55 % betrug. Diese Reduktion wurde
auch durch den bei GT 42 beobachteten geringeren Anteil glukosylierter
Anthrachinone verursacht, was konkret auf das (Aloe-) Emodin-monoglykosid
zuriickzufihren war. Dieses nahm im GT 42 mit 6 % etwa nur die Halfte im Vergleich
zum GT 10 ein. Die restlichen Substanzen, wie zum Beispiel das Naphtholglykosid
Tyrachrysonglukopyranosid, waren mit 3,0 und ca. 5% bei beiden Genotypen

annahernd ahnlich zu finden.

Tabelle 30: Anteile der mittels semiquantitativer Bestimmung ermittelten hydroxylierten, glukosylierten
und galloylierten Verbindungen in den klassisch extrahierten Ethylacetatphasen des GT 10 E2014 und
des GT 42 E2017 in Prozent

Substanzen GT 10 E2014 GT 42 E2017
hydroxylierte Verbindungen 15,83 3,68
Stilbene 13,21 2,03
Rhapontigenin 13,21 -
Desoxyrhapontigenin - 1,78
Pterostilben - 0,25
Flavan-3-ole/Procyanidine - 0,45
Procyanidin-Trimer - 0,45
Anthrachinone 2,62 1,19
(Aloe-) Emodin 1,20 0,73
Chrysophanol - 0,34
Rhein / Physcion - 0,12
Palmidin B/ C 1,42 -
restliche Substanzen - -
glukosylierte Verbindungen 72,21 54,59
Stilbene 53,29 38,65
Piceatannol-glukosid 28,29 17,71
Trihydroxy-stilben-glukosid 23,95 20,08
Piceatannol-cumaryl-glukosid 1,05 0,86
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Flavan-3-ole/Procyanidine - -
Anthrachinone 15,93 11,02
(Aloe-) Emodin-monoglykosid 12,58 5,79
Chrysophanol-acetylglykosid 2,52 2,90

Rhein-/ Physcion- monoglykosid 0,83 -
Emodin-malonylglukosid - 1,31
Physcion-acetylglykosid - 1,03
restliche Substanzen 2,98 4,92
Torachryson-glukopyranosid 2,50 3,80
Cinammoyl-glukose 0,48 1,12
galloylierte Verbindungen 11,96 41,73
Stilbene 9,88 36,08
Piceatannol-galloyl-glukopyranosid 3,40 2,25
Trihydroxystilben-galloyl-glukosid 6,48 33,83
Flavan-3-ole/Procyanidine 2,09 3,31
Epicatechingallat-Dimer 2,09 2,48
Procyanidin-Dimer, monogalloyliert - 0,83

Anthrachinone - -
restliche Substanzen - 2,35
Cumaryl-galloyl-glukose - 0,74
Di-cumaryl-galloyl-glukose - 1,61

(-: Substanzen wurden nicht nachgewiesen)

Fortsetzung Tabelle 30

Der klassische Gesamtextrakt des GT 10 zeigte im Blattsegmenttest in den
applizierten Konzentrationen von 1000 und 500 ppm eine signifikante Wirkung
gegenuber dem Pathogen Blumeria graminis f. sp. hordei. Fur den klassisch
extrahierten Gesamtextrakt des GT 42 konnte lediglich einmal bei einer applizierten
Konzentration von 500 ppm eine antifungale Wirkung signifikant nachgewiesen
werden (siehe Kapitel 4.4.2). Beide Extrakte enthielten vorwiegend glukosylierte
Stilbene, sowohl unter den quantifizierbaren Substanzen (Tabelle 29) als auch unter
den weiteren identifizierten Stoffen (Tabelle 30).

Innerhalb der Pflanze wirken Stilbene als Schutz gegen biotische und abiotische
Stressoren. Weiterhin ist anzumerken, dass die Anlagerung von Zuckerkomponenten,
z.B. in Form von Glukose, in der Pflanzenwelt eine typische Methode ist, um zum
Beispiel die Polaritat, die Stabilitat bzw. die Bioaktivitat etwaiger Stoffe zu andern.
Weiter beschrieben die Autoren, dass glykosylierte Verbindungen vorrangig
gespeichert werden. Durch die Modifizierung werden die Pflanzen besser vor
oxidativen Veranderungen geschutzt als ohne diese (Castellarin, et al., 2012) (Chong,
et al., 2009).
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Gabaston et al. isolierten mittels praparativer HPLC verschiedene Stilbene aus
Fichtenrindenextrakt (Ethanol-Wasser, 85:15, v/v), analysierten diese mittels UHPLC—
DAD/ESI-MS und identifizierten diese mittels NMR. In anschliel3enden in vivo-Tests
wurden Weinblatter (Vitis vinifera) mit einer Sporenlésung von Plasmopara viticola
(Falscher Mehltau der Weinrebe) inokuliert, welche mit verschiedenen
Konzentrationen der isolierten Einzelsubstanzen versetzt wurden. Dabei zeigte das
Aglykon Isorhapontigenin nach Cassigarol E (Piceatannol-Piceatannol Dimer) die
beste Wirkung auf. Dagegen erwies sich Astringin, die glukosylierte Form von
Piceatannol, als dreimal weniger wirksam als dessen Aglykon. Astringin stellte dabei
ebenfalls eine Hauptkomponente des Extraktes dar. Die Autoren schlussfolgerten,
dass die Abspaltung des Zuckers auf chemischem oder enzymatischem Weg die
antifungale Wirkung erh6hen wirde (Gabaston, et al., 2017).

Allerdings zeigten Pezet et al. Zusammenhange auf, dass anfallige Rebsorten nach
einer Infektion mit Plasmopara viticola vor allem Piceid (3,4,5-Trihydroxystilben-3-O-
beta-D-glukopyranosid), also glukosyliertes Resveratrol, aufwiesen. Resistente Sorten
enthielten dagegen hohe Mengen an Resveratrol und dessen Dimere. (Pezet et al.
2004b) Auch die Autorengruppe Baidez et al. konnte in in vitro-Tests nachweisen, dass
die Aglykone Quercetin und Luteolin eine 9 bzw. 90fach bessere Wirkung gegenuber
dem Schimmelpilz Cylindrocarpon destructans (Zinssm.) Scholten zeigten als die
Glukoside Rutin und Luteolin-7-glukosid (Béidez et al. 2006).

Der hohe Anteil an glukosylierten Substanzen, vor allem glykosylierter Stilbene, konnte
demnach zur antifungalen Wirkung beider Extrakte beigetragen zu haben. Der héhere
Anteil der glukosylierten Verbindungen ging mit einer besseren antifungalen Wirkung
des GT 10 im Vergleich zum GT 42 einher. Inwieweit die einzelnen glukosylierten
Substanzen zur antifungalen Wirkung beitrugen, kann an dieser Stelle auf Grund der
Anwendung von Gesamtextrakten nicht eindeutig belegt werden. Diese Wirkung kann
aus synergistischen Effekten der einzelnen Komponenten resultieren. Generell
mussen aber nicht zwangslaufig die Verbindungen mit den héchsten Anteilen in den
Extrakten die wirksamsten Substanzen darstellen. Demnach kdnnten Substanzen mit
geringeren Anteilen durchaus auch in den Rheum-Extrakten einen deutlich héheren
Beitrag zur antifungalen Wirkung leisten wie es Gabaston et al. ebenfalls suggerierten.
Fur die hydroxylierten Verbindungen Resveratrol und Pterostilben wiesen bereits
mehrere Autorengruppen die antifungale Wirkung nach (Adrian, et al.,, 1997), (van

Baarlen, et al., 2007), (Pezet, et al., 2004a), auf die im Folgenden néher eingegangen
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werden soll. In einer Vielzahl dieser Untersuchungen stand die Wirkung von
Resveratrol im Fokus. Adrian et al. zeigten, dass die Stilbene Resveratrol und
Pterostilben die Konidienkeimung von Botrytis cinerea, dem Erreger der
Grauschimmelfaule, inhibierten (Adrian, et al., 1997). Gegen das gleiche Pathogen
zeigten die Autoren van Baarlen et al., dass Resveratrol zu einer Komplexbildung mit
den Pilzproteinen fiihrte, so dass deren Atmung gestort bzw. inhibiert wurde. (van
Baarlen, et al., 2007). Nach Pezet et al. zeigten Resveratrol und Pterostilben ebenfalls
antifungale Wirkungen gegen Plasmopara viticola auf (Pezet, et al., 2004a).
Resveratrol (3,5,4'-Trihydroxystilboen) weist dabei drei Hydroxylgruppen auf.
Pterostilben, fir welches ebenfalls antifungale Wirkungen nachgewiesen werden
konnte, stellt die dimethylierte Form von Resveratrol dar, d.h. zwei Hydroxylgruppen
sind durch Methoxygruppen ersetzt, (Adrian, et al., 1997), (Pezet, et al., 2004a). Die
vorhandenen Methoxygruppen filhren zu einer erhéhten Hydrophobizitat, welche die
Diffusion durch die Membranen erleichtert und somit sogar zu einer erhéhten Wirkung
beitragt (Pezet & Pont, 1994).

Im Gegensatz zu den glukosylierten Substanzen konnten bei den hydroxylierten
Substanzen keine Tendenzen zwischen den Anteilen an Standardsubstanzen
(siehe Tabelle 29) und den weiteren identifizierten Inhaltsstoffen (siehe Tabelle 30) im
Vergleich der antifungalen Wirkung der Genotypen nachgewiesen werden. Wahrend
der GT 42 bei den Standardsubstanzen den vierfachen Gehalt der hydroxylierten
Verbindungen im Vergleich zum GT 10 aufwies, zeigte letzterer wiederum den fast
funffachen Anteil dieser Verbindungen unter den weiteren Substanzen. Der hohe
Anteil hydroxylierter Standardsubstanzen im GT 42 war vor allem auf den deutlich
héheren Gehalt des Flavan-3-ols Catechin mit 18 % (GT 10: 4 %) zurtickzufuhren.
Weiterhin waren auch das Flavan-3-ol Epicatechin sowie die polymeren Strukturen
Procyanidin B2 (ca. 2%) und B1 (ca. 5 %) im GT 42 um das Zwei- bis Vierfache erhdht,
wenngleich diese in deutlich geringeren Mengen vorlagen. Die weiteren, hydroxylierten
Standardsubstanzen Procyanidin C1, p-Cumarsaure sowie die Ferulasadure wiesen die
geringsten Anteile unter allen Standardsubstanzen auf (jeweils <1 %) und
unterschieden sich dabei kaum zwischen den beiden Genotypen.

Ahnlich wie bei den Standardsubstanzen unterschieden sich die untersuchten
Genotypen beziglich der hydroxylierten Verbindungen auch bei den weiteren
Substanzen deutlich (siehe Tabelle 30). Im GT 10 konnte die etwa flinffache Menge

(16%) an diesen nachgewiesen werden, was fast ausschlief3lich auf das enthaltene
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Stilben Rhapontigenin zuriickzufiihren war. Dies stellte die dritte Hauptkomponente im
GT 10 unter den weiteren Substanzen dar. Rhapontigenin (3,3',5-Trihydroxy-4'-
methoxystilben) weist wie Resveratrol drei Hydroxylgruppen aber eine zusatzliche
Methoxygruppe auf. Im GT 42 konnte Rhapontigenin nicht ermittelt werden, da es
mdoglicherweise unterhalb der Erfassungsgrenze der massenspektrometrischen
Untersuchungen war. Daflr wurden jedoch die beiden Stilbene Desoxyrhapontigenin
und Pterostilben ermittelt, deren Anteil allerdings nur die Halfte der etwa 4 % an
hydroxylierten Verbindungen ausmachte. Auch die Menge der hydroxylierten
Anthrachinone fiel im GT 10 mit 2,6 % etwa doppelt so hoch aus als im GT 42.
Procyanidin-Trimer konnte ausschlieBlich im GT 42 in geringen Mengen
nachgewiesen werden.

Die bessere antifungale Wirkung des GT 10 kdnnte demnach auch mit dem deutlich
héheren Anteil an Rhapontigenin einhergehen, dessen Wirkung z.B. bereits durch
Gabaston nachgewiesen wurde (Gabaston, et al.,, 2017). Diese Vermutung wird
dadurch gestitzt, dass in einer weiteren am IBAS durchgefuhrten Arbeit zur
antifungalen Wirkung von Rheum-Fraktionen Rhapontigenin in einer signifikant
antifungal wirksamen Fraktion des gleichen Extraktes des GT 10 (Ernte 2014) als
Hauptkomponente bestimmt werden konnte (Sommermann, 2015).

Auf Grund der Limitierung der HPLC-MS-Methode (siehe Kapitel 4.3) war die
Quantifizierung von Resveratrol als Rheum-typische Standardsubstanz leider nicht
maoglich. Allerdings konnten Ballert und Sommermann diese Substanz bereits in GT 10
nachweisen (Ballert, 2014, Sommermann, 2015). Bei Letzterer wurde der gleiche
Extrakt GT 10 Ernte 2014 wie in dieser Arbeit verwendet, so dass davon ausgegangen
werden kann, dass Resveratrol definitiv enthalten ist. Bestatigt wird dies durch die
semiquantitative Auswertung (siehe Kapitel 4.2.1), bei der Resveratrol mit einer
weiteren Substanz koeluierte, was auch im GT 42 der Fall war. Weiterhin zeigte
Sommermann fir den GT 10 (E 2014) auf, dass die beste antifungale Wirkung in einer
Fraktion mit Resveratrol als Hauptkomponente ermittelt werden konnte. Das lasst fur
diese Arbeit die Schlussfolgerung zu, dass Resveratrol zur signifikanten antifungalen
Wirkung des GT 10 beigetragen hat. Entsprechend dieser Annahme wirde der Anteil
an hydroxylierten Standardsubstanzenim GT 10 zu Lasten der glukosylierten und
galloylierten Substanzen ansteigen. Die gleiche Annahme trifft dann auch fir das

Piceatannol zu, das ebenfalls nicht quantifiziert werden konnte.
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Da fur den GT 42 einerseits die Wirkung des klassisch extrahierten GT 42 gegenuber
dem GT 10 schlechter ausfiel, so zeigte dieser nur einmal bei 500 ppm eine
signifikante Wirkung, andererseits die Menge an Resveratrol methodenbedingt
ebenfalls nicht bestimmt werden konnte, kann fir diesen keine Tendenz hinsichtlich
der antifungalen Wirkung abgeleitet werden. Obwohl auch ein relativ hoher Anteil an
Catechin nachgewiesen wurde, dessen antifungale Wirkung bekannt ist (Hirasawa &
Takada, 2004), trug dies offensichtlich nicht zu einer héheren antifungalen Wirkung
bei. Der GT 42 wies allerdings mit 32 % einen doppelt so hohen Anteil an
hydroxylierten Anthrachinonen ((Aloe)-Emodin, Chrysophanol, Rhein/Physcion) auf
als der GT 10 ((Aloe)-Emodin, Palmidin B/C). Auch fur diese Verbindungen sind
antifungale Wirkungen bereits bekannt (Agarwal, et al., 2000). Moéglicherweise fihrte
aber die bereits im Kapitel 4.4.1 erwahnte ungleichméiige Verteilung der Konidien
wahrend der Inokulation mit dem Echten Mehltau zu einer erhdhten Infektion und damit
zu einer schwéacheren Wirkung des GT 42.

Dieser eben genannte Einflussfaktor kdnnte auch die eigentlich zu erwartenden
Einflisse der galloylierten Substanzen beeinflusst haben. Denn hinsichtlich deren
Wirkung ist laut Dix bekannt, dass zum Beispiel die Gallussaure eine inhibierende
Wirkung auf das Wachstum unterschiedlicher Pilze hat (Dix, 1979). Des Weiteren
konnte auch Hguyen (2013) aufzeigen, dass Gallussaure in einer Konzentration von
500 ppm zu einer destruktiven morphologischen Verénderung der Hyphen von
Fusarium solani fuahrte (Hguyen, et al., 2013). Zhou et al. zeigten, dass
Epicatechingallat eine inhibierende Wirkung gegeniiber der Bildung von pilzlichem
Aflatoxin B1 besitzt. In héheren Konzentrationen konnte diese Bildung sogar komplett
unterdrickt werden (Zhou, et al., 2015). Dies stellt zwar keine direkte antifungale
Wirkung dar, dennoch ist die Unterdrickung dieser Toxinbildung nicht unrelevant. Der
GT 42 wies sowohl bei den Standardsubstanzen (Tabelle 29) als auch bei den
weiteren Substanzen (Tabelle 30) deutlich hohere Anteile an galloylierten
Verbindungen im Vergleich zum GT 10 auf. Epicatechingallat wies in GT 42 mit fast
9 % dem etwa vierfachen Anteil im Vergleich zum GT 10 auf. Bei den weiteren
identifizierten Substanzen wurde mit tiber 40 % Anteil das 3,5-Fache gegentber GT 10
ermittelt. Zu diesem hohen Anteil trug vor allem das enthaltene Stilben
Trihydroxystilben-galloyl-glukosid mit einem Anteil von 34 % bei. Diese Verbindung
stellte somit die Hauptkomponente dieses Genotyps dar, was einen deutlichen

genotypischen Unterschied darstellte, da der GT 10 lediglich 7 % aufwies.
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Der Anteil des Stilbens Piceatannol-galloyl-glukopyranosid war dagegen mit zwei bis
drei Prozent annahernd identisch. Nur einen geringen prozentualen Anteil dieser
Verbindungen hatten die beiden Dimere Epicatechingallat-Dimer sowie das
monogalloylierte Procyanidin-Dimer, wobei letzteres nur im GT 42 ermittelt werden
konnte. Ahnliches galt fir die restlichen Substanzen Cumaryl-galloyl-glukose und Di-
cumaryl-galloyl-glukose, die ebenfalls nur im GT 42 nachgewiesen werden konnten.

Die hoheren Anteile an Epicatechingallat sowie an den weiterhin gefundenen
galloylierten Verbindungen mussten demnach ebenfalls mit einer guten antifungalen
Wirkung einhergehen, die im Blattsegmenttest beim GT 42 allerdings nicht beobachtet
werden konnte. Aus diesem Grund sollte die Anwendung des genutzten Mehltauturms,
welcher am noch einmal

IBAS erstmalig eingesetzt wurde, Uberprift und

entsprechende Wiederholungen durchgefihrt werden.

4.5.2 Struktur-Wirkungsbeziehungen: Vergleich der DIG-MAZ-Extrakte und des
klassisch extrahierten GT 42

Im Folgenden werden fir die DIG-MAZ-Extrakte des GT 42 mit unterschiedlichen
Erntejahren und im Vergleich zum klassisch extrahierten GT 42 mdgliche Struktur-
Wirkungsbeziehungen abgeleitet. Die folgenden Tabellen 31 und 32 fassen die
prozentualen Anteile der hydroxylierten, glukosylierten und galloylierten Verbindungen
bei den Standardsubstanzen und den weiteren Rheum-typischen Inhaltsstoffen

zusammen.

Tabelle 31: Anteile der mittels externer Standardkalibration bestimmten hydroxylierten, glukosylierten
und galloylierten Verbindungen in den Ethylacetatphasen unterschiedlicher Erntejahre und
Extraktionsvarianten des Genotyp 42 in Prozent

Standardsubstanzen GT 42 EZOl? GT 42 E2017 | GT 42 E2013 | GT 42 E2009
klassisch DIG-MAZ DIG-MAZ DIG-MAZ

hydroxylierte Verbindungen 25,66 31,89 23,25 14,91
Catechin 17,87 23,54 16,05 11,05
Epicatechin 0,60 1,01 0,76 0,43
Procyanidin B1 4,84 4,51 3,97 2,07
Procyanidin B2 1,98 2,18 1,61 0,78
Procyanidin C1 0,31 0,43 0,59 0,19
p-Cumarsaure 0,02 0,12 0,16 0,29
Ferulasaure 0,03 0,10 0,11 0,11
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glukosylierte Verbindungen 65,70 59,48 68,62 80,66
Rhaponticin 40,64 35,24 37,99 39,29
Desoxyrhaponticin 22,64 21,19 28,42 37,39
galloylierte Verbindungen 8,64 8,63 8,13 4,43
Epicatechingallat 8,64 8,63 8,13 4,43

Fortsetzung Tabelle 31

Laut der Tabelle 31 ist erkennbar, dass die unterschiedlichen Varianten des
Genotyps 42, wie auch schon im Kapitel 4.2 gezeigt, zwischen 60 und 80 %
vorwiegend glukosylierte Verbindungen in Form von Stilbenen enthielten. Rhaponticin
stellte in allen Varianten die Hauptkomponente mit jeweils ca. 40 % dar. Alle
glukosylierten Stilbene reicherten sich dabei mit zunehmenden Alter in dem
Wurzelmaterial an. Desoxyrhaponticin wies dabei mit ca. 16 % Differenz den grof3ten
Unterschied zwischen E2017 und E2009 auf. Der klassisch gewonnene Extrakt des
GT 42 hatte auf Grund der Verbindung Rhaponticin einen etwas héheren Anteil (5 %)
an glukosylierten Verbindungen als die DIG-MAZ-Variante des gleichen Erntejahres.
Vergleicht man die Anteile der hydroxylierten Verbindungen in den DIG-MAz-Extrakten
des GT 42, nehmen diese mit langerer Lagerung ab. Dies war vor allem auf das
Catechin als Hauptkomponente zurlckzufihren, wenngleich auch Epicatechin,
Procyanidin B1 und B2 die gleiche Tendenz in geringeren Mengen aufwiesen. Der
Anteil an Catechin fiel zudem im DIG-MAZ-Extrakt des Erntejahres 2017 um 5 % hdher
aus als in klassisch extrahierten Variante.

Die galloylierten Substanzen stellten prozentual die geringsten Anteile an
Verbindungen dar. Auffallig war der deutlich verminderte Anteil im Erntejahr 2009 im
Vergleich zu allen anderen Extrakten dieses Genotyps.

Anhand der Tabelle 32 wird deutlich, dass die glukosylierten Verbindungen unter den
weiteren identifizierten Inhaltsstoffen ebenfalls mit ca. 50 % den Hauptanteil in allen
Varianten des GT 42 darstellten. Die Stilbene Piceatannol-glukosid und
Trihydroxystilbenglukosid waren dabei zwei der drei Hauptkomponenten dieser
Extrakte. Zwischen den Varianten des GT 42 konnten nur geringe extraktions- oder
alterungsbedingte Unterschiede festgestellt werden. Lediglich das Erntejahr 2013
zeigte fur die beiden o.g. glukosylierten Substanzen jeweils einen etwa 5 % geringeren

Anteil auf.
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Tabelle 32: Anteile der mittels semiquantitativer Bestimmung ermittelten hydroxylierten, glukosylierten
und galloylierten Verbindungen in den Ethylacetatphasen unterschiedlicher Erntejahre und
Extraktionsvarianten des Genotyp 42 in Prozent

GT 42 E2017 | GT 42 E2017 | GT 42 E2013 | GT 42 E2009
Substanzgruppen klassisch DIG-MAZ DIG-MAZ DIG-MAZ
hydroxylierte Verbindungen 3,68 5,63 6,36 4,84
Stilbene 2,03 3,16 4,20 1,47
Rhapontigenin - 1,08 3,59 1,47
Desoxyrhapontigenin 1,78 1,64 - -
Pterostilben 0,25 0,44 0,61 -
Flavan-3-ole/PC 0,45 0,87 0,48 1,09
Procyanidin-Trimer 0,45 0,87 0,48 1,09
Anthrachinone 1,19 1,60 1,68 2,28
(Aloe-) Emodin 0,73 0,87 1,02 1,31
Chrysophanol 0,34 0,72 - 0,97
Rhein / Physcion 0,12 - 0,66 -
restliche Substanzen - - - -
glukosylierte Verbindungen 54,59 48,72 49,08 46,22
Stilbene 38,65 42,72 31,08 35,96
Piceatannol-glukosid 17,71 20,75 14,89 19,44
Trihydroxy-stilben-glukosid 20,08 21,15 14,94 15,40
Piceatannol-cumaryl-glukosid 0,86 0,82 1,25 1,12
Flavan-3-ole/PC - - - -
Anthrachinone 11,02 2,35 13,06 5,23
(Aloe-) Emodin-monoglykosid 5,79 - 8,06 -
Chrysophanol-acetylglykosid 2,90 1,11 2,40 1,04
Rhein-/ Physcion- monoglykosid - - 2,60 2,24
Emodin-malonylglukosid 1,31 1,24 - -
Physcion-acetylglykosid 1,03 - - 1,95
restliche Substanzen 4,92 3,64 4,94 5,04
Torachryson-glukopyranosid 3,80 3,64 4,94 5,04
Cinammoyl-glukose 1,12 - - -
galloylierte Verbindungen 41,73 45,66 44,56 48,93
Stilbene 36,08 39,59 37,29 42,36
Piceatannol-galloyl-glukopyranosid 2,25 7,77 6,99 8,78
Trihydroxystilben-galloyl-glukosid 33,83 31,82 30,30 33,58
Flavan-3-ole/PC 3,31 3,76 2,95 2,36
Epicatechingallat-Dimer 2,48 2,70 2,13 1,54
Procyanidin-Dimer, monogalloyliert 0,83 1,06 0,81 0,83
Anthrachinone - - - -
restliche Substanzen 2,35 2,31 4,32 4,21
Cumaryl-galloyl-glukose 0,74 1,52 1,60 1,79
Di-cumaryl-galloyl-glukose 1,61 0,79 1,60 1,33
Cumaryl-cinnamoyl-galloyl-glukose - - 1,12 1,09

(- : Substanzen wurden nicht nachgewiesen)

Im Gegensatz dazu waren die glukosylierten Anthrachinone in diesem Extrakt mit 13 %

deutlich erhdht. Zurtickzufuhren war dies vor allem auf den Anteil an (Aloe-)Emodin-
monoglukosid mit 8 %. In den DIG-MAZ-Extrakten der Erntejahre 2017 und 2009
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konnte diese Verbindung Gberhaupt nicht nachgewiesen werden. Mdglicherweise ist
dieser Umstand mit der langeren Kultivierung des Wurzelmaterials von 2013 von
sieben Jahre bis zur Ernte erklarbar. Beim Erntematerial von 2017 und 2009 dagegen
betrug die Kultivierungszeit nur funf und drei Jahre. Auch Chrysophanol-acetylglukosid
fiel in dem Material von 2013 etwa doppelt so hoch aus (2 %). Die langere Kultivierung
konnte somit mit diesem hoheren Anteil an Anthrachinonen einhergehen. Weiterhin
konnte anhand der Substanz (Aloe-)Emodin-monoglukosid ein extraktionsbedingter
Unterschied des GT 42 E2017 aufgezeigt werden, da es ausschliellich im klassischen
Extrakt mit ca. 6 % bestimmt wurde und nicht im DIG-MAZ-Extrakt des gleichen
Erntejahres.

Bei den restlichen glukosylierten Substanzen konnte, wie bei den glukosylierten
Standardsubstanzen, eine leichte Anreicherung mit zunehmendem Erntealter
beobachtet werden. Inwieweit die zuletzt erwahnten Substanzen mit der beobachteten
antifungalen Wirkung zusammenhingen, kann an dieser Stelle nicht eindeutig geklart
werden. Wie bereits im vorigen Kapitel 4.5.1 erwahnt, stellen glukosylierte Substanzen
schitzende Verbindungen gegeniber oxidativen Veranderungen dar (Castellarin, et
al., 2012) (Chong, et al., 2009) und koénnten somit eher in dieser Funktion nitzlich sein.
Der klassisch extrahierte GT 42 (E2017) konnte nur einmal bei 500 ppm und bei einer
gering befallenen Kontrolle als wirksam eingestuft werden. Ahnliches galt fiir den DIG-
MAZ-Extrakt dieses Erntejahres, wenngleich die Wirksamkeit bei 1000 ppm und
500 ppm nachgewiesen werden konnte. Das alteste Wurzelmaterial des GT 42 aus
dem Erntejahr 2009 zeigte ausschlief3lich bei 1000 ppm eine signifikante Wirkung. Die
beste antifungale Wirkung wurde beim DIG-MAZ-Extrakt des Erntejahres 2013
beobachtet, die bei 1000 ppm und bei der verminderten Konzentration von 500 ppm
(beide Versuche) signifikant ausfiel. Wie bereits beim Vergleich der antifungalen
Wirkung der beiden  klassisch  extrahierten  Genotypen  beschrieben
(siehe Kapitel 4.5.1), konnten die glukosylierten Verbindungen allgemein zur
antifungalen Wirkung beigetragen haben, missen aber als Hauptkomponenten nicht
zwangslaufig die beste antifungale Wirkung aufzeigen. (Gabaston, et al., 2017). Die
antifungale Wirkung der Anthrachinone als Reinsubstanzen ist ebenfalls belegt
(Agarwal, et al., 2000) und somit kdnnten auch die glukosylierten Formen, &hnlich wie
bei den im Kapitel 4.5.1 beschriebenen Stilbenen, zur generellen Wirkung beigetragen

haben.
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Auf den Einfluss der hydroxylierten Verbindungen hinsichtlich ihrer antifungalen
Wirkung wurde im Kapitel 4.5.1 bereits ausfuhrlich eingegangen. Bei den
Standardsubstanzen fiel deren Anteil bei allen Varianten des GT 42 nach den
glukosylierten Verbindungen am hdchsten aus, allerdings schwankten die Anteile
zwischen E2017 (32 %) und E2009 (15 %) stark (siehe Tabelle 31). So war zu
beobachten, dass die Substanzen Catechin, Epicatechin, Procyanidin B1 und B2 in
hoheren Anteilen im E2017 und somit im jingsten Wurzelmaterial auftraten. Bei den
Extrakten der Erntejahre 2013 und 2009 kénnten lagerungsbedingte Abbauprozesse
zu einer Verringerung des Anteils gefuihrt haben. Extraktionsbedingte Unterschiede
zwischen den 2017er Varianten ergaben sich fur das Catechin mit ca. 6 %. Die
tendenziell bessere Wirkung des DIG-MAZ-Extraktes 2017 kénnte mit diesem héheren
Anteil auf Grund der bekannten antifungalen Wirkung von Catechin einhergehen
(Hirasawa & Takada, 2004).

Gegenuber dem Anteil an den Standardsubstanzen wiesen die hydroxylierten
Verbindungen mit etwa 5 % bei den weiteren bestimmten Substanzen den geringsten
Anteil auf (siehe Tabelle 32). Ahnlich im Vergleich zu den glukosylierten Substanzen
setzten sich diese vorwiegend aus Stilbenen und Anthrachinonen zusammen. Das
Rhapontigenin, dessen Wirkung bereits im Kapitel 4.5.1 beschrieben wurde
(Gabaston, et al.,, 2017), konnte in der bis zu 3fachen Menge im Extrakt des
Erntejahres 2013 gegentuber dem klassisch extrahierten GT 42 und dem DIG-MAZ-
Extrakt E2017 nachgewiesen werden. Da zwischen den Extrakten keine
lagerungsbedingten Unterschiede erkennbar waren, kdonnte davon ausgegangen
werden, dass sich das Rhapontigenin auf Grund der langeren Kultivierungszeit im
Extrakt 2013 angereichert hat. Damit wéare auch dessen antifungale Wirkung, die bei
diesem im Vergleich zu den anderen Extrakten des GT 42 am besten ausfiel, erklarbar.
Dies wirde auch mit der besseren Wirkung des DIG-MAZ-Extraktes 2017 im Vergleich
zum klassisch extrahierten GT 42 einhergehen, da es extraktionsbedingt im ersten,
wenngleich auch geringfiigig, héher ausfiel. Inwieweit auch der geringe Anteil des
Pterostilbens (<1 %) Einfluss hatte, missten weitere Untersuchungen zeigen. Die
Stilbene Desoxyrhapontigenin und Pterostilben konnten nicht im Extrakt des
Erntematerials 2009, bzw. ersteres auch nicht im Extrakt von 2013, nachgewiesen
werden. Ob lagerungsbedingte Abbauprozesse oder auch klimatische Bedingungen
wahrend der Kultivierung dazu beigetragen haben, kann an dieser Stelle leider nicht

geklart werden.

116



4. Ergebnisse und Diskussion

Die Anteile der Anthrachinone ((Aloe)-Emodin und Chrysophanol) und des
Procyanidin-Trimers stiegen tendenziell mit hoéherem Alter des extrahierten
Erntematerials an.

Beim Vergleich der Anteile an galloylierten Verbindungen konnten ebenfalls deutliche
Unterschiede zwischen den Standardsubstanzen und den weiteren Substanzen
ermittelt werden. Als einzige galloylierte Standardsubstanz wurde Epicatechingallat
nachgewiesen, bei welchem sich ein alterungsbedingter Unterschied zwischen den
Varianten ergab (siehe Tabelle 31). Die Varianten der Erntejahre 2013 und 2017
wiesen dabei etwa 8 % Epicatechingallat auf, wahrend der Extrakt des Erntejahres
2009 nur 4 % beinhaltete. Dies wirde mit der verminderten Wirkung dieses Extraktes
in den Blattsegmenttests einhergehen. Die antifungale Wirkung galloylierter
Substanzen wurde bereits im Kapitel 4.5.1 diskutiert (Dix, 1979), (Hguyen, et al., 2013).
Allerdings spricht dagegen, dass der klassisch extrahierte Extrakt 2017 eine noch
geringere antifungale Wirkung hatte (siehe Kapitel 4.4). An dieser Stelle muss aber
erneut die bereits im Kapitel 4.4.1 erwahnte ungleichméaRige Verteilung der Konidien
wahrend der Inokulation mit dem Echten Mehltau erwahnt werden, die zu einer
erhdhten Infektion und damit zu einer schwacheren Wirkung des GT 42 gefuihrt haben
kann.

Bei den weiteren identifizierten Substanzen wiesen die galloylierten Verbindungen
ahnliche prozentuale Anteile wie die glukosylierten auf (siehe Tabelle 32). Dabei stellte
Trihydroxystilben-galloyl-glukosid mit jeweils tGber 30 % Anteil die Hauptkomponente
des GT 42 dar. Extraktionsbedingte Unterschiede konnten jedoch nur fir das weitere
nachgewiesene Stilben Piceatannol-galloyl-glukopyranosid ermittelt werden, welches
bei allen DIG-MAZ-Extrakten des GT 42 etwa die 3fache Menge beinhaltete
gegenuber dem klassisch extrahierten Material. Ob darauf die bessere antifungale
Wirkung des DIG-MAZ-Extraktes 2017 beruht, darf bezweifelt werden, da der Anteil im
DIG-MAZ-Extrakt E2009 bei schlechterer Wirkung ahnlich ausfiel. Mdglicherweise
konnte die Dbessere Wirkung des DIG-MAZ-Extraktes E2017 eher auf
Epicatechingallat-Dimer zurlickzufihren sein, welches hier mit fast 3 % am hdchsten
und im GT 42 E2009 mit ca. 1,5% am geringsten ausfiel. Bei den restlichen
galloylierten Substanzen wies der GT 42 E2013 den héchsten Anteil auf. Inwieweit
diese zur antifungalen Wirkung beigetragen haben, kann nicht aufgezeigt werden, da
der GT 42 E2009 einen ahnlichen Anteil hatte, aber schlechtere antifungale Wirkung

zeigte.
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Fazit

AbschlieBend kann festgehalten werden, dass durch die Gegenuberstellung der
Anteile an hydroxylierten, glukosylierten und galloylierten Verbindungen unter
Einbeziehung der Substanzgruppen die Ableitung von Struktur-Wirkungsbeziehungen
der untersuchten Gesamtextrakte in gewissen Grenzen mdglich waren. Der Vergleich
der beiden klassisch extrahierten Genotypen 10 und 42 konnte fir ersteren die
antifungale Wirkung, die schon von (Sommermann, 2015) beschrieben worden war,
bestéatigen werden. Die bessere Wirkung des GT 10 ist dabei wahrscheinlich auf das
enthaltene Rhapontigenin zurtickzufihren, welches im klassischen Extrakt des GT 42
nicht nachgewiesen werden konnte. Weiterhin konnten in den DIG-MAZ-Extrakten der
unterschiedlichen Erntejahre des GT 42 unterschiedliche Wirkungen aufgezeigt
werden. Die gute antifungale Wirkung des E2013 gegenuber den anderen Erntejahren
scheint ebenfalls mit dem enthaltenen Anteil an Rhapontigenin einherzugehen.
Zusatzlich konnten unterschiedliche Anteile an Substanzen basierend auf den
differenzierten Erntejahren und Kultivierungszeiten im Boden der Extrakte ermittelt
werden. Dabei nahmen die Substanzen wie Rhaponticin und Desoxyrhaponticin mit
zuriickliegenden Erntejahr zu, wahrend Catechin und Epicatechin vorwiegend in dem
frischen Wurzelmaterial ermittelt werden konnte. Die Substanzen Rhapontigenin und
Desoxyrhapontigenin waren auf Grund der langeren Kultivierung vor allem in dem
GT 42 E2013 zu finden. Generell war die Aussage zur geringen antifungalen Wirkung
des klassisch extrahierten GT 42 sowohl im Vergleich mit dem GT 10 als auch mit den
weiteren Extrakten des GT 42 erschwert, obwohl Substanzen mit bekannter
antifungaler Wirkung in entsprechenden Anteilen ermittelt werden konnten. Da fir die
vorliegende Arbeit ausschlie3lich komplexe Gesamtextrakte fur die biologische
Testung verwendet wurden, welche eine Vielzahl an Substanzen aufwiesen, ist die
Ableitung und Diskussion etwaiger Struktur-Wirkungsbeziehungen nur als Tendenz
und Ausgangspunkt fir weitere Untersuchungen zu betrachten.

Damit eindeutigere Aussagen zur Wirkung der jeweiligen Substanzen bzw.
Substanzgruppen abgeleitet werden koénnen, misste eine bessere praparative
chromatografische Auftrennung der Gesamtextrakte durch Fraktionierung erfolgen,
um die Vielzahl an polyphenolischen Verbindungen besser auftrennen und sowohl
strukturell als auch quantitativ genauer bestimmen zu konnen. Dass dieser Schritt zu

eindeutigeren Ergebnissen bezlglich der Struktur-Wirkungsbeziehungen von
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Rheum spp. fuhrte, wurde bereits anhand von verschiedenen Arbeiten am IBAS
nachgewiesen (Ballert, 2014), (Sommermann, 2015). Eine Fraktionierung der Proben
war jedoch leider aus zeitlichen Grinden im Rahmen dieser Arbeit nicht moéglich.

Weiterhin wurde eine genauere Interpretation auch dadurch erschwert, dass die
HPLC-MS-MS Methode fur einige Verbindungen so hohe Unsicherheiten zeigte, dass
diese nicht quantifiziert werden konnten. Das Rheum-typische Resveratrol, fir das
schon in zahlreichen Studien antifungale Wirkungen ermittelt werden konnten, fiel
neben zwei weiteren Verbindungen aus der Diskussion der Struktur-
Wirkungsbeziehungen heraus. Weiterhin ist neben entsprechenden Wiederholungen
der Blattsegmenttests auch eine Uberprifung der Applikation des Mehltaus im
Mehltauturm notwendig. Die ungleichmafiige Belegung der Gerstenblatter mit den
Mehltaukonidien bei den einzelnen Versuchen hat die Interpretation ebenfalls

erschwert.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, verschiedene Gesamtextrakte des Rheum
officinale Baill. (GT 42) auf deren antifungale Wirkung zu untersuchen und im
Zusammenhang mit deren Inhaltsstoffspektren Struktur-Wirkungsbeziehungen
herzuleiten. Dabei sollten als Schwerpunkte die Einflisse unterschiedlicher
Extraktionsverfahren sowie verschiedener Erntejahre des GT 42 (2017, 2013, 2009)
beriicksichtigt werden. Parallel wurde bei den Untersuchungen ein klassisch
gewonnener Extrakt des GT 10 E2014 mit verfolgt, der bereits in mehreren Arbeiten
(Gillmeister, 2016) (Sommermann, 2015) hinsichtlich seinen antifungalen Wirkung
charakterisiert worden war. Die klassische Extraktion dieses Genotyps des Erntejahres
2017 stellte dabei den Ausgangspunkt nach dem im IBAS etablierten Verfahren dar.
Zusatzlich wurden mit dem Wurzelmaterial von 2017 geeignete Extraktionsparameter
an der ASE erarbeitet, welche die Grundlage fiur das Up-Scaling auf einen
kleintechnischen Mal3stab an der DIG-MAZ-Anlage bildeten, um auch grofiere
Mengen der entsprechenden Extrakte herstellen zu kénnen.

In den Vorversuchen mit verschiedenen Lésungsmitteln und -gemischen an der ASE
erwies sich das Losungsmittelgemisch Methanol-Wasser (70:30 v/v) als am besten.
Die Grunde hierfir waren die hdchste ermittelte Extraktionsausbeute in Verbindung
mit dem guinstigsten Anthrachinon-Stilben-Verhaltnis (HPLC). Durch weitere Versuche
mit diesem Lésungsmittelgemisch wurde eine Extraktionstemperatur von 60 °C fur die
Extraktionen der Erntejahre 2017, 2013 und 2009 an der DIG-MAZ-Anlage festgelegt.
Die quantitative Bestimmung der Standardsubstanzen in allen Extrakten des GT 42
erfolgte mittels HPLC-MS-MS in Verbindung mit externer Standardkalibration. Weitere
Rheum-typische Inhaltsstoffe wurden semiquantitativ bestimmt, indem die
Peakflachen der HPLC-DAD-Methode hergezogen wurden. Die Identifizierung der
Substanzen erfolgte Uber deren Massenspektren, die Uber einen Q1-Scan generiert
wurden. Der Extrakt des GT 10 E2014 (Rheum rhabarbarum) wurde auf Grund seiner
bereits bestatigten antifungalen Wirkung mit in die Untersuchungen einbezogen.
Anhand der quantitativen und semiquantitativen Analyse der identifizierten
Inhaltsstoffe konnten genotypische Unterschiede zwischen den Extrakten des GT 10
und des GT 42 vermutet werden. Des Weiteren ergaben sich extraktionsbedingte,
lagerungsbedingte sowie erntejahrabhéngige Unterschiede in den Gesamtextrakten
des GT 42.
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So wurden zum Beispiel hohere Peakflachen im klassischen Extrakt des GT 42 auf
Grund der geringeren Extraktionstemperatur ermittelt. Innerhalb der untersuchten DIG-
MAZ Gesamtextrakte des GT 42 wurde aufgezeigt, dass die Kultivierungszeit der
Pflanzen einen Einfluss auf den ermittelten Gehalt der jeweiligen Inhaltsstoffe hatte.
Ein Grund dafur konnte der Anbau der Rhabarberpflanzen auf zwei benachbarten
Versuchsfeldern sein. Zusatzlich wurden die Proben nach der Ernte auf
unterschiedliche Arten behandelt und gelagert, was wiederum zur Veranderung des
Inhaltsstoffspektrums gefiihrt haben koénnte. Inwieweit die aufgefiihrten Grinde im
Einzelnen dazu beigetragen haben, kann an dieser Stelle nicht geklart werden.

Die Untersuchungen zur antifungalen Wirkung wurden am Modellsystem Echter
Gerstenmehltau an Gerste (Blumeria graminis f. sp. hordei) in Form eines am IBAS
etablierten Blattsegmenttests durchgefuhrt. Daftir wurden die Gerstenpflanzen mit den
verschiedenen Rheum-Extrakten in den Anwendungskonzentrationen 1000 ppm,
500 ppm und 125 ppm protektiv behandelt. Die Inokulation der auf Wasseragarplatten
ausgelegten Gerstenblatter erfolgte mit dem Gerstenmehltau im Mehltauturm 48 h
spater. Nach siebentétiger Inkubation wurde der Befall der Gerstenblatter anhand
einer Boniturskala von null bis 100 Prozent eingestuft. Bei der héchsten applizierten
Konzentration von 1000 ppm konnte fiur fast alle Gesamtextrakte eine signifikante
Wirkung ermittelt werden. Die besten antifungalen Wirkungen zeigten der GT 10 sowie
der GT 42 E2013, da diese auch bei einer reduzierten Einsatzkonzentration von
500 ppm signifikant ausfielen. Jedoch wies der untersuchten Extrakte eine signifikante
Wirkung bei 125 ppm auf.

Durch die Gegenuberstellung der prozentualen Anteile an hydroxylierten,
glykosylierten und galloylierten  Verbindungen unter Einbeziehung der
Substanzgruppen konnten Ableitungen zu den Struktur-Wirkungsbeziehungen der
untersuchten Rheum-Extrakte aufgezeigt wurden.

Der hohe Anteil an glykosylierten Verbindungen bei den Standardsubstanzen und den
weiteren identifizierten Inhaltsstoffen vor allem in Form von Stilbenen konnte demnach
im Allgemeinen zur antifungalen Wirkung beigetragen haben. Die Wirkung dieser
Substanzen konnte bereits durch Gabaston et al. (2017), Baidez et al. (2006) und
Pezet et al. (2004b) bestatigt werden. Diese und weitere Autorengruppen konnten aber
in ihren Untersuchungen deutlich bessere antifungale Wirkungen fir hydroxylierte

Substanzen aufzeigen (Adrian et al. 1997, van Baarlen et al. 2007, Pezet et al. 2004a).
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Dies bestatigte sich zum Beispiel beim Vergleich der klassisch extrahierten Genotypen
10 und 42. Die hohe antifungale Wirkung des GT 10 ging mit einem deutlich hohen
Anteil von Rhapontigenin einher, dessen antifungale Wirkung bereits bestatigt werden
konnte (Gabaston et al. 2017, Sommermann 2015). Der Nachweis dieser Substanz
konnte im GT 42 dagegen nicht erbracht werden.

Auch bei den DIG-MAZ-Varianten der verschiedenen Erntejahre zeigte der erhéhte
Anteil an Rhapontigenin im E2013 eine deutlich bessere antifungale Wirkung auf. Auch
ein Beitrag der galloylierten Verbindungen kann auf Grund entsprechender Nachweise
(Dix, 1979, Hguyen et al. 2013) als bestatigt angesehen werden und kénnte demnach
zur Wirkung beigetragen haben.

Generell waren zur antifungalen Wirkung des klassisch extrahierten GT 42 sowohl im
Vergleich mit dem GT 10 als auch mit den weiteren Extrakten des GT 42 erschwert,
obwohl Substanzen mit bekannter antifungaler Wirkung in entsprechenden Anteilen
ermittelt werden konnten. Mdoglicherweise koénnte dies auf eine ungleichmaliige
Konidienverteilung wéahrend der Inokulation im Mehltauturm zurtckzufiihren sein.
Diese Vermutung misste allerdings durch weitere Untersuchungen zur Verteilung der
Konidien nachgewiesen werden.

Wenngleich Tendenzen zu den Struktur-Wirkungsbeziehungen aufgezeigt werden
konnten, war die Herleitung in den Gesamtextrakten durch die Vielzahl der
identifizierten Substanzen erschwert. Eindeutigere Aussagen zu den Wirkungen der
einzelnen Substanzen kdnnten durch praparative chromatographische Auftrennung in
Fraktionen erfolgen. Die Fraktionierung als methodische Vorgehensweise war aus
zeitlichen Grunden nicht mdglich.

Weiterhin war eine genauere Interpretation der Struktur-Wirkungsbeziehungen auch
dadurch erschwert, da die quantitative Bestimmung einiger Substanzen bei der HPLC-
MS-MS-Methode so hohe Unsicherheiten zeigten, dass diese bei der Quantifizierung
nicht bericksichtigt werden konnten. Dies galt unter anderem fur das Resveratrol, fur
das schon in zahlreichen Studien antifungale Wirkungen ermittelt werden konnten
(Adrian et al. 1997, Pezet et al. 2004a, van Baarlen et al. 2007). Man kann davon
ausgehen, dass der ermittelte Gehalt an Resveratrol auch in der vorliegenden Arbeit
zur besseren Ableitung der Wirkungen beigetragen hétte, da diese Verbindung bereits
im GT 10 E2014 in einer Fraktion als Hauptkomponente nachgewiesen werden konnte

(Sommermann 2015).
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Abschlie3end ist zu sagen, dass der Blattsegmenttest in den signifikant wirksamen
Anwendungskonzentrationen von 1000 ppm und 500 ppm wiederholt werden misste,
um die antifungalen Wirkungen der in dieser Arbeit untersuchten Rheum-Extrakte zu
bestéatigen. Weiterhin kdnnte sich eine zweidimensionale Betrachtung in der Form der
Fraktionen anschliel3en, die zur besseren quantitativen Bestimmung der Substanzen
beitragen wurde.

Die Fraktionen konnten daraufhin auch im Blattsegmenttest angewandt werden, um
die Herleitung der Struktur-Wirkungsbeziehungen zu unterstitzen. Dabei scheinen die
erneuten Vergleiche der vormals klassisch extrahierten Genotypen 10 und 42
einerseits sowie der DIG-MAZ-Extrakte der unterschiedlichen Erntejahre des GT 42

anderseits besonders interessant zu sein.
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Anlage 2: ganzheitliches Boniturschema
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Anlage 3

Anlage 3: LC-Taste Spektren der Losungsmittelvorversuche der ASE-
Extraktion

1. Spektren der verschiedenen Losungsmittel der 1. Stufe der ASE-Extrakte des
GT 42 E2017

7 "DAD1 B, 51g=280,10 Ref=360,100 (LEMBKE\RHE...KE_GT42 2017-11-03 13-561-622017 1102_G142_E2017_ASE_1_3_AD)
[ "DAD1 B, Sig=280,10 Ref=360,100 (LEMBKE\RHE...KE_GT42 2017-11.03 13-51-5220171102_6T42_E2017_ASE_2_3_A.D)
[ *DAD1 B, $ig=280,10 Ref=360,100 (LEMBKE\RHE...KE_GT42 2017-11-03 13-561-5220171102_GT42_E2017_ASE_3_3_A.D)
[ "DAD1 B, $ig=280,10 Ref=360,100 (LEMBKE\RHE...KE_GT42 2017-11.03 13-51-5220171102_6T42_E2017_ASE_4_3_A.D)
[ "DADA1 B, $ig=280,10 Ref=360,100 (LEMBKERHE...KE_GT42 2017-11-03 13-51-52120171102_GT42_E2017_ASE_5_3_AD)
[ *DAD1 B, Sig=280,10 Ref=360,100 (LEMBKERHE...KE_GT42 2017-11-03 13-51-52120171102_6T42_E2017_ASE_6_3_A.D)
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Abbildung 1: DAD-Spektren bei 280 nm der unterschiedlichen ASE-Extraktionsvarianten der ersten
Stufe

2. Spektren der verschiedenen Losungsmittel der 2. Stufe der ASE-Extrakte des
GT 42 E2017

[ *DAD1 B, Sig=280,10 Ref=360,100 (LEMBKE\RHE...KE_GT42 2017-11-03 13-51-52\20171102_6T42_E2017_ASE_1_3_B.D)

[ "DAD1 B, $ig=280,10 Ref=360,100 (LEMBKE\RHE...KE_GT42 2017-11.03 13-51-52120171102_6T42_E2017_ASE_2_3_B.D)
] *DADA B, Sig=280,10 Ref=360,100 (LEMBKE\RHE...KE_GT42 2017-11-03 13-51-62120171102_6T42_E2017_ASE_3_3_B.D)
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Abbildung 2: DAD-Spektren bei 280 nm der unterschiedlichen ASE-Extraktionsvarianten der zweiten
Stufe

XVI



Anlage 3

3. Spektren der verschiedenen Temperaturen der 1. Stufe der ASE-Extrakte des
GT 42 E2017

[ *DAD1 B, Sig=280,10 Ref=360,100 (LEMBKE\RHE...KE_GT42 2017-11-03 13-51-52\20171113_GT42_E2017 _ASE_9_3_A.D)
[ *DAD1 B, Sig=280,10 Ref=360,100 (LEMBKE\RHE...KE_GT42 2017-11-03 13-51-52\20171102_GT42_E2017_ASE_4_3_A.D)
[J *DAD1 B, Sig=280,10 Ref=360,100 (LEMBKERHE...E_GT42 2017-11-03 13-51-52'20171113_GT42_E2017_ASE_10, A
[ *DAD1 B, Sig=280,10 Ref=380,100 (LEMBKE\RHE...E_GT42 2017-11-03 13-51-5220171113_6T42_E2017_ASE_11_3_AD)
mAU
) LMW
Y S A N~ B0y R i CU S SS——
300 o
250
200
150 o
100
50 4
% ARA, RS, A n A A, A
T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 min

Abbildung 3: DAD-Spektren bei 280 nm der ASE-Extraktionsvariante 4 sowie unterschiedlichen
Temperaturen der ersten Stufe

4. Spektren der verschiedenen Temperaturen der 2. Stufe der ASE-Extrakte des
GT 42 E2017

T "DAD1 B, Sig=280,10 Ref=360,100 (LEMBKE\RHE...KE_G 142 2017-11-03 13-61-5220171113_6142_E2017_ASE_0_3_B.D)
[ *DAD1 B, Sig=280,10 Ref=360,100 (LEMBKE\RHE . KE_GT42 2017-11-03 13-51-52\20171102_6T42_E2017_ASE_4_3_B.D)
[ *DAD1 B, Sig=280,10 Ref=360,100 (LEMBKE\RHE...E_GT42 2017-11-03 13-51-52120171113_GT42_E2017_ASE_10_3_B.D)
[J *DADA B, $ig=280,10 Ref=360,100 (LEMBKE\RHE...E_GT42 2017-11-03 13-51-52\20171113_6T42_E2017_ASE_11_3_B.D)
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Abbildung 4: DAD-Spektren bei 280 nm der ASE-Extraktionsvariante 4 sowie unterschiedlichen
Temperaturen der zweiten Stufe
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Anlage 4. Semiquantitative Bestimmung der Inhaltsstoffe der
unterschiedlichen Extraktionsvarianten des GT 42 E2017

1. Darstellung der Semiquantitative Bestimmung der Stilbene

Anlage 4

Peakflache
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Peakfldchen der identifizierten Stilbene in den EthOAc-phasen
der verschiedenen Extraktionsvarianten des GT 42 E2017

m Pterostiloen

ORhapontigenin-cumaryl-glucose

BPiceatannol-glucopyranosid

oDesoxyrhapontige

OPiceatannol-cumaryl-glucosid
B Trihydroxy-stilben-

nin

glucosid

oRhapontigenin
OPiceatannal-galloyl-glucopyranosid
BTrihydroxystilben-galloyl-glucosid

Abbildung 1:

verschiedenen Extraktionsvarianten des GT 42

Tabelle 1: Darstellung der Peakflachen der identifizierten Stilbene, in Abhéangigkeit der
Gesamtpeakflache der jeweiligen Probe

Darstellung der semiquantitativ identifizierten Stilbene in den Ethylacetatphasen der

GT 42 GT 42 GT 42 GT 42 GT 42

Substanz GT 42 E2017 E2017 E2017 E2017 E2017
E2017 K | DIG-MAZ | ASE 40°C | ASE 60°C | ASE 80°C | ASE 100°C

Trihydroxystilben- 1266633| 940354 | 1028837 | 1131331 | 1024072 | 1001104

galloyl-glukosid

Trihydroxy-stilben- 752041 | 625000 616750 706456 655859 622892

glukosid

Piceatannol- 662990 | 613287 773967 639765 587334 574960

glukopyranosid

Piceatannol-galloyl- 84265 | 220542 | 188232 | 216076 | 177192 | 166506

glukopyranosid

Piceatannol-cumaryl- 32122 | 24208 29423 28478 27529 29819

glukosid

Rhapontigenin-cumaryl- i i 17166 i 14028 19197

glukose

Rhapontigenin * ] 31929 40562 37204 36567 39598

Desoxyrhapontigenin 66781 48450 - - - -

Pterostilben 9336 12928 ] ] - 12671
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2. Darstellung der Semiguantitative Bestimmung der Anthrachinone

Anlage 4

Peakflachen der identifizierten Anthrachinone in den
EtOAc-phasen der verschiedenen Extraktionsvarianten
desGT 42

Substanz

Peakflache y 5 {Aloe-) Emodin-monogly kosid
£ (Aloe-) Emodin

/‘Emmin malonylglucosid

y
1500000 ' M;_‘E?f Chry sophanol-monogly kosid
Chrysophanal-acetylglykosid
1000000 ’ Chr&.rsnphanol
500000 Ay &8 Rhein-/ Physcion-monogly kosid
~ iy Physcion-acetylgly cosid
" /7 Rhein / Physcion
{3‘)‘ G:,. G‘) {3‘;.. G:,. G‘)
Py Wy T
= 6' =
e % N *Is'@‘?@ g,
%s‘? tS‘ c%, )%
(o)
oRhein / Physcion oPhyscion-acetylgly cosid mRhein-/ Physcion-monogly kosid
oChrysophanol oChrysophanol-acetylaly kosid A Chrysophanol-maonogly kosid
oEmodin-malonylglucosid oiAloe-) Emodin m(Aloe-) Emodin-monogly kosid

der verschiedenen Extraktionsvarianten des GT 42

Tabelle 2: Darstellung der Peakflachen der identifizierten Anthrachinone, in Abhéngigkeit der
Gesamtpeakflache der jeweiligen Probe

Abbildung 2: Darstellung der semiquantitativ identifizierten Anthrachinone in den Ethylacetatphasen

GT 42 GT42 | GT42 | GT42 | GT42 | GT42
Substanz E2017 E2017 | E2017 E2017 E2017 E2017
K DIG- ASE ASE ASE ASE
MAZ 40°C 60°C 80°C 100°C
(Aloe-) Emo_dln- 216633 i ) i i )
monoglykosid
(Aloe-) Emodin 27362 | 25822 | 77713 | 34429 | 62651 | 57593
Emodin-malonylglukosid 49010 | 36590 - - - -
Chrysophanol-
acetylglykosid 108633 | 32913 | 16359 | 98233 | 53872 | 62485
Chrysophanol 12730 | 21334 - - - -
Rhein-/ Physcion- i : - | 62668 | 38062 | 49769
monoglykosid
Physcion-acetylglykosid 38393 - - 55365 - -
Rhein / Physcion 4495 - - - - -
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Anlage 4

3. Darstellung der Semiguantitative Bestimmung der weiterer Substanzen

Peakflachen der identifizierten weiterer Substanzen in den
EtOAc-phasen der verschiedenen Extraktionsvarianten des
GT 42 E2017

Substanz

/gﬂ/m Torachryson-glucopyranasid

Peakfldche A R e Torachry son-acetylglucosid
1500000 = Cumaryl-galloyl-glucose
T «b-- Ay, Di-cumarykgalloykglucose

A S A Cumaryl-cinnamayl-galloyl-glucose
A,

1000000 4 ey Cinammayl-glucose
Procyanidin-Dimer, monogaloyliert
Epicatechingallat-Dimer
iy, Procyanidin-Trimer
A 5257
G}v G‘,\V G‘)v G‘/\V G‘}v G‘/\v
P T T P P
9, %, % % % %
’)4_ ’)O Za T7a s T
%6, B T e
'%b D, B, D. ‘g,
(o] (&l o ¢

500000

0

e
m5257? OProcyanidin-Trimer OEpicatechingallat-Dimer
m Procyanidin-Dimer, monogalloyliert mCinammaoy Fglucose @ Cumaryl-cinnamoyl-galloyl-glucose
B Di-cumaryl-galloylglucose OCumaryl-galloyl-glucose OTorachry son-acety Iglucosid

Abbildung 3: Darstellung der restlichen semiquantitativ identifizierten Substanzen in den
Ethylacetatphasen der verschiedenen Extraktionsvarianten des GT 42

Tabelle 3: Darstellung der Peakflachen der identifizierten weiteren Substanzen, in Abhangigkeit der
Gesamtpeakflache der jeweiligen Probe

GT42 | GT42 | GT42 | GT42 | GT42

GT 42
E2017 | E2017 | E2017 | E2017 | E2017
Substanz E2£17 DIG- | ASE | ASE | ASE | ASE
MAZ | 40°C | 60°C | 80°C | 100°C
Torachryson- 142449 | 107530 | 52603 | 99540 | 74048 | 94729
glukopyranosid
Torachryson-

: 1650 8256 10401 5402 8593 10057
acetylglukosid
Cumaryl-galloyl-glukose 27745 | 45015 | 40491 | 38734 | 39360 | 42003

Di-cumaryl-galloyl- 60138 | 23248 | 25602 | 36912 | 22983 | 28007
glukose

Cumaryl-cinnamoyl-
galloyl-glukose

Cinammoyl-glukose 41760 - - - - -

Procyanidin-Dimer, 31015 | 31378 | 17342 | 27307 | 35483 | 48198
monogalloyliert

Epicatechingallat-Dimer 92913 | 79656 | 66454 | 69174 | 62476 | 63499
Procyanidin-Trimer 16985 | 25778 | 28044 | 30571 - -
525 ? 19301 | 13302 | 17492 | 18498 | 19888 | 24197

- - 11404 | 18509 10229 | 14127
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Anlage 4

4. Darstellung der Semiquantitative Bestimmung mit zwei Substanzen unter einem
Peak

Peakflachen mit Zwei identifizierten Substanzen unter dem Peak in
den EtOAc-phasen der verschiedenen Extraktionsvarianten des GT
42 E2017

Peakflach Substanzen
eakflache
1500000 - // /mmsveratmlIRhapomicin—gaIIat
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1000000 4 / A7, Rhapontigeninferoyl-glucose ! Pterostilben
Tarachryson-acetylglucosid / Chrysophanol-monogly kosid
500000 - (Aloe-) Emodin-monoglykosid / Palmidin A

A A AW Cinammoyl-glucose / Physcion-acetylgly cosid

0 -

G Gn G G

G G
?"J ki

&
U
&

o(Aloe-) Emodin-manoglykosid / Palmidin A
ORhapontigenin-feroyl-glucose / Pterostiben
BResveratrol / Rhaponticin-gallat

m Cinammoy kglucose / Physcion-acetylgly cosid
H Torachryson-acety lglucosid / Chrysophanol-monogly kosid
0O Resveratrol-cumaryl-glucose / Rhapontigenin-cumarykglucose

Abbildung 4: Darstellung der zweier semiquantitativ identifizierten Substanzen unter einem Peak in
den Ethylacetatphasen der verschiedenen Extraktionsvarianten des GT 42

Tabelle 4: Darstellung der Peakflachen von zwei identifizierten Substanzen unter einem Peak, in
Abhangigkeit der Gesamtpeakflache der jeweiligen Probe

GT 42 GT42 | GT42 | GT42 | GT42 GT 42
Substanzen E2017 E2017 E2017 | E2017 E2017 E2017
K DIG- ASE ASE ASE ASE
MAZ 40°C 60°C 80°C 100°C
gaelf;’teratro' /'Rhaponticin- | 518418 | 200098 | 170311 | 209109 | 201270 | 187801
Resveratrol-cumaryl-glukose
/ Rhapontigenin-cumaryl- 22827 | 12928 | 19087 | 19414 | 16841 18148
glukose
Rhapontigenin-feroyl-
glukose / Pterostilben 8616 14590 9236
Torachryson-acetylglukosid /| 50 | 119685 | 55537 | 168368 | 135059 | 136948
Chrysophanol-monoglykosid
(Aloe-) Emodin-
monoglykosid / Palmidin A 64616 | 58089 | 82888 | 74297 76606
Cinammoyl-glukose / 14980 23442 | 27234
Physcion-acetylglykosid
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Tabelle 5: Uberblick der semiquantitativ erfassten Substanzgruppen iiber alle Proben

Anlage 4

GT 42 GT 42 GT 42 GT 42 GT 42 GT 42

Substanzgruppe | E2017 E2017 E2017 E2017 E2017 E2017
K DIG-MAZ | ASE 40°C | ASE 60°C | ASE 80°C | ASE 100°C

Stilbene 66 % 71 % 75 % 68 % 70 % 69 %
Anthrachinone 13 % 7 % 8 % 12 % 9% 10 %
restliche 10 % 10 % 7 % 9 % 8 % 9 %
Substanzen
Zwei Substanzen |44 o 12 % 9% 12 % 13 % 12 %

unter einem Peak
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Anlage 5

Anlage 5: Quantitative Bestimmung der Inhaltsstoffe der unterschiedlichen
Extraktionsvarianten des GT 42 E2017

1. Darstellung der quantitativen Bestimmungq der Flavan-3-ole sowie Procyanidine

-
r

mg/g Extrakt
r
60.00 -
40,00 +

20,00 A

0,00

4

Quantifizierung der Flavan-3-olein den EtOAc-Phasender
verschiedenen Extraktionsvarianten des GT42E2017

Substanz

Epicatechingallat

/" Epicatechin

5 §

Catechin

BCatechin

oProcyanidin B1

mEProcyanidin B2

mProcyanidin C1

oEpicatechin

m Epicatechingallat

Abbildung 1: Darstellung der quantitativ Bestimmten Flanvan-3-ole in den EtOAc-phasen der

verschiedenen Extraktionsvarianten des GT 42

Tabelle 1: Quantifizierung von Epicatechingallat, Epicatechin, Catechin sowie der Procyanidine PC1,
PB2, PB1 in den Gesamtextrakten der DIG-MAZ Extrakte der verschiedenen Erntejahre sowie dem
klassisch extrahierten GT 42 E2017

GT 42 GT 42 GT42 | GT42 | GT42 GT 42

Substanz E2017 K E2017 E2017 | E2017 | E2017 E2017
—— | DIG-MAZ | ASE 40 | ASE 60 | ASE 80 | ASE 100
Epicatechingallat 23,86 11,89 461 7,03 5,61 7,56
Epicatechin 1,67 1,39 0,76 0,59 0,67 0,98
Catechin 49,37 32,43 12,39 15,07 13,32 18,06
Procyanidin C1 0,86 0,60 0,28 0,26 0,30 0,44
Procyanidin B2 5,46 3,00 1,58 1,60 1,66 1,92
Procyanidin B1 13,37 6,21 3,60 3,34 3,64 5,35
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Anlage 5

2. Darstellung der quantitativen Bestimmung der Stilbene sowie Phenolcarbonsauren

mg/g Extrakt

.
t:
b
]

%

80,00
40,00 A S A A, A, -/ Cumarsaure
A S A A A A Feulasie
0.00 + f . f 1 f v
Gr  Gn  Gn G Gn G
5 7

T T e T

® %

E
%

Substanz

Raponticin
Desoxyraponticin

LY,y A Ay A,/ Trihydroxystilbenglucosid

Quantifizierung der Phenolcarbonsaurenund Stilbene in den
EtOAc-Phasen derverschiedenen Extraktionsvarianten des GT 42
E2017

ERaponticin

mFerulasaure

oOCumarsaure

oTrinydroxystilbenglucosid

@ Desoxyraponticin

Abbildung 2: Darstellung der quantitativ Bestimmten Phenolcarbonséuren und Stilbene in den EtOAc-
phasen der verschiedenen Extraktionsvarianten des GT 42

Tabelle 2: Quantifizierung von Rhaponticin, Desoxyrhaponticin, Trihydroxystilbenglukosid sowie p-
Cumarséaure und Ferulasaure in den Gesamtextrakten der DIG-MAZ Extrakte der verschiedenen
Erntejahre sowie dem klassisch extrahierten GT 42 E2017

GT 42 GT 42 GT42 | GT42 | GT42 GT 42

Substanz E2017 E2017 E2017 | E2017 | E2017 E2017
klassisch | DIG-MAZ | ASE 40 | ASE 60 | ASE 80 | ASE 100
Raponticin 112,26 48,55 34,10 48,11 36,75 56,22
Desoxyraponticin 62,54 29,20 18,34 25,48 18,58 33,07
Trihydroxystilbenglukosid 6,68 4,20 2,00 2,97 2,05 3,21
p-Cumarsaure 0,07 0,16 0,08 0,07 0,07 0,11
Ferulasaure 0,08 0,13 0,07 0,06 0,07 0,10
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Anlage 6

Anlage 6. Extraktionsprotokolle

Versuchsnummer: Extraktionsprotokoll fiir die Matrix Rhabarber IBAS AA23-01 mod
Datum: 27.11.2017 Bearbeiter: Lembke, Marcus Matarial R iai” austragen)
Geno-Typ, Variante: GT 42 Emtezeitraum: Oktober 2017 Anbauort / Herkunft:

Masse Wurzel [g]- 100044 Bemerkungen: (dazu auch Blatiriickseite benutzen)
DAD-HPLC:

Methanolsche Exliahiion und ARdampling
Extraktion - |MeOH-Menge zur|Drehzahl Ulra  |Extraktion Extrakt-Menge |Temp./Druck am Roti. |Kohlung-  |N-Uber- MeOH-Rick- Wasser-zugabe
Nr. Extraktion [g] turax [1/min]  |Dawer [min] in Roti_ [g] [FCY [mbar] Eiswasser |schichtung |gewinnung [g] |l

1 21138 5000 15 1311.2 Feststoffriickstand in Zentrifugenbecher nach Kaltefallung [g]:

2 1020.81 5000 15 1550,2 - - - -

3 1020.8 5000 15 1542.6

4 1085.5 5000 15 1085,1 L ik | L icht | iL ichit ) iL

5 1428,1 5000 15 1378.8 66682 11064
Abtrennen der lipophilan Bestandteile

Kiltefillung Petrolether-Extraktion Werhiltnis Extrakt zu LM = 1:1

Beginn Beginn Ende Ende Gesamt- Feststoffmenge im y I "
Datum Zeit Datum Zeit Exirakimenge |Kolben und nach NE“'"”“”" " |Estraktmenge [g] |TSroisther  |Barakion Dauer zﬁhz‘?r." s ntrifugation
[dd.mm.aa] |[hhomm] [dd.mmaa]  |[hhm] ol Zentrifugation [g] r- menge [g] [min] rax [1/min]

! i ! ! ! ! 1 1328,58 1328,66 10 marwuell Feststoffriickstand im PE-Kolben [g]

I ! ! ! ! I 2 1400.80 1403,37 10 manuell

! ! ! ! ! ! 3

4 {Loargewict Kaiban)]
Ethylacetat-Extraktion: Verhiltnis Extrakt zu LM = 1:1,5
Estraktion - " Ethylacetst-  |Extraktion Drehzshl Ultra
Nr. Extrakimenge [g] menge [g] Dauer [min] turax [1/min]
. Menge EtoAc-Phase (gt .

1 1418.43 2138,72 Menge MeOH-Phase [g] (chne Wassernugabe) Menge H,0-Phase [g]

2 1516,63 227759

3 1508.52 2268477

4 1511.44 284,78 {Leerzewich: Kolben) |Leergewicht Koloen) (Leergewicht Koiben)

5 -

Lyophilisation Ethylacetat-Phase yophilisation Wasser-Phase
Kalbengewicht
- theoret.
Baginn Beginn Ende Ends Kolben E"'::‘I?::::"’:f"’" Pusbeute Baginn Beginn Ende Ende Kalben Eﬁhmsa_jm Ausbeute
Datum Zeit Diatum Zeit Leergewicht [g] Ew -Phase (] EmﬂaFFtat Datum Zeit Datum Zeit Leergewicht [g] it HyO-Phase 'Nasserr
Lyophilisat Ial
dd.mm.aa |hhoom dd.-mm.aa hh:mm @ dd.mm.aa hih:mm [dd_mm.aa hhzmm [a]
160,16 180,17 20.01
161,74 202,21 40,07
I 60,48 z
Leergewicht Aufbewahrungsgefd fur EtoAc-Phase [g]: 199,89 Ist-Menge [g]: Leergewicht AufbewahrungsgefaR fir H,O-Phase [g]: Ist-Menge [g]: :
Hochschule Anbalt, Institut of Bioanalyticsl Sciences (IBAS) Diaten bitte in folgende Diatei Ghertragen LW: N -\ Rhabarber|, Rheum-Extrakte), Rheum-Extraktionen
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Versuchsnummer:
Datum: 05.12.2017

Extraktionsprotokoll fiir die Matrix Rhabarber

Bearbeiter: Lembke, Marcus

IBAS AA23-01 modifiziert

(Matarial gegebenfalls mus “Datei L

: Rhabarber/ Bheummnrsalmateriai” austmgan]

Geno-Typ, Varante: GT 42 (ASE 40°C Exirakt) Emtezeitraum: Okiober 2017 Anbauort / Herkunft:
Masse Wurzel [g]: | 1817 Bemerkungen: (dazu auch Blatirickseits benutzen)
DAD-HPLC:
Mett i Extrakti A ;
Extraktion - |MeQH-Menge zur|Drehzahl Ulira  |Extraktion Extrakt-Menge |Temp./Druck am Roti. | Kihlung- Ny Uber- MeOH-Riick- Wasser-zugabe
Mr. Extraktion [g] furax [1/min] Diauer [min] in Roti. [g] [*CY [miar] Eiswasser (schichtung |gewinnung [g] |[a]
9 - Feststoffriickstand in Zentrifugenbecher nach Kiltefsllung [g]:
2 - - - -
3
4 {Loargewicht | {Loargewicht | [Lesrgawicht | [Leergavicht |
=
Abtrenien der lipophilen Bestandteile
Kiltefdllung Petrolether-Extraktion Verhiltnis Extrakt zu LM = 1:1
Beginn Beginn Ende Ende Gesant- Feststoffmengs im N E _ N .
Datum Zeit Diatum Zeit Estrakimenge  |Kolben und nach E‘:Lrah'uon Extraktmenge [g] |ther EWalmon Hauer E‘Ehz'?hl .UI e Zenfrifugation
[dd.mm.aa] |[hhemm] [dd.mm.aa] | la] Zentrifugaticn [g] r menge [d] [min] rax [1/min]
— s—
! ! / / / ! 1 TEET 8033 0 manuell Feststoffriickstand im PE-Kolben [g]
! i ! ! ! / 2 12414 12418 10 manuell
! ! ! ! ! i 9 5241 26247 10 manuell
4 {Loargawicht Koiben]
Ethylacetat-Extraktion: Werh&itnis Extrakt zu LM = 1:1.,5
Exxtraktion - . Ethylacetat- Exstraktion Drehzshl Ultra
Mr. Extrakimenge [g] menge [g] Diauer [min] turax [ 1/min]
. Menge Etofc-Phase [g): .
1 68,91 10548 Menge MeDH-Phase [g] ohne Wasserzugabe) Menge H,0-Phase [g]
2 78.00 12013
3 78,22 120,22
4 78.29 11814 [Leergewich Kolben) [Leergewizht Kolben) (Leergewicht Kolben)
5
Lyophilisation Ethylacetat-Phase Lyophilisation Wasser-Phase
Kolbengewicht nach | peoret. :grngmcm
Beginn Beginn Ende Ende Kolben L;’D Phri‘lf’:;;‘on "’: Ausbeute Beginn Beginn Ende Ende Kolben Lyophilisation
Datum Zeit Datum Zeit Leergewicht [g] = Phase [g] E’H‘\y_iaf:_etat Datum Zeit Datum Zeit Leergewicht [g] mit H,O-Phase
Lyophilisat il
ddmm.aa |hhomm dd_mm.aa hh:mm ol dd.mm.aa hih:mm dd_mm.za hhzrmm
=
13 H
Leergewicht Aufbewahrungsgefal fir EtoAc-Phase [g]: 13,33 Ist-Menge [g]: 111 Leergewicht Aufbewahrungsgefal fir H,O-Phase [g]: Ist-Menge [g]:

Hochizchule Anhait, Institut of Bioanalyticz] Scences (IBAS)

Daten bitte in folgende Diatei Gbartrzgen LW!: N 5\, Rhabarber), Rheum-Extrakte’, Rheum-Extraktionen

Anlage 6
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Hochschule Anhait, Institut of Bioanalytical Scences (IBAS)

Versuchsnummer: Extraktionsprotokoll fiir die Matrix Rhabarber IBAS AA23-01 modifiziert
Datum: 05.12.2017 Bearbeiter: Lembke, Marcus (Matarial gegebenfalls sus “Detal LW: N: Rhabarber & Sai” qust:
Geno-Typ, Vanante: GT 42 (ASE 60°C Exirakt) Emtezeitraum: Oktober 2017 Anbauort / Herkunft:

Masse Wurzel [g]: 2405 Bemerkungen: (dazu auch Blatirickseite benutzen)
DAD-HPLC:
Mt i Extraki . ;
Extraktion - |MeOH-Menge zur|Drehzahl Ultra | Extraktion Extrakt-Menge |Temp./Druck am Roti. N_—Uber— MeOH-ROck- Wasser-zugabe
Nr. Extraktion [g] furax [1/min] Dawer [min] in Rofi. [g] [*CY [mbar] schichtung [gewinnung [g] |[a]
—

i Feststoffriickstand in Zentrifugenbecher nach Kiltefallung [g]:

2 - - - -

3

4 [Learg ] [Learg ] L it [Lesrgawicht |

5
Abtrennen der lipophilan Bestandtaile

Kiltefallun Petrolether-Extraktion Verhitnis Extrakt zu LM

Beginn Beginn Ende Ende Gesamt- Feststoffmenge im N B _ R .
Datum Zeit Diatum Zeit Extrakimenge |Kolben und nach Ext.r.:k‘uon Extraktmenge [g] Isther E'n:.u'aknon ausr zrehz.?hl l.‘" = Zentrifugation
[dd.mm.aa] |[hoemm] [ddmmas]  |mhmm] &l Zentrifugation [g] r. menge [g] [rrin] ra [1/min]

! ! / / ! ! 15117 191,43 0 manuell Feststoffriickstand im PE-Kolben [g]

! ! ! ! i ! 2 250.55 25118 10 manuell

! ! ! ! i ! 3 143.88 723,81 10 manuell

4 {Loargewicht Koiban)
Ethylscetat-Extraktion: Verhltnis Extrakt zu LM = 1:15
Extraktion - . Ethylacetat- Extraktion Drehzahl Ultra
Mr. Bstrakimenge [g] menge [g] Dawer [min] furax [1/min]
=
. Menge EtofAc-Phase .

1 120,56 1822 Menge MelHPhase [g] ohne Wasserzugabe) Menge H,0-Phase [g]

2 140,20 210.68

3 140,47 21441

4 142,08 224.08 [Leergewicht Kolben) [Leergewicht Kolsen) (Leergewicht Kolben)

5

Lyophilisation Ethvlacetat-Phase yophilisation Wasser-Phase
Kolbengewicht nach | eoret. :giengmm
Beginn Beginn Ende Ende Kolben L“° ph’i‘lfa‘:‘on n:‘: Ausbeute Beginn Beginn Ende Ende Kolben Lyophilisation _[usbeute
Datum Zeit Datum Zeit Lesrgewicht [g] EW Phase [g] E‘I:I'l}:laf:_etat Datum Zeit Datum Zeit Leergewicht [g] mit H,O-Phase Wassgr_
Lyophilisat il
dd.mm.aa |hhimm dd.mm.aa hh:rmm gl dd.mm.aa hih:mm dd.mm.aa hhzmm (=1}
I Z
Leergewicht Aufbewahrungsgefdlt fiir EvoAc-Phase [g]: 13,26 Ist-Menge [g]: 1,86 Leergewicht Aufbewahrungsgefalt fir H,0-Phase [g]: Ist-Menge [g]:

Daten bitte in folgende Datei Gbertragen LW: N -\ Rhabarber, RheumrExtrakte’, Rheum-Extraktionen

Anlage 6
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Versuchsnummer:
Datum: 05.12.2017

Extraktionsprotokoll fiir die Matrix Rhabarber

Bearbeiter: Lembke, Marcus

IBAS AA23-01 modifiziert

(Matarial gegeberalls ous “Dater L

hatartery Asumvwurseimaterial” austragen)

Geno-Typ, Varante: GT 42 (ASE 80°C Exirakt) Emtezeitraum: Oktober 2017 Anbauort / Herkunft:
Masse Wurzel [g]: 1811 Bemerkungen: (dazu auch Blatirickseite benutzen)
DAD-HPLC:

Mathgnolische Extiaktion ung Abgampiung
Estraktion - (MeOH-Menge zur|Drehzahl Ulira  |Extraktion Extrakt-Menge |Temgp./Druck am Roti. | Kihlung- N_eUber- MeOH-Riick- Wasser-zugabe
Mr. Extraktion [g] furax [1/min] Diawer [min] in Reti. [g] [*CY [mbar] Eiswasser [schichtung |gewinnung [g] |lg]

9 Feststoffriickstand in Zentrifugenbecher nach Kaltefallung [g]:

2 - - - -

3

4 (Laargawicht | L he ) [Leerg / L ht

5
Abtrennen der lipophilen Bestandteile

Kaltefallung Petrolether-Extraktion Verhatnis Extrakt zu LM = 1:1

Beginn Beginn Ende Ende Gesamt- Feststoffmenge im o E _ M .
Diatum Zeit Diatum Zeit Extraktmenge  |Holben und nach Eﬂrah‘uon Extraktmenge [g] |ether EWaImon —auer zmhz?hl .UI e Zentrifugation
[dd.mm.aa] |[hh:mmi] [dd.mm.aa] |hhomm] Il Zentrifugation [g] - menge [d] [rrin] rax [1/min]

! 4 / ! ! ! 1 8208 8213 10 manuell Feststoffriickstand im PE-Kolben [g]

! 4 ! i/ ! ! 2 145.00 14555 10 manuell

! 4 ! i ! { 3 51,83 283,30 10 manuell

4 {Loargewicht Kalban)
Ethylacetat-Extraktion: Werhdltnis Extrakt zu LM = 1:1.5
Extraktion - N Ethylacetat- Extraktion Drehzahl Ultra
Mr. Estrakimenge [g] menge [g] Dauer [min] turax [1/min]
— . Menge EnAc-Phase [gl: .

1 58,54 104.85 Menge MeOH-Phase [g] {chne Wasserzugabe) Menge H,0-FPhase [g]

2 87,83 133.02

3 101,18 152,38

4 o419 142.08 [Leergewicht Kolben] {Leergewicht Kolben) (Leergewicht Kalben)

5

Lyophilisation Ethylacetat-Phase Lyophilisation Wasser-Phase
Kolbengewicht nach | =oret :gﬁuengmm
Beginn Beginn Ende Ende Kolben I_“° phr;l?:.:on n:f Ausbeute Beginn Beginn Ende Ende Kaolben Lyephilisation  |uisbeute
Diatum Zeit Datum Zeit Lesrgewicht [g] EYD Phase [g] Emzlaf:_etat Datum Zeit Datum Zeit Lesrgewicht [g] mit H,O-Phase W‘asse.r_
Lyophilisat Il
dd.mm.aa  |hhomm dd.mm.as hhzmm [a] dd.mm.aa hh:mm dd_mm.za hhzmim [a]
I I
Leergewicht Aufbewahrungsgefal fir EtoAc-Phase [g]: 13,33 Ist-Menge [g]: 127 Leergewicht Aufbewahrungsgefal fiir H,O-Phase [g]: Ist-Menge [g]:

Hexchzchule Anhalt, Institut of Bioanalyticsl Sdences (IBAS)

Daten bitte in folgende Datei Ghertragen LW: N\ Rhabarber) Rhewumr-Extrakte’, Rheum-Extraktionen

Anlage 6
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Versuchsnummer:

Datum: 05.12.2017

Extraktionsprotokoll fiir die Matrix Rhabarber

Bearbeiter: Lembke, Marcus

(Matarial gegebenfialls aus “Datei LA: N:

Afeum

IBAS AA23-01 modifiziert

Geno-Typ, Vanante: GT 42 (ASE 100°C Extrakt) Emitezeitraum: Oktober 2017 Anbauort / Herkunft:
Masse Wurzel [g]: 18,05 Bemerkungen: (dazw auch Blatirickseite benutzen)
DAD-HPLC:

Estraktion - |MeOH-Menge zur|Drehzshl Ultra | Extraktion Extrakt-Menge |Temp.Druck am Roti.[Kohiung-  |NOber- | MeOH-Rlck- Wasser-zugaba
Mr. Extraktion [g] turax [1/min] Diawer [min] in Roti. [g] [*CY [mbar] Eiswasser [schichtung |gewinnung [g] |lg]

9 - Feststoffrickstand in Zentrifugenbecher nach Kaltefallung [g]:

2 - - - -

3

4 { it ) i icht | [Lesrgawich:t | [Lewrpawicht |

5
Abtrennen der lipophilen Bestandteile

Kiltefillung Petrolether-Extraktion Verhaltnis Extrakt zu LM = 1:1

Beginn Beginn Ende Ende Gesamt- Fesistoffmenge im . B S N
Datum Zeit Datum Zeit Extraktmenge  |Kolben und nach Exr.r:l-mon " |Estraktmenge [g] lether- Extraldion Dauer E""z“?’." Wiira Zentrifugation
[dd mm.as] |[hhm] [ddmmas]  |[mhemm] &l Zentrifugation [g] r. menge [g] [min] ra [1/min]

! ! ! ! / ! 1 T2 7823 10 maniel] Feststoffriickstand im PE-Kolben [g]

{ ! ! i/ ! ! 2 107.48 108.04 10 manuell

! ! ! I ! ! 3 B.37 45,60 10 manuell

4 {Leargewicht Koiben]
Ethylacetat-Extraktion: Werhaltnis Extrakt zu LM = 1:1,5
Extraktion - N Ethylacetat- Extraktion Drehzshl Ulira
Mr. Evdrakimenge [g] menge [g] Ciawer [min] turax [1/min]
— . Menge EtcAc-Phase [g]: .

1 - ar.e Menge MeDH-Phase [g] ohne Wassarzugabe) Menge H.O-Phase [g]

2 468,72 T1.64

3 50,88 7715

4 47.20 7222 [Leergewichs Kolben) {Leergewicht Kolben) (Leergewicht Kolber)

5

Lyophilisation Ethylacetat-Phase yophilisation Wasser-Phase
Kolbengewicht nach | =2ret mengmcm
Baginn Beginn Ende Ende Kolben L" Tlf;fon ":f Ausbeute Beginn Beginn Ende Ende Kaolben Uvomhilication  |Pusbeute
Datum Zeit Diatum Zeit Lesrgewicht [g] Ewph-Phase &l Ethﬂaf:_etal Datum Zeit Datum Zeit Leergewicht [g] rrsl:tqjl_.D—:'h.:se 'Nasse.r_
Lyophilisat Il
dd.mm.aa [hh:mm dd.mm.aa hh:mm [a] dd.mm.aa hh:mm dd.mm.aa hhzmm [a]
I Z
Leergewicht Aufbewahrungsgefal fir EtoAc-Phase [g]: 13,26 Ist-Menge [g]: 0,43 Leergewicht Aufbewahrungsgefal fur H,O-Phase [g]: Ist-Menge [g]:

Hechzschule Anhait, Institut of Biosnalytical Soences (IBAS]

Diaten bitte in folgende Datei Obertragen LW: N\ Rhabarber', RheumrExtrakte’, Rheumn-Extraktionen

Anlage 6
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Anlage 7

Anlage 7: Statistische Auswertung (SigmaPlot) der Gesamtextrakte des GT 42
sowie des GT 10 im Blattsegmenttest gegeniber
Blumeria graminis f. sp. hordei in den Konzentration 1000 ppm und 500 ppm

One Way Analysis of Variance

Data source: Kombi A+B-Inokulation in Marcus_Master.JNB
Normality Test (Shapiro-Wilk): Failed(P < 0,050)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun
Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks

Data source: Kombi A+B-Inokulation in Marcus_Master.JNB

Group N Missing Median 25% 75%
Kontrolle 30 0 50,000 35,000 70,000
E17_500 30 0 55,000 38,750 80,000
E17_125 30 1 65,000 49,000 80,000
E13_ 500 30 0 8,000 3,000 41,250
E13_125 30 0 75,000 65,000 85,000
EO9_500 30 0 15,000 3,000 36,250
EO9_125 30 0 75,000 45,000 88,500
E17K_500 30 0 8,000 0,000 43,750
E17K_125 30 0 85,000 73,750 95,000
E14K_500 15 0 0,000 0,000 1,000
E14K_125 15 0 40,000 20,000 45,000

H = 146,357 with 10 degrees of freedom. (P = <0,001)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be
expected by chance; there is a statistically significant difference (P =<0,001)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure.

Multiple Comparisons versus Control Group (Dunn's Method) :

Comparison Diff of Q P P<0,050
Ranks

E14K 500 vs 138,950 5,082 <0,001 Yes
Kontrolle

E17K _125vs 77,533 3,473 0,005 Yes
Kontrolle

E17K 500 vs 76,933 3,446 0,006 Yes
Kontrolle

E13 500 vs Kontrolle 68,017 3,047 0,023 Yes
E09_500 vs Kontrolle 58,317 2,612 0,090 No
E13_ 125 vs Kontrolle 57,200 2,562 0,104 Do Not Test
E09_125 vs Kontrolle 45,067 2,019 0,435 Do Not Test
E14K 125 vs Kontrolle 42,150 1,542 1,000 Do Not Test
E17 125 vs Kontrolle 29,381 1,305 1,000 Do Not Test
E17_500 vs Kontrolle 15,350 0,688 1,000 Do Not Test

Note: The multiple comparisons on ranks do not include an adjustment for ties.
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Anlage 8

Anlage 8: Statistische Auswertung (SigmaPlot) der Gesamtextrakte des GT 42
sowie des GT 10 im Blattsegmenttest gegeniber
Blumeria graminis f. sp. hordei in den Konzentration 500 ppm und 125 ppm

One Way Analysis of Variance

Data source: A+B in Marcus_Master_2.BST.JNB

Normality Test (Shapiro-Wilk): Failed (P < 0,050)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks

Data source: Data 2 in Marcus_Master_2.BST.JNB

Group N Missing

Kontrolle 45
E17 500 30
E17_1000 30
E13 500 30
E13 1000 30
E09 500 30
E09 1000 15
E17K_500 30
E17K_1000
30
E14K_500 30
E14K_1000 0
30

O OO OO o o o o

o

Median

80,000
32,500
0,000
35,000
1,000
80,000
5,000
85,000
85,000

35,000
12,500

25%

60,000
15,000
0,000
30,000
0,000
40,000
2,000
23,750
52,500

18,750
3,000

75%
95,000
40,000

3,000
60,000
10,000
91,250
40,000
95,000
90,000

50,000
26,250

H = 195,799 with 10 degrees of freedom. (P = <0,001)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be
expected by chance; there is a statistically significant difference (P = <0,001)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple comparison procedure.

Multiple Comparisons versus Control Group (Dunn's Method) :

Comparison

E17 1000 vs Kontrolle
E13 1000 vs Kontrolle
E14K 1000 vs
Kontrolle

E09 1000 vs Kontrolle
E17_500 vs Kontrolle
E14K _500 vs
Kontrolle

E13 500 vs Kontrolle
E17K_500 vs Kontrolle
E17K_1000 vs Kontrolle
E09_500 vs Kontrolle

Note: The multiple comparisons on ranks do not include an adjustment for ties.

Diff of
Ranks
210,806
198,522
161,589

137,589
113,356
98,139

78,839
30,789
19,539
17,572

Q

9,374
8,828
7,186

4,837
5,041
4,364

3,506
1,369
0,869
0,781

P

<0,001
<0,001
<0,001

<0,001
<0,001
<0,001

0,005
1,000
1,000
1,000

P<0,050

Yes
Yes
Yes

Yes
Yes
Yes

Yes

No
Do Not Test
Do Not Test
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