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Zusammenfassung

Seit der Friihgeschichte der Menschheit finden sich bildliche und verschriftliche Hinweise auf die
Nutzung von Weihrauch, sei es fir religiose-rituelle Zwecke, als Heilmittel oder auch als Gewirz.
Schon in der Antike bildete sich, ausgehend vom heutigen Oman, die Weihrauchstral3e aus, Uber
welche das kostbare Gut weiter nach Norden und Westen verteilt wurde und den Anrainerstaaten
einen unbeschreiblichen Reichtum bescherten. Aullerhalb der arabischen Halbinsel kommt
Weihrauch aber auch im 6stlichen Afrika sowie in Indien vor. Die bekanntesten Weihraucharten sind
der ,Indische Weihrauch®, der von Boswellia serrata ROXB. (Burseraceae) gewonnen wird, sowie der
sehr hochpreisige ,Arabische Weihrauch®, der von B. sacra FLUCK. stammt. Weitere Arten kommen
hauptséachlich in Ostafrika vor, beispielsweise in Athiopien [,Athiopischer Weihrauch®, B. papyrifera

(DELILE ex CAILL.) HOCHST].

Problematisch ist, dass die hochwertigen Sorten haufig mit minderwertigeren Sorten, zumeist aus
Ostafrika, verschnitten werden. Auch wenn es in Deutschland kein zugelassenes Arzneimittel auf
der Basis von Weihrauch gibt, wird die innerliche Einnahme zu medizinischen Zwecken im Internet
heftig beworben, zumeist mit fraglichen Heilsversprechen. Dabei gibt es nicht wenige
pharmakologische Studien, die sich mit den gesundheitsférdernden Wirkungen von Weihrauch,
zumeist einer entziindungshemmenden Wirkung, befassen. Derzeit fehlen jedoch aussagekraftige

klinische Studien.

Wegen der weiten Verbreitung von weihrauchhaltigen Zubereitungen und Préparaten sahen sich
sowohl die amerikanische USP als auch das Européische Arzneibuch veranlasst, Monographien
zum Indischen Weihrauch (B. serrata; Olibanum indicum) auszuarbeiten. Bei ndherer Betrachtung
erscheinen diese Monographien aber unzulanglich. Zudem werden haufig Extrakte von zweifelhafter

Quialitat verarbeitet.

In Kooperation mit der Firma Floradex in OBmannstedt / Thiringen wurden zunachst qualitativ
hochwertige Extrakte auf Ethanol-Basis entwickelt, die neben Weihrauchproben aus
unterschiedlichen Quellen mit in die Untersuchungen eingeflossen sind, wobei der Schwerpunkt der
analytischen Untersuchungen auf dem qualitativ sehr hochwertigen ,Arabischen Weihrauch®, B.
sacra, lag. Ubergeordnetes Ziel war es, Verbesserungsvorschlage fiir die existierenden

Arzneibuchmonographien zu erarbeiten.

Als problematisch erwies sich schon die Probenvorbereitung fir die Analysen. Ca. 50 % des
Weihrauchs bestehen aus zumeist polymeren, quellfdhigen Materialien, die sich kaum, aber eben
doch teilweise, in Alkoholen I6sen und somit eine chromatographische Analytik erheblich stéren

koénnen. Um diese Probleme zu umgehen, wurde eine effiziente Extraktionsmethode sowie eine
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einfache Probenaufbereitung erarbeitet. Geeignet ist eine Soxhlet-Extraktion mit anschlieender
Abtrennung der sauren Komponenten durch zweimaliges Ausschiitteln. Diese Methode gelingt

insbesondere mit B. sacra problemlos.

Im zweiten Schritt wurde die DC-Trennung zur ldentifizierung der Materialien nachgearbeitet. Es
zeigte sich, dass auch mit unterschiedlichen FlieBmitteln eine weitgehende Trennung der
Triterpensduren nur schwer zu erreichen ist. Als optimal erwies sich ein saures Flie3mittel,
verbunden mit einer zweimaligen, kurzen Entwicklung auf HPTLC-Platten, und mit einer Auswertung
bei UV 254 nm sowie nachfolgendem Entwickeln mit Anisaldehyd-Reagenz. Diese Methode ist den
derzeitigen Arzneibuch-Monographien deutlich Uberlegen, da viele der wertbestimmenden

Triterpensauren getrennt identifiziert werden kénnen.

Als groRer Herausforderung erwies sich die Uberarbeitung der HPLC-Methode. Von den ca. 20
Triterpensauren, die in deutlichen Mengen im Weihrauch vorkommen, werden nur zwei Keto-
boswelliasauren betrachtet, die zudem einen nur mengenmaRig kleinen Teil ausmachen (ca. 1- 3 %,
bezogen auf das Rohmaterial). Zunachst wurde mit sehr zeitaufwandigen Experimenten versucht,
die Saurefunktion oder die Alkoholfunktion der Triterpensduren entweder Uber eine Esterbindung
oder eine S&ureamidbindung mit einem aromatischen Rest zu substituieren, der problemlos bei UV
254 nm und héher zu detektieren ist. Dieses Unterfangen erwies sich leider wegen der Komplexitét
der Proben als wenig erfolgreich. Hingegen verliefen die Versuche zur Findung eines geeigneten
internen Standards (B-Glycyrrhetinsdure) sowie die quantitative Bestimmung weiterer Substanzen

Uber Responsefaktoren erfolgreich.

So konnten insgesamt 11 Weihrauchproben (Extrakte plus Rohmaterialien) exemplarisch
umfassend bearbeitet werden und viele offene Fragen zur chromatographischen Analytik geklart
werden. Ausgehend hiervon konnten Verbesserungsvorschlage fir die existierenden

Arzneibuchmonographien erstellt werden.
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Summary

Since the early history of mankind there have been pictorial and written references about the use of
incense, be it for religious-ritual purposes, as a remedy or as a spice. Already in ancient times,
starting from today's Oman, the “Incense Trade Road” has been established, via which the precious
goods were distributed further north and west and brought indescribable wealth to the neighbouring
countries. Outside of the Arabian Peninsula, however, frankincense is also found in eastern Africa
and India. The best-known types of incense are the "Indian incense", that is obtained from Boswellia
serrata ROXB. (Burseraceae) is obtained, as well as the very high priced “Arabian incense”, which
derives from B. sacra FLUCK. Other species occur mainly in East Africa, for example in Ethiopia
['Ethiopian frankincense", B. papyrifera (DELILE ex CAILL.) HOCHST].

The problem is that the high-priced varieties are often blended with inferior varieties, mostly from
East Africa. Even if there is no approved (registered) medicinal product based on frankincense in
Germany, internal consumption for medical purposes is heavily advertised on the Internet, mostly
with questionable promises of salvation. There are quite a few pharmacological studies that deal
with the health-promoting effects of frankincense, mostly an anti-inflammatory effect. However, there

is currently a lack of meaningful clinical studies.

Because of the widespread use of incense-containing medicines and dietary supplements, both the
American USP and the European Pharmacopoeia felt compelled to establish monographs on Indian
incense (B. serrata; Olibanum indicum). On closer inspection, however, these monographs appear

inadequate. In addition, extracts of dubious quality are often produced and marketed.

In cooperation with the company Floradex in OBmannstedt / Thuringia, high-quality ethanol-based
extracts were initially developed, which, in addition to incense samples from various sources, were
included in these studies, with a focus on the analytical investigations of the high-quality "Arabian
incense", B. sacra. The overriding goal was to develop suggestions for improving the existing

pharmacopoeia monographs.

The preparation of the samples for physico-chemical analysis turned out to be problematic. Approx.
50% of frankincense consists of mostly polymeric, swellable materials, which hardly dissolve in
alcohols, but in some cases, it can significantly interfere with the chromatographic analysis. To avoid
these problems, an efficient extraction method and simple sample preparation were developed. A
Soxhlet extraction with subsequent separation of the acidic components by solvent-extracting twice

is suitable. This method works particularly well with B. sacra.

In the second step, the TLC separation was reworked to identify the materials. It was found that even

with different mobile phases, extensive separation of the triterpene acids was difficult to achieve. An
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acidic solvent, combined with a two-fold, short development on HPTLC plates, and with an evaluation
at UV 254 nm followed by the development with anisaldehyde reagent, proved to be the most
favourable. This method is clearly superior to the current pharmacopoeia monographs, as many of

the value-determining triterpenic acids can be identified separately.

The revision of the HPLC method turned out to be a major challenge. Of the approx. 20 triterpene
acids that occur in significant amounts in frankincense, only two keto-boswellic acids are considered,
which also only make up a small proportion in terms of quantity (approx. 1-3%, based on the raw
material). First of all, very time-consuming experiments attempted to derivatize the acid function or
the alcohol function of the triterpenic acids either via an ester bond or an acid amide bond with an
aromatic ring system that can be detected without problems at UV 254 nm and higher. Unfortunately,
due to the complexity of the samples, this venture proved unsuccessful. In contrast, the attempts to
find a suitable internal standard (B-glycyrrhetinic acid) and the quantitative determination of other

substances using response factors were successful.

A total of 11 frankincense samples (extracts plus raw materials) were processed comprehensively
and many unresolved questions about chromatographic analysis could be clarified. On this basis,

suggestions for the improvement of the existing pharmacopoeia monographs could be made.
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1. Einleitung

1.1 Historische Anwendung des Weihrauchs

Seit mindestens 5.000 Jahren ist Weihrauch ein wichtiges Handelsgut in der arabischen und
afrikanischen Welt und seit der Antike eine begehrte Ware im Mittelmeerraum.™! Uber diese Zeiten
hinweg préagte Weihrauch Kulturen und spielt bis heute noch eine herausragende Rolle bei der

Gotterverehrung sowie als Rauchermittel fir kirchliche, meditative und medizinische Zwecke (Abb.
1-1).

Abb. 1-1 Die Hauptverwendung von Weihrauch: Wie der Name es schon sagt, hauptséachlich als
Réaucherwerk (Bildquelle: M. Keusgen)
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Uber die ,WeihrauchstraRe“ - eine der dltesten Handelswege - wurde das kostbare Gut zusammen
mit Gewlrzen und Edelsteinen aus Indien, Sidostasien und Arabien ans Mittelmeer transportiert.
Uber die mehr als 3.000 Kilometer lange StralRe, die sich im Mittelmeerraum in mehrere Arme
aufteilt, wurden zur Blltezeit der Route schatzungsweise jahrlich 3.000 Tonnen gehandelt, wobei

das ehemalige romische Reich ein Hauptabnehmer war.?

Die historische Verwendung von Weihrauch und Myrrhe erkennt man bereits seit biblischen Zeiten.
Neben Gold waren Weihrauch und Myrrhe die Gaben, die Jesus von den ,Heiligen drei Kénigen®
Jesus zu seiner Geburt als konigliche Gabe tiberbracht wurden.?! Uber ihre beruhigende Wirkung

als Zusatz im Wein gibt es Hinweise im Alten Testament.

Weihrauch wurde in den Tempeln fast aller Kulturen der antiken Welt so wie in Babylon als Heilmittel
eingesetzt. In mesopotamischen Reliefs finden wir schon friih Darstellungen von Raucherwerk.
Weitere, erste Hinweise auf die Verwendung von Weihrauch als Arzneimittel finden sich in

dreieinhalbtausend Jahre alten Texten aus dem Niltal.

Neben den alten Agyptern schatzten die Griechen und Romer seine vielfaltige Anwendung.
Beispielsweise bedienten sich die agyptischen Pharaonen der Raucherung als zeremoniellem
Bestandteil ihrer Kulturhandlungen (Abb. 1-2). Weiterhin ist die Geschichte der agyptischen
Zivilisation gepragt vom standigen Sammeln und Domestizieren wichtiger Pflanzen sowie einer
schriftichen Dokumentation lber ihren Nutzen. Der Weihrauch war schon wegen seines guten
Geruches beliebt, wurde in Salben eingearbeitet und diente der Wundbehandlung. Weihrauch war
so wichtig, dass beispielsweise die agyptische Konigin Hatschepsut im Jahr 1.495 v. Chr. eine
Expedition an das Horn von Afrika schickte (Gebiet der heutigen Staaten Somalia, Athiopien,

Dschibuti und Eritrea), um duftenden Weihrauch und Myrrhe zu sammeln.®!
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Abb. 1-2 Rauchopfer, wahrscheinlich Weihrauch, auf einer altagyptischen Darstellung im Grab von
Ramses Ill, 12. Jhd. v. Chr. (Bildquelle: Nicholas Reeves, Richard H. Wilkinson: Das Tal der Kénige.
Geheimnisvolles Totenreich der Pharaonen. S. 160)

Der wohl friheste, schriftiche Nachweis Uber die arzneiliche Verwendung von Weihrauch in
Mixturen befindet sich im "Papyrus Ebers" (16. Jahrhundert v. Chr.). Dabei handelt es sich um eine
Rezeptur zur Behandlung von Hautwunden. Im antiken rémischen Reich wurde Weihrauch als
R&aucher- und Heilmittel verwendet. Die wohlduftenden Harze waren auch fur die alten Griechen fur
ihre Korper- und Haarpflege, auch fur die Ausibung der Gétter- und Grabkultur, von grof3er

Bedeutung.

Hippokrates und weitere griechisch-romische Arzte, Dioskurides (40-90 n. Chr.) oder Galen (129-
199 n. Chr.) erwdhnten ebenfalls Weihrauch als Heilmittel in den alten medizinischen Schriften.
Bereits um 400 v. Chr. wurde das teure Harz als entziindungshemmendes Raucher- und Heilmittel

zur Wundreinigung, gegen Krankheiten der Atemwege und bei Verdauungsproblemen eingesetzt.?

Die Romer brachten Weihrauch als Rauchergabe ihren Gottern dar, aber auch beim Einzug des
Kaisers in die Stadt als Zeichen der Huldigung. Weitere Anwendungen dieses Fumigants war die
Uberlagerung von iblen Geriichen sowie desinfizierende R&ucherungen. Weihrauch und
insbesondere das Weihrauchkéastchen (lat. Accera; Abb. 1-3) befinden sich auf vielen rémischen
Reliefs, insbesondere auf Grabreliefs.®
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Abb. 1-3 Weihrauchkastchen (,Accera®) auf einem romischen Relief (Bildquelle: Valérie Huet, Der
Weihrauch auf den rémischen Reliefs mit Opferdarstellungen, https://doi.org/10.4000/trivium.5651)
In der mittelalterlichen Klostermedizin in Europa war Weihrauch eng mit den religiosen Ritualen
verbunden. Weiterhin beschreibt Hildegard von Bingen die arzneiliche Anwendung bei Tinnitus und
Schwerhdrigkeit.

Im 11. Jahrhundert wurde das Harz vom persisch-arabischen Arzt und Philosoph AbG AlT al-Husain
ibn Abd Allah ibn Stna (Ibn Sina, spéater auch Avicenna) fir die Behandlung von Wunden und gegen
Infektionen eingesetzt.®! Im Kanon der Medizin ,Abu Ali Sina“ wird die innere Anwendung von
Weihrauchharz-Perlen zur Starkung des Geistes und Verstandes empfohlen. In der islamischen

Welt wurde es nicht zu religiosen, sondern nur zu medizinischen Zwecken eingesetzt.
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1.2 Botanische Aspekte zur Gattung Boswellia

Weihrauchharz wird ausschlie3lich von den Arten der Gattung Boswellia gebildet, die zur Familie
der Balsambaumgewéchse (Burseracae, Ordnung: Sapinadales, Klasse: Rosopsida) gehoren; zu
den Burseraceae gehotren etwa 20 Gattungen mit ca. 700 Arten, wobei es je nach Autor sehr
unterschiedliche Angaben dazu gibt. Der Gattungsname Boswellia ehrt den schottischen Arzt und
Botaniker John Boswell (1710-1780).5

Tab. 1-1 gibt eine Ubersicht tiber die Boswellia-Arten, wobei bei den derzeit giiltigen Artnahmen das
Verbreitungsgebiet angegeben ist. Viele der in Tab. 1-1 aufgelisteten Namen sind Synonyme und
derzeit nicht mehr gtiltig. Die Vielzahl der Synonyme beruht darauf, dass Weihrauch schon immer
etwas Besonderes war und zahlreiche Botaniker der Meinung waren, sie hatten nun einen ,ganz
besonderen“ Weihrauch gefunden, der einen eigenen Namen verdiene. Nach derzeitiger
taxonomischer Auffassung ist diese, eher historisch bedingte, Vielzahl an Arten aber nicht mehr zu
rechtfertigen. Weiter unten sind in Tab. 1-2 einige wichtige Vertreter der Familie der Burseracae

zusammengefasst.[® 71

Abb. 1-4 Boswellia-sacra-Population in Dhofar, Oman (Bildquelle: http://powo.science.kew.org/;
Helen Pickering)

Einige der Boswellia-Arten und der daraus gewonnene Weihrauch tragen Trivialbezeichnungen, die
Hinweise auf das Hauptverbreitungsgebiet geben: So kommt B. serrata hauptséchlich in Indien vor
und der daraus gewonnene Weihrauch ist der ,Indische Weihrauch®; B. carterii und B. frereana sind
wichtige Ausgangspflanzen fur den ,Afrikanische Weihrauch®, und B. sacra, der typischerweise im
Oman und in Jemen vorkommt, liefert den sehr hochpreisigen ,Arabischen Weihrauch®, der auch
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das Schwerpunktthema dieser Dissertation ist (Abb. 1-4, 1-5). B. papyrifera liefert sehr aromatisch

duftenden Weihrauch und ist eine typische Quelle fiir den ,Athiopischen Weihrauch®.

Diese buchsartigen, harzliefernden Gewéachse sind kleine Baume mit Wuchshéhen von 1,5 bis 8 m
und abbléatternder Rinde, die, abhangig von der Art, vor allem in trockenen und subtropischen
Gebieten Afrikas, Arabiens und Indiens beheimatet sind. Burseracaen bilden Harze, die sich durch
ihre Hauptbestandteile wie Terpene und phenolische Verbindungen, ihre physiko-chemischen
Eigenschaften und durch die Art der Exkret-Gewebe (schizogene Zentren) deutlich von anderen
pflanzlichen Harzen wie Kolophonium, Peru- und Tolubalsam oder Mastix (,Falscher Weihrauch*)
unterscheiden. ,Historische* Hauptverfalschungen von nach Europa exportierter Ware und dort Gber
Zwischenhandler weiter verkauften Weihrauchs sind oft Fichtenharze (Picea spec.) oder das Harz
der Schwarzkiefer (Pinus nigra). Im Zeitalter der Globalisierung spielen diese Verfalschungen aber
keine Rolle mehr; vielmehr werden hochwertige Weihrauchsorten (B. sacra, B. serrata) mit
minderwertigerem, afrikanischem Weihrauch verschnitten oder es werden Harze und Fette anderer
Baume und Frichte, die vor Ort vorkommen, untergemischt. Weihrauchahnliche Harze gibt es z.B.

in der Gattung Canarium mit den Arten C. liebertianum (Afrika), C. bengalese (Indien), welche auch

zur Familie Burseracaen gehoren.

Abb. 1-5 Weihrauchernte im Oman (Bildquelle: https://www.omanobserver.om/)

Das Weihrauchharz (,0Oleo-Resin®) ist in Reservoiren der Rinde enthalten. Das Harz wird durch
Langsschnitte am Stamm gewonnen und in regelméafigen Abstanden abgezogen, wobei das zuerst
austretende Harz vorwiegend minderwertig ist und erst das anschlieRend gewonnene, hellere Harz,

als qualitativ hochwertig angesehen wird (Abb. 1-5).1% Das rohe Exsudat muss dann fur zwei bis
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drei Monate getrocknet werden, bevor es zum Verkauf angeboten wird; dabei fihrt starke

Sonneneinstrahlung oder eine Lagerung in feuchtem Zustand zu unerwinschten, braunen

Verfarbungen. Das mogliche Farbspektrum ist in Abb. 1-6 wiedergegeben.

Abb. 1-6 Bis zu 5 cm grofie ,Weihrauchtranen® von B. sacra in unterschiedlichen Farbvariationen;
grol3e, grunliche Stlucke wie in der Mitte rechts dargestellt, erzielen die hochsten Marktpreise. Rechts
aulRen: Der sehr grol3e Tropfen ist wahrscheinlich bei der Lagerung feucht geworden und durch
Quellen der Polysacharide ,aufgeplatzt* (Bildquelle: M. Keusgen).

Auf dem slidarabischen Festland (Oman, Jemen) wachst nur eine Weihrauchart Boswellia sacra,
der ,heilige Weihrauchbaum®, wahrend auf der nahe gelegenen Insel Sokotra mehrere Boswellia-

Arten anzutreffen sind. Der Weihrauchbaum heif3t auf Arabisch ,Shajarat al-Luban®, kann aber, je

nach Herkunft, auch andere Namen tragen.!**- 26l

Der Begriff ,Olibanum® (hebraisch ,Lebonak®, bedeutet Milch) ™3 wird in deutschen Arzneiblichern
seit 1887 im DAB1 und dann seit 1944 im Erganzungsband DAB 6 aufgefihrt; der Begriff wird aber
lediglich fur das Harz von B. carterii genutzt. Der indische Begriff ,Salai guggal“ wird fir das Harz
von B. serrata verwendet, welche die Stammpflanze des Indischen Weihrauchs ist.}* 5 Es ist ein
traditionelles Arzneimittel aus der ayurvedischen Medizin, das zur Behandlung von entziindlichen
Erkrankungen verwendet wird. Eine entsprechende Monographie wurde 2005 in den deutschen
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Arzneimittel-Codex (DAC) und 2006 als ,Indian Frankincense® im Européischen Arzneibuch (Ph.
Eur. 5.7) beschrieben. Darliber hinaus findet Weihrauch in der Homéopathie Anwendung und ist
auch im Arzneibuch der Vereinigten Staaten von Amerika (USP) monographiert (hier ebenfalls B.

serrata).

Tab. 1-1 Boswellia-Arten und ihre Verbreitung!

Art (mit Autorennamen) Geographische Verbreitung

(nur fur derzeit glltige Namen)

Boswellia ameero BALF.F. Insel Sokotra

Boswellia balsamifera SPRENG. (Synonym von

Canarium balsamiferum WILLD.)

Boswellia bhaw-dajiana BIRDW. (Synonym von B.
sacra)

Boswellia bhaw-dajiana var. enicilla ENGL. (Synonym

von B. sacra)

Boswellia boranensis ENGL. (Synonym von B. rivae)

Boswellia bricchettii (CHIOV.) CHIOV. (Synonym von

Lannea obovate)

Boswellia bullata THULIN Insel Sokotra

Boswellia carterii BIRDW. (Synonym von B. sacra)

Boswellia chariensis GUILLAUMIN (Synonym von B.

papyrifera)
Boswellia dalzielii HUTCH. Tropisches Westafrika
Boswellia dioscoridis THULIN Insel Sokotra

Boswellia elegans ENGL. (Synonym von B. neglecta)

Boswellia elongata BALF.F. Insel Sokotra

Boswellia frereana BIRDW. Somalia

Boswellia glabra RoxB. (Synonym von B. serrata)

Boswellia globosa THULIN Somalia

Boswellia hildebrandtii ENGL. (Synonym von B.

neglecta)

Boswellia holstii ENGL. (Synonym von B. neglecta)

Boswellia javanica TURCz. (Synonym von Garuga

floribunda)

Boswellia madagascariensis CAPURON (Synonym von

Ambilobea madagascariensis)
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Art (mit Autorennamen)

Geographische Verbreitung

(nur fur derzeit glltige Namen)

Boswellia microphylla CHIiov.

Athiopien, Kenia, Somalia

Boswellia enicillatete ENGL. (Synonym von B.
neglecta)

Boswellia nana HEPPER

Insel Sokotra

Boswellia neglecta S.MOORE

Somalia, Kenia

Boswellia occidentalis ENGL. (Synonym von B.

papyrifera)

Boswellia odorata HUTCH. (Synonym von B.

papyrifera)

Boswellia ogadensis VOLLESEN

Athiopien

Boswellia ovalifoliolata N.P.BALAKR. & A.N.HENRY

Indien

Boswellia papyrifera (CAILL. EX DELILE) HOCHST.

Athiopien, Eritrea, Ostafrika

Boswellia pirottae CHIOV.

Athiopien

Boswellia popoviana HEPPER

Insel Sokotra

Boswellia rivae ENGL.

Athiopien, Kenia, Somalia

Boswellia ruspoliana ENGL. (Synonym von B. rivae)

Boswellia sacra FLUCK.

Oman, Jemen

Boswellia serrata RoxB. EX COLEBR.

Indien

Boswellia socotrana BALF.F.

Insel Sokotra

Boswellia thurifera RoxB. EX FLEMING (Synonym von

B. serrata)

Boswellia undulatocrenata (ENGL.) ENGL. (Synonym

von B. sacra)

Tab. 1-2 Einige wichtige Vertreter der Familie Burseracael®

Gattung Arten Verwendete Pflanzenteile
Aucoumea A. klaineana Holz
Boswellia B. frereana Weihrauchharz, gelegentlich Holz
B. serrata
B. sacra
sowie weitere
Bursera B. aloexylon Harz, Copale (Baumharze fir Lacke
B. enicillate und Raucherwerk), atherisches Ol
B. simaruba
sowie ca. 100 weitere
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Gattung Arten Verwendete Pflanzenteile
Canarium C. album Holz, Harz, Fruchte, atherisches Ol
C. luzonicum
C. strictum

C. schweinfurthii
sowie ca. 105 weitere

Commiphora C. Africana Harz, ganze Pflanze
C. mukul

C. myrrha

C. opobalsamum
sowie ca. 190 weitere

Caruga G. pinnata Holz, Frichte

Protium P. serratum Holz, Harz, unechter copal (nicht
P. copal N C
P cubense ausgehartete, Bernstein-&hnliche
P. heptaphyllum Masse)

sowie ca.150 weitere

1.3 Weihrauchharz

Der Zusammenhang zwischen Weihrauchbaum und Weihrauchharz wurde bereits im obigen Kapitel

1.2 erortert. Im nachfolgenden Kapitel soll das Thema Weihrauchharz weiter vertieft werden.

Weihrauchharze sind grob in feste, glasartige ,Boswellia-artige® Harze und in viskose,
kaugummiartige ,Elemi-artige“ (Elemi, Canarium luzonicum) Harze aufgeteilt.’®! Weihrauchharze
sind recht unterschiedlich und weisen neben der breiten Konsistenz auch grof3e Farbvariationen von
zitronengelben Uber bernsteinfarbene, rétliche, Karamell-braune bis hin zu sehr dunkelbraunen
Tonen auf. Die kleinen, splittrigen Brocken zeigen oft helle, glasartige und die gré3eren Stucke
zumeist triibe Tone (Abb. 1-7). Ebenso variiert der Geruch der Weihrauchharze, welcher durch die
Zusammensetzung des jeweiligen atherischen Ols bestimmt wird. Der Weihrauch von B. sacra hat
eine herbe Note und ist der Inbegriff von hochwertigem Weihrauch zu Raucherzwecken. Hingegen
hat ostafrikanischer Weihrauch eine eher zitronenartige Note, die als angenehm empfunden wird.

Gelegentlich treten Geruchsnoten auf, die an Nadelwald erinnern.

Weihrauch wird nach Merkmalen wie geographischer Herkunft, Farbe, Geruch, Gr6Re der
Harzbrocken, 1. (minderwertiger), 2., oder 3. Schnitt, Verunreinigungen, insbesondere Sand- und
Rindenanteile, sowie Erntejahr eingeteilt. Dabei erzielen relativ grof3e und homogene, weillich-
grune Stucke von B. sacra die hochsten Ertrage, wohingegen dunkelbraune und kleine Stiicke die
geringste Qualitatsstufe ergeben. Mischungen mit anderen Boswellia-Arten sind nur schwer zu

erkennen; haufig werden kleiner Harz-Fragmente mit Fremdstoffen ,zusammengekittet®.
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Es ist sehr oft Uber Verfalschungen mit anderen Harzen oder Pflanzenteilen, einige unerwiinschte
Beimischungen wie Terpentin, Tannenharz, Fichtenharz, Mastix, Kolophonium, anderen
Rauchermischungen usw. und sogar Fette berichtet worden. Diese ausgesprochen vielfaltigen
Beimischungen aus teilweise exotischen Quellen kénnen eine korrekte Identifizierung erschweren.
Jedoch sind noch sehr sparliche Angaben zur diesen Weihrauchmischungen in der klassischen und
modernen Literatur zu finden.'® 71 Ein Ziel dieser Arbeit ist es daher auch, die analytischen

Grundlagen zu schaffen, um Verunreinigungen leichter zu erkennen.

Abb. 1-7 Bruchstiicke von B. sacra vor der Sortierung; eher geringere Qualitdt, wie sie zur
Herstellung von Extrakten verwendet wird. Gut erkennbar sind die ,Harztropfen® (Bildquelle: M.
Keusgen).

Die Farbe der aus Extrakten (Abb. 1-8) gewonnenen Harzsauren ist ein in der Regel schmutzig-
weil3es bis gelblich braunes, lockeres Pulver, das geruchsfrei ist. Bei einigen Proben (z.B. bei den
Spezies B. frereana, B. ameero) liegen die Sauren als dunkelbraune, zéhe Masse vor.®
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Abb. 1-8 Getrockneter, ethanolischer Extrakt von B. sacra, teilweise fragmentiert (Bildquelle: M.
Keusgen)

Die nichtsauren Komponenten sind meist hellgelbe bis honigfarbene Massen von zahflussiger
Konsistenz, die oberhalb von ca. 40 °C dunnflissig werden und unterhalb von ca. 20 °C erstarren.
Es gibt aber auch Ausnahmen, wie bei B. frereana, welche fast nur Neutralkomponenten als feines,

weiRRes, wohlriechendes Pulver enthalt.®

1.4 Historische Aspekte zur Chemie des Weihrauchs

Die ersten Untersuchungen der sauren Weihrauchbestandteile gehen auf die Jahre 1892-1899
zurtick. TSCHIRCH und HALBEY (1898) veroffentlichten die Manuskripte ,Untersuchungen Uber die
Sekrete” sowie ,Die Harze und die Harzbehalter®. Sie zeigten erstmals die Auftrennung des
Weihrauchharzes aus einem alkoholischen Extrakt in neutrale und saure Bestandteile und gaben
dem sauren Produkt den Namen ,Boswellinsdure® (auch gelegentlich in der Literatur

,Boswellinsauren“ genannt) mit dem Summenformelvorschlag Cs;Hs204.128 1
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WINTERSTEIN und STEIN konnten 1932 belegen, dass es sich bei der isolierten Boswellinsdure um
ein Gemisch aus a- und B-Boswelliasdure (BA) und deren 3-O-B-Acetyl-Derivate (a/B-ABA)
handelte. FUr die beiden BA’s ermittelten sie die korrekte Summenformel Cs;Hs004, sowie die

Schmelzpunkte und Drehwerte.?%

In ihrer Forschungsarbeit hatten Sie das Harz mit Diethylether extrahiert, um die schwerlgslichen,
polymeren Substanzen als Rickstand abzutrennen. Die im Extrakt enthaltenen Sauren wurden
anschliel3end als Bariumsalze gefallt, mit Acetanhydrid acetyliert und abschlie3end die acetylierten
Boswelliasduren  (B-ABA) durch fraktionierte Kiristallisation und Aufreinigung mittels

Chromatographie erhalten; dabei betrug die Ausbeute an ,Boswellinsaure” etwa 5 %.!

Diese Isolierungsmethode wurde auch weiterhin verwendet, z.B. von SAFAYHI et al. %, die aus B.
serrata 1,7 % B-ABA, 0,05 % a-ABA und 0,2 % AKBA erhielten (,K“ steht bei den ublichen
Abkurzungen fur ,Keto“). SHAO et al. konnten Uber einen anderen Weg durch eine mehrfache
Extraktion von Weihrauch mit Methanol, Uberfiilhrung der S&auren in ihre wasserloslichen
Kaliumsalze und Saulenchromatographie 21,1 % 3-BA, 7,69 % KBA, 0,0018 % AKBA und 0,00005%
B-ABA gewinnen.l!® Eine weitere Isolierungsmethode von Boswelliasauren wurde nach CHEVRIER
et al. durch Extraktion von Weihrauch mit Diethylether bzw. Ethanol und mehrfachen
saulenchromatographischen Aufreinigung publiziert. Die erhaltenen Ausbeuten betrugen 12,2 % a-
ABA, 9,9 % B-ABA, 4 % AKBA, 2,2 %B-BA, 1,7 % a-BA und 1,1 % KBA. % Entsprechend einer
Publikation von NIESEN sind alle diese Methoden sehr aufwendig und mit sehr geringer Ausbeute,
insbesondere fir AKBA, verbunden. Eine von diesen Autoren durchgefiihrte, optimierte Methode ist

in Tab. 1-3 zusammengefasst.*”
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Tab. 1-3 Ausbeuten an Boswelliasauren bei unterschiedlichen Extraktions- und
Isolationsmethoden. 2%
Autor SAFAYHI et al. SHAO et al. CHEVRIER et al. CHEVRIER et
WINTERSTEIN / STEIN al., optimiert
nach NIESEN
Methode Etherischer Extrakt, Uberfiihrung der Sauren Nur Extraktion Etherischer
Ausféllen der Sauren als | in ihre wasserléslichen mit nachfolgender | Extrakt,
Ba-Salze mit Kalium-Salze, Chromatographie | Acetylierung,
Bariumhydroxid, mehrfache Extraktionen, Saulen-
Uberfiihrung in Uberfiihrung der Salze in chromato-
gemischte Anhydride mit | die freien S&uren, graphie,
Acetanhydrid, Saulenchromatographie nachfolgende
fraktionierte Oxidation von -
Kristallisation, ABA zu AKBA
Sé&ulenchromatographie
Ausbeute | 0,24 % AKBA 4,6 % AKBA 4,0 % AKBA 14,8 % AKBA
2,1 % B-ABA 4,6 % B-ABA 1,1 % KBA 1,65 % (3-
9,9 % 3-ABA Acetoxy-urs-
2,2 % B-BA 9,12-dien-24-
12,2 % a-ABA saure)
1,7 % a-BA

Ruzicka und WIRz berichteten 1939-1940 in einer Veréffentlichung Uber die strukturellen

Ahnlichkeiten der Boswelliasauren mit Amyrinen und beschrieben ihre Methode zur erfolgreichen

Uberfuihrung der a-Boswelliasaure in B-Amyrin bzw. B- Boswelliasaure in a-Amyrin (Abb.1-9).24

HO™"

Abb. 1-9 Strukturen von B-Amyrin (analog zu Oleanolsaure, jedoch im Gegensatz zu BA
Saurefunktion an Position 4a; links) und a-Amyrin (analog Ursolsaure, jedoch im Gegensatz zu BA
Saurefunktion an Position 4a; rechts)
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Im Jahr 1956 verdffentlichten BETON et al. die genaue Konfiguration der Hydroxy- (unterhalb der
Ebene, axial, a) und Carboxyl-Gruppe (oberhalb der Ebene, axial, ) von B-BA. Fernerhin wurden in
dieser Publikation die chemischen Eigenschaften der BA sowie deren Drehwerte und
Absorptionsmaxima € mit denen bekannter Triterpene und verwandter Verbindungen verglichen.??
Weiterhin wurden in den 1960ern die 11-Keto-B-boswelliasaure (B-KBA) und deren 3-O-Acetyl-
Derivat (B-AKBA) entdeckt.?3 24

Die ersten massenspektroskopischen Untersuchungen tber Amyrin- und Lupan-Derivate wurden
1963 von BuDzIKIEWCZ et al. verdffentlicht. Sie lieferten zahlreiche Fragmentierungsmuster fur
gesattigte und ungesattigte, pentacylische Triterpene und deren Derivate, die noch heute fur die
Charakterisierung unbekannter Terpene verwendet werden.?>! PARDHY und BHATTACHARYYA haben
1978 zum ersten Mal Boswelliasduren mittels Massenspektrometrie untersucht. lhre
Strukturanalyse, unterstitzt durch *H- und *C-NMR-Untersuchungen, trug zur Charakterisierung
von zwei neuen Boswelliasauren bei, namlich 11-Keto-B-boswelliasaure (B-KBA) und 3-Acetyl-11-
keto-B-boswelliasaure (B-AKBA).[28

Die absolute Konfiguration von B-AKBA wurde im Jahr 2000 von AMMON et al. durch
Rontgenstrukturen aufgeklart, die von B-ABA durch GurTA et al.?”- 281 Im Jahr 2003 wurden die NMR-
Daten fir a-BA und B-BA mittels zweidimensionaler Techniken durch CuLioLl et al. sowie die
vollstandige NMR-Daten fiir B-ABA und B-AKBA durch die Gruppe SIMMET publiziert.[?® 3% Somit sind

die Strukturen der wichtigsten BA-Derivate aufgeklart.

Wie im Folgenden noch erértert wird, kommen viele weitere Triterpensauren im Weihrauch vor, die
bisher sowohl analytisch wie auch pharmakologisch kaum Beachtung finden. Auch nach mehr als
100 Jahren Forschung an Weihrauch befassen sich aktuelle Dissertationen vornehmlich mit den
Boswelliasduren, obwohl diese bisweilen nur einen geringen Prozentsatz in Bezug auf die

ethanolldslichen Inhaltsstoffe ausmachen.B% 32

1.5 Inhaltsstoffe des Weihrauchharzes

Die Verteilung der Inhaltsstoffe im Weihrauchharz wird in der Literatur uneinheitlich dargestellt. Die
meisten Angaben beziehen sich auf altere wissenschaftliche Quellen. Da Weihrauch eine komplexe
Mischung aus sehr vielen verschiedenen, natirlichen Komponenten ist, die natirlichen
Schwankungen ausgesetzt sind und daher keine konstante Werte aufweisen oder einfach nicht in
allen Spezies auftreten.l® 33 34 Dazu kommt die relativ uniibersichtliche taxonomische Situation
dieser Gattung (Tab. 1-1).
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Aus Weihrauchharzen lassen sich folgende Fraktionen gewinnen:
A) Extrahierbarer, ethanolloslicher Anteil (ca. 60%)

Die Ethanolfraktion enthélt nach bisherigen Erkenntnissen die im Kap. 1.7 beschriebenen,
bioaktiven Stoffe, hauptsachlich unterschiedliche Triterpensauren. Die Ethanolfraktion kann
beispielsweise effizient Uber Soxhlet-Extraktion (Extraktionsdauer ca. 3 Stunden) gewonnen
werden. Triterpensauren lassen sich durch nachfolgendes Ausschitteln mit Natronlauge
abtrennen, was aber wegen starker Emulsionsbildung wenig effizient und mit hohen Verlusten
verbunden ist. Der ethanolische Extrakt enthalt flichtige und nichtfliichtige Terpenoide sowie

phenolische Verbindungen:

o Triterpenséuren wie
- Boswelliasauren (pentazyklische Triterpenséuren)
- Lupansauren (pentazyklische Triterpenséauren)
- Tirucallensauren (tetrazyklische Triterpensauren)
- Roburséauren (tetrazyklische Triterpensauren)

- u.a. auch andere Sauren wie Canariensaure, Rubiniasaure

¢ Neutrale Substanzen einschlieRlich Atherisch-Ol-Komponenten (5-10 %) wie
- Terpenoide
- Monoterpene (Cio): Estragol, a-Thujen, o/f-Pinen, Carvon, Cineol, Linalool, Limonen,
Carven, Camphen, Thymol, und weitere Substanzen
- Sesquiterpene (Cis): B-Humulen, B-Caryophyllen, a-Cubeben, a-Bergamoten
- Diterpene (Cx): Incensol, Incensoloxid, Incensolacetat, Serratol, Verticillane, u.w.
- Triterpene (Cso): a/B-Amyrin, Lupeol, und weitere Substanzen
- Phenole: Carveol, Carvacrol, Thymol
- Phenylpropanoide: Apiol, Zimtaldehyd, Anethol, Dillapiol, Estragol
- Furanocumarine: Coriandrin
- Bitterstoffe

B) Mit Ethanol nicht extrahierbare Fraktion, teilweise wasserl6slich (ca. 40%)
- Polysaccharide (25-30 %)
- Schleime (ca. 12 %), bestehend aus: Galactose, Arabinose, 4-O-Methylglucuronséure im
Verhaltnis 7:1:4
- Gummi (ca. 20 %)
- Bassorin (6-8 %), bestehend aus: L-Arabinose, D-Galactose, L-Rhamnose und dem

Methylester der D-Galacturonsaure)
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1.6 Analytik der Boswelliaséduren

Die Boswelliasauren sind eine Gruppe chemischer Verbindungen, die ausschlie3lich im Harz der
Weihrauchbaume (Boswellia) vorkommen und sich nur schwer synthetisch herstellen lassen. Damit
sind diese Baume die derzeit einzige Ressource fiir diese aussichtsreiche Wirkstoffgruppe.
Allerdings sind Weihrauchbaume in ihrem Bestand stark bedroht, einerseits wegen Ubererntung
oder anderseits, weil sie einfach als Brennmaterial verwendet werden. Da es jedoch nicht nur ,die*
Boswelliaséaure gibt, gestaltet sich die Trennung der einzelnen Sauren schwierig, die Ublicherweise

auch noch mit weiteren Triterpensauren in komplexen Mischungen vorliegen.

Unter biogenetischen Gesichtspunkten sind die Boswelliasauren formal aus 6 Isoprenbausteinen
aufgebaut; diese bilden zunachst das offenkettige Triterpen Squalen CsoHso, das einige
Funktionalisierungen und Umlagerungen durchlauft. Die Boswelliasduren gehdren zur Gruppe der
pentazyklischen Triterpene mit einem Ursan- bzw. Olean-Grundgerist. Die a-Boswelliasduren
haben ein Oleanan-Gerist, das am E-Ring an Position Cs, zwei geminale Methylgruppen aufweist
und leiten sich strukturell von der Oleanolsaure ab (,a-standig“). Die B-Boswelliasduren haben ein
Ursan-Gerist und werden somit zu den a-Amyrinen gerechnet; bei ihnen stehen die beiden
Methylgruppen vicinal an Cz und Cso (,B-standig®).??

Sie unterscheiden sich untereinander in funktionellen Gruppen und mit anderen Terpensauren auch
im Grundgerist (Abb.1-10).

a-Boswelliasaure 2 (a-BA) B-Boswelliasaure 4 (3-BA)

Abb. 1-10 Grundstrukturen der a-Boswelliasaure (Oleanan-Typ) und der -Boswelliasdure (Ursan-
Typ), je nach Anordnung der Methylgruppen am Ring E. Die Nummerierung der Substanzen bezieht
sich auf die folgende Abb. 1-11.

Wie bereits oben erwéhnt, lassen sich Boswelliasduren nur mit groBerem Aufwand
chromatographisch voneinander trennen, wobei die HPLC eher geeignet ist als die GC. Aber auch
die Dinnschichtchromatographie (DC, auf Englisch TLC, ,Thin Layer Chromatography®) ist noch

immer eine gangige Methode, wobei in den vergangenen Jahren die Methode als solche durch die
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Einfuhrung der High Performace TLC (HPTLC) verbessert wurde, aber auch eine Reihe
unterschiedlich leistungsfahiger FlieBmittelsysteme zur Analyse von Weihrauch entwickelt wurden.
Zudem kann mittels DC eine leichte Abschatzung der Biopartitionierungseigenschaften von
Substanzen vorgenommen werden. %, Weiterhin haben sich DC-Methoden in der Routineanalytik,
speziell auch bei komplexeren Proben, und bei der Syntheseverfolgung bewéahrt.2® Von groRem
Vorteil ist, dass bei der DC FlieBmittel verwendet werden kénnen, die eine HPLC-Saule irreversibel
schadigen wirden. Zudem besteht bei harzigen Substanzen — und um genau solche geht es hier —

die Gefahr, dass HPLC-Saulen ,verstopft* werden.

Die Fortschritte in der Planar-Chromatographie, beispielsweise mit erzwungenem Fluss (FFPC),
demonstriert die Vielseitigkeit dieser Methode: Variationen der FFPC-Technik sind die
Rotationsplanarchromatograhie  (RPC), die Elektroplanarchromatographie (EPC), die
Uberdruckschichtchromatographie (OPLC) sowie Techniken mit parallel- und seriell-gekoppelten

Schichten, welche neue Perspektiven fir die Naturstoffanalytik erffnen.l7 38l

Auf den nachfolgenden Seiten (Abb. 1-11 bis 1-15) sind die Triterpensauren abgebildet, die in
Weihrauch erwartet werden konnen. Alleine deren strukturelle Vielfalt stellt eine aussagekréftige
Analytik vor grol3e Herausforderungen. B. serrata wird in Indien schon lange arzneilich verwendet;
jedoch sind die dortigen Anforderungen an ein traditionelles pflanzliches Arzneimittel nicht immer
mit den Anforderungen in der EU und in Deutschland vergleichbar.® 4% Wie in Kapitel 1.7 noch
naher erortert, wird Weihrauch auch in Indien aufgrund seiner entziindungshemmenden

Eigenschaften verwendet.

Da Weihrauch inzwischen im Europdischen Arzneibuch (Ph. Eur.) sowie in der ,United States
Pharmacopoeia“ (USP) monographiert ist, konnen die dort beschriebenen Methoden als
Ausgangspunkt fur diese Arbeit verwendet werden.*> 42 Nach einer vergleichsweise einfachen
Probenaufbereitung erfolgt die Identifizierung tber DC, bei der in der Ph. Eur. erwartungsgemar ein
saures FlieBmittel verwendet wird, in der USP jedoch Uberraschenderweise ein neutrales. Bei der
Gehaltsbestimmung werden nur die Keto-boswelliasduren, Substanzen 8 und 9 (Kap. 1.6.1),
bertcksichtigt, alles andere bleibt unberiicksichtigt. Die Gehaltsbestimmung wird mittels HPLC,
einer ,Reversed-Phase“-Saule (RP18), und einem sauren FlieBmittel durchgefiihrt; die Detektion
erfolgt UV-spektrometrisch bei A=254 nm, wobei nur wenige der unten abgebildeten Substanzen

bertcksichtigt werden.
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An dieser Stelle ist allerdings darauf hinzuweisen, dass die genannten Monographien in ihren

Methoden leider als unzureichend zu bewerten sind. Griinde hierfiir sind:

- Die Probenvorbereitung von amorphen Ausgangsmaterialien mit einem hohen Anteil an
polymeren Stoffen muss wohliiberlegt sein; tblicherweise ist eine weitere Aufbereitung der
Probe erforderlich, da Reste der Polymere eine HPLC-S&ule erheblich schadigen kénnen.

- Zur ldentifizierung wird eine DC verwendet, jedoch mit deutlich unterschiedlichen
Fliemitteln. Ein S&urezusatz erscheint hier essentiell.

- Von der Vielzahl der Triterpenséuren werden nur zwei Substanzen bertcksichtigt, von denen
wahrscheinlich  falschlicherweise angenommen wird, dass diese die alleinigen
wertbestimmenden Komponenten sind (siehe dazu weiter unten ,Pharmakologie®). Diese
Annahme erscheint aber wenig begrindet, weshalb die Triterpensauren insgesamt
betrachtet werden sollten.

- FUr die meisten dieser Substanzen ist eine UV-spektrometrische Detektion nur bei ca. 210
nm und nicht bei héheren Wellenlangen mdéglich. Dieses macht die Analytik aufwéndig und
storanféllig. Eine weitere Probenvorbereitung, bzw. Vorsaulenderivatisierung wéaren hier
wiinschenswert.

- Es ist keine Prifung auf Verfalschungen in den beiden Monographien enthalten, was sehr
ungewdhnlich ist.

- Es ist kein Systemeignungstest (,System Suitability Test*, SST) beschrieben.

- Es fehlt eine Grenzwertprifung auf Estragol, welches im atharischen Ol des Weihrauchs

vorkommt und im Verdacht steht, krebserregend zu sein.

Die oben aufgelisteten Punkte sind die Hauptmotivation fir die nun vorliegende Arbeit.
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1.6.1 Strukturformeln der Boswelliasauren

Die nachfolgend in den Abb. 1-11 bis 1-15 dargestellten Triterpensauren sind typisch fir Boswellia-
Arten, wobei die Substanz 1 (18-B-Glycyrrhetinsaure, Glyc oder auch Gly) als interner Standard
verwendet wird und nicht in Boswellia, sondern in der Gattung Glycyrrhiza vorkommt. Die in den
Legenden angegebenen Abkirzungen fur die jeweiligen Substanzen werden bis auf einige
Hauptverbindungen wie 3-a-Hydroxy-a-boswelliasdure (a-BA) 2, 3-a-O-Acetyl-a-boswelliasdure (a-
ABA) 3, 3-a-Hydroxy-B-boswelliasdure (B-BA) 4, 3-a-O-Acetyl-B-boswelliasaure (B-ABA), 3-a-
Hydroxy-11-keto-B-boswelliasaure (f-KBA) 9 und 3-a-O-Acetyl-11-keto-B-boswelliasaure (3-AKBA)
10 in der Literatur uneinheitlich verwendet. Um Verwechslungen zu vermeiden, werden spéater im
Ergebnisteil (Kapitel 4) und im Diskussionsteil (Kapitel 5) tUberwiegend die ausgeschriebenen

Trivialnamen, wie in den nachfolgenden Abb. 1-11 bis 1-15 wiedergegeben, verwendet.

Die Strukturformeln der Boswelliasduren (BAs) unterscheiden sich untereinander an folgenden
Positionen (Abb. 1-11):

- Geminale Methylgruppen an Ring E, Czo: a-Reihe.

- Vicinale Methylgruppen an Ring E, Ci9 und Czo: B-Reihe, kommt tblicherweise in héheren
Konzentrationen vor als die a-Reihe.

- Ring C, Ci2: Hier befindet sich tblicherweise eine Doppelbindung.

- Ring C, Cii: Hier kann sich eine Hydroxy- oder Keto-Gruppe befinden. Fehlt diese, so ist an
Ci1 auch eine weitere Doppelbindung moglich.

- Ring A, Cs: Immer eine Hydroxygruppe, die auch acetyliert sein kann.

- Ring A, Cs: Immer eine Saurefunktion sowie eine geminale Methylgruppe.
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Abb. 1-11 18-B-Glycyrrhetinsaure 1 (Glyc; kommt nicht im Weihrauch vor, wurde bei den Analysen
als interner Standard verwendet), 3-a-Hydroxy-a-boswelliasdure (a-BA) 2, 3-a-O-Acetyl-a-
boswelliasaure (a-ABA) 3, 3-a-Hydroxy-B-boswelliasaure (B-BA) 4, 3-a-O-Acetyl-B-boswelliasaure
(B-ABA) 5, 3-0-O-Acetyl-11-a-methoxy-B-boswelliasaure (11-OMe-B-ABA) 6, 3-a-Hydroxy-11-a-
hydroxy-B-boswelliasaure (11-OH-B-BA) 7, 3-a-O-Acetyl-11-a-hydroxy-B-boswelliasaure (11-OH-[3-
ABA) 8, 3-a-Hydroxy-11-keto-p-boswelliasdure (B-KBA) 9, 3-a-O-Acetyl-11-keto-B-boswelliasédure
(B-AKBA) 10, 3-a-Hydroxy-9,11-dehydro-B-boswelliasdure (9,11-dehydro-f-BA) 11, 3-a-O-Acetyl-
9,11-dehydro-B-boswelliasédure (Ad-B-BA) 12.
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1.6.2 Strukturformeln der Lupansauren

Abb. 1-12 Lupansaure (LA) 13, 3-a-Acetyl-lupansdure (ALA) 14, 3-a-O-Acetyl-27-a-hydroxy-
lupanséaure (27-OH-ALA) 15, 3-a-O-Acetyl-28-B-hydroxy-lupansaure (28-OH-ALA) 16.
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1.6.3 Strukturformeln der Tirucallensduren

HOOC

Abb. 1-13 3-Oxo-8,24-dien-tirucallensaure (3-Oxo-TA) 17, 3-a-Hydroxy-8,24-dien-tirucallenséaure
(a-TA) 18, 3-B-Hydroxy-8,24-dien-tirucallensaure (B-TA) 19, 3-a-O-Acetyl-8,24-dien-tirucallenséure
(a-ATA) 20, 3-B-O-Ac-8,24-dien-tirucallensaure (B-Ac-7,24-dien-TA) 21, 3-a-Hydroxy-7,24-dien-
tirucallensaure (a-7,24-dien-TA) 22, 3-a-O-Acetyl-7,24-dien-tirucallensaure (a-Ac-7,24-dien-TA) 23.
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1.6.4 Strukturformeln der Roburséuren

Abb.1-14 Robursaure 24, 4(23)-Dihydro-roburséaure 25, 11-Keto-robursaure 26, 4(23)-
Dihydro-11-keto-robursaure 27.

1.6.5 Weitere Triterpensauren

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich in der Saurefraktion eines Weihrauch-Extraktes

noch weitere Sauren befinden. Nachfolgende Abbildung zeigt zwei Beispiele:

Abb.1-15 Rubiniasédure (RA) (28), ,Rubinic acid“ (CsoHs04, 7a-Hydroxy-3-oxo-12-ursen-28-oic-
acid, Mg: 470,7 g/mol) und Dehydro-rubiniasaure (29, CsoH4404, Mg: 468,7 g/mol)
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1.7 Pharmakologie des Weihrauchs

Weihrauchpréparate, die in der Volksmedizin zur Heilung entzundlicher Erkrankungen eingesetzt
werden, zeigten in in-vitro-Experimenten, in Tiermodellen, sowie in kleineren Humanstudien eine
entziindungshemmende Wirkung. Die ersten wissenschaftlichen Studien Uber diese
entziindungshemmende Wirkung von Weihrauchextrakten an Versuchstieren wurden 1986 von

SINGH et al. durchgefiihrt.!!

An der Universitat Tubingen berichteten 1991 AMMON et al. tber pharmakologische Wirkungen der
biologisch aktiven pentazyklischen Boswelliasduren; beschrieben wurde eine Inhibierung der
Leukotrien-Biosynthese sowie entziindungshemmende Eigenschaften. Die entziindungshemmende
Wirkung der Boswelliasduren wurde darauf zurtickgefiihrt, dass sie als nicht redoxaktive Inhibitoren
der 5-Lipoxygenase (5-LOX) wirken, dadurch gezielt in den Entziindungsprozess eingreifen und
vermutlich die Leukotrienbiosynthese inhibieren (Abb. 1-16a, rot umrandeter Bereich, sowie im
Detail Abb. 1-16b). Fernerhin zeigte sich bei Untersuchungen an Ratten, dass die 3-a-O-Acetyl-9,11-
dehydro-B-boswelliasdure (Abb. 1-11, Substanz 12, Ad-B-BA) mit einer 1Cso von 0,75 pM der
effektivste 5-LOX-Inhibitor ist, gefolgt von AKBA mit einer 1Cso von 1,5-7 yM und B-KBA mit 1Cso-
Werten von 2,8-15 uM. Die Substanzen B-BA und B-ABA zeigen nur eine partielle Inhibierung.?+ 4%
Allgemein werden aber die verschiedenen Keto-boswelliasduren als die wertbestimmenden

Komponenten von B. serrata angesehen (siehe auch Kap. 5.6).

Neben AMMON et al. berichteten auch SAFAYHI et al. mehrfach Uber die selektive, enzymgesteuerte,
nicht redoxvermittelte, nicht kompetitive Inhibierung sowie den reversiblen Wirkmechanismus der 5-
LOX durch AKBA (Abb. 1-16a,b). (1546471

Beim Screening auf zusatzliche Wirkungen von Boswelliasduren auf weitere proinflammatorische
Signalwege beobachteten sie 1997, dass AKBA als ein 5-LOX-Inhibitor ebenfalls die Aktivitat der
humanen Leukozytenelastase (HLE) in vitro mit einer ICso = 15 uM verringert. Es wurde ebenso eine
Enzymhemmung durch 3-BA mit einer ICso = 20 uM sowie fir Amyrin und Ursolsdure beobachtet.
Dieses weist darauf hin, dass die bendtigten Konzentrationen an Boswelliasduren zur HLE-
Hemmung deutlich héher liegen als die zur Inhibierung der Leukotrien-Biosynthese bendtigten. Es
muss aber angemerkt werden, dass ein wirksames systemisches Therapeutikum ICso-Werte im
nanomolaren Bereich haben sollte und somit die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen

fraglich ist.
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Abb. 1-16a Arachidonsaure-Kaskade mit den Angriffspunkten einiger entzindungshemmender
Wirkstoffe (Ross Rentea, 2011, modifiziert). Potentielle Ansatzpunkte fir BAs sind orange umrandet.
Néahere Erklarungen siehe Text.
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Abb. 1-16b Ausschnitt aus Abb. 1-16a. Hemmung der Lipoxygenasen durch Boswelliasduren (BAS).
ICso-Werte: Literatur 45 561,

Fernerhin konnte gezeigt werden, dass die duale Hemmung von (5-LOX) und (HLE) nur bei
Boswelliasauren auftritt und nicht bei den anderen, im Weihrauch enthaltenen Triterpensauren. 48 49
Beide Enzyme spielen bei vielen chronischen Krankheiten wie Bronchitis und rheumatische Arthritis

eine Rolle.

Es wurde oft Uber die antiproliferative Wirkung verschiedener pentazyklischer Triterpene berichtet,
die neben der Aktivitat als Lipoxygenase-Inhibitoren den Zelltod in verschiedenen Zellsystemen
induzieren sollen. Die Arbeitsgruppe von AMMON legte im Jahr 1999 Daten vor, dass die Induktion
der Apoptose in den menschlichen Blutzellkulturen HL-60 und CCRF-CM durch AKBA auf die

Hemmung der Topoisomerase | in diesen Zellen zuriickgefiihrt werden kann.®”

SYROVETS et al. untersuchten 2000 die Hemmung der Topoisomerasen | und lla durch verschiedene
Terpene und konnten zeigen, dass ABA diese beiden Enzyme starker als AKBA hemmt. Dartber
hinaus scheinen die Acetyl-Gruppe an Cs und die freie Carboxylgruppe an C4 eine wichtige Rolle fur

diese Inhibierung spielen, jedoch wirkt sich die Keto-Gruppe an C. negativ aus.5%

Untersuchungen von SAFAYHI et al. (2000) zufolge zeigten einige kommerziell erhéltliche Extrakte

von B. serrata paradoxe, konzentrationsabhéngige, potenzierende aber auch hemmende Wirkungen
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auf die 5-LOX; als Assay-System wurden stimulierte, menschliche und polymorphkernige
Leukozyten (PMNLs) verwendet. KBA und AKBA erhéhen die intrazellulare Ca?*-Konzentration in
diesem in vitro Testsystem und aktivieren die mitogenaktivierten Proteinkinasen (MAPK) p*?MARK ynd
p38; vermutet wird eine Blockade der Ca?*-Kanale. Auch tber diesen Wirkmechanismus lasst sich
die entzindungshemmende Wirkung der Keto-boswelliasauren partiell erklaren.5? Fir diese
paradoxe Wirkung sind offensichtlich tetrazyklische Terpensduren wie 3-Oxo-TA (Abb. 1-13,
Substanz 17) mit verantwortlich — ein weiterer Grund, auch diese Gruppe der Triterpene quantitativ
neben den BAs mit zu erfassen. Da TAs offensichtlich einen wesentlichen Beitrag zur biologischen
Gesamtwirkung von B. serrata leisten, wurden weitere Analysen zur Standardisierung empfohlen,
sofern B.-serrata—Préparate als Arzneimittel oder Nahrungsergéanzungsmittel in Verkehr gebracht

werden. 53 54

Weiterhin berichten WERZ et al. Uber zwei weitere Enzyme, die beide durch BAs gehemmt werden:
Das Enzym 12-Lipoxygenase (p12-LOX) in Thrombozyten, welches die freie Arachidonsaure in 12-
Hydroperoxy-eicosatetraensaure (12-HPETE) umwandelt (Abb. 1-16) und ein Enzym aus der Klasse
der Serinproteasen, namentlich Cathepsin G (CatG). CatG hat viele physiologische Funktionen,
fordert allgemein Entziindungsvorgange und vermittelt den Gewebeumbau bei Verletzungen, da
Bestandteile der extrazellularen Matrix abgebaut werden. Sie konnten in ihren Docking-
Experimenten zeigen, dass die BAs fest an das aktive Zentrum von CatG binden und deren
proteolytische Aktivitdt auf kompetitive und reversible Weise unterdriicken. Andere verwandte
Serinproteasen waren aber deutlich unempfindlicher gegenliber Boswelliasauren. BAs
unterdriickten offensichtlich auch die Ca?*-Mobilisierung in menschlichen Blutplattchen. Bei der
oralen Verabreichung definierter Weihrauchextrakte ist die CatG-Aktivitat im menschlichen Blut ex
vivo gegenuber Placebo signifikant reduziert, was ebenfalls eine Erklarung fir
entzindungshemmende Eigenschaften ware. Fernerhin wurde die Cyclooxigenase 1 (COX 1) als
mogliches Target diskutiert. Trotz all dieser Untersuchungen ist der Wirkmechanismus des

Weihrauchs als Ganzes und in vivo bisher nur unvollstandig aufgeklart.® 5

Nach einer 2012 an der Universitat Jena erschienenen Studie hemmen die BAs ebenfalls die
Synthese von Prostaglandin E2, das ebenfalls ein Bestandteil der Entziindungskaskade ist (Abb. 1-
16). Jungste Studien zu Hirntumoren und Leukamiezellen bestatigen, dass BAs, insbesondere
AKBA und KBA, neben der Hemmung der Leukotrienbiosynthese auch antiproliferative,
antikarzinogene und apoptotische Wirkungen zeigen,®” was an bestimmten Krebszelllinien wie
HAT-29 Zellen gezeigt werden konnte. Zudem wurde eine Hemmung der Leukozytenelastase

beobachtet.[58 59

Wie bereits oben erortert, wird B-AKBA in zahlreichen Veroéffentlichungen als 5-LOX-Inhibitor

dargestellt, was hauptséchlich auf die Untersuchungen von AMMON et al. zurtick geht (Tab. 1-4). Es
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steht allerdings auch fest, dass zur Hemmung der 5-LOX in Zellhomogenaten hé&here
Konzentrationen als in intakten Zellen benétigt werden. In bestimmten Konzentrationen wurden
sogar ein stimulierender Effekt von B-AKBA und B-KBA auf die 5-LOX-Aktivitdt beobachtet
(paradoxe Wirkungen wie bereits oben beschrieben).®® Weiterhin ergaben sich
Widersprichlichkeiten bei den ermittelten Plasma-Werten, was das Erreichen effektiver Wirkspiegel
fur KBA und AKBA weiterhin in Frage stellt. © 62 Die fur B-AKBA gefundenen Plasma-
Konzentrationen von 0,1 bis 0,56 yM erscheinen fir eine therapeutisch relevante Inhibierung des
Enzyms als nicht ausreichend.®® Es liegt der Verdacht nahe, dass neben einer direkten
Enzymhemmung weitere komplexe Mechanismen an der vermuteten entziindungshemmenden
Wirkung beteiligt sind.®? Verwunderlich ist auch, dass die AdBA mit einer ICso von 0,75 UM

offensichtlich nicht weiter verfolgt wurde.

Tab. 1-4 In der Literatur beschriebene 1Cso-Werte fur 3-AKBA in Bezug auf eine 5-LOX-Hemmung.

ICs0 B-AKBA (uM) Zelltyp

1,5 Intakte PMNL (Ratte) 2%

8 PMNL Zellhomogenat (Ratte) 47

16 Isolierte humane 5-LOX 7]

50 Cytosolische Fraktion von humanen HL-
60 & Monozyten (Mac 6 Zellen) [64 ]

Obwohl die klinischen Studien im Hinblick auf eine therapeutische Wirksamkeit teilweise erfolgreich
waren, konnten sie nicht die Anforderungen an die Zulassung eines Arzneimittels, die das
Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) stellt, erfillen. Es ist nach wie vor nicht
klar, welche Komponenten des Weihrauchextraktes fur die beschriebenen Wirkungen tatséchlich
verantwortlich sind (,wertbestimmende Inhaltsstoffe*) und ob die postulierten antiinflammatorischen
und antitumoralen Eigenschaften allein auf die BAs zuriickzufuihren sind. Dariiber hinaus ist eine
gegenseitige, synergistische Verstarkung der BAs in der Mischung ebenfalls mdglich; dies konnte
bereits durch in vitro Untersuchungen gezeigt werden.® All jenes untermauert die Annahme, dass
die alleinige Betrachtung von KBA und AKBA als wirksamkeitsbestimmende Qualitatsmarker

unzureichend ist und die entsprechenden Arzneibuch-Monographien revidiert werden sollten.

1.8 Medizinische Verwendung von Weihrauch

Weihrauchharz und daraus hergestellte Zubereitungen werden in der traditionellen Medizin vieler

Lander gegen eine Reihe von Erkrankungen eingesetzt; dabei ist die Palette der behandelten
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Krankheiten @uRRerst breit. Auch weitere Teile des Weihrauchbaumes (z.B. Rinde) wurden in
unterschiedlicher Zubereitung eingesetzt, die heute noch traditionell zum Einsatz kommen. In der
heutigen Zeit befinden sich Weihrauch-Préaparate als Phytopharmaka mit standardisiertem
Wirkstoffgehalt zur Therapie chronisch entzindlicher Erkrankungen, wie Morbus Crohn, Colitis

ulcerosa oder Polyarthritis auf dem Markt, jedoch nicht in Deutschland (siehe oben).

Daher ist momentan in keinem Land der Européischen Union ein Medikament auf Weihrauchbasis
— abgesehen von homobopathischen Zubereitungen — registriert oder zugelassen. Fir die
Exportvariante des indischen Medikamentes H15 (Gufic Ltd., Bombay/Indien; B. serrata) liegt zwar
die Zulassung fir einen Kanton in der Schweiz vor, welche aber von den deutschen Behorden nicht
als Voraussetzung fur eine Einfuhr gemaR § 73 Arzneimittelgesetz (AMG) akzeptiert wird. Die
Zulassung des Medikamentes, die je 400 mg eines Trockenextraktes aus B. serrata mit einem
Gehalt von mind.10 mg Boswelliasduren enthalt, wird fir die Behandlung von chronischer Arthritis
ausgelobt.B® 4% Daneben wurden noch Untersuchungen zur Wirksamkeit von Indischem Weihrauch
bei peritumoralen Hirnédemen durchgefuhrt, fir die in praklinischen Studien eine signifikante
Reduktion des Odemvolumens gezeigt wurde. Im Dezember 2002 wurde deshalb einem B.-serrata-
Extrakt der ,Orphan Drug Status® fir die Behandlung des peritumoralen Hirnédems durch die

Europaische Zulassungsbehorde (,European Medicines Agency“, EMA) zuerkannt.[®”]

1.9 Die SufZholzwurzel Glycyrrhiza glabra

Wie bereits obenerwéhnt, hat die Glycyrrhetinsdure (Glyc, Substanz 1) grol3e strukturelle
Ahnlichkeiten zu den Boswelliasauren, insbesondere zu den Keto-boswelliasauren. Deshalb wurde
Glyc 1 mit in das Untersuchungsprogramm aufgenommen, insbesondere, um seine Eignung als

interner Standard zu testen.

Glyc ist ein Triterpensaponin und kommt in hohen Konzentrationen in der Wurzel der Glycyrrhiza -
glabra-Pflanze (Suf3holz) vor, ist aber auch in anderen Pflanzen wie in der Frucht des
Grapefruitbaums enthalten. Die Gattung Glycyrrhiza gehort zur Familie der Fabaceae
(=Leguminosae) und umfasst etwa 20 bis 30 Arten, darunter ebenso drogenliefernde Arten wie G.

inflata und G. uralensis.

Glycyrrhiza glabra ist eine ausdauernde, 1 bis 1,5 m hohe Staude mit kraftigen Wurzeln und stark
verholzendem, gelb gefarbtem Rhizom, die in subtropischen Landern sowie im Mittelmeerraum, dem

Nahen und Mittleren Osten, Australien und Amerika wachst oder kultiviert wird (Abb. 1-17).(8l
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Die Wurzel von Glycyrrhiza glabra enthélt Terpenverbindungen, hauptsachlich pentazyklischen
Triterpene mit einem Oleangerist; weitere Inhaltsstoffe sind ca. 5 % Saccharose, ca. 2,5 % Glucose,
20 bis 30 % Starke, Flavonoide, Cumarine, Phenole, Steroide sowie etwas atherisches OL.5% Die
Hauptkomponente der Wurzel ist das ,Glycyrrhizin® (Glykosid) und kommt in der Droge als Kalium-,

Ammonium- und Calciumsalz der Glyc oder als Gemisch dieser Salze vor.

Je nach Herkunft, verwendetem Pflanzenteil und klimatischen Bedingungen enthalt die Droge 2 bis
15 % Glycyrrhizinsaure, die pro Molekul zwei Zuckerreste enthalt. Durch saure oder enzymatische
Hydrolyse der Glycyrrhizinsaure erhalt man ihr Aglykon Glyc (Substanz 1), die auch in Spuren in der
Droge vorkommt. Diese Substanz ist gut verfugbar und zu einem gunstigen Preis erhaltlich.

Die beiden Triterpenverbindungen Glycyrrhizinsdure und Glyc wurden als Leitsubstanzen zur
Charakterisierung von Sif3holzextrakten angenommen, da sie medizinisch-therapeutische sowie
kosmetische Wirkungen zeigten.’” In den Wurzelextrakten konnen noch weitere
Triterpenverbindungen vorkommen: u.a. Desoxyglabrolid, Glabrolid, Glycyrrhetinsauremethylester
und Glycyrrhetol.[1
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Abb. 1-17 Blihende oberirdischen Teile von Glycyrrhiza glabra (Foto: M. Keusgen)

Die pharmazeutische Anwendung der Wurzel beschréankt sich in Europa vorwiegend auf die
Herstellung von Arzneitees gegen Magenbeschwerden oder Erkaltungskrankheiten. In der
traditionellen chinesischen Heilkunde werden ebenfalls Wurzelextrakte in der Phytotherapie
aufgrund ihrer entziindungshemmenden, antioxidativen, immunregulatorischen, antibakteriellen und

antiviralen Wirkungen vielfaltig eingesetzt.

Auf die Suche nach hochwirksamen, gut vertraglichen Medikamenten fur die Behandlung der Covid-
19—Erkrankung wurde man neuerdings auch auf diese Arzneipflanze aufmerksam. Aktuell wurde der
wassrige SuRholz-Wurzelextrakt in Computersimulationen auf seine hemmende Wirkung in Bezug
auf die SARS-CoV.2-Hauptprotease (Mpro) analysiert. Der Extrakt wies bereits bei einer

subtoxischen Konzentration von 2 mg/ml eine hemmende Wirkung auf.[’?
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Die Analytik der Glyc 1 ist in der Literatur recht gut beschrieben. Zur Charakterisierung der beiden
Leitsubstanzen Glycyrrhizinsaure und Glyc existieren einige photometrische
Untersuchungsmethoden, wobei typischerweise wassrig-methanolische Lésungen verwendet
werden. Laut einiger Literaturzitate ergab sich keine Differenzierung der beiden Verbindungen

mittels UV-Spektren; beide haben ein Maximum bei 255 nm.["

Fernerhin liegen massenspektrometrische Untersuchungsergebnisse von wassrig-methanolischen
Losungen dieser beiden Substanzen im negativen lonenmodus bei einer Kapillarspannung von

4.000 V vor; jedoch kann die Substanz auch im positiven Modus detektiert werden. Glycyrrhizinséaure

wird im negativen lonenmodus als [M-H]" und als [M-H+22] ionisiert.18-3-Glyc wurde

massenspektrometrisch als [M-H]” Quasimolekulionenionisiert. Das beobachtete Fragment mit einer

Molekilmasse von 351 amu kann einer Abspaltung des Diglucuronsdure-Restes zugeordnet

werden.

Anzumerken sei noch, dass Gehaltsbestimmungen von Glycyrrhizinsdure und der Glyc in
unterschiedlichen Suf3holzwurzel-Extrakten in Abhangigkeit vom Extraktionsverfahren sowie der

Bezugsquelle deutlich unterschiedliche Werte ergaben.[’™
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2. Zielsetzung

Wie bereits eingangs erwahnt, wirft die derzeit publizierte Methodik zur Analyse von Weihrauch,
vornehmlich dem Indischen Weihrauch B. serrata, erhebliche Fragen auf. Diese Problematik spiegelt
sich auch in den Arzneibuchmonographien wieder, die wohl als unausgereift bezeichnet werden
mussen. Dabei fokussieren sich die Untersuchungen auf die wertbestimmenden Triterpensauren;

der Atherisch-Ol-Anteil bleibt in den nun vorgestellten Untersuchungen unberiicksichtigt.

Aus diesen Grunden erscheint es dringend erforderlich, die derzeit bekannten Methoden zur Analyse
von Weihrauch umfassend zu Uberarbeiten. Dazu wurde auch eine Kooperation mit der Firma
Floradex in ORmannstedt, Thiringen, eingegangen, die derzeitig Produkte auf der Basis von
Weihrauch aus dem Oman entwickelt, vorzugsweise aus B. sacra. Aufgrund dieser Kooperation
standen zahlreiche Proben von B. sacra zur Verfligung, der sich in Bezug auf die qualitative
Zusammensetzung der wertbestimmenden Triterpensauren nur wenig von B. serrata unterscheidet,
jedoch in quantitativer Hinsicht. Zudem ist Weihrauch von B. sacra die Ware mit dem héchsten Preis

im Weihrauch-Segment.

In ersten HPLC-Vorversuchen zeigte sich, dass bei einer einfachen Extraktion des Weihrauchs mit
einer alkoholischen Losung die HPLC-S&ule sehr schnell verstopft. Aus diesem Grund erschien es

notwendig, auch die Probenaufbereitung grundlegend zu Uberarbeiten.

Weiterhin ergaben sich bei der Sichtung der bereits publizierten DC-Methoden zur Identifizierung
des Weihrauchs grundsatzliche Unterschiede in der Zusammensetzung der FlieBmittel.
Inshesondere sollte die Frage beantwortet werden, ob der Zusatz einer Saure erforderlich ist oder

nicht. Dazu sollten mehrere Referenzsubstanzen mit untersucht werden.

Die bisherige Weihrauch-Arzneibuchanalytik bezieht sich ausschliel3lich auf zwei Keto-
boswelliasauren, obwohl viele weitere Triterpensauren enthalten sind, die mdglicherweise eine
deutliche Bioaktivitéat, vorzugsweise eine entziindungshemmende Wirkung, haben. Deshalb sollte
versucht werden, Uber eine geschickte Vorsaulen-Derivatisierung moglichst alle Triterpensauren bei
einer Wellenlange (254 nm und hoher) detektierbar zu machen, was derzeit jedoch nicht moglich ist.
Alternativ sollte eine Methode mit einem internen Standard entwickelt werden, mit deren Hilfe tber

so genannte ,Response-Faktoren® eine einfache und kostengiinstige HPLC-Analytik méglich ist.

Letztendlich sollen sich aus dieser Arbeit Impulse fiir eine Uberarbeitung der derzeitigen Arzneibuch-

Monographien zu B. serrata (Indischer Weihrauch) ergeben.
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3. Material und Methoden

Innerhalb der mehrjahrigen Untersuchungen wurden zu allen Bereichen (Extraktionen,
Vorsaulenderivatisierungen,  Etablierung leistungsfahiger chromatographischer  Systeme,
guantitative Berechnungen) zahlreiche Versuchsreihen durchgefihrt, die aber nicht immer zum
Erfolg fuhrten. Deshalb sind in diesem Kapitel nur die wesentlichen Vorschriften und Methoden
erortert, die auch fur die Ergebnisse (Kap. 4) und die Diskussion (Kap. 5) einen maf3geblichen
Beitrag lieferten. Alle weiteren Versuche und experimentellen Details, auch die nicht erfolgreichen,
sind im Appendix Kap. 7 aufgefihrt.

3.1 Proben

Es wurden Proben aus unterschiedlichen Quellen und in unterschiedlichem Verarbeitungsgrad
verwendet; die Bezeichnungen fiir die nachfolgenden Untersuchungen wurden entsprechend Tab.

1-1 gewahlt:
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Tab. 3-1 Zusammenstellung der unterschiedlichen Weihrauch-Proben, die fir die nachfolgenden
Untersuchungen verwendet wurden.

NR. Probe Jahr Firma Farbe /
Eigenschaften
1 Indischer Weihrauch (B. 25.06.2018 | A. Galke Hellgelb bis
serrata), Handelsware Bad Grund dunkelbraun
Best. Nr. 87302
2 Weihrauch (B. sacra) 20.12.2018 | Gunter Ottmar | Grinlich bis
Oman, Basarware Fuldatal hellgelb; relativ
hochpreisige
Basarware aus
Salalah, Oman
3 Weihrauch (wahrscheinlich | 25.12.2018 | Kirchen- Hellgelb,
B. papyrifera), Weihrauch nachbearbeitet,
Artikelbezeichnung: Blaukirchen kinstlich verklebte
,Reiner Weihrauch aus Stiicke
Athiopien®
4 Weihrauch (B. sacra) 26.06.2018 | Floradex Hellgelb,
Oman ORmannstedt | ausgesiebt fur Ath.-
Ol-Gewinnung
5 Weihrauch (B. sacra) 26.01.2019 | Floradex Dunkelbraun, wohl
Oman starke
Sonneneinstrahlung
6A Weihrauch (B. sacra) 26.01.2019 | Floradex Heller, gelblicher
Oman Anteil einer groben
Probe
6B Weihrauch (B. sacra) 26.01.2019 | Floradex Dunkler Anteil einer
Oman groben Probe
7 Eth. Extrakt (B. sacra) 12.02.2018 | Floradex Honigbraun
Muster “Olimyrum”
8 Eth. Extrakt (B. sacra) 2015 Floradex Honigbraun
Oman
9 Eth. Extrakt (B. sacra) 2015 Floradex Honigbraun
Oman
10 Eth. Extrakt (B. sacra) 2015 Floradex Honigbraun
Oman
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Wk

Abb. 3-1 Probe-Nr. 1: Indischer Weihrauch (B. serrata), Galke-Katalogware. Gut erkennbar sind
Rindenanteile.

1 cm

Abb. 3-3 Probe-Nr. 3: Weihrauch aus Athiopien (wahrscheinlich B. papyrifera). Gut erkennbar sind
die ,zusammengekittete” Teile in der Mitte.
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Abb. 3-5 Probe-Nr. 5: Weihrauch, Oman, (B. sacra). Kleiner Stiicke sind bei der Lagerung
miteinander ,verbacken®, wahrscheinlich durch Hitzeeinwirkung.
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Abb. 3-6a Probe-Nr. 6a: Weihrauch, Oman, (B. sacra). Die Probe enthielt relativ gro3e Stlicke, die
sehr inhomogen waren. Hier ein helleres Stiick.

Hom

cm

Abb. 3-6b Probe-Nr. 6b: Weihrauch, Oman, (B. sacra). Die Probe enthielt relativ grof3e Stiicke, die
sehr inhomogen waren. Hier ein dunkleres Stiick.

Bei den Proben 7-10 handelt es sich um ethanolische Extrakte der Firma Floradex, ORmannstedt,
wie in Abb. 1-8 dargestellt.
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3.2 Chemikalien
Referenzsubstanzen:

- 18-B-Glycyrrhetinsaure 97%, Sigma-Aldrich Chemie GmbH

- Boswellic acid, mixture of a&B BA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, German domestic

- 3-O-Acetyl-9-11-dehydro-B-boswellic acid, purity =298%, ROTICHROM HPLC & von
Phytoplan

- 3-Acetyl-11-keto-B-boswellic acid, purity 96%, Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH & von
Phytoplan

- 11-Keto- B-boswellic acid, purity 99, 85%, Phytoplan

- 11-Keto- a&p —boswellinsaure, TH. Geyer (entsprechend Analyse Abb. 4-9 nur B-KBA)

- B-Demonic acid, purity > 98 %, Abmole (entspricht 3-Oxo-B-tirucallensaure).

Weitere Ausgangsstoffe und Derivatisierungsreagenzien (wie z.B. 4-Phenyl-1,2,4,-triazoline-3,5-
dione, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Hersteller: TClI Tokyo Chemical industry Co., oder p-
Toluensulfonyl hydrazide 97%, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) sowie L&sungsmittel wurden, wenn
nicht ausdrtcklich anders vermerkt, in analytischer Qualitat bei Sigma-Aldrich, Roth oder Merck
bezogen. Reine Losungsmittel, die fir Extraktionen verwendet wurden, wurden nach dem Abziehen

Uber den Rotationsverdampfer zuriickgewonnen.
Fur die HPLC wurden folgende Lésungsmittel verwendet:

- Acetonitril 299, 9 % Fischer Scientific U.K. Limited, HPLC Gradient-grade
- Ethanol ROTIPURAN® =99, 8 %, P.A. Carl Roth GmbH + Co. KG
- Wasser, Assay (GC): 99,99 %, Fischer.

Fir die DC / HPTLC wurden verwendet:

- DC-Fertigfolien ALUGRAM Xtra SIL G/UV2s4 .Schicht 0,20 mm
- DC-Kieselgel 60 mit Fluoreszenz-Indikator UV2s4, Merck

- HPTLC-Platten Fluoreszenz-Indikator UV2s4, Merck

- Mikrokapillare, 5 ul, Desaga.
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3.3 Verwendete Gerate

Neben den Laborstandardgeraten  (Labor-Glasgerate,  Analysenwaagen, pH-Meter,

Trockenschrank, Rotationsverdampfer) wurden folgende HPLC-Anlagen verwendet:

1. Merck Hitachi L7400 Detektor, L7200 Autosampler, L7100 Pumpe mit L7000 interface.

Die Flussrate war bei 1 ml/min. Die Saulentemperatur betrug 30 °C. Der verwendete S&ulentyp war
MACHEREY-NAGEL: EC 250/4 NUCLEODUR 100-5 C18.. Die Anlage wurde fur Vorversuche

verwendet.

2. Agilent 1100 Series (Hewlett-Packard, Palo Alto, USA) mit Autosampler und DAAD-Detektor. Die
Flussrate war bei 1 ml/min. Die Saulentemperatur betrug 30 °C. Der verwendete Saulentyp war
MACHEREY-NAGEL: EC 250/4 NUCLEODUR 100-5 C18¢ (250 mm x 4 mm mit passender

Vorsaule).

Fur die chromatographischen Laufe wurde Ublicherweise mit einer Probenkonzentration von 10
mg/ml gearbeitet; es wurden jeweils 20 pl injiziert. Die quantitativen Bestimmungen wurden mit

dieser Anlage durchgefihrt.

3. Shimadzu LC 20 HPLC-System (Shimadzu, Kyoto, Japan) mit QTrap 2000, Turbolonspray lon
Source (ESI-MS; Applied Biosystems/MDS Sciex, Toronto, Kanada).

Die Flussrate betrug 150 ul/min. Die Saulentemperatur betrug 30°C. Der verwendete Saulentyp war
MACHEREY-NAGEL: EC 250/2 NUCLEODUR 100-5 C18¢¢ (250 mm x 2 mm).

Fur die chromatographischen HPLC-MS-Laufe wurde Ublicherweise mit einer Probenkonzentration

von 10 mg/ml gearbeitet; es wurden jeweils 2 pl sowie 3 pl injiziert.

HPTLC-Zubehdr (Camag, Muttenz, Schweiz):

- CAMAG Automatic TLC Sampler Ili
-  CAMAC TLC Visualizer.

Platten: GroRe 10 x 10 cm, HOhe Auftrageline 1 cm, Laufstrecke 8 cm. Fir die Analysen wurde
typischerweise eine Konzentration von 0,5 mg/ml fir die Standards genommen sowie 10 mg/ml fur
die Proben. Bandenbreite 8 mm; von den Standards wurden jeweils 20 pl aufgetragen und von den
Proben 10 pl (Anmerkung: die Auftragemenge der Probe kann auch auf 5 pl reduziert werden,

wabhrscheinlich sind 7 pl optimal). Die Platten wurden mit Kammersattigung entwickelt.
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Konventionelle Dunnschichtchromatographie (DC): Nicht instrumentiert, Kieselgel Siso-Platten
mit Fluoreszenzindikator Fass4, 20 X 20 cm, H6he Auftragelinie 1 cm, Bandenbreite 10 mm. Fur die
Analysen wurde typischerweise eine Konzentration von 1 mg/ml fur die Standards genommen sowie
10 mg/ml fur die Proben. Bandenbreite 8 mm; von den Standards wurden jeweils 20 pl aufgetragen

und von den Proben 10 pl. Die Platten wurden mit Kammerséttigung entwickelt.

3.4 Verwendete HPLC-Gradienten

Tab. 3-2 HPLC-Gradient fur die Trennung von Extrakten und Standard-Mischungen [FlieBmittel
gegebenenfalls mit 0,1 % TFA (V/V)].

Zeit [min] Acetonitril [%] Wasser [%]
0 65 35

15 (= 25) 65 (= 95) 35 (> 5)
25 95 5

35 95 5

40 (- 45) 95 (= 100) 5(>0)

45 (> 50) 100 (- 65) 0 (> 35)
50 65 35

65 65 35

Tab. 3-3 Isokratisches HPLC-FlieRmittelsystem zur Uberpriifung einzelner Standards [FlieRmittel

gegebenenfalls mit 0,1 % TFA (V/V)].

Zeit [min] Acetonitril [%] Wasser [%]
0 65 35
25 65 35
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3.5 Extraktherstellung

Um die in den meisten verwendeten Ldsungsmittel unldslichen und nicht-sauren Verbindungen
sowie den Gummianteil abzutrennen, wurde das Harz in einer Soxhlet-Apparatur extrahiert. Dabei
I6sen sich die Triterpensduren sowie weitere, niedermolekulare Substanzen in Alkohol,

vorzugsweise Ethanol oder auch Methanol.

Die Weihrauchharze wurden vor der Extraktion in einem Gefrierschrank bei -20 °C aufbewahrt. Fur
die Gewinnung der Rohextrakte wurde einige Bruchstlicke in einem elektrischen Kichenmixer
(Philipps) fein zermahlen und davon ca. 40 g, genau abgewogen, in die Filterhilse der Soxhlet-
Apparatur gegeben, mit Watte bedeckt und mit 200 ml Ldsungsmittel (Methanol) in einem
Rundkolben bei 65 °C Uber 3 h extrahiert. Nach erfolgter Extraktion musste der Trockenriickstand

des Ablaufs vernachlassigbar gering sein, ansonsten wurde die Extraktion fortgesetzt. [

Der erhaltene Rohextrakt war oft gelblich und klar, der nach dem Entfernen des Lésungsmittels am
Rotationsverdampfer bei 40 °C unter Vakuum zu einer gelblich bis braunen, aufgeschdumten Masse
erstarrte, die sich bei einigen Proben zu feinem, trockenem Pulver zerreiben lie3, wahrend andere

Rohextrakte harte, klebrige Klumpen ergaben.

3.6 Auftrennung der Rohextrakte in Saure- und Neutralfraktionen

Die ersten Auftrennungen der Rohextrakte in Sdure- und Neutral-Fraktionen wurden von TSCHIRCH

und HALBEY sowie von WINTERSTEIN und STEIN publiziert.[*® 20

Bei Anwendung der ,klassischen® Methode zur Trennung der Saurefraktion (hauptsachlich die
gewiinschten Triterpensauren) von den Neutralverbindungen erhielt BERGMANN eine Saureanteil
von 21 %, bzw. ein Verhaltnis von Saurefraktion zu Neutralkomponenten von 1,44:1, welcher durch
eine alternative Methode, namlich dem lonenaustauscher-Verfahren, auf 25 % Saureanteil und

einem Verhaltnis von 1,37:1 gesteigert werden konnte.[®!

Ihnen zufolge wurde das letztere Verfahren (lonenaustauscher) als alternative Methode zur
Unterbindung der stark emulgierenden Eigenschaften, welche die meisten Harzproben besitzen,
erwahnt, da keine HCI-Behandlung der Rohextrakte mit anschlieRendem Ausschuitteln mehr
erforderlich war. Diese Moglichkeit sei entsprechend den Autoren zeitsparender und konne héhere
Ausbeuten liefern. Beide Verfahren ergeben &hnliche DC- und HPLC-Chromatogramme; in dieser

Arbeit wurde aufgrund der Unwégbarkeiten der lonenaustauscher-Methode (grofRe Gefahr einer
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Verharzung!) der ,klassischen® Aufarbeitungsmethode der Vorzug gegeben, wobei wegen mdglicher

Artefaktbildung durch Lauge- bzw. Saure-Behandlung sehr zligig gearbeitet werden musste.[®!

Fur die Analyse der Weihrauchinhaltsstoffe, insbesondere der Saurefraktionen in Boswellia-Spezies,
wurde, basierend auf bereits publizierten Daten, ein Verfahren entwickelt, welches Proben ergibt,
die fur DC- und HPLC-Analysen gut handhabbar sind.[¢ 73 74l

Der Extrakt kann zusatzlich durch klassische Flissig-Flissig-Extraktion zwischen organischen
Losungsmitteln und wassriger Alkalilauge effektiv aufgereinigt werden und somit die darin
enthaltenen Boswelliasauren aufkonzentriert werden. Das Ziel der Aufbereitung war es somit, aller
storenden Stoffe wie z.B. Atherisch-Ol-Bestandteile sowie Polymere abzutrennen und um
anschliel3end nur die im Harz enthaltenen Sauren als Edukte fir Derivatisierungsreaktionen und
analytische Untersuchungen verwenden zu koénnen. Es wurde angestrebt, nach der Aufreinigung

mdoglichst reine, weilRe Pulver zu erhalten. Nachfolgend die erarbeitete Versuchsvorschrift:

10 G des methanolischen Trockenextraktes, genau abgewogen, wurden in einem Kolben tUberfihrt
und in 40 bis 50 ml 3 % NaOH Ldsung (pH > 10) unter leichtem Rihren 30 min vorsichtig bei bis zu
60 °C im Wasserbad gelost bzw. suspendiert. Insbesondere bei B. serrata bildete sich eine zahe
Emulsion. Die erhaltene L6sung mit den darin enthaltenen Triterpensauren wurde abdekantiert und
der Ruckstand wurde erneut in den Kolben mit 50 ml 3 % NaOH fir 30 min bei bis zu 60 °C
behandelt. Zur leichteren Abtrennung des amorphen Riickstands wurde der Rundkolben im Eisbad
kurz abgekuhlt und erneut abdekantiert. Die nicht-sauren Komponenten ergaben eine hellgelbe bis
braune Masse von zahflissiger, honigartiger Konsistenz, die oberhalb von ca. 40 °C flussig ist und
unterhalb von 20 °C erstarrte. Dieser Ruckstand wurde 3-mal mit kleinen Portionen Wasser
nachgewaschen, im Ultraschalbad resuspendiert und abfiltriert. Zur Abtrennung der Neutralstoffe
wurden die vereinigten wassrigen Phasen (ca. 120 ml) im Scheidetrichter 3-mal mit dem gleichen
Volumen Dichlormethan (DCM) ausgeschiittelt. Die vereinigten DCM-Phasen wurden uber
Magnesiumsulfat getrocknet, das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer abgezogen und der

Ruckstand ausgewogen (neutrale, niedermolekulare Fraktion).

Die wassrige, basische Phase (Volumen ca. 120 ml) wurde in einem Becherglas gegeben und mit
einigen Tropfen konz. HCI unter Ruhren auf pH 1 eingestellt. Am Umschlagspunkt wechselte die
Farbe unter deutlicher Flockenbildung von orange-gelb nach zitronengelb. Es wurden etwa 120 ml
DCM zugegeben, in welchem sich die Flocken sofort und vollstandig 16sten, und die Phasen im
Schitteltrichter getrennt. Der Vorgang wurde 2-mal wiederholt und die DCM-Phasen zur
Weiterverarbeitung vereinigt. Die organische Phase wurde Uber Magnesiumsulfat getrocknet,
gefiltert, der Filter mit kleinen Portionen DCM nachgewaschen und das Losungsmittel der vereinigten

organischen Phasen am Rotationsverdampfer unter Vakuum vorsichtig zunachst bei 800 mbar
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abgezogen, im Exsikkator unter Vakuum nachgetrocknet und der gelblich-braunliche Rickstand

ausgewogen.

3.7 Dunnschichtchromatographie

Die Beschreibung der allgemeinen DC-Bedingungen befindet sich weiter oben in Kap. 3.3. Die DC-
Untersuchungen dienten einerseits zur Erstellung von ,Fingerprints® der Triterpensauren,
andererseits sollten Uber die DC die Umsetzungsprodukte der Derivatisierungsreaktionen
nachgewiesen werden (siehe unten Kapitel 3.8). Zur Erstellung der Fingerprints wurden DC-
Untersuchungen mit den Standards a/f BA, KBA, AKBA, und Glyc sowie den aufgereinigten
Extrakten der Proben 1-10 durchgefuhrt. Das Harz bzw. der Extrakt wurde typischerweise in einer
Konzentration von 10 mg/ml in Methanol gel6ést und davon 10 pl auf eine Lange von 10 mm (DC)
bzw. 8 mm (HPTLC) aufgetragen; der Abstand zwischen den Auftragebanden betrug bei der DC
typischerweise 10 mm. Bei der DC wurden die Standards und Proben manuell mit einer
Mikrokapillare (5 pl) aufgetragen, bei der HPTLC mit dem CAMAG-Auftragegerét.

Die Chromatogramme wurden dann in einer klassischen DC-Kammer vertikal entwickelt, die mit dem
Elutionsmittel 3 Teile Aceton und 7 Teile Toluol (V/V) sowie einer Filterpapierauskleidung beschickt
waren. Wie im Ergebnisteil dargestellt, wurden fir die HPTLC unterschiedliche Losungsmittel
getestet; die Entwicklung erfolgte ebenfalls vertikal in einer gr63enméalilig angepassten Glaskammer
unter Kammersattigung. Die Platten (DC und HPTLC) wurden nach dem Entwickeln im Abzug
getrocknet, zundchst bei Tageslicht betrachtet und dann unter einer UV-Lampe bei den
Wellenlangen 254 nm und 365 nm ausgewertet. AnschlieBend wurden die DCs mit einem
universellen Detektionsreagenz (0,5 ml Anisaldehyd, 50 ml Eisessig, 1 ml Schwefelsaure) bespriiht
und schlieBlich 7 Minuten bei 103 °C im Trockenschrank bis zur Entwicklung gut sichtbarer, zumeist
lila farbiger Zonen (,Banden) entwickelt und bei Tageslicht dokumentiert. Es ist zu beachten, dass
bei einer langeren Entwicklungszeit bzw. héheren Temperaturen die Farbe der Zonen kurzzeitig

intensiver wird, dann aber in wenig differenzierte, dunkelviolette-braune Téne umschlagt.

Fur die unterschiedlichen Standards wurde zunachst eine Stammlésung von 1 mg/ml in MeOH
angesetzt, die dann vor Gebrauch 1:1 verdinnt wurde, so dass sich eine abschlieBende
Konzentration von 0,5 mg/ml ergab. Die Konzentration der Glyc-Standardldsung betrug 0,21 mg/ml
in EtOH (eine hohere Konzentration war wegen der geringen Loslichkeit dieser S&aure nicht
realisierbar; héher konzentrierte Losungen neigten zum Auskristallisieren) und die der Extrakte

jeweils 10 mg/ml in MeOH.
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3.8 Derivatisierungsreaktionen

Eine erste Uberlegung zur Vorsaulenderivatisierung war es, die Triterpensauren aus dem
Weihrauchextrakt in gereinigter Form zu gewinnen und diese dann unter kontrollierten Bedingungen
weiter umzusetzen. Mit der gleichen Zielsetzung wurde auch die Glyc als Modellsubstanz eingesetzt.
Jedoch war eine quantitative Trennung der wichtigsten Boswelliasauren in der vorgegebenen Zeit
mit den zur Verfigung stehenden Geraten nicht zu realisieren, so dass zumeist mit dem
Gesamtextrakt gearbeitet werden musste. Das Ziel sollte eine Derivatisierung der Triterpensauren
mit einem Aromaten sein, um eine bessere Sichtbarkeit bei der UV-Detektion mit einer Wellenlange

von mindestens A= 254 nm zu erreichen.

Dazu wurden jeweils einige Milligramm eines aufgereinigten Weihrauchextraktes oder der Glyc
sowie weitere Modellsubstanzen genommen und nach unterschiedlichen Verfahren entweder im
Sinne einer Veresterung oder einer Saureamid-Bindung umgesetzt. Die erhaltenen Produkte wurden
zunachst mittels DC im Vergleich zu den Edukten analysiert. Exemplarisch sind nachfolgend zwei
Beispiele aufgelistet; eine vollstéandige Beschreibung aller Versuche zur Derivatisierung befindet sich

im Kapitel 7 (Appendix).
Derivatisierung der 3-Hydroxygruppe

Diese Derivatisierung stellt eine Veresterung der 3-OH-Gruppe dar, in dem der sekundare Alkohol
mit einem aktivierten Carbonsaurederivat zu einem Ester umgesetzt wurde. Damit das Produkt eine
ausreichende UV-Absorption besitzt, kommt als Nucleophil z.B. eine aromatische Carbonséaure in

Frage.

Es wurde Benzoylchlorid oder 4-Nitrobenzoylchlorid als Carbonsaurederivat ausgewahlt. Um das
bei der Reaktion entstehende HCI abzufangen, wurde als Base Pyridin hinzugegeben, welches zum
Pyridinium-lon reagiert. Als Edukt wurde die im Vorfeld erwahnte aufgereinigte Boswelliasaure-

Fraktion bzw. Glyc, geldst in Dichlormethan, verwendet.

Die Umsetzung der Boswelliasduren mit 4-Nitrobenzoylchlorid fand unter Anwesenheit katalytischer

Mengen Dimethylaminopyridin (DMAP) statt.

Diese Methode fand bereits Anwendung in der Publikation ,SEMISYNTHETIC HYBRIDS OF BOSWELLIC

ACIDS: A NOVEL CLASS OF POTENTIAL ANTI-INFLAMMATORY AND ANTI-ARTHRITIC AGENTS".1*"]
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Abb. 3-7 Veresterung der 3-OH-Gruppe mit 4-Nitrobenzoylchlorid mit Pyridin als HCI-Fénger,
formuliert mit BA

Tab. 3-4 Zusammenfassung der Reaktion 1

Stoff Aquivalent | Masse, soll | Stoffmenge Losungsmittel | Tatsachliche
(mgQ) (umol) Einwaage

bzw.
Volumina

Glycyrrhetinsaure | 1 50 110 MeOH 50,32 mg

(Glyc)

4-Nitrobenzoyl 1,2 24 130 10 ml DCM 23,82 mg

Chlorid

DMAP 1 THF 164 pl
(50 mmol/L Lsg.)

Glyc sollte als Modellsubstanz mit 4-Nitrobenzoylchlorid an der 3-OH-Gruppe zu einem Ester
derivatisiert werden. In einem kleinen Mikro-ReaktionsgefaR (ca. 5 ml Volumen) wurde Glyc in
Methanol (Ultraschallbad) gel6st. Unter Argon-Schutzgas-Atmosphére wurde  4-Nitro-
benzoylchlorid, geldst in trockenem DCM, in Gegenwart von DMAP als Katalysator zur
Reaktionslosung gegeben und fir eine Stunde unter Rickfluss erhitzt. Danach wurde das

Lésungsmittel abgezogen und eine weil3e Substanz blieb zurtick.

Um eine dinnschichtchromatographische Kontrolle des Reaktionsverlaufes durchzufiihren, wurden
Referenzlosungen angefertigt. Dazu wurde 1 mg Glyc in einem Gemisch bestehend aus jeweils 1
ml Methanol, Ethanol und Chloroform geldst sowie 1 mg 4-Nitrobenzoylchlorid in 1 ml Methanol
gegeben. 1 Mg des Produktes wurde ebenfalls in einer Mischung aus jeweils 1 ml Methanol, Ethanol
und Chloroform geldst. Von den drei Losungen wurden 5 pl mit einer Mikrokapillare auf eine
Kieselgel Geo F2s4 Platte (Aluminiumtrager) mit den Maf3en 5 cm x 8 cm aufgetragen. Die Laufstrecke
betrug 6 cm. Als Laufmittel dienten 30 ml eines 10:1 Gemisches aus n-Hexan und Ethylacetat (V/V).
Die Auswertung erfolgte unter UV bei 254 nm sowie bei 366 nm. Zudem wurde Anisaldehyd-
Schwefelsédure-Sprihreagenz zur Detektion verwendet, welches aus 0,05 ml Anisaldehyd, 8,5 ml
Methanol, 1 ml Eisessig und 0,5 ml konz. Schwefelsaure frisch hergestellt wurde. Leider konnte beim

Vergleich von Edukt zu Produkt keine Umsetzung festgestellt werden.
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Derivatisierung der 4-Carbonséaure

Die Umsetzung des sekundéaren Alkohols ist, wie oben beschrieben, etwas unginstig, da diese
Gruppe teilweise acetyliert ist. GUnstiger ware es, die Carbonsaure-Funktion an C4 umzusetzen, die
jedoch einige sterische Behinderungen aufweist.

Bei der hier beschriebenen Methode wird die Carbonsaure-Funktion der Boswelliasdure mit
Thionylchlorid zum reaktiven Carbonsaurechlorid umgesetzt, welches meist in Gegenwart einer
Base wie Pyridin oder Triethylamin (als Hilfsbase zum Abfangen der Protonen) mit einem
entsprechenden Amin wie 8-Aminochinolin zum Carbonsédureamid umsetzt wird. 8-Aminochinolin ist
als Kopplungsreagenz gut geeignet, da es ein Absorptionsmaximum bei etwa 258 nm aufweist und
somit in einer HPLC Anlage mit UV-Detektor gut sichtbar ware. Bei der DC kann eine Detektion tber
UV, Anisaldehyd und Dragendorff's Reagenz stattfinden.

Da Saurechloride hydrolyseempfindlich sind, wurde das frisch gebildete Zwischenprodukt unter
wasserfreien Bedingungen direkt weiterverarbeitet. Bei der Reaktion eines Amins mit einem
Saurechlorid wird ein Aquivalent Saure freigesetzt, welches noch nicht umgesetztes Amin

protonieren wiirde."

Thienylchlond

»

HCL

Abb. 3-8a Schematische Umsetzung der BAs mit Thionylchlorid; es entsteht das Saurechlorid
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NEt3

-HC1

Abb. 3-8b Schematische Umsetzung der aktivierten BAs mit 8-Aminochinolin

Tab. 3-5 Umsetzung der BAs mit 8-Aminochinolin

Stoff Aquivalent | Masse, soll | tatsachliche | Stoffmenge | geldst in:
(mgQ) Einwaage / | (umol) (ml)
Volumen
Extrakt 9 1 100 102,5 mg 200 3 ml THF
Thionylchlorid 1,2 28,55 18 ul 240
8-Aminochinolin | 1 28,84 29,17 mg 200 5 ml DCM
Triehtylamin 1 20,2 28 ul 200 DCM

Der aufgereinigte Weihrauchextrakt wurde in getrocknetem THF (3 ml) gelést und unter
Schutzgasatmosphére in einen Dreihalskolben Uberfiihrt. Dann wurde Thionylchlorid (18 pl) zur
Aktivierung der Carbonsaure hinzugegeben und das Reaktionsgemisch fir eine Stunde bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach der Evaporation des Lésungsmittels wurde der Rickstand in DCM
(ca. 5 ml) resuspendiert und eine Losung von 8-Aminochinolin in DCM (ca. 5 ml) unter Zusatz von
Triethylamin (28 pl) hinzugegeben. Nach einer Reaktionszeit von etwa 30 min wurde eine gesattigte
Lésung von NaHCO3 hinzugegeben (ca. 20 ml) und 3-mal mit DCM (3 x 10 ml) ausgeschuttelt.
AnschlieBend wurde die gesammelte organische Phase Uber MgSO. getrocknet, filtriert und das

Losungsmittel am Rotationsverdampfer abgezogen.

Um eine dunnschichtchromatographische Kontrolle des Reaktionsverlaufes durchzuftihren, wurden
Referenzlosungen angefertigt. Dazu wurden 1 mg des Extraktes sowie 1mg des Produktes in jeweils

1 ml THF geldst. 100 mg 8-Aminochinolin wurden in 200 ml DCM geldst und 1:100 verdunnt, so dass
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ebenfalls eine Konzentration von 1 mg/ml resultierte. Vom Produkt sowie von beiden Referenzen
wurden jeweils 5 pl auf eine Kieselgel Geo F2s4 Platte (Aluminiumtrager) mit den MafRen 5 cm x 8 cm
aufgetragen. Die Laufstrecke betrug 6 cm. Als Laufmittel dienten 30 ml eines 10:1 Gemisches aus
n-Hexan und Ethylacetat. Die Auswertung geschah bei 254 nm sowie bei 366 nm Wellenlange. Die
Derivatisierung war auch bei diesem Ansatz nicht erfolgreich; es konnten schon unter UV 254 nm

keinerlei Produkte festgestellt werden.

3.9 HPLC-Analytik

Die HPLC-Analytik (High Performance Liquid Chromatography) wird zur schnellen Trennung zwecks
gualitativer und quantitativer Analyse verwendet. Der Grundaufbau einer HPLC-Apparatur besteht
aus FlieBmittelreservoirs, Degaser, einem Mischer, einer Hochdruckpumpe, Proben-Injektionsport,

Trennsaule, Detektor und einem Aufzeichnungsgerat, typischerweise einem Computer.

Die Auftrennung des Probengemischs erfolgt durch die verschiedenen Wechselwirkungen der
Substanzen mit der inneren Beschichtung der Séule. Das Saulenmaterial der stationaren Phase ist

meistens das apolare, Cig-funktionalisierte Kieselgel, was im Vergleich zu einer unbeschichteten

Trennsaule eine ,Reversed Phase® (RP) ergibt. Um eine Trennung zu optimieren, missen neben
der Identifizierung einer geeigneten Saule der passende Detektor (Ublicherweise UV/VIS, MS) und
eine passende mobile Phase gefunden werden, wobei letzteres relativ aufwandig ist; Ublicherweise
wird fir analytische Fragestellungen ein Gradient aus zwei FlieBmitteln verwendet, wobei eine
Komponente eine geringe Elutionskraft hat (in diesem Falle Wasser) und die andere eine hohe (in
diesem Falle MeOH oder ACN).

Mit einem UV/VIS-Detektor kdnnen alle Verbindungen, die in diesem Spektralbereich Licht
absorbieren, detektiert werden. Im kurzwelligeren Bereich sind mehr Verbindungen detektierbar als
im langwelligeren (visuellen) Bereich, weswegen die Wahl einer langeren Wellenlange oberhalb von
etwa A= 230 nm eine erhohte Selektivitat ermdglicht. Verbindungen, bei denen ein UV-aktiver
Chromophor fehlt (viele BAs), konnen mit aromatischen Derivatisierungsreagenzien so derivatisiert
werden, dass sie spezifisch detektierbar waren, was das Ziel der oben beschriebenen
Derivatisierungsreaktione war. Wie weiter unten beschrieben, ist alternativ aber auch eine parallele

Detektion bei zwei unterschiedlichen Wellenlangen zielfiihrend.

Fir die Detektion der Triterpensauren wurden parallel die Wellenlangen 210 nm und 254 nm
verwendet, wobei die weit Gberwiegende Anzahl an Triterpensduren bei der sehr unspezifischen
Wellenlange von 210 nm sichtbar ist (unselektive Miterfassung von Begleitsubstanzen; erkennbarer

Einfluss der FlieBmittel). Alle untersuchten Weihrauch-, Extrakt-, Referenz- und derivatisierten
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Proben wurden bei diesen beiden Wellenl&angen detektiert. Fir die Kalibrationen wurden folgende
Standards exakt eingewogen, in einen 10,00 ml Messkolben tberfuhrt und in getrocknetem Ethanol

geldst. Das Injektionsvolumen aller Standards und Proben war 20 pl.

Tab. 3-6 Verwendete Standards und deren Einwaagen

NR. Standard Einwaage RT
[mg/10ml] [min]

1 Glyc 2,012 14,2

2 11-Keto-B-BA 0,480 21,9

3 3-Acetyl-11-keto- B-BA 2,116 28,6

4 3-Oxo-B-tirucallensaure 2,018 30,0

5&6 a/B-Boswelliasaure 2,033 34,2/36,0
7 3-0-Acetyl-9-11-dehydro-B-BA 2,111 447

Liste der verwendeten Standards:

1. Glyc: 18-B-Glycyrrhetinsaure: 3B-Hydroxy-11-oxo-183,20B-olean-12-en-29-saure,
Enoxolon, Glycyrrhetin, Subglycyrrhelinsdure, Uralensaure, CAS 471-53-4

2. B-KBA: 11-Keto-B-boswelliasdure: 11-Oxo-B-boswelliasaure, 3a-Hydroxy-11-oxo-urs-12-en-
24-saure, CAS 17019-92-0

3. B-AKBA: 3-Acetyl-11-keto-B-boswelliasdure:  (3a,4B)-3-Acetoxy-urs-12-en-11-keto-23-
saure, CAS 67416-61-9

4. B-Demonic acid (3-Oxo-B-tirucallensaure): (13a,143,17a,20S)-3-Oxolanosta-8,24-dien-
21-saure, 3-Oxo-tirucalla-8,24-dien-21-séure, Elemadienonséure, CAS 28282-25-9

5. a-BA: a-Boswelliasaure, (3a,4B)-3-Hydroxyolean-12-en-23-saure, 3a-Hydroxy-oleanen-
(12)-saure-(24), CAS 471-66-9

6. B-BA: B-Boswelliasaure, (3a,4B)-3-Hydroxy-urs-12-en-23-saure, 3a-Hydroxy-urs-12-en-24-
saure, CAS 631-69-6

7. 3-O-Ac-9-11-dehydro-B-BA: 3-O-Acetyl-9-11-dehydro-B-boswelliasdure, CAS 122651-20-1
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4. Ergebnisse

4.1 Entwicklung einer geeigneten Extraktionsmethode

Wie in Kapitel 3.1. ausfuhrlich beschrieben, wurden insgesamt 11 Proben fir die Weihrauch-
Reihenbestimmungen verwendet. Bei 7 Proben handelte es sich um Weihrauch-Rohware, die aus
Indien, dem Oman und Athiopien stammte. Die Ware aus dem Oman wurde zumeist iber den
Oman-Shop, Solingen, bezogen. Vier der Proben waren industriell hergestellte, ethanolische
Extrakte der Firma Floradex, fir die B. sacra aus dem Oman als Ausgangsmaterial gewahlt wurde.
Bei den Arten handelt es sich um B. serrata, ,Indischer Weihrauch®, B. sacra, ,Arabischer

Weihrauch“ und B. papyrifera, ,Athiopischer Weihrauch®.

Die Extraktion und Aufreinigung der Harzproben 1-6a und 6b gestaltete sich als komplexe Aufgabe;
die experimentellen Details befinden sich in Kap. 3.5 und 3.6 sowie weitere Details im Appendix
Kap. 7.1. Problematisch ist insbesondere, dass Weihrauch sich ab etwa 50 °C langsam verfliissigt
und zudem wegen des hohen Anteils an Polysacchariden feuchtigkeitsempfindlich ist. Kommen bei
der Lagerung hohe Luftfeuchtigkeit und Erwérmung durch Sonneneinstrahlung zusammen, kann
innerhalb kurzer Zeit ein ganzes Gebinde zu einem grof3en Block verklumpen, wodurch der Wert der

Ware stark gemindert wird und eine Extraktion sehr erschwert wird.

Die Punkte Temperatur und Wassergehalt des Extraktionsmediums spielen auch eine grol3e Rolle
bei Extraktionen im nicht-industriellen Mafstab. Direktes Erwarmen, beispielsweise in einem
Rundkolben mittels eines Heizpilzes, ist problematisch, da hierbei die Proben an der
Kolbenwandung festkleben kdnnen. Falls ein Heizpilz verwendet wird, sind Vorversuche zur
Ermittlung passender Bedingungen erforderlich. Unproblematischer ist ein Erwarmen im
Wasserbad. Wie bei den in Kapitel 7.1 (Anhang) beschriebenen, umfangreichen Vorversuchen
festgestellt wurde, ist die Soxhlet-Methode gut geeignet und es ergeben sich keine

verfahrenstechnischen Probleme durch Verklumpung.

Problematisch ist aber bereits das Zerkleinern des Materials. Es ist unter allen Umstéanden zu
vermeiden, dass sich die Probe beim Mahlen erwarmt, wodurch viele handelstblichen Muhlen fir
diesen Vorgang ausscheiden. Fir analytische Applikationen ist das Zerkleinern von kleinen
Portionen trockenen und gekihlten Wehrauchs (zumindest Kiihlschranktemperatur, besser gefroren
oder nach Zugabe von flissigem Stickstoff) mittels einer handelsiiblichen Schlagkreuzmuhle
moglich. Damit lieBen sich Partikelgré3en von unter 1 mm Durchmesser erzeugen, was absolut
ausreichend ist. Mdoglich ist auch die Handvermdrserung, gegebenenfalls unter Zusatz von

gereinigtem Seesand. Fein pulverisiertes Material ist fiir die Extraktion nicht erforderlich.
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Das gesamte Ablaufschema ist in Abb. 4-1 dargestellt. Bei Schritt 1 stellt sich insbesondere die
Frage nach einem geeigneten Lésungsmittel. In Frage kommen Alkohole (Methanol oder Ethanol)
mit einem Wasseranteil, der nicht héher als 10 % sein sollte, da sonst die Polysaccharide zum Teil
mit extrahiert werden, die dann bei der nachfolgenden Analytik erhebliche Komplikationen bereiten

kdénnten.

Erste Versuche wurden mit dem Indischen Weihrauch, B. serrata, unternommen. Ethanol und
Methanol erbrachten beide unter gleichen Bedingungen eine Ausbeute von ca. 60 %. Zu
Kontrollzwecken wurden auch Extrakte mit Diethylether hergestellt, der in alterer Literatur (siehe
Einleitung Kap. 1.3 und folgende) durchweg fiir diesen Vorgang verwendet wurde. Mit Diethylether
lied sich die Ausbeute auf ca. 69 % steigern. Jedoch liefern Proben, von B. sacra, die mit Methanol
extrahiert wurden, teilweise auch Ausbeuten von 69 % (Tab. 4-1). Aus Sicherheitsgriinden verbietet
sich aber der Einsatz von Diethylether; Methanol und Ethanol scheinen gleichwertige Ergebnisse zu
liefern, wobei bei der Methanol-Extraktion der Gehalt an Polysacchariden etwas héher sein sollte,

was aber nicht Uberpruft wurde.

Rohweihrauch enthélt bis zu ca. 8 % atherisches Ol, welches jedoch bei der Extraktion unter Warme
und anschlieRender Herstellung eines Trockenextraktes nahezu vollstandig verloren geht. Will man
das atherische Ol ebenfalls isolieren, so misste das Material zundchst mittels
Wasserdampfdestillation abdestilliert werden und anschliel3end einer Extraktion unterzogen werden.
Der Vorgang ist aber extrem anspruchsvoll, da bei der Wasserdampfdestillation die Polysaccharide
zunéachst aufquellen und dann verkleistern; dieses erschwert die anschlieRende Extraktion der

alkohollgslichen Harzkomponenten enorm.
Aus diesen Griinden sind die hier untersuchten Extrakte nahezu frei von atherischem Ol.

Wie in Abb. 4-1 dargestellt, schlie3t sich in Schritt 2 eine Aufreinigung der Triterpensauren an. Dazu
wird der getrocknete Extrakt in wenig Dichlormethan oder einem vergleichbaren L&sungsmittel
geldst und der pH auf 10 und héher mit einem geeigneten Salz oder NaOH eingestellt. Da der pKs-
Wert der Triterpenséuren bei etwa 5 liegt, sollten diese bei diesem alkalischen pH-Wert nahezu

vollstandig deprotoniert vorliegen.

Theoretisch sollten die Triterpensauren nun vollstdndig, gemeinsam mit ausreichend
wasserloslichen Neutralstoffen, in die wassrige Phase Ubergehen, was aber insbesondere bei B.
serrata mit erheblichen Problemen verbunden ist. Durch den grof3en, lipophilen Molekilanteil neigen
die Triterpensauren des Weihrauchs zur Ausbildung von sehr stabilen Emulsionen, die selbst durch
wiederholte Zentrifugation nur schwer gebrochen werden kénnen. Erwarmen auf 40 °C und hoéher

fuhrt zur Ausbildung eines plastischen ,Harzklumpens®, der auch nicht weiter aufgearbeitet werden
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konnte. All diese Faktoren sind insbesondre bei B. serrata mit hohen Verlusten bei der Ausbeute

verbunden.

Entsprechend Abb. 4-1, Schritt 3 werden nun durch Ausschutteln der alkalischen wassrigen Phase
mit einem geeigheten Losungsmittel, beispielsweise DCM, die Neutralstoffe abgetrennt; geringe
Mengen in die organische Phase Ubergegangene Triterpensauren werden dann durch
Gegenausschitteln mit einer wassrig-alkalischen Lésung gegebenenfalls wieder in die wassrige
Phase zurlickgeholt. Abschliel3end werden alle wassrigen Phasen vereinigt und weiterverarbeitet;

die organischen Phasen werden verworfen.

Soweit die Theorie; die Durchfiihrung des recht komplexen Schrittes 3 entsprechend dieses
Schemas war aber nahezu unmdglich, weil sich immer wieder aufs Neue starke und stabile
Emulsionen bildeten, die nur schwer zu brechen waren. Deshalb muss dieser Schritt als
problematisch angesehen werden. In der Regel kann auf das Gegenausschitteln der organischen

Phase mit verdiinnter NaOH verzichtet werden.

Der nachste Schritt 4 verlauft relativ problemlos. Durch Ansauern wird der pH auf 2 und niedriger
eingestellt; eine pH-Messung ist jedoch wegen verbliebener Reste der organischen Phase in den
vereinigten wassrigen Phasen nicht ganz einfach. Es sollte unbedingt darauf geachtet werden, dass
das pH-Papier oder die pH-Elektrode nicht mit einem Film des organischen L&sungsmittels
,=aberzogen® wird und damit die pH-Messung falsche Ergebnisse bildet. Es hat sich bewéhrt, das

eingesetzte pH-Indikatorpapier vor der Messung anzufeuchten.

Der Umschlagspunkt von alkalisch nach sauer ist aber auch rein visuell klar nachzuvollziehen.
Markant ist ein Farbumschlag der wassrigen LOosung von braun nach zitronengelb, der
wahrscheinlich auf enthaltene phenolische Substanzen zurlickzuflihren ist. Zudem bildet sich bereits
am Umschlagspunkt ein flockiger, weiRer bis zitronengelber Niederschlag, der die protonierten
Triterpensduren enthalt. Der Niederschlag kann entweder abfiltriert werden oder aber auch mit
einem geeigneten organischen Ldsungsmittel, vorzugsweise DCM, ausgeschuttelt werden. Dieser

Schritt verlauft in der Regel problemlos.

Die quantitative Auswertung ist in Tab. 4-1 zusammengefasst. Fur Probe 1, B. serrata, konnten
selbst Uber ein optimiertes Verfahren nur eine Ausbeute von maximal 17 % erzielt werden (Schritte
2-4); bei den Vorversuchen (Kapitel 7.1) betrug diese typischerweise nur ca. 10 %. Die anderen
Proben ergaben deutlich h6here Ausbeuten (Probe 6a, B. sacra, helles Harz, bis zu 98,7 %). Probe

3, B. papyrifera, ergab in den Schritten 2-4 eine zufriedenstellende Ausbeute von 83,4 %.
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Abb. 4-1 Schematische Darstellung der Extraktion und Aufreinigung der Weihrauchextrakte. Am
linken Rand in den Kreisen die Nummerierung der Schritte.
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Tab. 4-1 Zusammenfassung der Extraktionen / Aufreinigungen der Proben 1-10 entsprechend Abb.
4-1.

Probe Einwaage | Schritt 1, Schritt 1, | Schritte 2-4; | Schritte 2-4,

[g] Auswaage [g] | Ausbeute | 10g Ausbeute [%]
[%] Rohextrakt [g]

Probe 1 40,8 24,4 59,8 1,7 17,4

Probe 2 37,1 22,2 59,8 5,5 55,3

Probe 3 35,1 23,4 66,7 8,5 83,4

Probe 4 39,7 27,5 69,3 7,8 78,2

Probe 5 37,1 23,5 63,3 9,3 93,0

Probe 6a 29,1 18,3 62,9 9,9 98,7

Probe 6b 35,3 21,4 60,6 8,9 88,7

Eth. Extrakt 7 / / 2,6 25,8

Eth. Extrakt 8 / / 5,4 53,1

Eth. Extrakt 9 / / / /

Eth. Extrakt 10 / / / /

4.2 Dunnschichtchromatographische Untersuchung der Weihrauchextrakte,

Methodenentwicklung

4.2.1 Untersuchungen mittels konventioneller DC

In den bestehenden Arzneibuch-Monographien wurden recht unterschiedliche FlieBmittelsysteme
fur die DC-Untersuchungen verwendet.[*> 421 Hierbei stellt sich zuerst einmal die generelle Frage, ob
ein Saurezusatz zum FlieBmittel erforderlich ist oder nicht. Es wurde zun&chst einmal ohne
Saurezusatz gearbeitet und das DC-Flie3mittel unter der Vorgabe optimiert, dass die Substanzen in
der Probe, die entweder bei UV-254 nm eine Absorption zeigen, oder sich mit Anisaldehyd anfarben
lassen, bestmoglich getrennt sind. Als Referenzen wurden einige reine Boswelliasduren (BAs), die
kommerziell erhaltlich sind, oder die strukturell sehr &hnliche 18-B-Glycyrrhetinsdure (Gly oder Glyc)

verwendet.

Zunachst wurde, ausgehend von der USP-Monographie (im Gegensatz zu der Ph. Eur.-
Monographie!) und den bereits in Kapitel 1 erwahnten, alteren Arbeiten zu Weihrauchanalytik, ein
FlieBmittel ohne Saurezusatz verwendet. Nach zahlreichen Vorversuchen ergab die recht einfache
Lésungsmittel-Mischung Toluol : Aceton 7:3 (V/V) zufriedenstellende Ergebnis in Bezug auf die
Auflosung der einzelnen Zone (,Banden®). Das Auftragevolumen von 5 pl bei einer
Substanzkonzentration von 10 mg/ml war aber nicht immer optimal; in spateren Versuchen wurde

dieses auf 10 pl erhoht. Die experimentellen Details sind in Kapitel 3.7 beschrieben.

Die DCs aller Rohextrakte, obwohl sie von unterschiedlichen Spezies stammen, zeigten ganz

ahnliche Banden-Muster. Alle hier diskutierten Proben haben die klassischen Boswelliasauren
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gemeinsam. Bei allen Proben sind KBA und AKBA bei UV 254 nm als fluoreszenzléschende Banden
sichtbar. Oberhalb dieser beiden S&uren sind viele weitere, unpolare Substanzen nach dem
Entwickeln mit Anisaldehyd-Reagenz sichtbar; eine Zuordnung zu den Referenzen ist jedoch

schwierig.

Die 1. Probe, bei der es sich um Handelsware von B. serrata handelt, zeigt unter UV 254 nm fur
KBA (R=0,34) und AKBA (R:=0,41) gut sichtbare Banden, wobei die AKBA-Bande etwas intensiver
ist (Abb. 4-2). Weitere Triterpensauren wie a/p-BA und a/B-ABA zeigen keine Fluoreszenzléschung,
sind jedoch nach der Entwicklung mit Anisaldehyd-Reagenz sichtbar. Dabei ist eine intensiv violette
Bande auf der H6he von a/B-BA-Referenz bei einem R; - Wert von 0,49 zu sehen. Intensiv violette
Banden bei R=0,91 lassen sich entsprechend Literaturangaben (vergleiche Kapitel 1.6 sowie Kapitel
5.2) eventuell der a/B-ABA zuordnen und blau-violette Flecken bei Rt 0,65 — 0,69 weisen auf a-TA
und O-TA hin. Der intensiv blaue Fleck fur O-TA und eine weitere griine Bande flr das Diterpen
Serratol, was bei den hier vorgestellten Analysen aber nicht klar zu erkennen war (evtl. bei der

Extraktaufbereitung abdestilliert), sind fir B. serrata spezifisch.

Die Auftragemengen fir die Extrakte wurden erhéht und das DC-System weiter optimiert (Abb. 4-3),
wobei Abb. 4-3c das optimierte Resultat darstellt, welches dann auch Uberwiegend fur die
Auswertung verwendet wurde (Tab. 4-3). Die 2. Probe aus Oman ist als B. sacra deklariert. Unter
UV 254 nm ist eine deutlich intensivere Bande fir AKBA als fir KBA zu erkennen; weitere
Substanzen sind unter diesen Detektionsbedingungen nicht oder nur sehr schwach sichtbar. Nach
dem Entwickeln mit dem Anisaldehyd-Rgz. sind viele weitere, rosa bis violett gefarbte Banden zu
sehen, darunter die intensiven Banden fiir a/B-BA und a/B-ABA. Fur B. sacra soll auf der DC laut
Literaturangaben (Kapitel 5.2) eine rosa Bande flr 3-Caryophllenoxid sichtbar sein, ebenso wie die
grine Bande fir Serratol spezifisch sein. Wie bereits oben erwahnt, sind diese Banden nicht
eindeutig zuzuordnen, da die Substanzen wahrscheinlich bei der Probenvorbereitung abdestilliert

wurden.

Die 3. Probe aus Athiopien ist als B. papyrifera deklariert. Erwartungsgemaf liefert diese Art laut
Literaturangaben eine starke UV-Fluoreszenzléschung fiur RB-AKBA und eine schwachere fur 3-KBA.
Nach dem Entwickeln mit Anisaldehyd sind auch hier intensivere Banden fir a/B-BA und a/p-ABA
erkennbar. Die Banden fiir TA und eine intensive blaue (Abb. 4-3b) bis lila (Abb. 4-3c) Bande fir O-
TA bei R=0,69 sind signifikant, was den erhaltenen HPLC- Ergebnissen (Kapitel 4.3) entspricht. Es
sind auch braune Banden auf der DC zu sehen (R;> 0,8), die evtl. Incensol und Incensolacetat
zugeordnet werden kénnten, zwei speziesspezifischen Substanzen. Da diese Substanzen ebenfalls

flichtig sind, stellt sich erneut die Frage, wie hoch deren Gehalt in der untersuchten Probe ist.
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Als weitere Substanzen kénnen vermutet werden: 3-a-OH-11-OH-B-Boswelliasaure mit einem
R=0,37, 3-a-O-Acetyl-11-OH-B-Boswelliasdure mit einem R=0,54, a/B-OH-Tirucallensauren (OH-
TA) mit einem R =0,65. 3-a-O-Ac-tirucallensédure (O-ATA) und 3-a-O-Ac-Lupansdure (ALA)

Uberlagern sich wahrscheinlich unter den gewahlten DC-Bedingungen.

Alle Ergebnisse sind in Tab. 4-3. zusammengefasst. Die rotbraune Bande Nr. 14 ist in allen Proben
mit gleicher Intensitat zu finden. Diese sind vermutlich stark unpolare Terpene (z.B. Sesquiterpene)
ohne ausgepragt polare Gruppen. Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse war jedoch nicht immer
optimal, so dass, wie weiter unten in Kap. 4.2.2 beschrieben, die Versuche mittels instrumentierter

HPTLC wiederholt und die Methodik hochmals Uiberarbeitet wurde.

Anisaldehyd

=5

- 3
& 2
= 1

L = Ji— e =il - 1
I 1 T 1 1

AKBA KBA BA  Extrakt 1

AKBA KBA BA

Extrakt 1

Abb. 4-2 Erste DC-Ergebnisse des Extraktes 1 (B. serrata); Auftragevolumen 5 pl, was jedoch fir
den untersuchten Extrakt nicht ausreichend ist.

Tab. 4-2 Zusammenfassung der DC-Ergebnisse in Abb. 4-2

Substanz Nummer | Rt UV-254 nm / Intensitdt | Anisaldehyd/Farbe
KBA 1 0,34 Sichtbar + Hellbraun (+)
AKBA 2 0,41 Sichtbar ++ Hellbraun +
a/B-BA 3 0,49 - Violett ++
3-0-OH-TA | 4 0,56 - Violett ++
3-0-TA 5 0,65 - Violett )
ABA 6 0,91 - Violett ++
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SRy ey sty oy Y
AKBA KBA BA  Extr.1 Extr.2 Extr.3 Extr.8 Glyc AKBA KBA BA  Extr. 1 Exir.2 Extr. 3 Extr. 8

Abb. 4-3a DC-Analyse einiger Extrakte unter UV 254 nm, rechts zur besseren Sichtbarkeit der
Banden monochrom. Verwendete Referenzen (von links nach rechts: Bahn 1: AKBA, Bahn 2: KBA,
Bahn 3: BA, 4 Extrakte, Bahn 8: Glyc als interner Standard). Gleiches FlieBmittel wie Abb. 4-2,
Laufstrecke 12 cm. Verdoppelung der Auftragemenge im Vergleich zu Abb. 4-2.

1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

! | B s T ‘ ‘;,“' 1
AKBA KBA BA Extr. 1 Extr. 2 Extr. 3 Extr. 8 Glyc

Abb. 4-3b DC-Analyse einiger Extrakte nach Entwickeln mit Anisaldehyd. Verwendete Referenzen
(von links nach rechts: Bahn 1: AKBA, Bahn 2: KBA, Bahn 3: BA, 4 Extrakte, Bahn 8: Glyc als
interner Standard).
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Abb. 4-3c DC-Analyse einiger Extrakte nach Entwickeln mit Anisaldehyd. Verwendete Referenzen
(von links nach rechts: Bahn 1: AKBA, Bahn 2: KBA, Bahn 3: BA, 5 Extrakte,).

Tab. 4-3 Zusammenfassung der DC-Ergebnisse in Abb. 4-3

Substanz Nr. Rt UV-254nm / | Anisaldehyd/Farbe Spezies
Intensitét

OH-BA 1 0,37 - Lila + B .ser., B. sac., B. pap.
RA 2 0,43 - Braun (+) B .ser., B. sac., B. pap.
B-KBA 3 0,50 Sichtbar | + Hellgelb +) B. ser. (stark)
OH-ABA 4 0,54 - Lila + B. ser., B. sac., B .pap.
AKBA 5 0,57 Sichtbar | +++ Hellgelb (+) B. pap., B. sac.
a/B-BA 6 0,61 - Violett +++ B. ser.
3-a-OH-TA 7 0,65 - Lila ++ B. ser.
3-O-TA 8 0,69 - Blau-lila +++ B. pap., B. ser. (stark)
Dien-TA 9 0,72 - Hellblau + B. ser., B. sac., B. pap.
AdBA 10 0,77 - Braun ++ Keine Angaben in Lit.
Ac-dien-TA 11 0,80 - Violett ++ B. ser., B. sac., B. pap.
Ac-dien-LA 12 0,86 - Violett ++ B. ser., B. sac., B. pap.
ABA 13 0,91 - Dunkles Violett | +++ B. ser., B. sac., B. pap.
Ath. Ol 14 0,95 - Rot-Braun +++ B. ser., B. sac., B. pap.
B-Gly. Int. 0,47 Sichtbar +++ Blau + Referenz / Standard

Std.
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4.2.2 Untersuchungen mittels HPTLC

Ab Herbst 2020 stand der AG Keusgen ein CAMAG-HPTLC-System zur Verfligung, was eine
reproduzierbare, automatische Auftragung von Proben und Referenzen ermdglichte sowie eine
einheitliche Digitalisierung der Ergebnisse. Dieses wurde zum Anlass genommen, die Versuche aus
Kapitel 4.2.1 zu wiederholen und gegeben falls weiter zu optimieren. Als Referenz wurde eine
Mischung von 6 Standards verwendet (nach aufsteigenden R-Werten: Gly, KBA, AKBA, BA, O-TA,
AdBA), wie sie bereits fir die in Kapitel 4.3 beschriebenen HPLC-Methoden entwickelt wurde.

Es zeigte sich bei Verwendung der mobilen Phase Toluol / Aceton 7:3 (V/V) oder vergleichbarer
FlieBmittelsysteme ohne Saurezusatz, dass zwar die in den Arzneibuchmonographien als
wertbestimmende Substanzen angefihrten KBA und AKBA, die unter UV 254 nm sehr
reproduzierbar sichtbar sind, immer voneinander getrennt sind und auch der fur die HPLC-Versuche
verwendete interne Standard Glyc immer deutlich abgetrennt wurde. Jedoch liefert das
Chromatogramm nach dem Entwickeln mit Anisaldehyd in Bezug auf die verwendeten Standards
weniger aussagekraftige DCs. Zwar zeigen sich viele deutlich voneinander getrennte Banden mit
rosa bis violetter, teilweise auch mit oranger oder auch brauner Farbe, die jedoch den verwendeten
Referenzen nicht zugeordnet werden kénnen. Schlimmer noch: AKBA, BA, O-TA und AdBA werden
praktisch nicht voneinander getrennt. Die sehr intensive Bande, die, wie in Kapitel 4.2.1 angegeben,
ursprunglich der BA zugeordnet wurde, ist eine Mischung aus mehreren Triterpensauren. Weiterhin
istin Abb. 4-4 gut sichtbar, dass die unter UV 254 nm gut sichtbaren KBA und AKBA nach Entwickeln
mit Anisaldehyd bestenfalls eine schwach braune Farbe entwickelten, bei niedrigen Konzentrationen

aber praktisch nicht anfarbbar sind.

Die HPTLC unter Abb. 4-4 ist aber trotzdem sehr aussagekraftig. Alle Banden, die einen
hoheren R: als 0,4 haben, sind offensichtlich keine Triteropensauren, sondern
wahrscheinlich geringe Mengen von Atherisch-Ol-Substanzen, die entsprechend den
Literaturangaben (Kap. 1.6, 5.2) speziesspezifische Unterschiede aufweisen. Wie in Abb.
4-4 gut ersichtlich ist, weisen die Proben 1 (B. serrata) und Probe 3 (B. papayifera) in diesem
Atherisch-Ol-Bereich orange, braune und rosa Banden auf, die bei den anderen Proben von
B. sacra nicht oder nur schwach sichtbar sind. Interessant ist auch die Probe 2, bei der es
sich um hochpreisige Basarware handelt (120 Euro pro kg), bei der es sich offensichtlich
um B. sacra handelt, der andere Weihraucharten beigemischt sein kdnnten. Wegen des
aromatischen, fruchtigen Geruchs steht hier Ware aus Somalia im Verdacht (personliche

Information von Herrn A. Moll, Oman-Shop).
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Atherisch-Ol-Substanzen

Triterpensauren

4 5 6a
Pentan / Diethylether 2:1 : Bpa B.sa B.sa B.sa Extrakte

Essigsaure 1 %

Abb. 4-4-Analyse der Extrakte 1-9 im Vergleich zu einer Mischung mit Referenzen (1. Bahn von
links, ST) FlieBmittel: Pentan / Diethylether 2:1 (V/IV), 1 % Essigsaure.

AKBA BA AdBA O-TA

Abb. 4-5a-Analyse der Extrakte 6-10 im Vergleich zu einer Mischung mit Referenzen (UV 254 nm)
FlieBmittel: Pentan / Diethylether 2:1 (V/V), 1 % Essigsaure, 2-mal entwickelt.

Auch wenn dieses FlieBmittelsystem nicht zur Trennung aller Triterpensauren geeignet ist, scheint
es aber sehr gut fur die ldentifizierung von Boswellia-Spezies sowie zum Nachweis von
Verunreinigungen (Probe 2!) geeignet zu sein. Es wirde somit die Anforderungen erfillen, die an
ein HPTLC-System zur Arzneibuch-Identitats- und Reinheitsprifung gestellt werden. Dabei sollte
die aufgetragene Probenmenge zwischen 5 pl und 10 pl liegen. Die hier gewahlte Menge von 10 pl

kann reduziert werden.



4. Ergebnisse 63

Abb. 4-5b-Analyse der Extrakte 6-10 im Vergleich zu einer Mischung mit Referenzen (Anisaldehyd)
FlieBmittel: Pentan / Diethylether 2:1 (V/IV), 1 % Essigsaure, 2-mal entwickelt.

Nachdem andere FlielBmittelgemische mit Séaurezusatz keine Verbesserungen brachten, wurden
Mehrfachentwicklungen der DC mit dem gleichen FlieBmittel untersucht (Abb. 4-5). Die
Triterpensauren, die sich unterhalb R¢ 0,7 befinden, sind in viele, scharf abgetrennte Banden
aufgetrennt, wovon viele nur tendenziell Substanzen zugeordnet werden kénnen. Logischerweise
sind die Bereiche oberhalb R: 0,7 weniger gut getrennt; trotzdem sind die speziesspezifischen

Banden gut zu erkennen (Abb. 4-6).

Unter UV 254 nm sind Glyc, KBA, AKBA und AdBA gut zu erkennen; die anderen Standards BA und
O-TA zeigen nur eine geringe Fluoreszenzldschung (Abb. 4-5a). Nach der Entwicklung mit
Anisaldehyd bietet sich ein sehr buntes Bild (Abb. 4-5b und Abb. 4-6). Wie bereits oben erwahnt,
ergibt KBA nur eine sehr schwache braune Farbung; die von AKBA ist geringfigig starker. Weil
diese beiden Triterpensauren nach Entwicklung mit Anisaldehyd nahezu unsichtbar sind, sind die
Substanzen, welche den gleichen R~Wert wie diese beiden Keto-boswelliasauren haben, trotzdem
gut durch ihre rosa bis violette Farbung sichtbar. Glyc farbt sich mit Anisaldehyd charakteristisch
blaulich-lila, BA je nach Konzentration rosa (geringe Konzentration) bis lila (hohe Konzentration) und

O-TA ist eher blaulich. Hingegen gibt AdBA eine intensive, braune Bande.
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Abb. 4-6-Analyse der Extrakte 1-5 im Vergleich zu einer Mischung mit Referenzen (St) Links: UV
254 nm, rechts: UV-254 nm. FlieBmittel: Pentan / Diethylether 2:1 (V/V), 1 % Essigsaure, 2-mal
entwickelt.

Die oben beschriebenen Ergebnisse mit einer 2-fach-Entwicklung unter sauren Bedingungen sind
die Besten dieser Versuchsreihe. Aus diesen Grunden wurden die Extrakte 1-3 detailiert
ausgewertet und die Banden, die nicht Uber Referenzen zugeornet werden konnten, wurden
entsprechend Literaturangaben tendentiell zugeordnet. Extrakt 1 steht fir B. serrata, Extrakt 2 fr B.
sacra, wahrscheinlich aber geringfligig verunreinigt, und Extrakt 3 fur B. papyrifera. Dabei wurde der
intensiven braunen Bande bei Extrakt 1 (R;0,8) Incensol zugeordnet und der orange-braune Fleck

bei Extrakt 3 (R¢0,9) kénnte Acetylincensol sein.
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Tab. 4-4a Zusammenfassung der DC-Ergebnisse in Abb. 4-6 (Extrakt 1)

Substanz Rs UV-254nm / | Anisaldehyd / Farbe
Intensitéat
OH-BA 0,08 - Fliederviolett ++
RA 0,18 - Violett +
B-KBA 0,23 Sichtbar +++ | Violett (+)
Dehydro-RA 0,30 - Fliederviolett ++
OH-ABA 0,33 - Violett ++
Dehydro-ABA 0,38 - Violett +++
AKBA 0,48 Sichtbar | + - -
a/B-BA 0,49 - Fliederviolett +++
3-a-OH-TA 0,52 - Blau +
3-O-TA 0,58 - Fliederviolett +++
Dien-TA 0,60 - Fliederviolett ++
AdBA 0,63 Sichtbar | (+) Dunkels Violett +++
Ac-dien-TA 0,69 - Fliederviolett ++
ABA 0,72 - Purpur +
Incensol 0,80 - Braun +++
Ath. Ol 0,90 - Rosa (+)
Incensol-Ac 0,94 - Braun +

Tab. 4-4b Zusammenfassung der DC-Ergebnisse in Abb. 4-6 (Extrakt 2)

Substanz Rt UV-254nm / | Anisaldehyd / Farbe
Intensitat

OH-BA 0,08 - Veilchen-violett | ++
RA 0,18 - Violett +
B-KBA 0,23 Sichtbar ++ Violett ++
Dehydro-RA 0,30 - Dunkels Violett +++
OH-ABA 0,32 - Veilchen-violett | +++
Dehydro-BA 0,38 - Veilchen-violett +++
AKBA 0,48 Sichtbar +++ | - -
a/B-BA 0,49 - Fliederviolett +++
3-a-OH-TA 0,52 - Veilchen-Violett ++
3-O-TA 0,58 - Veilchen-Violett | +++
Dien-TA 0,60 - Veilchen-Violett | +++
AdBA 0,63 Sichtbar + Dunkels Violett +++
Ac-dien-TA 0,69 - Veilchen-Violett +++
ABA 0,72 - Purpur ++
Incensol 0,82 - Braun ++
Ath.0Ol 0,88 - Fliederviolett +++
Ath.0Ol 0,94 - Veilchen-Violett | ++
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Tab. 4-4c Zusammenfassung der DC-Ergebnisse in Abb. 4-6 (Extrakt 3)

Substanz R Uv- Anisaldehyd/Farbe
254nm/Intensitéat
OH-BA 0,08 - Violett +
RA 0,18 - Violett (+)
B-KBA 0,23 Sichtbar ++ Violett (+)
Dehydro-RA 0,28 - Violett +)
OH-ABA 0,32 - Violett ++
Dehydro-BA 0,38 - Violett ++
AKBA 0,48 Sichtbar | ++ - -
a/B-BA 0,48 - Fliederviolett +++
3-0-OH-TA 0,52 - Blau +)
3-O-TA 0,58 - Veilchen-Violett +++
Dien-TA 0,60 - Veilchen-Violett ++
AdBA 0,63 Sichtbar | + Dunkels Violett +++
Ac-dien-TA 0,69 - Purpur )
ABA 0,72 - Purpur (+)
Incensol 0,82 - Gelb (+)
Ath. Ol 0,90 - Orange-braun +++
Incensol-Ac 0,94 - Dunkles Magenta | ++

Als abschlie3endes Experiment wurde mit dem gleichen Fliel3mittelsystem eine 3-fach-Entwicklung
durchgefuhrt (Abb. 4-7). Wie bei allen Mehrfachentwicklungen besteht die Gefahr, dass beim
Zwischentrocknen es zu irreversiblen Reaktionen zwischen dem Kieselgel und den zu
chromatographierten Substanzen kommt. Dieses ist offensichtlich bei der unten abgebildeten DC
passiert. Es ist wichtig, dass die Zwischentrocknung zligig bei Raumtemperatur erfolgt und die nach
visueller Kontrolle trockene Platte direkt ein weiteres Mal entwickelt wird; dadurch lasst sich

Artefaktbildung zuverlassig vermeiden.
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Abb. 4-7 Standards und Extrakt 5 nach 3-maligem Entwickeln in sauren FlieBmittel und Detektion
mit Amisaldehyd (links) bei bei UV 254 nm (rechts). Durch das zweimalige Zwischentrocknen, was
mit grol3er Vorsicht erfolgen muss, ist es wahrscheinlich wegen zu hoher Temperatur zur
Artefaktbildung gekommen; die entsprechenden Zonen sind mit einem roten Kreuz markiert.

4.2 Vorsaulen-Derivatisierungen

Den Vorsaulenderivatisierungen, wie im Kapitel 3.8 allgemein beschrieben, wurde in der Vorplanung
dieser Promotionsarbeit ein gro3er Stellenwert beigemessen, denn durch die Einflihrung eines UV-
aktiven Restes (Phenyl, Benzyl, etc.) ware eine einfachere Detektion aller Triterpensauren bei einer

einheitlichen Wellenldnge von A=254 nm moglich (oder auch dariiber); anschlieBend kénnte die

chromatographische Trennung auch nur fir diese Wellenlange optimiert werden.

Fir eine Vorsaulenderivatisierung ist grundséatzlich die Hydroxylgruppe in Position C-3 geeignet, die
verestert werden kann. Ebenfalls moglich ist eine Veresterung oder Amidierung der Carbonsaure in
Position C-4, beides einfache Reaktionen. Alternativ wére noch eine Umsetzung der C-C-

Doppelbindung mdéglich, die bei vielen Triterpensauren an Ring C der Grundstruktur zu finden ist.

Als problematisch ist einzustufen, dass alle reaktiven Funktionalitdten stark bis sehr stark sterisch
gehindert sind (Hydroxy- und Carboxylgruppen an benachbarten Positionen, zuséatzlich
Methylgruppe an C-4; Triterpen-Grundgerist; auch teilweise Acetylierung der Hydroxygruppe).
Zwischen den benachbarten Hydroxy- und Carboxylgruppen kann es zusatzlich noch zur
Wasserstoffbriickenbindung kommen, was Reaktionen weiterhin erschwert. Zudem handelt es sich
bei den zu derivatisierenden Proben um undefinierte Vielstoffgemische, bei denen es zu schwer

kalkulierbaren Seitenreaktionen kommen kann.
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Da die unter Kapitel 3.8 allgemein beschriebenen Versuche im GrofRen und Ganzen ergebnislos
verliefen, wurden die erzielten Ergebnisse, die einen Wert fur weiterfihrende Untersuchungen
hatten, detailliert im Anhang Kapitel 7.3 mit Reaktionsformeln und DC-Ergebnissen beschrieben; die

nachfolgenden Kapitel zu diesem Thema sind deshalb kurz gefasst.

4.2.1 Derivatisierungen der 3-Hydroxylgruppe der Boswelliasauren

Die Reaktionen in Kapitel 3.8 sowie im Anhang 7.3.1, hier im Speziellen der Ansatz 1, waren in der
Theorie als Veresterung leicht durchzufiihren; praktisch stellte jedoch die schlechte Léslichkeit der
zunéachst als Modellsubstanz verwendeten 18-B-Glycyrrhetinsdure ein Hindernis dar. Bei der DC-
Auswertung ist kein Produkt zu erkennen, dafir die Banden der Reaktanden 4-Nitrobenzoylchlorid
und 18-B-Glycyrrhetinsaure, wie der Vergleich mit den Referenzen zeigte. An dem Ergebnis anderte
auch eine Optimierung des DC-FlieBmittels nichts. Fernerhin lieferten MS-Untersuchungen keinen

Hinweis auf ein mdglicherweise entstandenes Produkt (Details siehe Kapitel 7.3.1).

Ein weiterer Versuch wurde mit gereinigten Boswelliaséauren unternommen (Anhang 7.3.1, Ansatz
2). Hier wurde als Reaktionspartner Benzoylchlorid eingesetzt. Bei der DC-Analytik zeigte sich bei
der Bande des Reaktionsgemisches nur eine einzige schwache Zone, die bei UV 254 nm sichtbar
war. Das Massenspektrum des Produktes lieferte neben einem starken Signal fir Benzoeséure und
einer Boswelliasaure keine Peaks, die zu einer Masse maoglicher Produkte gepasst hatten. Die
Derivatisierung mit Benzoylchlorid ist daher als nicht erfolgreich anzusehen und sollte eher nicht

weiterverfolgt werden.

In einem weiteren Ansatz 3 wurden gereinigte Boswelliasduren mit 4-Nitrobenzoylchlorid als
Derivatisierungs-Rgz. in Pyridin umgesetzt (Abb. 3-7). Die DC-Analytik dieses Versuches zeigte bei
der Produkt-Bahn eine zusatzliche, sehr unscharfe Zone bei R=0,4 (Abb. 7-5), die sich jedoch nicht
mit Anisaldehyd anfarben lieR. Vermutlich handelt es sich um ein anderes, direktes
Reaktionsprodukt des Nitrobenzoylchlorids. Da die fragliche Zone ganz offensichtlich keine
Triterpensduren enthalt, die auch bei deutlich htheren R-Werten zu erwarten gewesen wéren,

wurde auf eine MS-Analyse verzichtet und auch dieser Ansatz nicht weiter verfolgt.

Der Ansatz 4 (/Kapitel 3.8.1) beruhte auf der Annahme, dass mdglicherweise ein Teil der
Boswelliasduren acetyliert vorliegt und deswegen nicht in Form einer Veresterung reagiert. Durch
die Verseifung mit NaOH in Ansatz 4 wurde der Versuch unternommen, dieses mdgliche Problem
zu beseitigen und gleichzeitig eine Umsetzung mit 4-Nitrobenzoylchlorid unter Zugabe eines
Aktivators bzw. eines HCI-Fangers (Dimethylaminopyridin, DMAP) zu versuchen. Die DC-Analytik
des Versuches zeigte einige Banden unter UV-254 nm (Kapitel 7.3.1; Abb. 7-6); insgesamt waren 5
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Banden auf der Platte sichtbar, welche auch mit Anisaldehyd angefarbt werden konnten. Das von
diesem Ansatz angefertigte MS zeigte neben einigen Boswelliasduren und 4-Nitrobenzoesaure als
Edukte auch einige Massen von mdglichen Produkten im Bereich von tiber 600 m/z. Eine Zuordnung
der gefundenen Massen zu den theoretisch entstandenen Produkten konnte jedoch nicht erfolgen,

so dass auch dieser Versuch zunachst als erfolglos gewertet werden muss.

Da das Ergebnis zunachst nicht ganz aussichtslos erschien, wurden im Anschluss an diesen
Versuch 4 zahlreiche Experimente mit veranderten stochiometrischen Verhéltnissen der
Reaktionspartner durchgefihrt (Kapitel 7.3.1). Leider ergaben sich bei all diesen Versuchen, die im
Anhang ausfuhrlich beschrieben sind, kein klares Ergebnis, so dass eine Funktionalisierung der

Hydroxylgruppe an C-3 letztendlich aufgegeben wurde.

4.2.2 Derivatisierungen der 4-Carboxylgruppe der Boswelliaséure

Derivatisierungen, wie in Kapitel 3.8 und im Anhang 7.3.3 und 7.3.4 detailliert beschrieben,
erbrachten zunéchst fir die Ansétze 1 und 2 keine eindeutigen Ergebnisse. Zunachst wurde die
Carbonsaure mit EDC oder uber ein Séurechlorid aktiviert (Abb. 3-8). Als Aminkomponente wurde
8-Aminochinolin eingesetzt. Diese Verbindung hat den Vorteil, dass sie neben UV 254 nm auch mit
Dragendorff's Reagenz detektiert werden kann. Bei der Auswertung der zugehdrigen DC's in UV
254 nm zeigten sich zun&chst nur Banden auf Hohe der Edukte (siehe 7.3.3, Abb. 7-14, 7-15). Die

Versuche wurden aber mit anderen stochiometrischen Verhéltnissen fortgesetzt.

Hierbei zeigten sich bei 7.3.4 (Ansatz 3) schon erste positive Ergebnisse, die auf ein eventuelle
Derivatisierung schlieRen lieRen. In der DC-Analytik von Ansatz 3 lieRen sich mehrere unter UV-
Licht sichtbare, mégliche Produkte identifizieren. Die Behandlung mit Anisaldehyd zeigte jedoch
auch, dass einige dieser Banden von den Edukten (Boswelliasduren) stammen mussen (Abb. 7-16).
Der Versuch, mdgliche Produkte mit Dragendorff’s Rgz. anzufarben, misslang. Nur 8-Aminochinolin
als solches konnte mit Dragendorff's Rgz. angefarbt werden. Nach einem weiteren Behandeln der
Platte mit Natriumnitrit (10 %ige LOsung) zeigten sich zwei weitere, sehr diffuse, orange-gelbe
Zonen. Leider lie sich das Ergebnis bei den nachfolgenden Versuchen unter Variation der
stochiometrischen Verhéltnisse nicht reproduzieren. Abschlie@end wurde im 7. Versuch 8-
Aminochinolin gegen Benzylalkohol ausgetauscht und die Reaktion als solche unter vergleichbaren
Bedingungen durchgefihrt (Abb. 7-20). Jedoch zeigte sich auch hier bei der DC-Analyse (Abb. 7-
21) keine signifikante Anderung des Bandenmusters im Vergleich zu der eingesetzten
Boswelliasaure-Mischung. Es muss bei dieser DC jedoch beachtet werden, dass mdgliche
Reaktionsprodukte durch Ausschiitteln ankonzentriert wurden und damit die Mengenverhéltnisse

zwischen Edukt und Produkt nicht mehr stimmig sind.
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4.3 HPLC-Untersuchungen

Da die Vorsaulen-Derivatisierungen, wie in Kapitel 4.2 beschrieben, zum tberwiegenden Teil nicht
erfolgreich verlaufen sind und somit eingestellt wurden, musste zwangslaufig auf eine komplexe
HPLC-Methode, verbunden mit einer parallelen Detektion bei A=210 nm und A=254 nm,
ausgewichen werden. Erschwerend kommt hinzu, dass nicht alle Boswelliasduren und
artverwandter Substanzen kommerziell als Standards erhdltlich sind sowie die haufig als Standard
verwendeten Keto-boswelliasduren sehr teuer sind. Deshalb sollte zusatzlich ein interner Standard
etabliert werden, von dem sich dann uUber Kalibrationsfaktoren auch die Ubrigen, potentiell

wertbestimmenden Substanzen im Weihrauch quantitativ bestimmen lassen.

4.3.1 Methodenentwicklung

Bei den zu untersuchenden Substanzen handelt es sich um relativ lipophile Triterpenséauren, die sich
auf einer RP18-Saule mit einem binaren FlieBmittelsystem, bestehend aus Acetonitril und einer
wassrigen Komponenten, trennen, wobei der pKs fiir §-BA 4,57 betragt (berechnet mit ChemAxon);
was vergleichbar mit anderen Triterpensduren sowie mit Essigsaure (4,76) ist. Sie sind somit

schwache S&uren, die in wassriger Losung nur teilweise dissoziiert vorliegen.

Damit erscheint eine pH-Kontrolle des Mediums unumganglich; die Zusammenhénge sind in Abb.
4-8. dargestellt. Dabei wurde die gleiche Acetonitril-Wasser-Mischung, wie sie weiter unten auch fur
die quantitative Bestimmungen verwendet wird, einmal mit Wasser, was kontrolliert auf pH 7,0
eingestellt wurde (Abb. 4-8; blaues Chromatogramm 1) und dann mit einem Zusatz von 0.1 % TFA

(V/V) in beiden Lésungsmittelkomponenten verwendet (Abb. 4-8, rotes Chromatogramm 2).

Bei zahlreichen Reihenuntersuchungen konnte gezeigt werden, dass nur ein sehr geringer
Saurezusatz erforderlich ist; in einigen Versuchsreihen erschien sogar die luftbedingte CO.-
Absattigung bzw. saure Zersetzungsprodukte des Acetonitrils ausreichend, um eine
zufriedenstellende Trennung zu erzielen. Erwartungsgemald waren derartige Ergebnisse ohne

definierten Saurezusatz schlecht reproduzierbar.
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Abb. 4-8 HPLC-Chromatogramme des Extraktes 4 mit Acetonitril / Wasser als FlieBmittel, Detektion
bei 254 nm. Kurve 1 blau: Wasser mit NaHCO3; eigestellt auf pH 7,0, Kurve 2 rot: 0,1 % TFA in beiden
Ldsungsmitteln.

Es ist klar zu sehen, dass durch den TFA-Zusatz die Dissoziation der Carbonséure ausreichend
zurlickgedrangt wird, so dass diese nahezu vollstandig undissoziiert vorliegt (rotes Chromatogramm
2) und daraus ein scharfer Peak fir die AKBA existiert. Ohne TFA hingegen liegen bei pH 7,0 die
Boswelliasduren weitgehend, aber nicht vollstdndig dissoziiert vor, wobei sich einerseits die
Retentionszeit deutlich verkirzt, aber trotz sehr kurzer Retentionszeit der Peak fir AKBA relativ breit

ist (blaues Chromatogramm 1).

Der urspriingliche Ansatz der hier vorgestellten Arbeit war es, die Sauregruppe mit einem UV-aktiven
Substituenten (,Tag®) zu versehen, so dass die Detektion bei einer UV-Wellenlange von 250 nm und
dariiber erfolgen kann. Da leider keine zuverlassige Derivatisierungsmethode gefunden werden
konnte, wurde, wie auch in vorausgegangenen Arbeiten, bei A=210 nm und bei A=254 nm detektiert.
Dabei zeigt die Mehrzahl der Triterpensauren eine Absorption bei A=210 nm und nur einige wenige,
die Uber eine zusatzliche Doppelbindung (,Dehydroxy“) oder / und ein zusatzliche Sauerstofffunktion

(,Keto") verfligen, eine ausreichende Absorption bei 254 nm.

Ziel war es nun, unter Beachtung beider Wellenlangen mdéglichst viele der Triterpensaure so zu
trennen, dass es nicht zu ,Uberlappungen® zwischen beiden Wellenlangen kommt, da die Keto-
boswelliasduren auch bei A=210 nm eine Absorption zeigen. Folgendes Flie3mittelsystem mit dem

Zusatz von 0.1 % TFA erbrachte die besten Ergebnisse:
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Tab. 4-5 Zusammenfassung Optimiertes FlieBmittelsystem zur quantitativen Bestimmung der
Boswelliasduren. Es wurde eine RP18-Saule (250 mm X 4 mm) bei einer Flussrate von 1,0 ml
verwendet. Zwischen den Zeiten wurden die Konzentrationen als Rampe angefahren (Endpunkte
der jeweiligen Rampe in Klammern).

Zeit [min] Acetonitril [%] Wasser [%)]
0 65 35

15 (=>25) 65 (= 95) 35 (2> 5)
25 95 5

35 95 5

40 (=45) 95 (= 100) 5(=>0)

45 (=>50) 100 (= 65) 0 (> 35)
50 65 35

65 65 35

Wichtig ist, dass innerhalb des Programms, welches grundsatzlich ,Rampen® und keine Stufen
verwendet, die Ausgangsbedingungen wiederhergestellt werden und ausreichend lange aquilibriert
wird (in diesem Falle 15 min). Ein Beispielchromatogramm mit den verwendeten Standards ist in

Abb. 4-9 wiedergegeben.

Weiterhin sollte ein interner Standard gefunden werden, der strukturell méglichst &hnlich ist, aber
nicht mit den Boswelliasduren interferiert und sowohl bei 210 nm wie auch bei 254 nm eine
ausreichende Absorption hat, um eine Kalibration bei beiden Wellenlangen tber Kalibrationsfaktoren
(,Responsefaktoren®, RF) zu ermdglichen. Als geeignete Substanz konnte mit B-Glycyrrhetinséure
(Glyc) gefunden werden, die ebenfalls eine Triterpenséaure ist und deren pKs von 4,44 (ChemAxon)
mit dem der Boswelliasauren vergleichbar ist. Unter den oben angegebenen Trennbedingungen kam
es bei keinem der untersuchten Extrakte zu einer Uberlagerung einer Substanz mit Glyc, weder bei
A=254 nm noch bei A=210 nm.

In dieser Arbeit wurden zun&chst etwa 30 zumeist saure Triterpene bertcksichtigt (vergl. Abb. 1-11
bis 1-15). Der groRe Anteil von Aromaten wie Phenole, Phenylpropanoide oder Furanocumarine
wurden wahrscheinlich durch die flussig-flissig-Extraktion abgetrennt und nicht selektiv bestimmt.
Wie bereits erwéhnt wurde, stellte sich die selektive Quantifizierung der einzelnen Peaks als
schwierig dar. Aufgrund der fehlenden spezifischen Chromophore zeigen die meisten
Terpenverbindungen eine UV-Detektion lediglich bei A=210 nm. Erschwerend kam hinzu, dass ihre
Detektionen in sehr engen Retentionszeit-Intervallen von ca. 1 min lagen (schwierige
Basislinientrennung zwischen den einzelnen Substanzten); bei den jeweiligen a- und B-lIsomeren

waren es ca. 2 min Retentionszeitunterschied. Die in sehr kurzen Abstanden zu detektierenden
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Peaks hatten daher eine exakte Bestimmung von den einzelnen Verbindungen ziemlich erschwert
und mussten recht zeitaufwéndig mit Hilfe von HPLC-MS voneinander differenziert und sicher
zugeordnet werden. Bei den HPLC-MS-Versuchen zeigte sich noch eine weitere Besonderheit der
Boswelliasauren: Eigentlich wirde man erwarten, dass eine lonisation im ,Negative-Mode" wegen
des Saurecharakters der Substanzen deutlich groRere Signalintensitaten liefern wirde, was aber
nicht der Fall war. Eindeutig bessere Ergebnisse, die auch reproduzierbar waren, wurden im

,Positive-Mode* erzielt.

Bei allen 10 Extrakten konnten durchschnittich 23 Saure-Komponenten mittels HPLC-MS
identifiziert sowie quantifiziert werden, von denen 15 pentazyklischen Triterpene und 8 tetrazyklische
Triterpene waren. Die Sauren wie der interne Standard (IST) Glyc, 11-Keto-a/B-boswelliasauren, 3-
Acetyl-11-keto-B-boswelliasaure, 4(23)-Dihydro-keto-robursaure und 3-OH-9-11-Dehydro-3-
boswelliasaure konnten neben der MS-Analyse relativ leicht bei einer Wellenlange von A=254 nm
detektiert und zugeordnet werden. Alle anderen sauren Komponenten waren bei der unspezifischen
Detektionswellenldnge von A=210 nm in einer recht komplexen Matrix mehr oder weniger gut
sichtbar, wobei zur Minimierung der Matrix-Effekte eine pH-abhangige, flissig-flissig-Extraktion
durchgefuhrt wurde (siehe Kap. 4.1). Deshalb ist insbesondere bei diesen Substanzen eine
Identifizierung mittels HPLC-MS und, soweit mdglich, mittels Standards erforderlich (Abb. 4-9).

Das Massenspektrum der Proben zeigt auch einige Peaks, die vermutlich auf Diterpensauren wie
Abietinsauren CzoH3002 (Mg: 302.45), Dihydroabietinsaure CzoH2s02 (Mg: 304.), und Canariensauren
C29H2602 (Mg: 426) zuriickzufiihren sind. Da Weihrauch bis zu 8 % &therisches Ol enthélt, kénnen
diese Substanzen auch nach der in Kap. 4.1 beschriebenen Aufreinigung noch in Spuren vorhanden

sein.

Es wurden auch Peaks identifiziert, die auf einige Fettsauren wie Arachidonséuren CxH3.02> (Ms
304.46) hindeuten. Fettsauren kénnen als Abbauprodukte von Glyceriden grundsatzlich erwartet

werden.
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Abb. 4-9 HPLC-Musterchromatogramm der verwendeten Standards. Unterhalb der Strukturformeln
sind die M¢’s angegeben. Kleinere Abweichungen zu den Rt-Werten in Tab. 4-17 ergeben sich
dadurch, dass die HPLC-MS-Anlage eine andere Chromatographie-Einheit (Shimadzu) als die
jenige hat, welche zur quantitativen Bestimmung verwendet wurde (Agilent).
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4.3.2 Ermittlung von Bestimmungs- und Nachweisgrenze

Die Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenzen (Nachweisgrenze: ,Limit of Detection®,
LOD; Bestimmungsgrenze: ,Limit of Quantification®, LOQ) ist fir eine komplexe Matrix mit
zahlreichen wertbestimmenden Substanzen eine groRe Herausforderung. Eigentlich misste man fr
jede Substanz einzeln die Bestimmungs- und Nachweisgrenze ermitteln, was mit einem
mehrjahrigen experimentellen Aufwand verbunden wére. Aus diesem Grund wird hier modellhaft ein

neuer Ansatz vorgestellt, der auch auf andere komplexe Naturstoffextrakte anwendbar ist.

Grundlage ist zunachst die Etablierung eines geeigneten internen Standards (IST), der den zu
bestimmenden wertbestimmenden Inhaltsstoffen i) maoglichst &hnlich ist, i) von den
wertbestimmenden Inhaltsstoffen chromatographisch vollstandig und robust abtrennbar ist und iii)

eine gute Verflugbarkeit zu akzeptablen Preisen hat.

Fur die hier vorgestellten Analysen konnte B-Glycyrrhetinsaure (Glyc) alle drei Voraussetzungen
vollstandig erfillen. Mit einer Retentionszeit von 14,4 min wird B-Glycyrrhetinsaure vor nahezu allen
wertbestimmenden Triterpensauren eluiert (Abb. 4-10). Auch wenn sich mit leicht veranderten
Parametern die Retentionszeit verlangern kann (Abb. 4-9), bleibt ein mehrminltiger Abstand zu den

Triterpensauren.

Es ist empfehlenswert, den Abstand zwischen (-Glycyrrhetinsaure (Glyc) und B-Keto-
boswelliasduren (B-KBA) als Kriterium fur den ,System Suitability Test* (SST) zu verwenden; hier
bietet sich der Trennfaktor a an. Entsprechend Abb. 4-9 ergibt sich folgendes Ergebnis:

a = Rt (B-KBA) — tm / Rt (Glyc) — tm
a=24,27 —-1,48 min/ 18,41 — 1,48 min
a=1,35
tm: Totzeit (1,48 min)
SST-Kriterium: Der Trennfaktor a sollte sein: a« = 1,30

Ist das SST-Kriterium erfillt, kdbnnen die Bestimmungs- und Nachweisgrenze ermittelt werden. Da
B-KBA und Glyc beide sowohl bei A=254 nm wie auch A=210 nm eine Absorption zeigen, kann der
SST bei beiden Wellenlangen durchgefiihrt werden, wobei 254 nm geeigneter ist. Dafiir werden
umfangreiche Verdiinnungsreihen des internen Standards Glyc chromatographisch vermessen. Um
die erhaltenen Werte auf die anderen Substanzen zu Ubertragen, kann der so genannte ,Response

Faktor” (RF) verwendet werden (siehe nachfolgendes Kapitel 4.3.3). Die hier ermittelten Werte fur
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Betimmungs- und Nachweisgrenze kdnnen durch Multiplikation des spezifischen RF auf die anderen

Referenzen Ubertragen werden.

Nachfolgend ein Beispiel: Die Bestimmungsgrenze fir Glyc, Detektion bei A=210 nm, liegt bei 0,025
mg/ml (siehe unten). Bei der gleichen Wellenlange liegt der RF fur B-Boswelliasaure (B-BA), ermittelt
Uber die Steigung der Kalibrationsgeraden (Kapitel 4.3.3), bei 0,71. Daraus ergibt sich fur die
Bestimmungsgrenze von [3-BA folgende Berechnung:

Bestimmungsgrenze 3-BA = LOQ (Glyc) 0,025% X RF (BA) 0,71

Bestimmungsgrenze 3-BA = 0,018 mg/ml

Die Berechnungen sind fiir die anderen Substanzen, fur die RF-Faktoren bestimmt wurden, analog
durchzufiihren. Fir Substanzen, fur die keine definierte Referenzsubstanz verfugbar war, konnen
die Bestimmungsgrenzen naherungsweise durch Verrechnung des Molekulargewichtes in Relation
zu dem Standard, der der zu bestimmenden Substanz am n&chsten kommt (siehe weiter unten

Kapitel 4.3.3), ermittelt werden.

Die Bestimmungs- und Nachweisgrenze wurde fir die hier vorgestellten Untersuchungen Uber das

Signal-Rausch-Verhaltnis (Signal to Noise Ratio), S/N, berechnet:

S/N = 2hS/hN

hS: Hohe des Signals (mm, cm, etc.)
hN: Hohe des Rauschens (Noise; mm, cm, etc.)

Die graphische Auswertung ist in den Abb. 4-11 bis 4-13 verdeutlicht. Dabei liegt die
Nachweisgrenze (LOD) bei einer S/N von ca. 3 und die Bestimmungsgrenze (LOQ) bei einer S/N

von ca. 9.

Unter Bericksichtigung i) umfangreicher Verdiinnungsreihen des IST Glyc, ii) einer moglichst
exakten Ermittlung von Bestimmungs- und Nachweisgrenze tber S/N bei A=210 nm und A=254 nm,
iif) der Ermittlung von RF’s und iv) der jeweiligen Molekulargewichte der zu quantifizierenden
Substanzen lassen sich mit dem hier erstmalig publizierten System auch komplexe

Naturstoffmischungen mit ibersehbarem Zeitaufwand quantitativ analysieren.

Fur die erforderlichen Versuche wurde zunachst Glyc in einer Konzentration von 5,20 mg / 10 ml

EtOH in einem Malikolben exakt eingewogen, um eine Stammldsung fiur Verdinnungsreihen
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herzustellen (Tab. 4-8). Dabei richtete sich die Konzentration i) nach der Ldslichkeit der Substanz in
EtOH (mehr als ca. 5 mg ist bei Raumtemperatur nicht méglich) sowie ii) nach der Absorption bei
A=254 nm und A=210 nm, die im gleichen Bereich wie die zu analysierenden Substanzen liegen
muss (Abb. 4-10).
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Abb. 4-10 HPLC-Chromatogramme von B-Glycyrrhetinsaure (Glyc; 0,5 mg/ml) bei A=210 nm
(oben) und A=254 nm (unten)

Wie in Abb. 4-10 zu erkennen ist, ergeben sich bei der gewahlten Konzentration sowohl bei 210 nm
als auch bei A=254 nm ausreichend grol3e Peaks, die auch von ihren Integralen im Bereich der zu
analysierenden Proben liegen. Anschlielend wurden die in Tab. 4-6 zusammengefassten
Verdunnungsreihen hergestellt und die resultierenden Glyc-Lésungen jeweils bei A=254 nm und

A=210 nm vermessen.

Dadurch konnte bei beiden Wellenldngen der Bereich, in dem Bestimmungs- und Nachweisgrenze
liegen, ermittelt werden. Fir A=210 nm lag dieser Bereich zwischen den Verdiinnungen 1 und 2 und
fur A=254 nm zwischen den Verdinnungen 3 und 4 (z.B. 300 pl Verdiinnung 3 plus 700 pl EtOH,
ergibt 3:7, oder 500 pl Verdiinnung 3 plus 500 pl EtOH, ergibt 1:1). Zur genaueren Ermittlung wurden

innerhalb dieser Intervalle weitere Verdinnungen hergestellt.
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Tab. 4-6 Verdunnungsreihe der B-Glycyrrhetinsdure (Glyc) zur Ermittlung von Bestimmungs- und
Nachweisgrenze (LOQ und LOD).

Stammldésung Glyc. 0,52 mg/ml 1000 pl 0 ul
Verdinnungen Konzentration Standard EtOH
mg/ml

1 0,05 100 pl 900 pl
2 0,005 10 pl 990 pl
3 0,0005 100 pl von 2 900 pl
4 0,00005 100 plvon 3 900 ul
5 0,000005 100 pl von 4 900 pl

Entsprechend Abb. 4-11 liegt das S/N-Verhaltnis bei Verdinnung 1 (0,05 mg/ml), 210 nm, bei 10,5.

Um ein S/N von ca. 9 zu erreichen, muss die Verdiinnung 1 nochmals 1:1 verdiinnt werden, so dass

sich fur die Bestimmungsrenze eine Konzentration von 0,025 mg/ml bei A=210 nm ergibt.

Entsprechend den untenstehenden Chromatogrammen Abb. 4-12 und Abb. 4-13 ergibt sich eine

Nachweisgrenze im Bereich von 0,005 mg/ml bei A=210 nm (S/N von mindestens 3). Als

problematisch erwies sich bei der Wellenlange von A=210 nm, dass die Pulse der Magnetventile des

HPLC-Niederdruckmischers ebenfalls im Grundrauschen mit abgebildet wurden (regelmafig

wiederkehrendes Wellenmuster), wodurch die Sensitivitat deutlich negativ beeintrachtigt wurde.
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Abb. 4-11 HPLC-Chromatogramm der Glyc (R=14,4 min) in einer Konzentration von 0,05 mg/ml bei
210 nm zur Ermittlung der Bestimmungsgrenze. Oben: VergrofRerung des Peaks. S: Signal; N:
Rauschen (Noise), markiert durch oberen und unteren Begrenzungsbalken, b0,5: Peakbreite auf

halb

er Hohe.

Da Glyc bei A=254 nm eine wesentlich hdhere spezifische Absorption hat als bei A=210 nm, liegen

die Bestimmungs- und Nachweisgrenze deutlich niedriger und befinden sich im Bereich zwischen

den Verdinnungen 3 und 4 (Tab. 4-6), was Konzentrationen von 0,0005 — 0,00005 mg/ml entspricht
(500 ng/ml — 50 ng/ml). Die zugehorigen Chromatogramme sind in Abb. 4-12 und Abb. 4-13

dargestellt.
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Abb. 4-12 HPLC-Chromatogramm der Glyc (R=14,4 min) in einer Konzentration von 0,00025 mg/ml
bei A=254 nm zur Ermittlung der Bestimmungsgrenze. Oben: VergroRerung des Peaks. S: Signal;

N: Rauschen (Noise), markiert durch oberen und unteren Begrenzungsbalken, b0,5: Peakbreite auf
halber Hohe.
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Abb. 4-13 HPLC-Chromatogramm der Glyc (R=14,4 min) in einer Konzentration von 0,00005 mg/ml
bei A=254 nm zur Ermittlung der Nachweisgrenze. Oben: VergroRerung des Peaks. S: Signal; N:
Rauschen (Noise), markiert durch oberen und unteren Begrenzungsbalken, b0,5: Peakbreite auf
halber Hohe.

Gut ermittelbar und von besonderer Wichtigkeit ist die Bestimmungsgrenze (LOQ) bei A=254 nm,
die sich relativ sauber bestimmen lasst (Abb. 4-12). Um das erhaltene Ergebnis zu verifizieren,
wurde die Messung 7-mal wiederholt und in gleicher Weise ausgewertet (Tab. 4-7). Da bei solchen
Messungen immer mit Ausreil3ern gerechnet werden muss, wurde der Median ermittelt, welcher bei
SIN=9,6 liegt. Der arithmetische Mittelwert liegt unwesentlich hoher bei 10,1 und die
Standardabweichung bei 0,99. Damit kann die ermittelte Bestimmungsgrenze als abgesichert
gelten.

Tab. 4-7 Zusammenfassung der Vielfachmessungen zur Bestimmung des S/N

Messung S/IN
Messung 1 9,1
Messung 2 10,6
Messung 3 9,4
Messung 4 9,6
Messung 5 9,6
Messung 6 12,2
Messung 7 10,6
Messung 8 10,0
Median/Mittelwert 9,6/10,1
Standardabweichung | 0,99

Zusammenfassend ergeben sich aus den Messungen mit Referenzsubstanzen und den

Verdinnungsreihen mit Glyc folgende Leistungsparameter (Tab. 4-8):

Tab. 4-8 Zusammenfassung der Leistungsparameter des verwendeten HPLC-Systems

210 nm 254 nm
SST uber B-KBA / B-Glyc 21,30 21,30
LOQ B-Glyc [ug/ml] 25 0,25
LOD B-Glyc [ug/ml] 5 0,05

4.3.3 Berechnung der Response-Faktoren (RF)

Das Prinzip des ,Internen Standards® (IST) bei quantitativen HPLC-Bestimmungen setzt voraus,
dass es einen Umrechnungsfaktor zwischen dem IST, in unserem Falle Glyc, und den zu

bestimmenden Substanzen, vornehmlich Triterpensauren, gibt. Daflr ist es erforderlich, dass
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innerhalb der Methodenentwicklung méglichst viele der zu bestimmenden Substanzen in kleinen
Mengen als Standards zur Verfligung stehen. Innerhalb dieser Untersuchungen konnten 6 der
Substanzen in Reinform kommerziell erworben werden (a und B-BA, B-KBA, AKBA, AdBA, O-TA),
wobei von diesen Standards die beiden Boswelliasauren (BAs) als chromatographisch trennbares
Isomerengemisch vorlagen, jedoch die a- und B- Isomere anhand von Vergleichschromatogrammen
sicher zugeordnet werden konnten.

Von allen Substanzen wurden zunédchst Kalibrationsmessungen (3-fach-Messungen) bei 5
verschiedenen Konzentrationen und den Wellenlangen A=254 nm sowie A=210 nm durchgefihrt. Bis
auf den IST Glyc erfolgte die finale Auswertung bei der jeweils besseren Wellenlange, wobei in der
Zusammenfassung Tab. 4-9 gut zu erkennen ist, dass einige Substanzen bei beiden Wellenlangen
guantitativ ausgewertet werden kdnnen. Nachfolgend sind in den Abb. 4-14 bis 4-20 die jeweiligen

Kalibrationsgeraden dargestellt.
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Abb. 4-14 Kalibrationsgerade (Beispiel) der Glyc bei A=254 nm (jeweils 3-fach-Messungen)



4. Ergebnisse

83

1400

y = 5457.7x + 2.3303
R? = 0.9996

1200

1000

800

600

Area ( B-Glyc.)

400

200 ‘.‘..i-..

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

Konzentrationa-B-Glyc. [mg/ml]

Abb. 4-15 Kalibrationsgerade (Beispiel) der Glyc bei A=210 nm (jeweils 3-fach-Messungen)
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Abb. 4-16 Kalibrationsgerade (Beispiel) der 11-Keto-B-BA bei A=254 nm (jeweils 3-fach-
Messungen)
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Abb. 4-17 Kalibrationsgerade (Beispiel) der AKBA bei A=254 nm (jeweils 3-fach-Messungen)
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Abb. 4-18 Kalibrationsgerade (Beispiel) der 3-Oxo-tirucallensaure (3-O-TA) bei A=210 nm (jeweils
3-fach-Messungen)
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Abb. 4-19 Kalibrationsgerade (Beispiel) der a/B-BA bei A=210 nm (jeweils 3-fach-Messungen)
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Abb. 4-20 Kalibrationsgerade (Beispiel) der Ac-dehydro-B-BA (Ad-B-BA) bei A=254 nm (jeweils
3fach-Messungen)
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Tab. 4-9 Zusammenfassung der Ergebnisse aus allen Kalibrationsmessungen, wobei ,a“ den
Achsenabschnitt der Kalibrationsgleichung wiedergibt und ,St* die Steigung der Kalibrationsgerade.
.Konz.“ gibt die Konzentration der eingesetzten Stammldsung an, die etwa bei 0,2 mg/ml liegen
sollte. Bei Keto-B-BA konnte nur etwa 0,05 mg/ml erreicht werden, da nicht mehr Referenzmaterial
zur Verfigung stand. Da Keto-p-BA aber Ublicherweise in geringen Mengen in den Analysen
vorkommit, sollte dieses die Prazision der Ergebnisse nur unwesentlich beeinflussen.

Substanz Ma a/254nm | St/254nm | a/210nm | St/210 nm | Konz.
[mg/ml]
Kalibration 1 | B-Glyc 470,69 | -33,854 28907,938 | 2,33 5457,7 0,2012
Kalibration 2 | o/B-BA 456,71 | *** Fkx 67,220 7664,709 0,2033
Kalibration 3 Keto-B-BA 470,69 -12,133 33610,128 | 21,330 7310,200 0,048
Kalibration 4 | B-AKBA 512,73 19,927 24346,224 | 335,01 4240,9 0,2116
Kalibration 5 | Ad-B-BA 496,73 9,606 6545,957 -52,91 4142,7 0,2111
Kalibration 6 | 3-O-TA 454,68 wkk Fokk 31,323 18728,104 | 0,2018

Die weiteren Berechnungen wurden mit den in Tab. 4-9 zusammengefassten Werten durchgeftihrt.
Beispielsweise betragt der numerische Wert fiir die Steigung der Kalibriergerade vom internen

Standard Glyc bei
A =210 nm = 5457,7 und bei A = 254 nm = 28907,9.

Um nun die anderen Substanzen auf Glyc zu referenzieren, wird folgende Formel zur Ermittlung der

Response Faktoren (RF) angewandt:

Steigung (Glyc)

Steigung (Referenzsubstanz)

Die Ergebnisse dieser Berechnungen sind in Tab. 4-10 zusammengefasst. Fir die spatere
Auswertung wird jeweils die Wellenlange genommen, bei der der numerische Wert der Steigung
hoher ist. Dieses erlaubt eine sensitive Auswertung, da die Sensitivitdit einer Messmethode
proportional mit der Steigung der Kalibrationsgerade zunimmt. Aus diesem Grunde sind auch die
Messungen des IST Glyc bei A=210 nm deutlich unempfindlicher als bei A=254 nm (vergleiche Tab.
4-8).
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Tab. 4-10 Zusammenfassung der RF-Werte, ermittelt Uber die Steigung der Kalibrationsgeraden.

Einheit R-Faktor Steigung | R-Faktor Steigung
[mg/mil] Substanz 254 nm 210 nm

Kalibration 1 | Glyc 1.00 1.00

Kalibration 2 | a/3-BA 0.71

Kalibration 3 | B-KBA 0.86

Kalibration 4 | B-AKBA 1.19

Kalibration 5 | Ad-B-BA 4.42

Kalibration 6 | 3-O-TA 0.29

Alternativ besteht die Mdglichkeit, die RF Uber die normierte Flache bei einer bestimmten

Konzentration zu berechnen; dazu wurden die unverdinnten Stammldsungen der

Referenzsubstanzen verwendet (jeweils 3-fach-Messung). Fir die fiktive Konzentration von 1 mg/ml

gilt:

Area (Subs.)
Einwaage (Subs.)

Area (IST)

Area (Substanz) = Einwaage (IST)

Korrigierte Area (IST) =

Somit ergibt sich folgende Berechnungsformel fir den RF, abgeleitet aus den Peak-Flachen (Area):

_ Area (IST)XEinwaage (Subs.)
" Area (Subs.)xEinwaage (IST)

Tab. 4-11 Zusammenfassung der Berechnungen zu den RF-Werten. IST: Interner Standard, in
diesem Falle Glyc.

Substanz Konz. Area [Mittelwert] (bis | RF uber RF uber RF uber RF uber
[mg/ml] auf Glyc. immer Steigung Steigung Area Area

besser passende A=254 nm A=210 nm A=254 nm A=210 nm
Wellenlange]

Glyc (IST) 0,2012 5737,206 1,00 1,00

(254 nm)

B-Glyc 0,2012 1093,137 1,00 1,00

(210 nm)

a/B-BA 0,2033 1632,156 0,71 0,68

Keto-B-BA 0,0480 1588,248 0,86 0,86

B-AKBA 0,2116 4945,171 1,19 1,22

Ad-B-BA 0,2111 1379,069 4,42 4,36

3-O-TA 0,2018 3743,477 0,29 0,29

Die erhaltenen Werte sind, zusammen mit den Berechnungen aus der Steigungs-Methode (Tab. 4-
10), vergleichend in Tab. 4-11 aufgelistet. Bei einer gut validierten Methode, wie das bei den
vorliegenden Untersuchungen der Fall ist, ergeben sich nur geringe Unterschiede zwischen den
beiden Berechnungsmethoden, so dass bei beiden Verfahren zur Ermittlung des RF-Wertes als

gleichwertig angesehen werden kénnen.
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Wie bereits exemplarisch weiter oben in Kapitel 4.3.2 erortert, konnen tber die RF-Werte auch die
LOD und LOQ der weiteren Substanzen naherungsweise ermittelt werden. Dieses ist fur die
Bestimmungsgrenze (LOQ) in Tab. 4-12 zusammengefasst. Man kann gut erkennen, dass bei
A=254 nm wesentlich sensitivere Messungen als bei A=210 nm mdglich sind (bei 254 nm deutlich
niedrigerer LOQ als bei 210 nm).

Tab. 4-12 Zusammenfassung der Bestimmungsgrenzen (LOQ), abgeleitet von Tabelle 4-8 und den

RF-Werten aus Tab. 4-11.

Substanz LOQ (Steigung) LOQ (Steigung) LOQ (Area) | LOQ (Area)

A=254 nm [ug/ml] | A=210 nm [pg/ml] | A=254 nm A=210 nm
[Lg/ml] [ug/ml]

Glyc (254 nm und | 0,25 25 0,25 25

210 nm)

a/B-BA 18 17

Keto-B-BA 0,22 0,22

B-AKBA 0,30 0,31

Ad-B-BA 1,11 1,09

3-O-TA 7 7

Fir die anderen Sauren, deren Gehalt in den untersuchten Weihrauchharzen unbekannt war,
wurden weitere Korrekturfaktoren (Kor.-F.) Uber ihre molekulare Masse erstellt, um eine spatere
guantitative Bestimmung zu erlauben. Die Berechnung passender Kor.-F. hatte relativ prazise
erfolgen konnen, wenn in der zur Verfigung stehenden Literatur die spezifischen Absorptionen g,

zur Verfigung gestanden hatten, was aber leider nicht der Fall ist.
Deshalb wurde folgender Ansatz gewahlt:

1) Zunachst wurden die Substanzen, fur die keine Standards zur Verfligung standen, die
verfligbaren Referenzsubstanzen (a/B-BA, Keto-B-BA, B-AKBA, Ad-B-BA, 3-O-TA)
zugeordnet, zu denen sie die gréRtmagliche molekulare Ahnlichkeit haben und auch bei der
gleichen Wellenlange quantitativ ausgewertet werden konnen. Beispiel aus Tab. 4-1:
Substanz Nr. 7 (11-OH-BA) unterscheid sich nur durch eine Hydroxygruppe von a/3-BA,
wobei die Hydroxygruppen keinen signifikanten Einfluss auf die UV-spektroskopischen
Eigenschaften bei A=210 nm haben. Deshalb kann naherungsweise 11-OH-BA lber die
Kalibrationsgerade von a/f-BA bestimmt werden ODER unter Verwendung des RF von a/(3-
BA Uber den IST Glyc bestimmt werden, wobei das Ergebnis um den Quotienten aus den
beiden Molekllgewichten korrigiert werden muss. Der Zusammenhang ist in den

nachfolgenden Formeln wiedergegeben, wobei sich RF(neu) auf die zu bestimmende

Substanz bezieht:
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2)

_ RF (Standard) X MG (zu bestimmende Subst.)

RF(neu)

MG (Standard)

Da fir die in Kapitel 4.3.4 ertrterten Gehaltsberechnungen die Kalibrationsgeraden fiir alle

verfugbaren Referenzen bereits erstellt wurden, kann auf eine Berechnung Gber den IST und

den RF verzichtet werden; es wird lediglich der Quotient der Mgs aus den jeweiligen

Substanzen und des jeweiligen Standards bendtigt, um das Uber die Regressionsgleichung

erzielte Ergebnis stoffspezifisch zu korrigieren. Diese Kor.-F. sind in den nachfolgenden Tab.

4-13 bis 4-15 zusammengefasst.

Tab. 4-13 Triterpensauren, die naherungsweise Uber die a/B-BA-Referenz quantifiziert werden
kénnen, wobei die Messungen bei A=210 nm durchgefuhrt wurden. Die Nummerierung der
Substanzen bezieht sich auf die Einleitung, Abb. 1-11 bis 1-15. Der Kor.-F. bildet den Quotienten

der jeweiligen Molekulargewichte ab.

NR. Substanz Mg g/mol Kor-F.
7 11-OH-BA 472,71 1,035
8 11-OH-ABA 514,75 1,127
13 LA 456,71 1,000
24 Robursaure 440,71 0,965
6 11-OMe-ABA 528,77 1,158
14 ALA 498,75 1,092
8 11-B-OH-3-ABA 514,75 1,092

Tab. 4-14 Triterpensauren, die naherungsweise Uber die B-KBA-Referenz quantifiziert werden
kénnen, wobei die Messungen bei A=254 nm durchgefuhrt wurden. Die Nummerierung der
Substanzen bezieht sich auf die Einleitung, Abb. 1-11 bis 1-15. Der Kor.-F. bildet den Quotienten

der jeweiligen Molekulargewichte ab.

NR. Substanz Mg g/mol Kor-F.
26 Keto-Robursaure 454,70 0,966
27 Dihydro-keto-robursaure 456,71 0,970
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Tab. 4-15 Triterpenséauren, die ndherungsweise Uber die 3-O-TA-Referenz quantifiziert werden
kénnen, wobei die Messungen bei A=210 nm durchgefuhrt wurden. Die Nummerierung der
Substanzen bezieht sich auf die Einleitung, Abb. 1-11 bis 1-15. Der Kor.-F. bildet den Quotienten
der jeweiligen Molekulargewichte ab.

NR. Substanz Mg g/mol Kor-F.
28 RA 470,71 1,034
29 Dehydro-RA 468,71 1,029
11 Dehydro-B-BA 454,68 1,000
18 a-TA 456,71 1,005
19 B-TA 456,71 1,005
22 7-24-Dien-TA 456,71 1,005
23 a/B-Ac-8,24-dien-TA 498,75 1,097

Mit den in diesem Kapitel beschriebenen Berechnungsmethoden steht ein leistungsfahiges
Instrumentarium zur Verfligung, Weihrauch-Proben umfassend zu untersuchen, auch wenn nicht fur

alle Substanzen als Standards, bzw. als Referenzen verfugbar sind.

4.3.4 Quantitative Analyse der einzelnen Extrakte

Die in Kapitel 4.1 erhaltenen Extrakte wurden anschlielend mittels HPLC analysiert und guantitativ
ausgewertet; dabei wurden alle Messungen mindestens im Triplikat durchgefuhrt. Vor den
Messungen wurde der IST Glyc in gleichbleibender Menge zugesetzt. Die quantitative Auswertung
erfolgte Uber die Kalibrationsgeraden nachfolgenden Formeln, die gegebenenfalls um den molaren

Korr.-F sowie den RF erganzt werden kann (fur Details siehe Kap. 4.3.3).
Kalibrationsgerade: y [Flache] = a + x [Gehalt mg/ml] * s [Steigung]

Gehalt [mg/ml] = (ys;“)

Da fur den IST Glyc auch eine Kalibrationsgerade erstellt wurde (Abb. 4-14, 4-15), konnte zunéchst
Uberprift werden, ob dessen Zugabe fehlerfrei erfolgte bzw. systematische Fehler vorlagen. Die
Ergebnisse sind in Tab. 4-16 zusammengefasst. Sichtbar ist ein leichter Abfall der Konzentrationen,
was durch geringfligige Kristallisation des schlecht I6slichen Glyc erklart werden kann. Die Proben
wurden tdber mehrere Wochen in der Reihenfolge Extrakt 1 bis 9 vermessen. Da der Abfall der 3-
Glyc-Konzentration Uber die Zeit aber gering ist (vergl. Abb. 5-7), dirften sich die daraus bedingten

Abweichungen bei den Gehaltsberechnungen in Grenzen halten.
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Tab. 4-16 Bestimmung des IST Glyc in den Proben 1-9 Uber die Kalibrationsfunktion, die in Abb. 4-
14 wiedergegeben ist. STABW: Standardabweichung.

B-Glyc. [%] STABW
Extrakt 1 2.44 0.0017
Extrakt 2 2.39 0.0044
Extrakt 3 2.35 0.0054
Extrakt 4 2.34 0.0003
Extrakt 5 2.37 0.0013
Extrakt 6a 2.37 0.0056
Extrakt 6b | 2.37 0.0033
Extrakt 7 2.27 0.0052
Extrakt 8 2.37 0.0033
Extrakt 9 2.27 0.0060

In der nachfolgenden Tab. 4-17 sind die Triterpensauren mit den zugehérigen Retentionszeiten (Rt)
aufgelistet, die bei der quantitativen Auswertung bertcksichtigt wurden. Dabei beziehen sich die Rt-
Werte auf die Agilent-HPLC-Anlage (Serie 1100), welche fir die quantitativen Bestimmungen

verwendet wurde.
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Tab. 4-17 Retentionszeiten der in den Abb. 1-11 bis Abb. 1-15 genannten Triterpensauren

Substanz Retentionszeit Strukturformel
[min]

18-B-Glycyrrhetinsaure | 14,2

(B-Glyc)
Me: 470,69 g/mol

3-a-Hydroxy-a- 34,2
boswelliasaure
(a-BA)

Me: 456,71 g/mol

3-a-0O-Acetyl-a- 42,3
boswelliasaure
(a-ABA)

Mg: 498,75 g/mol

3-a-Hydroxy-B- 36,0
boswelliaséaure
(B-BA)

Me: 456,71 g/mol

3-a-0O-Acetyl-3- 44,0
boswelliasaure
(B-ABA)

Mg: 498,75 g/mol
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Substanz

Retentionszeit
[min]

Strukturformel

3-a-O-Acetyl-11-a-
methoxy-B-
boswelliasaure
(11-OMe-B-ABA)
Mg: 528,77 g/mol

38,8

3-a-Hydroxy-11-a-
hydroxy-3-
boswelliasaure
(11-OH-B-BA)

Meg: 472,71 g/mol

21,4

3-a-0O-Acetyl-11-a-
hydroxy--
boswelliasaure
(11-OH-B-ABA)
Meg: 514,75 g/mol

27,6

3-a-Hydroxy-11-keto-3-
boswelliasaure

(B-KBA)

Meg: 470,69 g/mol

21,9

3-a-0O-Acetyl-11-keto-B3-
boswelliasaure
(B-AKBA)

Me: 512,73 g/mol

28,6
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Substanz

Retentionszeit
[min]

Strukturformel

3-a-Hydroxy-9,11-
dehydro-3-
boswelliasaure
(9,11-dehydro-B-BA)
Mg: 454,68 g/mol

28,3

3-a-O-Acetyl-9,11-
dehydro-3-
boswelliasaure
(Ad-B-ABA)

Mg: 496,73 g/mol

44,7

Lupansaure
(LA)
Me: 456,71 g/mol

32,1

3-a-Acetyl-lupansaure
(ALA)
Mg: 498,75 g/mol

39,9
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Substanz Retentionszeit Strukturformel
[min]
3-a-O-Acetyl-27-a- 37,1
hydroxy-lupanséure
(27-OH-ALA)

Me: 514,75 g/mol

hydroxy-lupansaure
(28-OH-ALA)
Me: 514,75 g/mol

3-a-0O-Acetyl-28-3- 3,3 ///

3-Oxo0-8,24-dien- 30,0 HOOC
tirucallensaure
(3-O-TA)

Meg: 454,68 g/mol

3-a-Hydroxy-8,24-dien- | 29,4 HOOC
tirucallensaure
(a-TA)

Mg: 456,71 g/mol
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Substanz

Retentionszeit
[min]

Strukturformel

3-B-Hydroxy-8,24-dien-
tirucallensaure

(B-TA)

Me: 456,71 g/mol

28,9

3-a-O-Acetyl-8,24-dien-
tirucallensaure

(a-ATA)

Me: 498,75 g/mol

33,7

3-B-O-Acetyl-8,24-dien-
tirucallensaure

(B-ATA)

Me: 498,75 g/mol

35,3

3-a-Hydroxy-7,24-dien-
tirucallensaure
(a-7,24-dien-TA)

Mg: 456,71 g/mol

30,9

3-a-O-Acetyl-7,24-dien-
tirucallensaure
(a-Ac-7,24-dien-TA)
Mg: 498,75 g/mol

39,6
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Substanz Retentionszeit Strukturformel
[min]

Robursaure 38,2 .
Mg: 440,71 g/mol
4(23)-Dihydro- 38,6 :
robursaure
Me: 442,73 g/mol

11-Keto-roburséure 21,3

Me: 454,70 g/mol

4(23)-Dihydro-11-keto- | 37,4

robursaure
Me: 456,71 g/mol




4. Ergebnisse 98

Substanz Retentionszeit Strukturformel
[min]

7a-Hydroxy-3-oxo0-12- 25,1
ursen-28-oic-acid
Rubiniasaure (RA)
Mg: 470,71 g/mol
Cz0H1604

Dehydro-rubiniasaure 26,2 .
(dehydro-RA)
Meg: 468,71 g/mol
C30H4404

Wie in Kapitel 4.3.3 ausfuhrlich beschrieben, wurden Substanzen, fur die keine Standards vorliegen,
auf die nachst verwandten Triterpenséuren mit vergleichbaren UV-spektroskopischen Eigenschaften
referenziert und die Ergebnisse mit den Quotienten aus den Molekulargewichten korrigiert (siehe
Kap. 4.3.3) . Wie in Kapitel 4.2 bereits er0rtert, befinden sich auch Terpene als Neutralsubstanzen
in den Extrakten; diese Terpene hatten eigentlich durch die Aufreinigung der Proben entfernt werden
mussen, was aber offensichtlich nicht vollstandig der Fall war. Auch wenn derartige Substanzen
gelegentlich detektierbar sind, fokussiert sich die nachfolgende Auswertung auf die oben genannten
Triterpensauren. Es muss aber angemerkt werden, dass die meisten dieser Triterpensauren bei den
einzelnen Proben nur in Spuren oder gelegentlich auch gar nicht nachweisbar waren, wobei es

zwischen den Proben grof3e individuelle Unterschiede gibt.

Nachfolgend werden die Ergebnisse der einzelnen Extrakte vorgestellt. Dabei werden zur besseren

und eindeutigen Verstandlichkeit die Triterpenséduren mit den allgemein dblichen Trivialnamen und

nicht mit den Abkurzungen aufgelistet sowie diskutiert; die in der internationalen Literatur Gblichen
Abkirzungen, wie in Tab. 4-17 zusammengestellt, sind nicht immer selbsterklarend und werden

uneinheitlich verwendet.
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Extrakt 1

Laut Angaben der Bezugsquelle (A. Galke) soll es sich bei der Probe 1 um ,Indischen Weihrauch®,
Bezugsdatum 25.06.2018, Ch/Lot: 3196, Spezies B. serrata, handeln.
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Abb. 4-21 Musterchromatogramm des Extraktes 1. Folgende Substanzen konnten identifiziert
werden: 1. B-Glyc, 2. 11-OH-BA 3. 11-Keto-Roburséure, 4. KBA, 5. Nicht identifiziert, Mg 456,71,6.
Incensol, 7. Iso-Serratol, 8. 11-Keto-a-BA, 9. RA, 10. Dehydro-RA, 11. 11-OH-ABA / 210 nm, 12.
9,11-dehydro-B-BA, 13. AKBA, 14. B-TA, 15. a-TA, 16. 3-Oxo-3-TA, 17. 7-24-Dien-TA,18. LA, 19.
CisH260, Sesquiterpen z.B. Cubenol, 20. a-Ac-8,24-dien-TA, 21. a-BA, 22. -Ac-8,24-dien-TA, 23.
B-BA, 24. Keto-dihydro-robursaure, 25. Robursaure, 26. OMe-ABA, 27. 3-O-Ac-LA, 28. a-ABA, 29.
B-ABA, 30. Ad-B-BA. Zuordnung der Abkirzungen siehe Tab. 4-17.

Tab. 4-18 Zusammenfassung der Aufreinigung des Extraktes, alle Werte bezogen auf die Einwaage
der Soxhlet-Extraktion.

Ausbeute Soxhlet [%] 59,80
Ausbeute Aufreinigung [%] | 10,39

Fur den aufgereinigten Extrakt ergab sich als Summe aller bestimmbaren Triterpenensauren ein
Gehalt von 57,01 %. Die quantitative Bestimmung mittels Kalibration Giber die Referenzen und unter
Anwendung der Korr.-F. zeigte bei dieser Probe ziemlich hohe Peak-Intensitaten fur die folgenden
pentazyklischen Triterpene (Abb. 4-21, Tab. 4-19): a-Boswelliasaure (3,93 %) und 3-Boswelliasaure
(8,57 %) sowie ihre beiden acetylierten Derivate 3-O-Acetyl-a-boswelliasaure (2,56 %) und 3-O-

Acetyl-B-boswelliasaure (3,13 %).
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Weiterhin lieBen sich relativ groRe Anteile fur 3-OH-9-11-Dehydro-B-boswelliasaure (3,24 %) und 3-
OH-11-OH-B-Boswelliasaure (1,67 %) nachweisen. Die Berechnung ergab einen im Vergleich zu
den anderen Proben relativ hohen Gehalt an 11-Keto-B-boswelliasaure (1,40 %) und tberraschend

niedrige Werte mit nur 2,67 % flr 3-Acetyl-11-keto-B-boswelliasaure.

Es wurden zusatzlich noch zwei Peaks bei 25,1 min und 26,2 min detektiert, die eine isomere Form
der B-Keto-boswelliasaure darstellen kénnten, namlich die ,Rubiniasaure” (0,84 %, 25,1 min) und
die ,Dehydro-rubiniasaure” (1,64 %, 26,2 min). Die exakte Absicherung dieser Strukturen bedarf

aber noch weiterfiihrender Untersuchungen.

Spuren an 3-O-Acetyl-11-methoxy-pB-boswelliasdure (0,98 %), 3-O-Acetyl-11-OH-B-boswelliasaure
(0,20 %), Lupansaure (0,22 %) und 3-O-Acetyl-lupansdure (0,96 %) lieRen sich ebenfalls
nachweisen. Die sonst Ubliche Substanz 3-O-Acetyl-9-11-dehydro-B-boswelliasdure konnte nicht in

der Probe detektiert werden.

Weiterhin wurden 8 tetrazyklische Triterpene in dem Extrakt gefunden, wobei die Substanzen 3-a-
OH-8,24-dien-tirucallensaure mit 14,89 % als Hauptkomponente des Extrakts, 3-B-OH-8,24-dien-
tirucallensaure mit 1,38 % und 3-Oxo-B-tirucallensdure (4,15 %) die dominanten Verbindungen
waren. Das Isomer 3-a-OH-7,24-dien-tirucallensaure (1,46 %) und die beiden acetylierten Isomere
3-a-Acetyl-8,24-dien-tirucallensaure (1,59 %), 3-B-Acetyl-8,24-dien-tirucallensaure (1,20 %) waren
auch in relativ hohen Konzentrationen nachzuweisen. Insgesamt konnten 6 Tirucallensauren mittels
HPLC-MS identifiziert werden und es wurde vermutet, dass es noch einige Isomere gibt. Die 3-Oxo-
B-tirucallensdure (3-O-TA) wurde zusatzlich zu den HPLC-MS-Untersuchungen als

Referenzsubstanz eingesetzt.

Tab. 4-19 Zusammenfassung der analytischen Daten zu den wichtigsten Triterpensauren aus
Extrakt 1.

Triterpensduren Mittelwert-Gehalt % STABW
3-a-OH-8,24-dien-tirucallensaure 14,89 0,091
3-B-OH-8,24-dien-tirucallenséure 1,38 0,063
3-a-0OH-7,24-dien-tirucallensaure 1,46 0,010
3-B-Acetyl-8,24-dien-tirucallenséure 1,20 0,059
3-Oxo-B-tirucallensaure 415 0,011
a-Boswelliasaure 3,93 0,252
B-Boswelliasaure 8,57 0,018
3-Acetyl-11-keto-B-boswelliasaure 2,76 0,006
11-Keto-B-boswelliasédure 1,40 0,010
3-O-Acetyl-a-boswelliasiure 2,56 0,112
3-O-Acetyl-B-boswelliasdure 3,13 0,023
3-OH-9-11-dehydro-B-boswelliasaure 3,24 0,040
3-OH-11-OH-B-boswelliasaure 1,67 0,190
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Die zwei tetrazyklischen Triterpene Robursaure (0,09 %) und 4(23)-Dihydro-keto-Roburséure (0,09
%) waren in sehr geringen Spuren enthalten, wobei diese keine spezifischen Inhaltsstoffe laut
Literaturangaben fur B. serrata sind.'° Die Analysenergebnisse fiir die Triterpensauren (ohne die

vermuteten Roburséuren) sind in Tab. 4-19 zusammengefasst.

Das HPLC Chromatogramm zeigte auch (Abb. 4-21), dass einige Neutral-Komponenten wie Mono-
und Diterpene im Bereich der Retentionszeit der Tirucallensauren (27 — 37 min) eluiert wurden. Die
Vermutung liegt nahe, dass einige Diterpensduren wie Abietinsdure, Dehydroabietinsaure, oder
auch Pimarinsaure im Weirauchharz dieser Probe enthalten sein kbénnen. Laut Literurangaben lagen
die Retentionszeiten von Dehydroabietinsaure kurz vor B-KBA bei A=210 nm und die der
Abietinsaure kurz hinter B-KBA.I! Die Identitat und der Gehalt dieser Sauren ist deshalb nur schwer

Zu bestimmen, denn es kann von einer Koelution mit KBA ausgegangen werden.

Fur die Spezies B. serrata sind laut Literaturangaben die Diterpene Serratol und Isoserratol typisch
und es kommen auch Verbindungen wie Methyl-Eugenol und -Chavicol vor. Diese waren aber in
dieser Probe unter den gegebenen Umstanden mit einer gewissen analytischen Unsicherheit nur in
Spuren massenspektroskopisch nachzuweisen. Incencol und sein Acetat sind allgemein bei den
Spezies B. serrata, B. sacra und B. carterii nur in geringen Mengen nachzuweisen, auch, weil diese

Substanzen relativ instabil sind.

Extrakt 2

Es soll sich bei den Proben 2 sowie 4-10 laut ihrer Bezugsquellen um die Spezies B. sacra handeln;
die Probe 2 stammt aus dem Oman und wurde von Herrn Apotheker Giinter Ottmar am 20.12.2018
kauflich erworben. Entsprechend publizierter GC-Experimente sind Sesquiterpene wie J-
Caryophyllen und sein Monooxidationsprodukt Caryophyllenoxid spezifisch fir diese Spezies.[s 771
Fliichtige Sequiterpene waren nach der Extraktion und Aufreinigung des Weihrauchs hdchstens in
Spuren nachzuweisen und wurden bei den hier vorgestellten Analysen auch nicht weiter
bericksichtigt. Diterpenoide Verbindungen wie Serratol und Iso-Serratol kommen laut Literatur auch
in B. sacra vor. Die nachfolgend untersuchten Proben weisen allgemein signifikant groRere Gehélter
an BAs und acetylierten BAs sowie Lupansduren im Vergleich zu Probe 1 auf. Dafiir lag der
Tirucallensaure-(TA)-Gehalt und auch der Gehalt an B-KBA bei allen Proben deutlich unter dem von

B. serrata (Probe 1).
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Ohne die Abtrennung der Rohsauren von Neutralbestandteilen konnten die Gehélter fiur die
Boswellia- und Tirucallensauren héher erscheinen lassen, da verschiedene Mono- und Diterpene
wie Serratol, Iso-Serratol und Incensol in ihrem Bereich bei der HPLC-Analyse koeluieren. Spuren
dieser Substanzen waren jedoch auch in den hier verwendeten, aufgereinigten Proben
massenspektrometrisch detektierbar, jedoch zumeist in vernachlassigbar geringen Mengen.
Andernfalls ware der in Abb. 4-21 dargestellte, chromatographische Bereich zwischen Peak 4, KBA
und Peak 26, OMe-ABA, insbesondere bei einer Detektion von A=210 nm, stark mit anderen

Terpenen Uberlagert.

Tab. 4-20 Zusammenfassung der Aufreinigung des Extraktes 2, alle Werte bezogen auf die
Einwaage der Soxhlet-Extraktion.

Ausbeute Soxhlet [%] 59,84
Ausbeute Aufreinigung [%] | 32,78

Die quantitative Berechnung der mittels HPLC, unter Verwendung der Kalibrationsgeraden und den
Korr.-F. (Kapitel 4.3.3), bestimmbaren Triterpenséuren ergab einen mittleren S&uregehalt von
32,52 % fir diesen Extrakt.

Die Verbindung 3-Acetyl-11-keto-B-boswelliasaure (7,85 %) ist die Hauptkomponente des Extrakts.
Ein auffallig geringer Anteil von 0,52 % konnte fir die 11-Keto-B-boswelliasdure gefunden werden,
jedoch ein hoherer Anteil fir das 11-Keto-a-boswelliasdure-Isomer (1,12 %). Relativ hohe
Gehaltsanteile liel3en sich fiir a-Boswelliasaure (1,93 %), B-Boswelliasaure (3,62 %), Lupansaure
(0,52 %), 3-O-Acetyl-lupansaure (1,67 %) und 3-OH-11-OH-B-Boswelliasédure (1,04 %) nachweisen.

Bemerkenswert ist, dass ein ziemlich groRer Peak bei ca. 26,2 min zu sehen war, der zur Masse
von ,Dehydro-rubiniasaure® (2,37 %) nach MS-Analyse passte. Fernerhin konnten einige
Tirucallensauren (TA) nachgewiesen werden; prominent ist der Peak von 3-Oxo-B-tirucallenséure
(2,59 %). Die Anteile fir acetylierten a-(0,54 %) und B-Boswelliasduren (0,91 %) sollten eigentlich
spezifisch fur die Spezies B. sacra hoher liegen als hier bestimmt. Die Ergebnisse der

Triterpensauren-Analyse sind in Tab. 4-21 zusammengefasst.
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Tab. 4-21 Zusammenfassung der wichtigsten in der Probe 2 identifizierten Triterpensauren

Triterpensduren Mittelwert-Gehalt % STABW
3-Acetyl-11-keto-B-boswelliasaure 7,85 0,018
a-Boswelliaséaure 1,93 0,015
B-Boswelliasaure 3,62 0,031
3-Oxo-B-tirucallenséure 2,59 0,051
3-a-OH-8,24-dien-tirucallenséure 2,07 0,107
3-B-0OH-8,24-dien-tirucallenséure 1,42 0,035
Dehydro-rubiniasaure 2.37 0,016
11-Keto-a-boswelliasaure 1,12 0,003
11-Keto-B-boswelliasédure 0,52 0,002
3-O-Acetyl-lupansaure 1,67 0,017
3-OH-11-OH-B-boswelliasaure 1,04 0,006
Extrakt 3

Der Weihrauch, aus dem Extrakt 3 gewonnen wurde, wurde Uber die Firma ,Kirchen Weihrauch®
(Bezugsdatum 25.06.2018, Ernte 2017) bezogen und stammte laut Produktangaben aus Athiopien,
wobei es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um die Spezies B. papyrifera handelt.

Tab. 4-22 Zusammenfassung der Aufreinigung von Extrakt 3, alle Werte bezogen auf die Einwaage
der Soxhlet-Extraktion.

Ausbeute Soxhlet [%] 66,67
Ausbeute Aufreinigung [%] | 55,62

Die quantitative Berechnung mittels Kalibration und lber die Referenzsubstanzen ergab einen

mittleren Sauregehalt von 55,32 % fir den aufgereinigten Extrakt.

Die Verbindung Rubiniasdure mit den hochsten Gehaltsanteilen von 10,56 % ist die
Hauptkomponente des Extrakts. Die zweit- bzw. dritthaufigste Komponente sind 3-Acetyl-11-keto-[3-
boswelliasaure (6,49 %) und 3-Oxo-B-tirucallensaure (5,29 %). Auch die Anteile der anderen
Tirucallensauren, a/B-Boswelliasauren, acetylierten a/p-Boswelliasduren, 3-O-Acetyl-11-OH-[3-
boswelliasaure sind bei dem Extrakt im Vergleich zu den anderen untersuchten Proben
bemerkenswert grof3 (Tab. 4-23), was insgesamt interessante Bioaktivitdten vermuten l&sst (siehe
Kap. 5).

Auffallig war, dass die Anteile fur o/B-Keto-boswelliasauren erneut relativ gering ausfielen. Ebenso
konnten nur geringe Mengen von 3-O-Acetyl-11-methoxy-B-boswelliasaure (0,92 %) und

Roburséaure (0,77 %) gefunden werden.
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Tab. 4-23 Zusammenfassung der wichtigsten Triterpensauren in Probe 3

Triterpensduren Mittelwert-Gehalt % STABW
3-Acetyl-11-keto-B-boswelliasaure 6,49 0,016
a-Boswelliaséaure 4,20 0,050
B-Boswelliasaure 3,79 0,103
3-Oxo-B-tirucallenséure 5,29 0,064
3-a-OH-8,24-dien-tirucallenséure 2,32 0,055
3-B-0OH-8,24-dien-tirucallenséure 1,90 0,049
3-a-Acetyl-8,24-dien-tirucallenséure 2,29 0,022
3-a-OH-7,24-dien-tirucallensaure 1,46 0,093
Rubiniasaure 10,56 0,032
Dehydro-rubiniasaure 1,77 0,046
3-O-Acetyl-a-boswelliaséure 1,50 0,063
3-0O-Acetyl-B-boswelliasdure 4,84 0,003
3-OH-11-OH-B-boswelliasdure 1,19 0,001
3-0O-Acetyl-11-OH-B-boswelliasdure 0,69 0,007
3-0O-Acetyl-lupanséure 1,01 0,029
Extrakt 4

Der Weihrauch mit dem Ursprung Oman, Bezugsdatum 26.1.2019, aus dem Extrakt 4 gewonnen
wurde, wurde Uber die Firma Floradex bezogen; Importeur des Weihrauchs war der ,Oman-Shop*,
Solingen. Bei der Probe handelt es sich um ausgesiebtes, feinkdrniges Material, was fir die

Atherisch-Ol-Gewinnung vorgesehen war.

Tab. 4-24 Zusammenfassung der Aufreinigung von Extrakt 4, alle Werte bezogen auf die Einwaage
der Soxhlet-Extraktion.

Ausbeute Soxhlet [%] 69,27
Ausbeute Aufreinigung [%] | 54,14

Die quantitative Berechnung Uber die Kalibrationgeraden und unter Anwendung der
Korrekturfaktoren ergab einen mittleren Sauregehalt von 24,91 % fur den aufgereinigten Extrakt
(Summe aller bestimmbaren Peaks bei der HPLC-Analyse). Mit einem Gehaltsanteil von 6,02 % ist
wiederum die Verbindung 3-Acetyl-11-keto-B-boswelliasaure die Hauptkomponente des Extrakts.
Die eher metastabile 3-O-Acetyl-11-methoxy-B-boswelliasaure (3,72 %) und Robursaure (3,04 %)

konnten in nennenswerten Mengen gefunden werden.

Auch bei diesem Extrakt fallen die prozentualen Gehaltsanteile fiir die 11-Keto-B-boswelliasaure
(0,42 %) und das 11-Keto-a-boswelliasaure Isomer (0,18 %) ziemlich gering aus. Die Gehalter fur
die o/B-Boswelliasduren und auch alle Tirucallensauren sind im Vergleich zu den anderen

untersuchten Proben eher niedrig (Tab. 4-25).
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Tab. 4-25 Zusammenfassung der wichtigsten Triterpensauren in Probe 4

Triterpensduren Mittelwert-Gehalt % STABW
3-Acetyl-11-keto-boswelliasdure 6,02 0,023
a-Boswelliasaure 1,32 0,063
B-Boswelliasaure 1,85 0,119
3-O-Acetyl-11-methoxy-B-boswelliasdure 3,72 0,063
Robursaure 3,04 0,041
3-0O-Acetyl-lupansaure 1,54 0,018
Dehydro-rubiniasaure 1,52 0,029
3-Oxo-B-tirucallenséure 0,85 0,000
3-a-OH-8,24-dien-tirucallenséure 1,13 0,012
3-B-0OH-8,24-dien-tirucallenséure 0,42 0,007
3-a-Acetyl-8,24-dien-tirucallensaure 0,43 0,043
Extrakt 5

Der Weihrauch, der ebenfalls aus Oman stammte und von der Firma Oman-Shop importiert wurde,
zeigte viele dunkelbraune Anteile; wohimdéglich war er starker Sonneneinstrahlung ausgesetzt. Es
wurden grolRere Bruchstiicke (Unterschied zu Probe 4!) einschliellich Rindenfragmente fir die

Soxhlet-Extraktion ausgewahlt.

Tab. 4-26 Zusammenfassung der Aufreinigung von Extrakt 5, alle Werte bezogen auf die Einwaage
der Soxhlet-Extraktion.

Ausbeute Soxhlet [%] 63,34
Ausbeute Aufreinigung [%] | 58,88

Die quantitative Berechnung uber die Kalibration und unter Anwendung der Korrekturfaktoren ergab
einen mittleren Sauregehalt von 32,66 % (Summe aller bestimmbaren Peaks nach HPLC-Analyse).
Die Analysen lieferten sehr hohe Werte fir die Acetyl-11-keto-B-boswelliasdure (5,78 %), und a-
(2,02 %)- und B-(3,86 %)-boswelliasaure. Weitere, in nennenswerten Mengen nachzuweisende
Triterpensauren sind: 3-O-Acetyl-B-boswelliasdure (1,40 %), 3-O-Acetyl-lupansaure (1,50 %), 3-O-
Acetyl-11-methoxy-B-boswelliaséure (1,85 %), 3-Oxo-B-tirucallenséure (2,77 %) und 3-a-Acetyl-
8,24-dien-tirucallenséure (1,83 %). Die Gehaltsanteile der anderen Tirucallensduren wie 3-a-OH-

8,24-dien-tirucallenséure mit 1,04 % fielen hingegen relativ gering aus (Tab. 4-27).

Ein signifikant grof3er Peak bei ca. 26,2 min, zugeordnet zur Dehydro-rubiniasaure, ergab einen
auffallig hohen Wert von 2,17 %. Die ziemlich unpolare 3-O-Acetyl-9-11-dehydro-p-boswelliasaure
lieR sich gut bei Rt 45,2 min (254 nm) detektieren und konnte von weiteren Substanzen

zufriedenstellend abgetrennt werden. Es ergab sich ein bemerkenswert hoher Gehalt von 2,29 % fur
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diesen potenten 5-LOX-Inhibitor (ICso: 0,75 uM; vergleiche Kap. 1.7). Da diese Boswelliasaure auch

als Referenz eingesetzt wurde, kann die Identifikation des zugehérigen Peaks als sicher gelten.

Tab. 4-27 Zusammenfassung der wichtigsten Triterpensauren in Probe 5

Triterpensauren Mittelwert-Gehalt % STABW
3-Acetyl-11-keto-B-boswelliasaure 5,78 0,002
a-Boswelliasaure 2,02 0,014
B-Boswelliasdure 3,86 0,185
11-Keto-a-boswelliasaure 1,00 0,051
3-Oxo-B-tirucallenséure 2,77 0,001
3-a-OH-8,24-dien-tirucallensaure 1,04 0,001
3-B-0OH-8,24-dien-tirucallenséure 1,13 0,0001
3-a-Acetyl-8,24-dien-tirucallenséaure 1,83 0,045
3-a-OH-7,24-dien-tirucallenséure 1,12 0,002
3-0O-Acetyl-9-11-dehydro-B-boswelliasaure | 2,29 0,057
Dehydro-rubiniasaure 2,17 0,026
3-0O-Acetyl-a-boswelliasdure 0,18 0,043
3-O-Acetyl-B-boswelliasédure 1,40 0,032
3-0O-Acetyl-11-methoxy-pB-boswelliasaure 1,85 0,116
3-0O-Acetyl-lupansaure 1,50 0,162
Extrakt 6a

Der Weihrauch Nr. 6, der ebenfalls aus dem Oman mit Datum vom 26.01.2019 stammte (Bezug
Uber Floradex, Import durch Oman-Shop), bestand aus sehr hellen und eher dunkelbraunen

Anteilen; hieraus wurden die hellen Bruchstlicke selektiert und als Probe 6a weiter untersucht.

Bemerkenswert ist, dass bei dem Extraktionsvorgang eine relativ hohe Ausbeute von lber 60 %
erzielt wurde und nahezu nichts bei der nachfolgenden alkalischen Aufreinigung verloren ging (Abb.
4-28).

Tab. 4-28 Zusammenfassung der Aufreinigung von Extrakt 6a, alle Werte bezogen auf die Einwaage
der Soxhlet-Extraktion.

Ausbeute Soxhlet [%] 62,89
Ausbeute Aufreinigung [%] | 62,09

Die quantitative Berechnung mittels der Kalibrationen und Korrekturfaktoren ergab einen mittleren
Sauregehalt von 37,26 % fur diesen Extrakt (Summer aller tber HPLC quantifizierbaren
Substanzen). Die Berechnungen lieferten sehr hohe Werte fir Acetyl-11-keto-B-boswelliasédure
(5,49 %), a-(2,90 %)- und B-(4,77 %)-boswelliasaure, 3-O-Acetyl-lupansaure (2,77 %), auch
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verhdltnismaRig hohe Werte fir die acetylierten o/f- Boswelliasduren sowie fur viele

Tirucallensauren wie 3-a-OH-8,24-dien-tirucallensaure mit 4,22 % Gehaltsanteil (Tab. 4-29).

Der signifikant grof3e Peak bei Rt 26,2 min, zugeordnet fiir Dehydro-rubiniasaure, ergab 1,92 %. Wie
bereits fur den Extrakt 5 beschrieben, konnte erneut die bioaktive 3-O-Acetyl-9-11-dehydro-B-

boswelliasaure mit einem ungewohnlich hohen Anteil von 3,96 % nachgewiesen werden.

Tab. 4-29 Zusammenfassung der wichtigsten Triterpensauren in Probe 6a

Triterpenséuren Mittelwert-Gehalt % STABW
3-Acetyl-11-keto-B-boswelliasaure 5,49 0,059
a-Boswelliasaure 2,90 0,126
B-Boswelliasaure 4,77 0,090
3-0O-Acetyl-9-11-dehydro-B-boswelliasdure | 3,96 0,011
3-Oxo-B-tirucallenséure 1,58 0,000
3-a-OH-8,24-dien-tirucallenséure 4,22 0,019
3-a-Acetyl-8,24-dien-tirucallensaure 1,51 0,028
3-a-OH-7,24-dien-tirucallensaure 1,12 0,001
3-0O-Acetyl-lupansaure 2,77 0,232
Dehydro-rubiniasdure 1,92 0,036
3-O-Acetyl-a-boswelliaséure 0,89 0,001
3-0O-Acetyl-B-boswelliasdure 1,14 0,013
Extrakt 6b

Aus dem Weihrauch Nr. 6b wurden im Gegensatz zur Proben 6a (siehe oben) nun die tiberwiegend
dunklen Bruchstiicke analysiert. Es ergab sich ebenfalls eine sehr hohe Ausbeute bei der Soxhlet-
Extraktion von etwas Uber 60 %; jedoch konnten im Gegensatz zur Probe 6a ein etwas hoherer
Anteil Neutralstoffe durch die Aufreinigung abgetrennt werden, was eventuell der dunklen Farbe
geschuldet ist (Tab. 4-30).

Tab. 4-30 Zusammenfassung der Aufreinigung von Extrakt 6b, alle Werte bezogen auf die Einwaage
der Soxhlet-Extraktion.

Ausbeute Soxhlet [%] 60,62
Ausbeute Aufreinigung [%] | 53,76

Die quantitative Berechnung mittels Kalibration und Korrekturfaktoren ergab einen mittleren
Sauregehalt von 40,94 % fir diesen Extrakt (Summe der mittels HPLC quantifizierbare Substanzen).
Die Analysen lieferten sehr hohe Werte fur Acetyl-11-keto-B-boswelliaséure (6,39 %), a-(2,69 %)-
und B-(4,93 %)-boswelliasdure und 3-O-Acetyl-lupansaure (2,77 %), auch hohe Werte fur die
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acetylierten a/B- Boswelliasduren und fur viele Tirucallensduren wie 3-a-OH-8,24-dien-

tirucallensaure mit einem Gehaltsanteil von 3,87 % (Tab. 4-31).

Die Integration des signifikant grof3en Peaks, der Dehydro-rubiniasaure bei Rt 26,2 min zugeordnet
werden konnte, lieferte einen Gehalt von 1,63 %. 3-O-Acetyl-9-11-dehydro-B-boswelliasaure bei Rt

45,2 min ergab erneut einen aufféllig hohen Gehaltsanteil von 4,79 %.

Tab. 4-31 Zusammenfassung der wichtigsten Triterpensauren in Probe 6b

Triterpenséuren Mittelwert-Gehalt % STABW
3-Acetyl-11-keto-B-boswelliasaure 6,39 0,005
a-Boswelliasaure 2,69 0,052
B-Boswelliasaure 4,93 0,069
3-0O-Acetyl-9-11-dehydro-B-boswelliasdure | 4,79 0,007
3-Oxo-B-tirucallenséure 1,91 0,063
3-a-OH-8,24-dien-tirucallenséure 3,87 0,117
3-a-Acetyl-8,24-dien-tirucallensaure 1,81 0,014
3-a-OH-7,24-dien-tirucallensaure 1,03 0,002
Lupansaure 0,82 0,029
3-0O-Acetyl-lupanséure 2,77 0,012
Dehydro-rubiniasédure 1,63 0,012
3-0O-Acetyl-a-boswelliasdure 1,23 0,000
3-0O-Acetyl-B-boswelliasdure 1,51 0,000
3-O-Acetyl-11-methoxy-B-boswelliasdure 1,25 0,049
Extrakt 7

Der Weihrauch aus dem Oman mit Datum vom 12.2.2018 wurde von der Firma Floradex unter dem
Warennamen ,Olimyrum® bezogen. Da die Probe bereits als Extrakt vorlag (Auszugsmittel Ethanol),
konnte auf die Soxhlet-Extraktion verzichtet werden und es erfolgte direkt die alkalische Aufreinigung
(Tab. 4-32). Aufféllig war, dass nur ein relativ geringer Anteil an sauren Komponenten von etwas

mehr als 25 % gewonnen werden konnte.

Tab. 4-32 Zusammenfassung der Aufreinigung von Extrakt 7, Wert bezogen auf die Einwaage des
Aufreinigungsschrittes.

Ausbeute Soxhlet [%] bereits von der Firma Floradex extrahiert
Ausbeute Aufreinigung [%] | 25,75

Die quantitative Berechnung Uber die Kalibrationsfunktionen ergab einen mittleren Sauregehalt von
31,74 % (Summe aller quantifizierbaren Peaks bei der HPLC-Analyse). Dabei wird das
Chromatogramm dominiert von Acetyl-11-keto-boswelliasaure (4,71 %), a-(2,76 %)- und 3-(4,96 %)-

boswelliasaure, 3-a-OH-8,24-dien-tirucallensaure (4,10 %) und 3-Oxo-B-tirucallensaure (2,33 %)
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sowie 3-O-Acetyl-lupansaure (1,56 %). Der Anteil von 1,45 % fur 3-OH-11-OH-B-boswelliasaure

kann im Vergleich zu den anderen Proben als relativ hoch bezeichnet werden (Tab. 4-33).

Fur Acetyl-a/B-boswelliasédure liel3en sich geringe Anteile von 0,06 % und 0,27 % berechnen. Ein
Anteil von 0,82 % flur die Dehydro-rubiniasaure fallt im Vergleich zu den Proben 5 und 6

Uberraschend niedrig aus.

Tab. 4-33 Zusammenfassung der wichtigsten Triterpensauren in Probe 7

Triterpenséuren Mittelwert-Gehalt % STABW
3-Acetyl-11-keto-boswelliasaure 4,71 0,083
a-Boswelliasaure 2,76 0,002
B-Boswelliasaure 4,96 0,004
3-Oxo-B-tirucallenséure 2,33 0,032
3-a-OH-8,24-dien-tirucallenséure 4,10 0,037
3-a-Acetyl-8,24-dien-tirucallensaure 1,13 0,003
3-a-OH-7,24-dien-tirucallensaure 1,15 0,017
3-0O-Acetyl-lupansaure 1,56 0,002
Dehydro-rubiniasaure 0,82 0,022
3-O-Acetyl-11-methoxy-B-boswelliasdure 1,15 0,054
Extrakt 8

Der ethanolische Extrakt der Firma Floradex war von honigbrauner Farbe aus dem Jahr 2015,
Ausgangsmaterial Weihrauch aus dem Oman, und wurde noch einer Aufreinigung unterzogen (Tab.
4-34) sowie anschlieBend mittels HPLC vermessen. Dabei war der nach der Aufreinigung

verbliebene Anteil mit 53 % deutlich hoher als bei Probe 7.

Tab. 4-34 Zusammenfassung der Aufreinigung von Extrakt 8, Wert bezogen auf die Einwaage des

Aufreinigungsschrittes.

Ausbeute Soxhlet [%] bereits von der Firma Floradex extrahiert

Ausbeute Aufreinigung [%] 53,14

Die quantitative Berechnung Uber die Kalibrationsfunktionen und Korrekturfaktoren ergab einen
mittleren Sauregehalt von 38,32 % fir diesen Extrakt (Summe aller mittels HPLC bestimmbarer
Peaks). Erneut war der Peak fiir Dehydro-rubiniasdure tberragend grol3 (4,66 %) und ihm folgten
mengenmafig ahnlich groRe Peaks fur 3-Acetyl-11-keto-boswelliasaure (5,17 %) und 3-a-OH-8,24-
dien-tirucallensaure (3,25 %). Es schliel3en sich noch hohe Gehaltsanteile fur a-Boswelliaséaure
(3,32 %), B-Boswelliaséure (5,01 %), Lupansaure (1,13 %) und fur 3-O-Acetyl-lupansaure (1,86 %)
an (Tab. 4-35).
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Es konnten zwei weitere interessante Verbindungen bei 254 nm detektiert werden: Dihydro-keto-
robursaure (0,38 %) bei Rt 37,3 min und 3-O-Acetyl-9-11-dehydro-B-boswelliasdure (2,08 %) bei Rt
45,0 min, die im Chromatogramm mit einem Abstand von nur 1 min der Acetyl-B-boswelliasdure
folgt, wobei letztere jedoch nur bei A=210 nm sichtbar ist. Fir 3-O-Acetyl-11-OH-3-boswelliasaure

bei Rt27,8 min konnten nur Spuren gefunden werden.

Tab. 4-35 Zusammenfassung der gefundenen Triterpensauren in Probe 8

Triterpensduren Mittelwert-Gehalt % STABW
3-Acetyl-11-keto-boswelliasdure 5,17 0,003
a-Boswelliasaure 3,32 0,201
B-Boswelliasdure 5,01 0,069
Dehydro-rubiniasédure 4,66 0,001
3-Oxo-B-tirucallenséure 1,23 0,003
3-a-OH-8,24-dien-tirucallensaure 3,25 0,030
3-a-Acetyl-8,24-dien-tirucallensaure 1,07 0,032
Lupanséure 1,13 0,005
3-O-Acetyl-lupansdure 1,86 0,032
3-0O-Acetyl-9-11-dehydro-B-boswelliasaure | 2,08 0,025
3-0O-Acetyl-a-boswelliasdure 0,80 0,001
3-0O-Acetyl-B-boswelliasdure 1,06 0,001
Extrakt 9

Bei dieser Probe handelt es sich ebenfalls um einen alteren Extrakt der Firma Floradex aus dem
Jahr 2015, Ursprung des Rohmaterials war der Oman. Da nur eine sehr kleine Menge verfugbar

war, musste auf die Aufreinigung verzichtet werden; es war nur eine HPLC-Analyse moglich.

Die quantitative Berechnung mittels Kalibrationsfunktionen und Korrekturfaktoren ergab einen
mittleren Sauregehalt von 44,07 % (Summe der mittels HPLC quantifizierbaren Sauren), was ein
relativ hoher Wert ist. Daflr sind die relativ hohen Werte fir a-(4,65 %)- und B-(3,98 %)-
boswelliasaure, 3-Acetyl-11-keto-boswelliasdure (4,45 %), 3-a-OH-8,24-dien-tirucallensaure (11,02
%), 3-Oxo-B-tirucallensdure (1,82 %), Lupansaure (2,97 %) und 3-O-Acetyl-lupanséaure (2,43 %)
verantwortlich (Tab. 4-36).

Der relativ groRe Peak bei Rt 26,2 min konnte der Dehydro-rubiniasaure zugeordnet werden (1,48
%). Geringere Gehalter fur 3-O-Acetyl-11-methoxy-B-boswelliasaure (1,09 %), 3-OH-11-OH- B-
Boswelliasaure (0,96 %) und der auffallig niedrige Wert fir 3-O-Acetyl-B-boswelliasaure (0,91 %)

charakterisieren diese Probe.
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Tab. 4-36 Zusammenfassung der wichtigsten Triterpensauren in Probe 9

Triterpensduren Mittelwert-Gehalt % STABW
3-Acetyl-11-keto-B-boswelliasaure 4,45 0,036
a-Boswelliaséaure 4,65 0,368
B-Boswelliasaure 3,98 0,086
Dehydro-rubiniasaure 1,48 0,052
9-11-Dehydro-B-boswelliasaure 1,13 0,064
3-Oxo-B-tirucallenséure 1,82 0,034
3-0OH-8,24-Dien-a-tirucallensaure 11,02 0,336
3-0OH-8,24-Dien-B-tirucallensaure 0,80 0,008
3-Acetyl-8,24-dien-a-tirucallsdure 1,08 0,063
3-0OH-7,24-Dien-a-tirucallensaure 1,07 0,040
Lupansaure 2,97 0,064
3-0O-Acetyl-lupansaure 2,43 0,002
3-0O-Acetyl-a-boswelliasdure 0,64 0,002
3-0O-Acetyl-B-boswelliasdure 0,91 0,003
3-O-Acetyl-11-methoxy-B-boswelliasdure 1,09 0,001
Extrakt 10

Genauso wie die Probe 9 stammt dieser ethanolische Extrakt aus dem Jahr 2015 und wurde von
der Firma Floradex aus omanischem Weihrauch mit dem firmeneigenen Verfahren hergestellt. Der
Extrakt hatte eine honigbraune Farbe und es lag nur eine kleine Probe vor, so dass eine Aufreinigung

nicht moéglich war. Auch diese Probe wurde ohne weitere Behandlung direkt mittels HPLC analysiert.

Die quantitative Berechnung mittels Kalibrationen und Korrekturfaktoren ergab einen mittleren
Sauregehalt von 25,08 % fir diesen Extrakt ((Summe der mittels HPLC quantifizierbaren Sauren)
und der Gehalt lag damit deutlich unter dem Wert fiir Probe 9. Wie bei den meisten hier untersuchten
Proben waren folgende Verbindungen dominant: 3-Acetyl-11-keto-boswelliasaure (4,26 %) sowie a-
(2,81%)- und B-Boswelliasdure mit (3,11 %). Ebenfalls konnte Dehydro-rubiniasaure mit einem
Gehalt von 1,76 % detektiert werden (Tab. 4-37).

Die Gehaltsberechnung fur die a/B-Tirucallensauren und 3-O-Acetyl-lupansdure ergab keine
sonderlich hohen Werte; besonders niedrig waren die Ergebnisse fir die a-OH-7,24-dien-
tirucallensaure (0,59 %) und die 3-B-Acetyl-8,24-dien-tirucallensaure (0,09 %). Ein sehr geringer
Wert von 0,32 % konnte fir die eher metastabile Verbindung 3-O-Acetyl-11-methoxy-3-
boswelliasaure gefunden werden. Das seltener vorkommende, tetrazyklische Triterpen 4(23)-

Dihydro-keto-robursdure wurde in kleine Mengen von 0,45 % gefunden.
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Tab. 4-37 Zusammenfassung der wichtigsten Triterpensauren in Probe 10

Triterpensduren Mittelwert-Gehalt % STABW
3-Acetyl-11-keto-boswelliasdure 4,26 0,006
a-Boswelliaséaure 2,81 0,205
B-Boswelliasaure 3,11 0,139
Dehydro-rubiniasaure 1,76 0,020
11-Keto-B-boswelliasdure 0,80 0,001
11-Keto-a-boswelliasaure 0,93 0,001
3-Oxo-B-tirucallenséure 1,48 0,117
3-a-OH-8,24-dien-tirucallensaure 1,0 0,103
3-B-OH-8,24-dien-tirucallenséure 0,85 0,108
3-a-Acetyl-8,24-dien-tirucallenséure 1,09 0,178
Lupansaure 1,29 0,117
3-0O-Acetyl-lupansaure 0,93 0,109
3-0O-Acetyl-a-boswelliasdure 0,75 0,007
3-0O-Acetyl-B-boswelliasdure 1,0 0,010

Zusammenfassende Betrachtungen der Extrakte

Stellt man die prozentualen Summen der identifizierbaren Substanzen bei den untersuchten Proben
gegenuber, so lasst sich folgendes Muster erkennen (Abb. 4-22): Bei den Proben von B. serrata (1)
und B. papyrifera (3) liegt die Summe oberhalb von 50 %, bei den anderen Proben, die B sacra
zugeordnet werden, liegt der Gehalt durchweg unter 50 %. Damit enth&lt insbesondere B. sacra
viele organische Sauren, die mit dem hier vorgestellten Verfahren nur unzulanglich quantifiziert
werden konnten. Die MS-Untersuchungen legen aber nahe, dass es sich hierbei méglicherweise um
Diterpensauren handelt, fur die aber keine Referenzen zur Verfligung standen. Werden die in Frage
kommenden Peaks testweise unter Anwendung der Korrekturfakturen wie Triterpensauren
guantitativ ausgewertet, so ergeben sich Gehélter, die teilweise sogar Gber 100 % liegen (Summe
aller Peaks). Diese Uberhdhten Werte sind leicht zu erklaren: Die fur Triterpene ermittelten
Korrekturfaktoren sind nicht auf andere Terpene anwendbar. Mangels chemisch definierter

Referenzsubstanzen konnte diese Fragestellung aber nicht weiter bearbeitet werden.

Wie oben in den Kapiteln 4.3.2 und 4.3.3 beschrieben, wurden umfassende Kalibrationen
vorgenommen und aus den erhaltenen Funktionen Response-Faktoren (RFs) abgeleitet, wobei
diese einerseits Uber die Steigung der Kalibrationsgeraden, andererseits Uber die normierten
Peakflachen berechnet wurden. Bezugspunkt ist immer die B-Glycyrrhetinséure (Glyc), die sowohl
eine Absorption bei A=210 nm wie auch bei A=254 nm zeigt. Dieses Verfahren ist bei A=254 nm
unproblematisch, jedoch ist bei A=210 nm die Grundlinie des Chromatogramms wesentlich welliger,
so dass bei dieser Wellenléange die Integration des Peaks fur Glyc sehr sorgféltig mit manueller
Korrektur erfolgen muss. Die automatische Integration lieferte wegen dieses Problems haufig Werte,

die fur die bei A=210 nm zu bestimmenden Substanzen zu niedrige prozentuale Gehélter ergaben.
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Abb. 4-22 Prozentuale Summe der identifizierbaren Inhaltsstoffe in den Extrakten 1-10.

Die angewandten Berechnungsmethoden (direkt Giber Kalibration sowie die zwei RF-Verfahren) sind
in Tab. 4-38 zusammengefasst. Bei allen drei Berechnungsmethoden ergeben sich bei den
Mittelwerten kaum Unterschiede, jedoch sind die Standardabweichungen (STAW) bei den RF-
Verfahren tendenziell héher, jedoch wird der als kritisch zu betrachtende Wert von 5,00 % bei keiner
Probe auch nur annédherungsweise Uberschritten. Entsprechend Tab. 4-38 kann den verwendeten
Methoden zur Quantifizierung eine Aquivalenz bescheinigt werden.

Tab. 4-38 Zusammenfassung der mittels HPLC quantifizierbaren Peaks (Summe aller Peaks),
berechnet Uber die Kalibrationsgeraden und den beiden RF-Methoden (Steigung, Flachen). Alle
Werte in Prozent [%)].

Gehalt / STABW Gehalt STABW Gehalt STABW

Kalibration RF/Steigung RF/Area
Extrakt 1 57,01 0,808 54,63 3,188 53,99 3,110
Extrakt 2 32.52 0,022 35,57 0,182 35,23 0,178
Extrakt 3 55,32 0,258 56,91 1,077 56,29 1,071
Extrakt 4 2491 0,345 34,98 0,277 34,23 0,259
Extrakt 5 32,66 0,362 35,97 0,367 35,53 0,365
Extrakt 6A | 37,26 0,391 42,81 0,640 42,15 0,622
Extrakt 6B | 40.94 0,193 41,32 1,869 40,73 1,822
Extrakt 7 31,74 0,157 35,26 0,308 34,73 0,303
Extrakt 8 38,32 0,189 41,11 0,224 41,11 0,224
Extrakt 9 44,07 0,175 50,39 0,091 49,56 0,078
Extrakt 10 | 25,08 0,325 28,31 0,245 27,87 0,220
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5. Diskussion

5.1 Beurteilung der unterschiedlichen Extraktionsmethoden

Wie in Kapitel 4.1 beschrieben, konnte ein praktikables Verfahren zur Extraktion und Aufreinigung
von Weihrauch-Proben erarbeitet werden. Insbesondere die Soxhlet-Extraktion konnte gut
reproduzierbar sowie problemlos durchgefiihrt werden und kann daher uneingeschrankt empfohlen
werden. Der frlher haufig verwendete Diethylether kann durch Methanol oder Ethanol ersetzt

werden, was gleichwertige oder nur geringfligig schlechtere Ergebnisse liefert.

Jedoch bedirfen die nachfolgenden Schritte 3 und 4 einer Diskussion. Insbesondere bei B. serrata
kommt es beim Uberfuihren der sauren Triterpene in die korrespondieren Natriumsalze zu einer
starken Emulsionsbildung, die aber interessanterweise bei B. sacra nahezu vollstéandig ausbleibt.
Als Ursache kdnnen hier die Tirucallensauren (TAs) vermutet werden, deren Summe ca. 20 %
betragt, was bei keiner der anderen Proben erreicht wird (siehe Kapitel 4.3.4). Fir B. sacra liegt die
Summe der Tirucallenséure typischerweise bei etwa 5 %. Das Problem der Emulsionsbildung bei B.
serrata wurde bereits friher beobachtet.["]

Somit ist fur B. serrata, wahrscheinlich aufgrund des hohen TA-gehaltes, eine Aufreinigung des

Extraktes nicht empfehlenswert, stellt jedoch fir die Gbrigen untersuchten Proben kein Problem dar.

Aufféllig ist bei B. sacra, dass insbesondere bei den Proben 5 und 6a, 6b durch die Schritte 3 und 4
nahezu keine Neutralkomponenten abgetrennt wurden, was bedeutet, dass in dem Soxhlet-Extrakt
auch nur in geringem Umfang nicht-saure Substanzen enthalten sind. Hingegen bestand der
Soxhlet-Extrakt von B. serrata, Probe 1, offensichtlich Uberwiegend aus Neutralstoffen, die sich
durch die Uberfiihrung in die Natriumsalze (Schritt 3) und anschlieRender Protonierung (Schritt 4)

abtrennen lassen. Dadurch lief3e sich die in Tab. 4-18 angegebene, geringe Ausbeute erklaren.

AbschlieRend kann festgestellt werden, dass schon die Soxhlet-Extraktion einen Extrakt liefert, der
eine problemlose HPLC-Analyse erlaubt. Jedoch werden die Neutralstoffe Gberwiegend auf eine
RP-Saule ,aufgezogen®, so dass ein griindliches Spilen der Saule unbedingt erforderlich ist. In dem
Zusammenhang stellt sich auch die Frage, wo die nicht iber HPLC-MS identifizierbaren Substanzen
eigentlich ,abgeblieben® sind; je nach Probe konnten in der Summe nur 25 - 57 % der extrahierten
und aufgereinigten Substanzen identifiziert werden. Wie in Kap. 4.3.4 abschlieRend aufgefihrt,
konnten die nicht naher spezifizierten Peaks Diterpensauren mit einem Mg von ca. 300 amu

zugeordnet werden, fur die aber keine Referenzsubstanzen zur Verfligung standen.
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Abb. 5-1 Zusammenfassung der Extraktion und Aufreinigung der Weihrauchproben. Rot umrandet
sind die Schritte 3 und 4, die als kritisch einzustufen sind.
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5.2 Diskussion der dinnschichtchromatographischen Untersuchungen

Die DCs der untersuchten Extrakte zeigten eine grof3e Anzahl von Substanzbanden oberhalb der
AKBA (Abb. 4-4), die sich aber wahrscheinlich wegen ihres sehr unpolaren Charakters mittels HPLC
auf einer RP-Saule mit einem sauren FlieBmittel nicht trennen lie3en. Diese Substanzen liel3en sich
alle relativ gut mit Anisaldehyd-Spruhreagenz anfarben. Aus zeitlichen Griinden war es jedoch nicht
maoglich, diese unpolaren Substanzen innerhalb dieser Arbeit eindeutig zu identifizieren. Vermutlich

handelt es sich dabei zumindest teilweise um Atherisch-Ol-Komponenten.

Die Identifizierung der einzelnen Triterpene alleinig aufgrund ihrer Ri-Werte erschien nicht moglich,
was einen Vergleich mit bereits publizierten DC-Untersuchungen schwierig macht.Bt 78 791 wie
bereits in Kapitel 4.2. erértert, gibt es auch eine Vielzahl von unterschiedlichen FlieBmitteln, so dass
eine Referenzierung alleinig Uber die Ri-Werte wenig sinnvoll erscheint. Aus diesen Grinden wurden
die Untersuchungen mit einem Set an Referenzsubstanzen durchgefihrt, die auch fir die HPLC-
Untersuchungen verwendet wurden. An diesen wurde dann hauptsachlich entsprechend den

Datensatzen von PAUL und BASAR die Ubrigen Substanzen zugeordnet.l’8: !

Die R-Werte der einzelnen Substanzen sind in Kapitel 4.2 in den Tab. 4-3 (DC) und 4-4 (HPTLC)
zusammengefasst. Da unterschiedliche FlieBmittelsysteme sowie unterschiedliche Platten
verwendet wurden, lassen sich die individuellen Substanzen nicht alleinig durch einen R~-Wert
beschreiben; hilfreich ist jedoch eine Einteilung nach Substanzen, die bei UV 254 nm eine
Fluoreszenzléschung ergeben, sowie die unterschiedlichen Farbungen nach dem Entwickeln mit

Anisaldehyd-Reagenz.

Es erscheint moglich, einzelne Boswellia-Arten anhand von bestimmten Markersubstanzen zu
identifizieren. Bei der Beschreibung der DCs wurde auf diesen Punkt bei den entsprechenden
Proben bereits Bezug genommen. Es ergibt sich folgende Diskussion dieser Marker unter

Bezugnahme auf Literaturangaben:

Zwei intensive, blauviolette Banden fir die Spezies B. serrata konnten in Verbindung mit den
Substanzen O-TA und insbesondere 11-OH-a-TA gebracht werden. Die hohe Intensitat der Banden
ist auch durch den insgesamt hohen Gehalt an Tirucallens&auren (TAs) dieser Probe zu erklaren.[®: 8%
Spezifisch fir B. serrata sind besonders Diterpene wie Serratol und Iso-Serratol, die sich durch eher
grunliche Banden bemerkbar machen. Diese waren jedoch auf den in dieser Arbeit prasentierten

DCs nicht eindeutig identifizierbar.

Als spezifische Marker fir die Spezies B. sacra und B. carterii (hier nicht analysiert) ist 3-Caryophllen
als pinkfarbene Bande oberhalb der griinen Serratol-Bande in der Literatur genannt.[’®! Eine

rosafarbene Bande war auch in den hier untersuchten Proben sichtbar, jedoch ist wegen der
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gewahlten Extraktionsmethoden, verbunden mit einer Aufreinigung, die Anwesenheit von R3-
Caryophllen in den untersuchten Proben eher unwahrscheinlich. Intensiv violette Banden fur a/3-BA
und ABA sowie flr Lupansaure waren in den untersuchten Proben sichtbar und konnten mittels

HPLC bestatigt werden; diese sind auch in der Literatur beschrieben.["!

Eindeutige Markersubstanz fur B. papyrifera sind die Diterpene Incensol und Incensolacetat, die
nach dem Entwickeln mit Anisaldehyd-Reagenz eine braune Farbung ergeben sollen.
Incensolacetat ist entsprechend Literaturangaben bisher nur in der Spezies B. papyrifera
nachgewiesen worden. 8- 82 83.84.85 Farnerhin sind fiir diese Spezies die blaue Bande fiir O-TA und
die intensive Bande bei UV 254 nm fur 3-AKBA sowie eine schwéchere fur 3-KBA typisch, was mit
den erhaltenen HPLC-Ergebnissen korreliert. Es sei an dieser Stelle nochmals auf

Zusammenfassung der DC-Untersuchungen in den Tab. 4-3 und 4-4 verwiesen.

Es muss jedoch nochmals betont werden, dass Monoterpene, Sesquiterpene und Diterpene, sofern
sie nicht eine Carboxylfunktion tragen oder aufgrund anderer struktureller Merkmale (z.B. Phenole)
eher sauer sind, durch die Aufreinigung entfernt werden und deshalb nur in geringen Mengen
verfugbar sind. Jedoch lasst bei der Entwicklung mit Anisaldehyd die Intensitat der unterschiedlich

gefarbten Banden keinen unbedingten Rickschluss auf deren Konzentration zu.

In der Literatur gibt es eine Vielzahl an unterschiedlichen FlieBmittelgemischen, die sich in zwei
Gruppen einteilen lassen: i) Solche, die mehr oder weniger komplexe Mischungen aus
unterschiedlichen organischen Ldsungsmitteln darstellen (z.B. Toluol/Aceton 7:3 (V/V) und ii)
solche, die entweder Ameisensaure oder Essigsaure als Zusatz haben (z.B. Pentan/Diethylether 2:1
(V/IV) plus Essigsaure 1 %; Abb. 5-2).

Wenn es nur um die Trennung und Identifikation von KBA und AKBA geht, ist dieses mit allen
publizierten FlieBmittelsystemen, egal ob sauer oder neutral, moglich. Soll jedoch das volle
Spektrum der Triterpensauren aufgetrennt werden, geht dieses entsprechend der hier vorgestellten
Untersuchungen nur mit einem sauren FlieBmittel (Abb. 5-2). Dabei fiihrt eine zweifache Entwicklung
mit schneller Lufttrocknung zwischen den Laufen zu akzeptablen Ergebnissen. Hierflr ist es wichtig,
dass das FlieBmittelsystem leicht flichtig ist, um eine Lufttrocknung in Sekundenschnelle zu
ermdglichen; dieses ist bei einer Pentan-Diethylether-Mischung in optimaler Weise gegeben. Durch
eine Trocknung der HPTLC-Platte, die nur einige Sekunden bendtigt, wird eine Artefaktbildung auf

der Platte zuverlassig vermieden.

Anzumerken ist noch, dass KBA und AKBA sehr gut unter UV 254 nm sichtbar sind, mit Anisaldehyd
jedoch nur eine sehr schwache braune Farbung ergaben. Hingegen zeigen sich die anderen
Boswellia- und Tirucallensduren nur schwach unter UV 254 nm, geben jedoch eine sehr intensive

Farbung nach dem Entwickeln mit dem Anisaldehyd-Reagenz.
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Jedoch ist diese Entwicklungsmethode nicht ganz problemlos: Auch wenn bei der in Abb. 5-2
moglichst prazise gearbeitet wurde, zeigen sich durch leicht unterschiedliche Temperaturen bei der

Entwicklung (rechte Halfte wohl etwas warmer entwickelt) doch unterschiedliche Ergebnisse.

1 X entwickelt 2 X entwickelt

Abb. 5-2 HPTLC-Analyse der Probe 1 (B. serrata), 2 (B. sacra) und 3 (B. papyrifera) in Pentan /
Diethylether 2:1 mit Essigsaure 1 % entwickelt. Links: einfache Entwicklung, rechts doppelte
Entwicklung.
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5.3 Diskussion zur Derivatisierungen

Eine erfolgreiche Derivatisierung von vielen unpolaren bis mittelpolaren Terpenen in Mischung
konnte trotz zahlreicher Versuche nicht eindeutig realisiert werden. Der Nachweis eines eindeutigen
Derivatisierungsproduktes aus der Mischung heraus hat sich als komplex und daher sehr schwierig

herausgestellt.

Es wurde ein sehr breites Screening an Reaktionen unter verschiedensten Reaktionsbedingungen
durchgefiihrt. Davon wurden einige Reaktionen unten in Tab. 5-1 zusammengefasst, welche nach
einer weiteren Optimierung eventuell zum Erfolg fihren kdnnten; es konnten in den Versuchsreihen
jedoch neben Hinweisen auf eine erfolgreiche, zumindest partielle Derivatisierung keine

reproduzierbaren Ergebnisse erzielt werden.

Tab. 5-1 Zusammenstellung der erfolgversprechendsten Derivatiserungsreaktionen

Nummer Reaktion der Triterpensauren

Kapitel 7.3.1- Ansatz 4 | Hydrolyse und anschlieRende Derivatisierung der Cs-
OH mit 4-Nitrobenzoylchlorid /DMAP

Kapitel 7.3.4- Ansatz 3 | Umsetzung zum Saurechlorid, danach Derivatisierung

der C4-Carbonsaure mit 8-Aminochinolin unter Zusatz

von Triethylamin

Kapitel 7.3.4- Ansatz 7 | Umsetzung zum Saurechlorid, danach Deriv. der C.-

Carbonsaure mit Benzylalkohol

Die Aktivierung der Carbonsauren zum S&urechlorid und anschlie3ender Derivatisierung mit einem
geeigneten Alkohol oder Amin hat sich als vielversprechend herausgestellt und konnte evl.
weiterverfolgt werden. Wahrscheinlich konnten einige der Triterpensauren des Weihrauchs, wenn
auch nicht alle, zum Ester oder Saureamid umgesetzt werden. Jedoch macht eine
Vorsaulenderivatisierung nur Sinn, wenn auch alle Triterpensauren, die von Interesse sind, in

gleicher Weise umgesetzt werden.

Ein Grund fir die offensichtlich schlechte Reaktivitat der Positionen C-3 und C-4 ist die Mdglichkeit,
in unterschiedlicher Weise intramolekulare Wasserstoffbricken auszubilden; eine Moglichkeit ist in
Abb. 5-3 wiedergegeben. Durch die blau und gestrichelt eingezeichnete Wasserstoffbriicke entsteht
ein Sechserring, der relativ stabil ist und somit neben der ohnehin schon vorhandenen sterischen
Hinderung (Terpengrundgertst, Methylgruppen, sekundére Alkohol, Acetylierung,...) die Reaktivitat
der beteiligten Sauerstofffunktionen weiter reduziert, so dass letztendlich bei relativ kurzen

Reaktionszeiten (nicht langer als 2 h) keine Umsetzung stattfindet. WERTZ et al. konnten jedoch
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zeigen, dass bei Reaktionszeiten von 7 h fir Reinsubstanzen (z.B. Veresterung von KBA in Pyridin)
durchaus ein Produkt erhalten werden kann.® Eine derartig lange Reaktionszeit scheidet aber fur
analytische Applikationen aus, da mit einer erheblichen Rate an Nebenprodukten gerechnet werden

Mmuss.

Die durchgefuhrten Untersuchungen konnten letztendlich nicht zur Entwicklung einer neuen und
komfortablen analytischen Methode beitragen. Jedoch kénnen Sie als Ausgangspunkt flr
Untersuchungen zur weiteren Derivatisierung von Reinsubstanzen der Triterpensauren dienen,
beispielsweise zur Entwicklung innovativer Wirkstoffe (Verknlpfung der BAs lber die Saure- oder

Alkohol-Funktion mit weiteren, chemisch-definierten Wirkstoffen)” oder fir das ,Ligand Fishing*.!®

Abb. 5-3 Molekulmodell der a-Boswelliasaure. Zwischen den Substituenten an Positionen 3 und 4
kann sich eine wahrscheinlich sehr stabile Wasserstoffbriickenbindung (gestrichelt, blau) ausbilden.
Die Hydroxylgruppe an Position 3 kann zusatzlich acetyliert sein. Teile der Abbildung von:
https://kouzlovuni.cz/wp-content/uploads/2017/08/Alpha-BoswellicAcid3D-1.png.
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5.4 Diskussion der HPLC-Bestimmungen

In diesem Kapitel werden die aufgetretenen Phanomene bei den HPLC-Untersuchungen nochmals

herausgearbeitet und probentbergreifend diskutiert.
Problem Koelution

Das Vorkommen von einigen Diterpenen (Cz) wie Serratol und Iso-Serratol in vielen Boswellia-
Spezies, die sich auch bei den hier untersuchten Proben noch in Spuren in den aufgereinigten
Proben befinden, kann mdglicherweise die quantitativen Bestimmungen der Tirucallensauren (TAS)
erschweren.’® Diese Diterpene haben eine Retentionszeit von ca. 27-37 min und konnen durch
Koelution mit den Tirucallensauren zu erhéhten Werten fihren (vergleiche Tab. 4-17). Diese sind in
den Untersuchungen bei A=210 nm detektiert worden und die Identitat der verschiedenen TA wurde
mittels HPLC-MS bestétigt (Abb. 5-4); zudem wurde die Trennung auf mdglichst hohe Peakreinheit
auch bei A=210 nm optimiert. Da diese Wellenlange relativ sensitiv fur die unspezifische Erfassung
vieler Sekundarmetabolite ist, ist bei unzureichender Abtrennung der Diterpene eine selektive
guantitative Erfassung mittels HPLC-MS/MS erforderlich, was aber nicht Gegenstand der hier
vorgestellten Untersuchungen ist. Im Einzelnen handelt es sich um eine Koelution von a-TA mit
Serratol-OH (Rt: 29,4 min) und Oxo-TA (Rt: 30,0 min) sowie B-TA (Rt: 28,9 min) mit Iso-Serratol.

Bei B. papyrifera besteht dieses Problem offensichtlich nicht, da der Gehalt der oben genannten
Diterpene gering sein soll.[”®l Jedoch ist bei B. papyrifera laut Literaturangaben eine Koelution des
Diterpens Incensolacetat mit B-Ac-8-24-dien-TA (RT: 35,3 min.) gegeben.®4 Eine &ahnliche
Retentionszeit hat das Diterpenen Verticillia-4(20),7,11-trien, was ein spezifischer Marker fur B.
papyrifera sein soll.’”: 84 In diesen Publikationen wurde auch ebenfalls erwéahnt, dass die Terpene
a-Humulen, B-Caryophyllen und 3-OH-B-Tirucallol im HPLC-Chromatogramm von B. sacra ein

»Triplett” bilden sowie Spuren von t-Cardinol und Caryophyllenoxid enthalten sein kdnnen.

Wird die Extraktion und Aufreinigung wie in Kapitel 4.3.1 beschrieben durchgefihrt, werden die
flichtigen Terpene bereits bei der Soxhlet-Extraktion abdestilliert und spéater durch Ausschitteln
entfernt. Bei sorgfaltigem Arbeiten, gegebenenfalls mit Gegenausschitteln, sollten die oben
beschriebenen Koelutionen erst gar nicht auftreten. Bei den hier vorgestellten Untersuchungen
stellten die oben erwahnten Mono-, Sesqui- und Diterpene keine gréf3eren Probleme dar. Jedoch
sind komplexe, mehrfache Ausschuittelungen zu vermeiden, da hiermit auch der Gehalt der zu
bestimmenden Triterpene etwas erniedrigt wird. Sollen die Atherisch-Ol-Verbindungen prézise

bestimmt werden, bieten sich GC-MS-Methoden an; HPLC-methoden sind hier weniger geeignet.[’”]

In Abb. 5-4 ist nochmals der besonders kritische Bereich um Rt=30 min flr die untersuchten

Boswellia-Spezies dargestellt. Insbesondere bei B. papyrifera und B. sacra ist der Peak fir O-TA
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neben anderen TAs signifikant, womit sich die Frage stellt, ob die biologische Aktivitat von
Weihrauch nur auf die Boswelliasauren (BAs) zurtickzufiuihren ist; dieser Punkt wird am Ende des

Kapitels nochmals aufgegriffen.

B. serrata

B. papayrifera

L

B. sacra

Abb. 5-4 Musterchromatogramm der Extrakte 1 — 3 (B. serrata, B. sacra, B. papyrifera) bei 210 nm.
Folgende Substanzen konnten identifiziert werden: 9. RA, 10. Dehydro-RA, 11. 11-OH-ABA / 210
nm, 12. 9,11-dehydro-B-BA, 14. B-TA, 15. a-TA, 16. 3-Oxo-B-TA, 17. 7-24-Dien-TA,18. LA, 19.
C1sH260, Sesquiterpen z.B. Cubenol. Zuordnung der Abktrzungen siehe Tab. 4-17.
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Nachfolgend werden die erhaltenen Chromatogramme vergleichend, zunachst bei A=210 nm, dann
bei A=254 nm diskutiert.

Detektion bei A=210 nm:

Bei einer Detektionswellenlange von A=210 nm werden eine Vielzahl von Triterpenséuren erfasst
(Abb. 5-5). Durch die mehrstufige Reinigung kdnnen in den untersuchten Proben nur saure
Substanzen sowie in sehr geringem Umfang unpolare Neutralstoffe vorliegen, die durch
"Verschleppung" in den Extrakt gelangt sind. Fur alle Extrakte ist die Peakgruppe zwischen 27 min
und 32 min sehr markant (vergleiche Abb. 5-4), in der sich eine Mischung aus unterschiedlichen TAs
befindet, die nur schwer chromatographisch aufgetrennt werden kdnnen. Die Identifizierung wird
zudem durch zahlreiche Isomere mit identischem Molekulargewicht erschwert. Zwischen den
einzelnen Proben sind zwar im Muster (,Fingerprint®) Unterschiede erkennbar; diese folgen jedoch
keinem klar erkennbaren Schema, lber welches sie zweifelsfrei einer bestimmten Spezies
zugeordnet werden koénnten. So konnten aus den vorliegenden Daten keine eindeutigen

Markersubstanzen aus dem TA-Komplex identifiziert werden.

Jedoch gibt es bei der Probe 3 (Weihrauch aus Athiopien; B. papyrifera) eine Besonderheit: Hier
zeigen sich die auffallig grof3e Peaks 9 und 19 (siehe auch Abb. 5-4). Da die Probe gut erkennbare,
kunstlich hergestellte Agglomerate enthalt, kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob die hier
vermuteten Substanzen Uberhaupt aus dem Weihrauch stammen. Dieses unterstiitzt den Verdacht,
dass bei Probe 3 Materialien zum "Verkleben" der kleinen Weihrauchpartikel zu grofl3eren
Agglomeraten (die zu einem hoheren Preis verkauft werden ko&nnen) verwendet wurden, die

wohlmdglich nicht von Boswellia-Arten stammen (siehe Foto Probe 3; Abb. 3-3).

Wird die chromatographische Trennung bei A=254 nm (vergleiche Abb. 5-6) detektiert, so zeigt sich
eine groRe Ahnlichkeit zwischen den Proben 3 und 10. Bei der Detektionswellenlange A=210 nm
zeigt die Probe 10 jedoch keine auffallig groRen Peaks 9 und 19; im Bereich zwischen 27 min und
32 min des zugehotrigen Chromatogramms zeigt sich bei dieser Probe ein Peakmuster, welches sehr
an den Extrakt 7 erinnert (Abb. 5-5). Aus diesen Chromatogrammen bei Detektionswellenléange
A=210 nm kann deshalb nicht der zwingende Schluss gezogen werden, dass die Probe 3 von B.
papyrifera stammt; laut Deklaration sollte sie aus Athiopien stammen. Wie bereits oben erwahnt,
sind die Chromatogramme bei einer Detektionswellenlange von A=210 nm insgesamt relativ

uneinheitlich.
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Abb. 5-5 Vergleichende Darstellung aller untersuchten Extrakte bei 210 nm. Folgende Substanzen,
bei denen zwischen den einzelnen Proben teils signifikante Unterschiede auftraten, konnten
identifiziert werden: 1. B-Glyc, 9. RA, 10. Dehydro-RA, 12. 9,11-dehydro--BA, 15. a-TA, 16. 3-Oxo-
B-TA, 17. 7-24-Dien-TA, 19. CisH260, Sesquiterpen z.B. Cubenol, 23. B-BA, 27. 3-O-Ac-LA, 29. B-
ABA. Zuordnung der Abklrzungen siehe Tab. 4-17.
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Detektion bei A=254 nm:

Die Extrakte 4 bis 6 und der Extrakt 8 sind nahezu identisch und stehen wohl fir B. sacra; die
Identitat der Proben wurde durch Herrn Alex Moll, Oman-Shop, belegt. Alle diese Extrakte haben
den gleichen Fingerprint (Abb. 5-6); das Muster der detektierbaren Substanzen ist sehr konstant und
sehr ahnlich. Hauptkomponente ist die AKBA (Peak Nr. 13); der Gehalt an KBA (Peak Nr. 4) ist
relativ gering. Zudem bilden die Peaks 3 und 4 einen charakteristischen Doppelpeak. Ebenfalls ist
der Peak 30 gut sichtbar.

Die Extrakte 3 und 9 haben ein identisches Muster; die Herkunft von Extrakt 3 ist mit Athiopien
angegeben, wo B. papyrifera die vorherrschende Spezies ist. Wie bereits oben ausgefihrt, fiel bei
Probe 3 auf, dass kleinere, nur wenige Millimeter grof3e Weihrauchfragmente zu grof3eren
Aggregaten "zusammengekittet” wurden (siehe Foto Probe 3; Abb. 3-3). Mit gro3eren Stucken lasst
sich ein hoherer Marktpreis erzielen. Hier wurde offensichtlich Ware mit einem zunéchst niedrigen
Verkaufswert aufgewertet. Gut sichtbar sind die Peaks 5, 24 sowie ein bisher nicht identifizierbarer
Peak bei Rt=42,4 min; die Diskussion weiterer Einzelpeaks erfolgt im n&chsten Absatz. Im
Massenspektrum zeigt sich bei dieser Retentionszeit keine der bekannten Triterpenséuren. Auch ist
im ,Total lon Current® (TIC) im untersuchten Massenbereich von 100 bis 700 amu kein spezifisches
Massensignal erkennbar; somit handelt es sich entweder um ein sehr kleines Molekul oder die
Substanz konnte unter den gewéhlten experimentellen Bedingungen nicht ionisiert werden, was
gelegentlich bei deutlich sauren Naturstoffen der Fall ist; Versuche im ,Negative Mode“ verliefen
ebenfalls wenig aussagekraftig. Jedoch konnten alle fr Weihrauch typischen Triterpensauren unter

den gewahlten experimentellen Bedingungen (,positive Mode®) sicher identifiziert werden.

Bemerkenswert ist, dass sich um den Bereich von Rt=44 min ein relativ flacher und breiter Peak
befindet, dessen berechnete Masse von m/z 430,38 zu Cholesterolacetat (C29H4s0>) passt, was eine
durchaus erwartbare, sehr unpolare Substanz ist. Da Cholesterolacetat bei A=254 nm keine
nennenswerte Absorption hat, ist die Substanz nicht fir den scharf begrenzten Peak bei Rt=42,3

min verantwortlich.

Die oben genannten drei Peaks der Extrakte 3 und 9 (Substanzen 5 und 24 sowie Peak bei 42,4
min), verbunden mit der Abwesenheit des Peak-Paares 3 und 4 (Peak 3, 11-OH-BA, fehltl) ist ein
sicheres Indiz fur Weihrauch aus Afrika. Weiterhin aufféllig ist, dass der Gehalt an KBA (Peak 4)
relativ gering ist und der an AKBA (Peak 13) der relativ hochste in den hier vorgestellten

Untersuchungen ist.

Ein deutlicher Doppelpeak der Substanzen 3 und 4 fehlt auch bei B. serrata. Im Gegensatz zum

afrikanischen Weihrauch zeigen die oben erwdhnten drei Markerpeaks nur eine geringe Intensitat.
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Charakteristisch fur diese Art ist zudem, dass der Gehalt an 13 (AKBA) relativ gering ist und der

Gehalt an KBA (Peak 4) relativ zu den anderen untersuchten Arten der héchste war.

Die Probe 2 stellt so genannten "Griinen Weihrauch" dar, der eine sehr hochpreisige Handelsqualitat
von B. sacra darstellt. Im Dezember 2018 wurde diese Probe in der Stadt Salalah (Oman) fir einen
Preis von 120 Euro pro Kg erworben. Der hohe Preis macht die Ware attraktiv fir Verfalschungen.
So zeigte Probe 2 nicht vollstandig das fir B. sacra typische Peakmuster (Fingerprint). Der geringe
Gehalt an KBA (Peak 4) und der sehr hohe Gehalt an AKBA (Peak 13) lassen eher den Schluss zu,
dass dieser Weihrauch mit afrikanischer Ware ,gestreckt® wurde. Die Probe 2 ahnelt auch dem
Extrakt 10 der Firma Floradex. Das Material zur Herstellung dieses Extraktes sollte aus dem Oman
kommen, jedoch wurde die Identitat nicht weiter verifiziert. Zu beachten ist aber auch, dass B. sacra
im Vergleich zu B. serrata wesentlich schlechter untersucht ist und die Literaturdaten wahrscheinlich

auch unvollstandig sind.

Interessant ist auch ein Vergleich der Proben 6a und 6b. Beide stammen von B. sacra. Die Probe
6a besteht aus sehr hellen, einheitlichen Fragmenten, die Probe 6b aus inhomogenem, teilweise
sehr dunklem Material. Interessanterweise hat das sehr unterschiedliche Aussehen keinerlei
Einfluss auf das hier gezeigte Inhaltsstoff-Spektrum. Offensichtlich ist das Spektrum an
Boswelliasduren und weiteren Triterpensauren nicht abhangig von der Farbung des Materials und
steht damit wohl auch nicht in direktem Zusammenhang mit der Handelsqualitat. Tendenziell sieht
es aber so aus, dass helleres Material bei B. sacra einen etwas htheren Gehalt an Triterpensauren
hat.
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Abb. 5-6 Vergleichende Darstellung aller untersuchten Extrakte bei 254 nm. Folgende Substanzen,
bei der sich zwischen den Proben teils signifikante Unterschiede ergaben, konnten identifiziert
werden: 1. B-Glyc, 3. 11-Keto-Roburséure, 4. KBA, 5. Nicht identifiziert, Mg 456,71, 7. Iso-Serratol,
8. 11-Keto-a-BA, 13. AKBA, 24. Keto-dihydro-roburséure, 30. Ad-B-BA. Zuordnung der Abkurzungen

siehe Tab. 4-17.
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Nachfolgend werden weitere, aufféllige Einzelpeaks fir beide Wellenlangen diskutiert.

Peaks bei Rt=25,1 min (bei 210 nm) und Rt=34,7 min (bei 254 nm), Extrakt 3 (Weihrauch aus

Athiopien, wahrscheinlich B. papyrifera)

Eine massenspektrometrische Auswertung des Chromatogramms des Extrakts 3 ergab auffallig und
ungewohnlich grof3en Peaks bei einer Retentionszeit von 25,1 min und 34,7 min, die besonders gut
bei einer Wellenlange von 210 nm sichtbar waren. Unter diesen Peaks verbergen sich
massenspektrometrische Signale, die auf flichtige Terpene wie Serratol (Mc 290,6) oder
Hydroxyserratol hinweisen. Wurden diese Substanzen in eine theoretische Gehaltsberechnung mit
einbezogen, so ergab sich ein Summengehalt aller Peaks von ca. 107 %, was unwahrscheinlich ist.

Aus diesem Grund wurden diese Peaks nicht in die Gehaltsberechnung mit einbezogen.

Dieses Rechenbeispiel ist ein Hinweis darauf, dass in dieser Weihrauchprobe Substanzen enthalten
sind, die fur dieses Baumharz atypisch sind. Leider gestaltet sich die Auswertung der
Massenspektren als sehr komplex, da die Peaks im MS erkennbar aus mehreren Substanzen

bestehen. Nachfolgend werden die beiden Peaks einzeln betrachtet.
Peak bei Rt=25,1 min
Es konnten folgende Massen detektiert werden: m/z = 469 (geringe Intensitét); 387; 305

[M+H]* 469 amu: Diese m/z passt theoretisch zu Dehydro-rubiniasaure, Mg 468,71, C3H4404, die
aber spater bei 26,2 min eluiert wird. Dieser Peak konnte also eine isomere Struktur reprasentieren,

die in Spuren vorkommt; das zugehdrige Massensignal ist auf3erst schwach.

[M+H]" 387 amu: Dieses Massensignal kann Cholesterol, Mg 386,35, C27H460, zugeordnet werden.
Cholesterol ist bei A=210 nm gut und bei A=254 nm fast gar nicht detektierbar, was also gut zu dem
beobachteten Peak bei A=210 nm passen wirde. Zudem weist das Massensignal bei 387 amu eine

relativ hohe Intensitat auf.

[M+H]" 305 amu: Mehrere bekannte Substanzen passen auf dieses Massensignal; mdglich sind
Arachidonsaure, CxHs20., Mg 304,5, oder Dihydroabietinsaure, CyoHsz20,, Mg 304,4. Beide
Substanzen waren bei 210 nm detektierbar, Arachidonsaure auch bei 254 nm. Beide Substanzen

sind nicht fir Weihrauch beschrieben.
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Peak bei Rt=34,7 min
Es konnten folgende Massen detektiert werden: m/z = 497; 371; 227

[M+H]* 497 amu: Diese m/z passt theoretisch zu 3-O-Acetyl-dehydro-boswelliasdure, Mg 496,7,
Cs2H4s04, die als Referenzsubstanz zur Verfigung stand und eine Rt von 44,7 min aufweist; damit
scheidet diese Verbindung als Moglichkeit aus. Diese Boswelliasdure und ihre Isomere sollten auch
bei A=210 nm im Chromatogramm sichtbar sein; jedoch ist das Massensignal ausgesprochen

schwach. Die Substanz bzw. eine isomere Struktur, kommen also hdchstens in Spuren vor.

[M+H]* 371 amu: Dieses Massensignal kann Cholest-3-en, Mg 370,35, C27Has, Zugeordnet werden.
Cholest-3-en ist bei A=210 nm gut und bei A=254 nm fast gar nicht detektierbar, was also zu dem
beobachteten Peak bei A=210 nm passen wirde. Zudem weist das Massensignal bei m/z 371,
genauso wie das bei m/z 387 (Cholesteroal), eine relativ hohe Intensitat auf, was auf eine gewisse

Beziehung der beiden Substanzen hinweist.

[M+H]* 227 amu: Hier ware Myrestoleinsaure, Ci4H2602, Mg 226,36, mdglich. Myrestoleinsaure ist
in der Natur als Bestandteil von halbfesten Triglyceriden durchaus haufig. Zu erwédhnen ware hier
das Fett der Sagepalme (Serenoa repens; IGUCHI, K, et al., 2001) sowie das Coaba-Ol von Swietenia
macrophylla oder afrikanischem Mahogoni Khaya senegalensis (IBRAHIM, H. et al., 2018).[8¢ 871 |m
Ol der Friichte von Khaya senegalensis stellte Myrestoleinsaure mit 35% die Hauptkomponente dar.
Bei der Herstellung des untersuchten Extraktes kénnten Fettsauren durch die Behandlung mit NaOH

aus Triglyceriden hydrolytisch freigesetzt werden (siehe Material und Methoden, Kapitel 3.6).

Diese beiden Peaks, welche sich nicht in sinnvoller Weise Uber die Referenzsubstanzen
guantifizieren lassen (Berechnung entsprechend Kap. 4.3.3); bezieht man sie unter
Berticksichtigung des vermuteten Molekulargewichtes mit ein, so ergibt sich ein Summengehalt von
215 % fir Extrakt 3, was vollig unrealistisch ist. Die Ergebnisse kénnten aber ein Hinweis auf eine
neuartige Verfalschung mit einem pflanzlichen, halbfesten Fett sein. In der Literatur beschrieben
sind Verfalschungen mit Fichtenharzen,® die sich tGiber den Nachweis von Abietinsaure und seine
Derivate nachweisen lassen; hierdurch kann ein hoherer Gehalt an 11-Keto-boswelliasauren
vorgetauscht werden (Koelution!). Abietinsaure als solche konnte aber in dem untersuchten Extrakt

nicht gefunden werden, sondern nur eventuell Dehydroabietinséaure.

Durch das Fehlen von Abietinsaure (Mg 302,45) ist eine Verfalschung mit Fichtenharz eher
unwahrscheinlich (Abietinsédure ist die Markersubstanz fir Fichtenharz). Auch die gelegentlich
zitierte Verunreinigung durch Kolophonium erscheint heutzutage eher unwahrscheinlich.? Zudem
ist davon auszugehen, dass Verfalschungen eher im Erzeugerland und nicht im Importland

stattfinden. Deshalb sind die oben zitierten, eher historischen Hinweise auf Verféalschungen, wohl
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nicht mehr zeitgemal. Wie beispielsweise von HASSAN et al., 2019 ausgefiihrt, gibt es eine Fille
von afrikanischen Baumharzen, die als Verfalschungen in Frage kommen.®® Wie bereits oben
aufgefuhrt, wéare noch eine beliebige Anzahl an Fetten als mogliche Verfalschungen in Betracht zu

ziehen.
Mogliche Artefaktbildung bei der Extraktion und Aufreinigung

Laut Literatur kann die natirlich vorkommende 3-a-O-Acetyl-11-hydroxy-B-boswelliasaure durch
thermische Behandlung, Saurezusatz oder auch durch die lonisation innerhalb eines
Massenspektrometers zur thermodynamisch stabileren Artefakt 3-a-O-Acetyl-9,11-dehydro-3-
boswelliasaure dehydratisiert werden (siehe Strukturen Tab. 4-17).22 27} Diese Verbindung kann
folglich in unterschiedlichen Maf3en entstehen. Es wird auch berichtet, dass innerhalb der HPLC-
Analysen bei Verwendung der saurefreien Eluenten das metastabile Artefakt 3-a-O-Acetyl-11-
methoxy-B-boswelliasdure gebildet werden kann (siehe Struktur Tab. 4-17).19 Ein mdglicher

Zusammenhang ist auch weiter unten in Abb. 5-14 graphisch dargestellt.

Nachfolgend werden die sicher identifizierten Peaks probentubergreifend diskutiert; dabei bezieht

sich die Nummerierung der Substanzen auf die Chromatogramme in den Abb. 5-4, 5-5 und 5-6.
B-Glycyrrhetinsaure (Glyc, interner Standard, IST)

In Abb. 5-7 ist deutlich zu erkennen, dass der Gehalt an Glycyrrhetinsaure einer leichten Abnahme
von Probe 1 zu Probe 10 hin unterworfen ist, wobei der Gehalt nach zwei unterschiedlichen
Verfahren berechnet wurde (siehe insbesondere Legende Abb. 5-7). Dabei ergibt sich zwischen den

Verfahren kein signifikanter Unterschied, d.h. der zufallige Fehler ist klein.

Da die Proben 1-10 uber mehrere Wochen genau in der numerischen Reihenfolge vermessen
wurden, kommt es offensichtlich zu einer geringfligigen Gehaltsabnahme der Glycyrrhetinsaure tiber
die Zeit (Abnahme des Gehalts um ca. 0,2 %). Die Stammlosung der Substanz wurde aber im
Gefrierschrank gelagert und Glycyrrhetinsaure ist zudem relativ stabil. Probleme bereitet jedoch die
Léslichkeit in Alkohol. Deshalb ist die wahrscheinlichste Erklarung fir diese Abnahme Uber die Zeit,
dass Glycyrrhetinsdure bei der Lagerung von ca. -20 °C in geringem Umfang ausgefallen
(auskristallisiert) ist. Um dieses Phdnomen zu klaren, welches aber keinen groRen Einfluss auf die
erhaltenen Messergebnisse hat, waren umfangreiche Experimente bei unterschiedlichen
Lagertemperaturen der gelésten Substanz erforderlich. Bis dahin empfiehlt es sich, die
Stammldsung, die vor den Messungen jeweils frisch zu der zu untersuchenden Probe hinzugegeben
wird, innerhalb von einer Woche aufzubrauchen. Ansonsten lie? sich die B-Glycyrrhetinsaure bei der
Wellenlange von 254 nm und Rt von 14,2 min mit einer hohen Peak-Intensitdt sichtbar gut

detektieren, so dass es sich um einen brauchbaren IST handelt.
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Abb. 5-7 Vergleichende Darstellung der Glycyrrhetinsdure (Glyc) in den Proben 1-10. Bei den
orangen Saulen ist der Gehalt auf 200,0 mg Einwaage pro 10 ml normiert; die blauen Séulen geben
den tatsachlich ermittelten Gehalt an. Theoretisch musste der Gehalt bei beiden Messreihen gleich
grol3 sein; die sehr kleinen Unterschiede sind ein Indikator flur zufallig aufgetretene, experimentelle
Fehler. Die Trendlinie ist die rote, gestrichelte Gerade.

Vom IST abgesehen unterscheiden sich die erhaltenen HPLC-Chromatogramme signifikant
zwischen den einzelnen Proben (siehe nachfolgende Abb. 5-8 bis 5-27). Die entsprechend des
Musterchromatogramms Abb. 4-21 detektierbaren Substanzen werden anschlieend in

Abhangigkeit ihrer Detektionswellenlange diskutiert.

Triterpensauren, die bei der Wellenlange A=254 nm quantitativ bestimmt wurden:

Die Verbindung 11-Keto-B-boswelliasdure (Mg: 470,69) — ein signifikanter Peak bei Rt=21,9 min mit
sehr hohen Peak-Intensitdt — kommt hauptsachlich im Extrakt 1 (1,40 = 0,010 %), aber ebenso in
den Extrakten 8 (0,9 %) und 10 (0,8 %) vor. Alle zeigen sehr geringe Standardabweichungen von
ca. 0,01 %. Interessant ist dabei, dass das Isomer 11-Keto-a-boswelliaséure, ein Peak bei einer Rt
von 24,5 min (Abb. 5-9), Ublicherweise in geringeren Konzentrationen vorkommt, in einigen
Extrakten jedoch eher dominant ist, wie z.B. im Extrakt 2 (1,12 + 0,003 %), Extrakt 5 (1,00 + 0,051
%), Extrakt 10 (0,93 + 0,001 %) und Extrakt 3 (0,79 + 0,013 %). Der Anteil des a-Isomers war in den
Extrakten 1 (0,12 %) und 4 (0,18 %) eher gering. Insgesamt dominieren im Extrakt 1, der B. serrata
zugeordnet werden kann, mehr unpolare bis mittelpolare Triterpenséauren (eher Substanzen mit
kirzerer Retentionszeit), wobei B. sacra (Proben 2 und 4-10) eher mittelpolare bis unpolare
Triterpensauren enthélt (Abb. 5-8, 5-9).
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Abb. 5-8 Vergleichende Darstellung der Gehélter an 11-Keto-B-boswelliasaure in den Extrakten 1-
10
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Abb. 5-9 Vergleichende Darstellung der Gehélter an 11-Keto-a-boswelliasaure in den Extrakten 1-
10

Fur die Verbindung 3-Acetyl-11-keto-B-boswelliasdure (Mg: 512,73) wurde der Peak bei Rt=28,6 min
mit einer sehr hohen Intensitat zugeordnet (Abb. 5-10). Aul3er bei Extrakt 1 (B. serrata), bei dem der
Gehalt mit 2,67 % recht gering war, wiesen aller anderen Extrakte sehr hohe Anteile von Acetyl-
keto-boswelliasaure auf, wie beispielsweise Extrakt 2 mit 7,85 %. Dieses entspricht auch den
Literaturangaben fir die Spezies B. papyrifera (siehe auch weiter oben).
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Abb. 5-10 Vergleichende Darstellung der Gehélter an 3-Acetyl-11-keto-B-boswelliasaure in den
Extrakten 1-10

Eine prézise Detektion bzw. Identifizierung von 3-O-Acetyl-9-11-dehydro-B-boswelliasaure ware
ohne den Einsatz mehrerer Standards nur schwer moglich gewesen, da der zugehérige Peak bei
ca. Rt=45 min nur 5 min vor dem Ende der Messung detektiert werden konnte und zudem 3-O-
Acetyl-B-boswelliasdure mit Rt=44 min eine &hnliche Retentionszeit zeigt. Jedoch ist letztere
Verbindung nur bei A=210 nm zu detektieren, wohingegen 3-O-Acetyl-9-11-dehydro-p-
boswelliaséure bei beiden Wellenlangen A=210 nm und A=254 nm eine Absorption zeigt. Es wurde
aber fur die quantitative Berechnung die Wellenlange von A=254 nm genommen, da hier die
Absorption héher war und somit genauere (und spezifischere) Werte erhalten wurden. Jedoch
bereitete die Integration der Peaks fiir 3-O-Acetyl-a/B-boswelliasaure bei fast allen Extrakten bei
A=210 nm Probleme, da diese bei Prasenz von 3-O-Acetyl-9-11-dehydro-B-boswelliasaure zu Peak-

Uberlappungen fiihrte.

Die hochsten Anteile von 3-O-Acetyl-9-11-dehydro-B-boswelliasdure (Mg: 496,73) wurden in den
Extrakten 6b (4,79 %) und 6a (3,96 %), auch in Extrakt 5 (2,29 %) und Extrakt 8 (2,08 %) gefunden
(Abb. 5-11). Wie in Kap. 1.7 beschrieben, hemmt diese Substanz die 5-LOX mit einer ICso von 0,75

und ist somit deutlich wirksamer als die Keto-boswelliasduren.®! B. sacra scheint diese Verbindung

in relativ hohen Konzentrationen zu enthalten, was dessen medizinische Verwendung interessant

erscheinen lasst.
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Abb. 5-11 Vergleichende Darstellung der 3-O-Acetyl-9-11-dehydro-B-boswelliasdure in den
Extrakten 1-10

Es wurde vielfach noch ein kleinerer Peak bei Rt=37,4 min, Detektion A=254 nm, beobachtet, der
entsprechend MS-Analysen zu 4(24)-Dihydro-11-keto-Roburséaure (Mg: 456,72 g/mol) passen
wirde. Diese Substanz wurde aber nur in Spuren in einigen Extrakten gefunden. Nennenswerte
Menge ergaben sich in Extrakt 10 mit 0,45 %, in Extrakt 8 mit 0,38 % und Extrakt 7 mit 0,36 %. Laut
Literaturangaben ist diese Substanz charakteristisch fur die Spezies B. Socotrana.®Y Bei A=254 nm
sind in den Chromatogrammen noch weitere, zumeist kleine Peaks zu erkennen, die sich aber nicht
zweifelsfrei zuordnen lieBen (z.B. Rt=21,3 min, evitl. Keto-ruburséure) und in den Auswertungen

auch nicht weiter bericksichtigt wurden.

Es waren noch einige weitere Peaks bei der Wellenlange A=254 nm zu sehen, die sich

massenspektroskopisch nicht eindeutig erfassen liel3en.
Triterpensauren, die bei der Wellenlange A=210 nm quantitativ bestimmt wurden:

Alle anderen Triterpensauren wurden bei einer Wellenldnge von A=210 nm quantitativ ausgewertet.
Die entsprechenden Chromatogramme waren aber im Vergleich zur Detektionswellenlange
A=254 nm sehr komplex und die Peaks waren haufig nicht Base-Line-getrennt, was zu einer héheren
Standardabweichung fuihrte (Abb. 5-4, 5-5, 5-6). Eine Identifizierung der einzelnen Substanzen war

nur tber die verwendeten Standards sowie tber HPLC-MS mdglich.
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Die Verbindung 3-OH-11-OH-B-Boswelliasaure (Mg: 472,71) wurde bei ca. Rt=21,4 min, kurz vor
dem Peak von Keto-B-boswelliasdure (Detektion bei A=254nm), hauptsachlich in den Extrakten
1(1,67+0,190 %), 7 (1,45+0,169%) sowie 2, 3 und 9 gefunden. Ansonsten kommt diese

Triterpensaure nur in Spuren vor (Abb. 5-12).
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Abb. 5-12 Vergleichende Darstellung der 3-OH-11-OH-B-Boswelliasédure in den Extrakten 1-10

Weiterhin waren bei ca. Rt= 25 min 2 Peaks mit einem Abstand von einer Minute auffallig, die
praktisch in allen Extrakten zu beobachten waren. Der erste, eher kleinere Peak dieses Dubletts bei
Rt=25,2 min, wurde der Substanz ,Rubiniasaure”, einem Isomer von 11-Keto-B-boswelliasaure, mit
der Molekiulmasse von 470,71, CsoHsO4, zugeordnet. Der Gehalt war nur bei Extrakt 3 (B.
papyrifera) mit 10,56 + 0,032 % aufféllig hoch und bei den anderen Extrakten eher niedrig oder sogar

nur in Spuren von unterhalb 0,5 % nachweisbar.

Der zweite intensivere Peak bei Rt=26,2 min wurde flr die Dehydro-rubiniasdure mit der
Molekilmasse von 468,71, CsoH.O4 zugeordnet, Diese Substanz war in allen Extrakten,
typischerweise mit einem Gehalt zwischen 1 % und 2 %, nachweisbar (Abb. 5-13). Besonders hohe
Werte wurden im Extrakt 8 (4,66 + 0,001 %) gefunden; der zugehérige Peak koénnte jedoch
,verunreinigt* sein, da bei den HPLC-MS-Untersuchungen bei der gleichen Retentionszeit auch die
Massen m/z=369,35 und m/z=371,65 (positive Mode) gefunden wurden, die zu Cholesterol bzw.
Cholesterol-3-en passen. Cholesterole sind ebenfalls Triterpene, die typischerweise in Fetten
vorkommen, aber auch ansonsten in der Natur haufig sind. Es muss sich also nicht zwangsweise

um eine Verunreinigung durch Fremdmaterialien handeln.
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Abb. 5-13 Vergleichende Darstellung der Gehalte von Dehydro-rubiniaséaure in den Extrakten 1-10

Bei einer Retentionszeit von ca. 28 min konnte ein weiteres Peak-Dublett detektiert werden: Der
kleine Peak bei Rt=27,6 min wurde der acetylierten Form von B-Boswelliasdure, namlich der
Substanz 3-O-Acetyl-11-OH-B-boswelliasdure (Mg: 514,75), zugeordnet, deren hichster Gehalt bei
Extrakt 3 mit 0,69 + 0,070 % lag, wahrend andere Extrakten wie 6b, 8 und 10 geringe Mengen oder
nur Spuren enthielten. An dieser Stelle ist anzumerken, dass die Verbindung moglicherweise
wahrend der Extraktion und Aufarbeitung zum thermodynamisch stabileren 3-0-Ac-9,11-dehydro-[3-

boswelliasdure (Ms: 496,73) umgewandelt werden kann (siehe weiter oben ,Artefakte®).

Es folgte kurz danach bei Rt=28,5 min ein Peak von 3-OH-9-11-Dehydro-B-boswelliasaure (Mc:
454,68), der in die aufsteigende Schulter des Peaks fir 3-Acetyl-11-keto-boswelliasaure (jedoch
Detektion bei A=254 nm!) Ubergeht, aber bei A=210 nm hinreichend genau integriert werden konnte
(Abb. 5-14). Der hochste Gehalt fir 3-OH-9-11-Dehydro-B-boswelliasaure wurde mit 3,24 + 0,040 %
bei Extrakt 1, bei Extrakt 3 (1,46 %) und bei Extrakt 9 (1,13 %) gefunden. Es konnte eine gewisse
Korrelation der Gehalter von 3-OH-11-OH-f3-Boswelliasaure (Abb. 5-14, graue Saulen) zur 3-OH-9-
11-Dehydro-B-boswelliasdure (Abb. 5-14, blaue Saulen) festgestellt werden; letzteres kénnte
ebenfalls ein Artefakt sein (siehe weiter oben); beide Boswelliasdauren kommen jedoch in

vergleichsweise hohen Mengen in Extrakt 1 (B. serrata) vor.
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Abb. 5-14 Vergleichende Darstellung der 3-OH-9-11-Dehydro-B-boswelliasaure (blaue Saulen) mit
dem eventuellen Prakursor 3-OH-11-OH-B-Boswelliasdure (graue Saulen)

Der Peak bei Rt=29,1 min, der in der abfallenden Flanke von Acetyl-11-keto-boswelliasaure (jedoch
Detektion bei A=254 nm!) liegt, wurde als 3-B-OH-8,24-Dien-tirucallensaure (Mg: 456,71) identifiziert,
der in allen Extrakten in unterschiedlich groRen Mengen mit dem hdchsten Gehalt von 1,90 + 0,049
% erneut beim Extrakt 3 (B. papyrifera) enthalten war (Abb. 5-15). Das a-Isomer der entsprechenden
Tirucallensaure konnte bei Rt=29,4 min mit der 3-a-OH-8,24-Dien-tirucallensaure identifiziert
werden. Fir den Extrakt 1 konnte ein sehr hoher Gehalt von 14,89 + 0,091 %, fir Extrakt 9 ein Gehalt
von 11,02 % und fur Extrakt 7 ein Gehalt von 4,10 % ermittelt werden. Ebenfalls sind Extrakte 6a
(4,22 %) und 6b (3,87 %) reich an dieser Tirucallensdure. Wegen des im Vergleich zu den
Boswelliasauren relativ hohen Gehalts an Tirucallensauren kénnen diese bei der Beurteilung der
pharmakologischen Gesamtwirkung von Weihrauchprodukten nicht unberiicksichtigt bleiben (siehe

weiter unten Kapitel 5.5.).

3-B-OH-8,24-dien-tirucallensaure  kommt in den Untersuchungen typischerweise in einer
Konzentration unter 1,5 % vor (Abb. 5-15). Einzige Ausnahme ist mit 1,9 % Probe 3 (B. papyrifera).
Der Gehalt an 3-a-OH-8,24-dien-tirucallensaure bewegt sich normalerweise zwischen 1 und 4 %
(Abb. 5-16). Es gab bei den hier vorgestellten Untersuchungen jedoch zwei Ausnahmen: In der
Probe 1 (B. serrata) ergab sich ein Gehalt von fast 15 %; bei Probe 9, die laut Deklaration ein Extrakt
aus B. sacra sein sollte, wurden 11 % gefunden. Da 3-a-OH-8,24-dien-tirucallensaure offensichtlich
eine Markersubstanz fur B. serrata ist, liegt der Verdacht nahe, dass Probe 9 eine Mischung aus B.

sacra und B. serrata ist.
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Abb. 5-15 Vergleichende Darstellung der 3-B-OH-8,24-dien-tirucallensaure in den Extrakten 1-10
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Abb. 5-16 Vergleichende Darstellung der 3-a-OH-8,24-dien-tirucallenséure in den Extrakten 1-10

Ab etwa Rt=30 min eluieren eher unpolare Verbindungen; der Gehalt an Acetonitril am Eluenten
betragt dann 95 % und mehr. Der nachste, recht grof3e Peak bei Rt=30,2 min wurde der 3-Oxo-B-
tirucallensaure (Mc: 454,68) zugeordnet (Abb. 5-17). Diese wichtige Triterpenséure, fur die es auch
einige pharmakologische Untersuchungen gibt (siehe Kap. 5.5), lag ebenfalls als Referenz vor, so
dass die Identifizierung als sicher gelten kann und diese Substanz in Verbindung mit den MS-
Untersuchungen als Referenzpunkt zur ldentifizierung weiterer Triterpenséauren dienen kann. Die
hochsten Gehalter wurden in Extrakt 3 (B. papyrifera; 5,29 + 0,011 %), Extrakt 1 (B. serrata; 4,15
%) und Extrakt 5 mit (B. sacra; 2,77 %) gefunden.
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Abb. 5-17 Vergleichende Darstellung der 3-Oxo-B-tirucallensaure in den Extrakten 1-10

In Folge dessen wurde noch das Isomer 3-a-OH-7,24-dien-tirucallensdure (Mg: 456,71) bei
Rt=31,2 min identifiziert, die bei fast allen Extrakten mit einem Gehalt von 0,8 % - 1,2 % enthalten
war, besonders bei den beiden Extrakten 1 und 3 mit 1,46 %, wobei die Extrakt 10 und 4 mit einem
Anteil von weniger als 0,6 % deutlich darunter lag (Abb. 5-18).
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Abb. 5-18 Vergleichende Darstellung der 3-a-OH-7,24-dien-tirucallensaure in den Extrakten 1-10

Der Anteil der Triterpensaure Lupansaure (Mg: 456,71) mit einer Rt=32,3 min betrug bei den meisten
Extrakten weniger als 1 %, aul3er beim Extrakt 9 mit 2,97 + 0,064 % (Abb. 5-19), was im Einklang
mit Literaturdaten steht.[®

Im Chromatogramm folgen der Lupansaure eine eng gedréngte Gruppe weiterer Peaks (Abb. 4-21),
beginnend mit einem sehr kleinen Peak bei Rt=33,2 min. Dieser wurde nicht Triterpenen, sondern
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Sesquiterpenen wie z.B. Cubenol zugeordnet, die aber in dieser Arbeit nicht weiter berlcksichtigt
werden. Dieser Peak war bei Extrakt 3 relativ gro3, konnte aber mangels geeigneter
Referenzsubstanzen nicht quantifiziert werden (vergleiche auch weiter oben in diesem Kapitel,

Diskussion nicht sicher identifizierbarer Peaks).

Es folgt weiterhin im Chromatogramm der Peak fur 3-O-Acetyl-lupansaure bei ca. Rt=40 min.
Dominant ist diese Substanz in den Extrakten 6a und 6b, (2,77 %), wobei die STABW bei 6a (0,232
%) etwas hoher liegt als bei 6b (0,012 %). Die Extrakte 1 (0,96 %), 3 (1,01 %) und 10 (0,93 %)
wiesen recht geringen Mengen dieses Lupanséaure-Derivates auf (Abb. 5-20).
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Abb. 5-19 Vergleichende Darstellung der Lupanséaure in den Extrakten 1-10
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Abb. 5-20 Vergleichende Darstellung der 3-O-Acetyl-lupansaure in den Extrakten 1-10
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In diesem Bereich des Chromatogramms sind auch weitere Tirucallensauren zu finden; bei
Rt=33,7 min konnte 3-a-Acetyl-8,24-dien-tirucallenséure (Mg: 498,75) identifiziert werden. Die
Anteile liegen bei den meisten Extrakten bei anndhrend 1 %. Die Extrakte 3 (2,29 %), 5 (1,83 %)
und 6b (1,81 %) zeigten héhere Gehélter (Abb. 5-21).

Weiterhin konnte 3-B-Acetyl-8,24-dien-tirucallensaure bei Rt=35,3 min identifiziert werden, welche
im Extrakt 1 mit 1,20 % vorkommt, neben sehr geringen Anteilen bei den Extrakten 2 (015 %), 4
(0,08 %), 9 (0,35 %) und 10 (0,09 %) (Abb. 5-22).
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Abb. 5-21 Vergleichende Darstellung der 3-a-Acetyl-8,24-dien-tirucallensaure bei den Extrakten 1-
10
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Abb. 5-22 Vergleichende Darstellung der 3-3-Acetyl-8,24-dien-tirucallenséure bei den Extrakten 1-
10
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Typische Inhaltsstoffe fur die drei untersuchten Weihrauch-Spezies sind die a-Boswelliasaure (Abb.
5-23) bei Rt=34,2 min und B-Boswelliasaure (Abb. 5-24) bei Rt= 36,0 min. Das a-Isomer kommt in
grolReren Mengen in Extrakt 9 (4,65 £ 0,368 %), Extrakt 3 (4,20 %), Extrakt 1 (3,93 %), Extrakt 8
(3,32 %) und in geringen Mengen in den Extrakten 2 (1,93 %) und 4 (1,32 %) vor. Der gro3ere B-
Boswelliasdure-Peak kam in allen Extrakten in grof3eren Mengen mit 4-5 % vor, insbesondere aber
in Extrakt 1 (B. serrata; 8,57 + 0,018 %). Es ist auch eine gewisse Korrelation mit den -

Boswelliasdure-Derivaten in Abb. 5-14 erkennbar, die offensichtlich eine ahnliche Biogenese haben.
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Abb. 5-23 Vergleichende Darstellung der a-Boswelliasaure in den Extrakten 1-10
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Abb. 5-24 Vergleichende Darstellung der 3-Boswelliasaure in den Extrakten 1-10

Im Chromatogramm folgen dann Dreier- oder Vierergruppen kleinerer Peaks. Der Peak bei
Rt=38,2 min wurde Robursaure (Mg: 440,71) zugeordnet. Es wurden recht hohe Gehélter beim
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Extrakt 4 (3,04 %) nachgewiesen, obwohl diese Substanz bisher fir B. sacra als nicht artspezifisch
beschrieben wurde. Hingegen wurden sehr geringe Mengen in den Extrakten 1 (0,09 %) und 6a
(0,06%) gefunden.

Der nachfolgende Peak bei Rt=38,8 min wurde 3-O-Acetyl-11-methoxy-B-boswelliasaure
(Mg: 528,77) zugewiesen; der hiéchste Gehalt wurde mit 3,72 + 0,063 % bei Extrakt 4 und sehr
geringe Konzentrationen bei Extrakt 2 (0,25 %) sowie Extrakt 10 (0,32 %) gefunden (Abb. 5-25). Die
MS-Untersuchung lie3 auch an dieser Stelle des Chromatogramms noch Spuren der Isomere Acetyl-

dien-tirucallensaure oder Acetyl-methoxy-a-boswelliaséure erkennen.
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Abb. 5-25 Vergleichende Darstellung der 3-O-Acetyl-11-methoxy-B-boswelliasdure in den Extrakten
1-10

Die Trennung der beiden Isomere 3-O-Acetyl-a-boswelliasaure (ca. Rt=42 min) und 3-O-Acetyl-B-
boswelliasdure (ca. Rt=44 min) sowie die Integration der zugehorigen Peaks gestaltete sich wegen
der in diesem Bereich recht welligen Grundline als schwierig; in diesem Bereich werden bei einem
Acetonitril-Gehalt von ca. 100 % im Eluenten auch solche unpolaren Substanzen eluiert, die Uber
den chromatographischen Lauf auf dem RP-Saulenmaterial absorbiert wurden. Wie schon weiter
oben erortert, ergab die Koelution von 3-0-Ac-9,11-dehydro-B-boswelliasaure (Detektion bei A=254
nm) mit der Acetyl-B-boswelliasaure (Detektion bei A=210 nm) eine weitere Integrations-Problematik
der Peaks, weil die Acetyl-9,11-dehydro-B-boswelliasaure auch bei A=210 nm eine schwache
Absorption zeigt. Fir beide Substanzen, deren Gehalt bei B. sacra typischerweise unterhalb von 1,5
% liegt, konnten nur fir Probe 1 (B. serrata) und Probe 3 (B. papyrifera) deutlich erhdhte Werte von
bis zu 5 % gefunden werden (Abb. 5-26, Abb. 5-27).
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Abb. 5-26 Vergleichende Darstellung der 3-O-Acetyl-a-boswelliasédure in den Extrakten 1-10
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Abb. 5-27 Vergleichende Darstellung der 3-O-Acetyl-B-boswelliasdure in den Extrakten 1-10
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5.5 Diskussion der gefundenen Inhaltsstoffe in Bezug auf mogliche, weitere Wirkungen

Wie bei einer HPLC-Detektionswellenldnge von A=210 nm gut ersichtlich ist (Abb. 5-5), weisen
Weihrauchextrakte neben den Boswelliasauren eine Vielzahl von weiteren Triterpensauren auf, die
in der Summe einen wesentlich hoheren Anteil als die Keto-boswelliasauren (KBAs) ausmachen.
Letztere, die Ublicherweise nur im unteren einstelligen Prozentbereich vorkommen (bezogen auf das
Weihrauch-Rohmaterial), wurden umfangreich in Bezug auf ihre entzindungshemmenden

(antiinflammatorischen) Wirkungen untersucht (siehe Einleitung, Kapitel 1.7).

Hier stellt sich aber die berechtigte Frage, ob die Keto-boswelliasauren fir den rohen Weihrauch
oder einem daraus hergestellten Gesamtextrakt die alleinig wertbestimmenden Komponenten sind.
Mengenmalfiig haben beispielsweise die Tirucallensduren (TAs) bei B. serrata den hiéchsten Anteil
in Bezug auf die sauren Inhaltsstoffe. Aber auch der relativ hohe Gehalt an dtherischem Ol, der sich
um 10 % bewegt, darf keinesfalls ignoriert werden. Um die Vielfaltigkeit moglicher Wirkungen von

Weihrauch zu beleuchten, werden nachfolgend die Tirucallane naher betrachtet.

Tirucallane sind Triterpene und gehdren zur grof3en Gruppe der Dammarane, deren bekannteste
Vertreter die Ginsenoside von Panax ginseng und verwandter Arten sind.[*® Diese weisen vielfaltige
Wirkungen auf, beispielsweise eine Modulation des Immunsystems. Tirucallane als solche konnten
aus zahlreichen Pflanzen isoliert werden, vorzugsweise aus dem Latex oder auch aus holzigen
Pflanzenteilen. Erwéhnt werden muissen in diesem Zusammenhang die Gattung Euphorbia (z.B.
Euphorbia mellifera). Im Genus Euphorbia ist die Untergattung Tirucalli (heute Untergattung Esula)
namensgebend flir diese Gruppe der Triterpensauren. Weitere Arten sind: Aphanamixis grandiflora,
Dysoxylum lenticellatum, D. hainanense, Ixora coccinea, Araliopsis synopsis, Capuronianthus
mahafalensis, Melia toosendan, Salacia hainanensis, Chisocheton paniculatus, Walsura trifoliata

und Toona cliata.

Ein anderes afrikanisches Balsambaumgewachs (Burseraceae) ist Canarium schweinfurthii. Dieser
Baum sondert, genauso wie die hahe verwandten Boswellia-Arten, ein Harz ab. Das Harz ist reich
an Tirucallenséduren. Fir verschiedene Pflanzenteile des Baumes wurden in der Literatur
antioxidative, antimikrobielle und entziindungshemmende Wirkungen beschrieben.!l Fernerhin
konnte gezeigt werden, dass die 3-a-O-Acetyl-8,24-dien-tirucallensdure in einer Konzentration von

10 pM das Wachstum von Leukamie-HL-60-Zellen zu 42 % hemmit.

In einer weiteren Untersuchung wurden die einzelnen Triterpensauren aus Boswellia carterii (auch
Schreibweise B. carteri; teilweise gelistet als Synonym von B. sacra; kommt jedoch nicht im Oman,
sondern in Somalia vor) isoliert und auf ihre antivirale Aktivitat hin getestet.®? Interessanterweise

zeigte der Gesamtextrakt, dessen Hauptbestandteile Boswellia- und Tirucallens&uren waren, die
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beste Wirkung (100 %ige Hemmung von Herpes simplex Typ | in einer Konzentration von 20 mg/ml).
Aber auch die isolierten Tirucallenséuren zeigten noch eine deutliche Wirkung; in héheren Dosen
wirkten die Substanzen jedoch zytotoxisch. Fur den Gesamtextrakt aus B. carterii konnte zudem
eine Leukotrien-Inhibierung belegt werden, wodurch ein positiver Effekt in der Therapie von
Bronchialasthma erklart werden kann.!®¥ Die gleiche Arbeitsgruppe fuihrte auch Untersuchungen zur
Immunmodulation eines Extraktes aus B. carterii durch und kam erneut zu dem Ergebnis, dass der

Gesamtextrakt wirksamer ist als die isolierten Substanzen, unter anderem Tirucallensauren.®4

Weiterhin konnten in einer chinesischen Arbeitsgruppe ebenfalls aus B. carterii 10 neue Triterpene
vom Tirucallan-Typ isoliert werden (Boscartene A-J). Einige dieser Substanzen zeigten in einem

Modell-Assay in einer Konzentration von 10 uM hepatoprotektive Wirkungen. !

In einer weiteren Untersuchung zu B. carterii wird die chemopraventive Wirkung von isolierten
Triterpenen, unter ihnen auch vier Tirucallenséuren, in zwei unterschiedlichen Testsystemen
untersucht; dabei erwiesen sich die Tirucallensauren als teilweise wirksam. Ebenfalls wurde fur zwei
der gefundenen Tirucallensauren eine cytotoxische Wirkung gegen humane Neuroblastome

beschrieben.°®!

5.6 Diskussion der bestehenden Arzneibuchmonographien

Indischer Weihrauch, Olibanum indicum, ist sowohl im Europdischen Arzneibuch (Ph. Eur.),
Deutsche amtliche Ausgabe 10.0, Monographie 2310, beschrieben,*Y als auch in der United States
Pharmacopoeia (USP) als Boswellia serrata.*? Somit ist nur eine Spezies offizinell und die

nachfolgenden Diskussionen beziehen sich hauptséchlich auf die Probe 1.
Uberpriifung auf Identitét:

In der USP sind keine genauen Charakteristika aufgefuhrt; der Text in der Ph. Eur. lautet: ,Indischer
Weihrauch besteht aus durchscheinenden, gelblich oder rétlich braun gefarbten, rundlichen oder
unregelmafig geformten Kornern oder Stiicken, die in unterschiedlicher Grof3e von bis zu 3 cm
vorliegen. Ihre Oberflache ist mit einem grauen Staub bedeckt. Die Bruchstelle ist matt oder leicht
glanzend.” Im Vergleich mit den Abbildungen in Kap. 3.1 erscheint die Beschreibung zutreffend,
jedoch wurden fiir B. sacra ,Weihrauchtranen von bis zu 5 cm GréRRe gefunden, wobei es sich jedoch
um Ausnahmen handelt (Abb. 1-6). Hinterfragt werden muss auch, ob der bedeckende Staub immer
.grau” ist. Aus den Erfahrungen dieser Untersuchung sowie entsprechend Abb. 3-1 handelt es sich

dabei um Weihrauch-Abrieb von eher gelblicher Farbe.
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Herstellung der Untersuchungsldésung:

Der Text in der USP lautet: ,Transfer about 2.0 g of crushed Boswellia serrata to a round-bottom
flask, and reflux in 50 mL of methanol in a water bath for 15 min, stirring with a magnetic stirrer.
Repeat till the last extract turns colorless. Evaporate the combined extracts to about 50 mL, transfer
to a 100-mL volumetric flask, and dilute with methanol to volume. Before injection, pass through a

filter of 0.45-um pore size, and discard the first few mL of the filtrate.”

Der Text in der Ph. Eur. lautet: ,1,0 g pulverisierte Droge (355) (2.9.12) wird mit 90 ml Methanol R
versetzt. Die Mischung wird 10 min lang mit Ultraschall behandelt, dabei 3- oder 4-mal kréftig
geschuttelt und anschlieBend mit Methanol R zu 100ml verdunnt. Nach dem Zentrifugieren wird der

klare Uberstand verwendet.*

Die Vorschrift der USP erscheint deutlich besser, die Ph.-Eur.-Vorschrift liefert nur eine
unvollstandige Extraktion. Ebenfalls ist eine Pulverisierung der Droge wohl nur nach der Behandlung
mit flissigem Stickstoff oder Trockeneis mdglich. Nach den Erfahrungen aus dieser Untersuchung

ist die Soxhlet-Extraktion sicherlich die zu bevorzugte Methode.

Wenn eine Sohlet-Extraktion wie in Kap. 3.5 beschrieben nicht moglich ist, ware folgende

Vorgehensweise praktikabel:

1,0 g Droge werden mit 3 g Sand R (gereinigter Seesand) versetzt und im Moérser fein zerrieben
(Anmerkung: Zusatz von Seesand erforderlich, um Verklumpung bei der Extraktion zu vermeiden).
Der Inhalt des Mérsers wird vollstandig in einen 100 ml Rundkolben Uberfuhrt, der Mérser mit wenig
Methanol R 3-mal nachgewaschen und der Rundkolben auf 50 ml mit Methanol R aufgefullt.
AnschlieRend wird der Rundkolben in einem passenden Heizpilz fir 30 min unter Rickfluss erhitzt
(Anmerkung: Der Sand soll auch hier ein Verklumpen des Weihrauchs verhindern. Alternativ kann
aber auch ein Wasserbad verwendet werden). Der noch warme Extrakt wird abfiltriert und der Filter
3-mal mit geringen Volumina Methanol R nachgewaschen. Es wird das klare, schwach gelblich bis

braunliche Filtrat weiterverwendet.

Wiinschenswert wére eine Abtrennung der Neutralbestandteile durch zweistufiges Ausschitteln, wie
in der Arbeit beschrieben, doch leider kam es bei B. serrata im Gegensatz zu den anderen Arten zu
einer starken Emulsionsbildung, vermutlich durch bestimmte Tirucallensauren. Sind viele
Neutralbestandteile in der Probe enthalten, so erschwert dieses die Detektion bei A=210 nm. Wegen
der zu erwartenden Verluste durch diese Aufarbeitungsschritte erscheint es aber derzeit sinnvoll,

diese weitere Aufarbeitung der Proben nicht in eine Arzneibuchmonographie mit aufzunehmen.
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Dunnschichtchromatographische Untersuchungen:

In der USP wird als Flie3mittel Hexan / Ethylacetat (6:4) verwendet; die Detektion erfolgt unter UV
254 nm und nach Bespriihen mit 10 %iger Schwefelsdure in Methanol, frisch zubereitet. Die
Entwicklung der DC erfolgt fiir 5-10 min bei 100 °C.

In der Ph. Eur. wird ein wesentlich komplexeres FlieBmittel bestehend aus wasserfreier
Ameisensaure / Heptan / Ethylacetat / Toluol (3:10:20:80) verwendet; die Auswertung erfolgt
ausschlieBlich bei UV 254 nm.

Das Ergebnis wird in der USP wie folgt beschrieben: “Under UV light at 254 nm, the Sample solution
exhibits two main zones due to 11-keto-B-boswellic acid and 3-acetyl-11-keto-B-boswellic acid at RF
values of about 0.30 and 0.36, respectively, corresponding to zones from the Standard solution.
Under visible light, the Sample solution exhibits two additional zones due to 3-boswellic acid and 3-
acetyl-B-boswellic acid at RF values of about 0.49 and 0.58, respectively, corresponding to zones
from the Standard solution. Other, less intense zones are observed for the Sample solution and the

Standard solution.”

In der Ph. Eur. wird das Ergebnis der DC-Untersuchungen mit dem so genannten ,DC-Kasten*
beschrieben (Abb. 5-28):

Oberer Plattenrand

Acetyl-11-keto-p-boswellia-
sdure: eine fluoreszenzmin-
dernde Zone

11-Keto-p-boswelliasiure:

eine fluoreszenzmindernde
Zone (Acetyl-11-keto-
B-boswelliasiure)

eine fluoreszenzmindernde

eine fluoreszenzmindernde
Zone

Referenzlosung

Zone (11-Keto-p-boswellia-
sdure)

Untersuchungslosung

Abb. 5-28 DC-Kasten der Ph.-Eur.-Monographie 2310 (Indischer Weihrauch). Die detektierten
Substanzen befinden sich alle im unteren Drittel der Platte (Teilstriche jeweils bei 1/3 und 2/3 der
DC).

Um die Keto-B-boswelliasauren voneinander zu trennen, ist ein einfaches Fliemittelsystem wie in
der USP beschrieben vollig ausreichend; eine Saurezusatz ist nicht erforderlich. Aus toxikologischen

Grunden sollte man aber Hexan gegen Heptan oder Cyclohexan ersetzen. Mit dem USP-



5. Diskussion 149

FlieBmittelsystem ist es jedoch nach eigenen Untersuchungen nicht méglich, 3-O-Acetyl-11-keto-B-
boswelliasaure von B-Boswelliasaure zu trennen. B-Boswelliasdure ist jedoch bei der Detektion bei

UV 254 nm unsichtbar, farbt sich jedoch mit dem Detektionsreagenz an.

Ebenfalls ist es fir eine Arzneibuchmonographie inakzeptabel, dass ohne zwingenden Grund alle

zu bestimmende Substanzen im unteren Drittel der DC liegen.

Die komplexe Zusammensetzung des Ph.-Eur.-FlieBmittels erscheint nicht gerechtfertigt; geht es
alleinig um die Trennung der Keto-B-boswelliasduren, so sind binare Systeme, wie das in der USP,
absolut ausreichend. Ebenfalls muss kritisiert werden, dass bei dem Ph.-Eur.-System alle
nachzuweisenden Substanzen sich im unteren Drittel der DC befinden, was sich entsprechend Kap.
4.2 problemlos korrigieren lasst (z.B. Toluol / Aceton 7:3). Auch fuhrt dieses komplexe
FlieBmittelsystem nach eigenen Untersuchungen nicht dazu, dass 3-O-Acetyl-11-keto-B-

boswelliasaure von B-Boswelliasdure ausreichend getrennt wird.

braun-orange

braun-orange

violett

AdBA blau

(Schwache Z.) : e blau

AKBA blau

o] =1
blau

rosa

grau

Anisaldehyd

Abb. 5-29 DC-Kasten von Extrakt 1, B. serrata. Fliel3mittel: Pentan / Diethylether 2:1 (V/V), 1 %
Essigsaure, 2-mal entwickelt (Teilstriche jeweils bei 1/3 und 2/3 der HPTLC).

Eine Trennung vieler der wertbestimmenden Substanzen erscheint nur mit einer 2-fachen
Entwicklung und schnellem Zwischentrocknen an der Luft moglich (Abb. 5-29). Ebenfalls erscheint
es empfehlenswert, das erhaltene DC-Chromatogramm wie in der USP mit einem farbgebenden
Reagenz zu entwickeln. Jedoch ergibt die Verwendung von Anisaldehyd-Reagenz R1 entsprechend

Ph. Eur. eine bessere Farbentwicklung als ,nur® mit 10 %iger Schwefelsaure. Wie in Kap. 4.2.2
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beschrieben, ist mit diesem FlieBmittelsystem auch eine Abgrenzung von anderen Boswellia-Arten

maoglich.

Wie in Kap. 1.7 beschrieben, zeigt die 3-O-Acetyl-9-11-dehydro-B-boswelliasaure (AdBA) die beste
Hemmung der 5-LOX (ICso: 0,75 uM) und ist somit eine entscheidende, wertbestimmende Substanz.
Wie in Abb. 5-29 (links) erkennbar, wird diese Boswelliasaure mit einem R=0,65 deutlich von

anderen Verbindungen abgetrennt und ist bei einer Detektionswellenléange von 254 nm klar sichtbar.

Beide Monographien weisen bisher keine Prifung auf andere Boswellia-Arten auf. Wie in Abb. 5-2
dargestellt, ist eine Unterscheidung der Arten mittels HPTLC aber durchaus mdglich. Ist
beispielsweise die braune Bande bei R=0,78 nicht vorhanden, so handelt es sich um eine andere
Boswellia-Art. Diffuse, braune oder orange Zonen oberhalb von R=0,8 weisen auf B. sacra oder B.
papyrifera hin. Zudem ist bei B. serrata die Bande fiir 11-Keto-B-boswelliasdure (R=0,25) deutlich

intensiver als bei den anderen untersuchten Boswellia-Proben.
Quantitative Bestimmung der Keto-B-boswelliasauren mittels HPLC:

In der USP wird ein isokratisches System bestehend aus Acetonitril / Wasser / Eisessig
(900:100:0.1) beschrieben, wobei jedoch Uber die Zeit die Flussrate von 1,0 ml auf bis zu 2,0 ml
erhoht wird, was je nach technischer Ausstattung zu einem deutlichen Druckanstieg innerhalb der
Anlage flhrt.

In der Ph. Eur. wird ein bindres System bestehend aus Wasser und Acetonitril mit jeweils 0,1 %
Phosphorsaure 85 % R verwendet, was dem in Tab. 4-5 wiedergegebenen Gradienten nicht
unahnlich ist, jedoch insgesamt kiirzer ausfallt. Um mdglichst viele Triterpenséuren zu trennen, ist
nach den Erfahrungen aus diesen Untersuchungen aber ein HPLC-Lauf von etwa 60 min

(einschlieR3lich Ruckfuihrung des Gradienten) erforderlich.

Die quantitative Auswertung erfolgt sowohl in der USP als auch in der Ph. Eur. uber
ReferenzlGsungen, die jedoch relativ teuer sind. Hier bietet der in dieser Arbeit vorgestellte Ansatz
unter Einbindung eines internen Standards B-Glycyrrhetinsdure erhebliche Vorteile, zumal sich damit
auch leicht ein aussagekraftiger ,System Suitability Test“ (SST) realisieren lasst. Uber die in Kap.
4.3.3 ermittelten Responsefaktoren lassen sich auch weitere Triterpensauren mit Uberschaubarem

Aufwand berechnen.
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Der Prozentgehalt an 11-Keto-p-boswelliasdure wird
nach folgender Formel berechnet:

A -my-5-p

Az'ﬂ’l

A, = Fliche des Peaks von 11-Keto-f-boswelliasiure
im Chromatogramm der Untersuchungslosung

A, = Fliche des Peaks von 11-Keto-p-boswelliasiure
im Chromatogramm der Referenzlosung

m = Einwaage der Droge in Gramm

m; = Masse von 11-Keto-B-boswelliasdure R in der
Referenzlosung in Gramm

p1 = Prozentgehalt an 11-Keto-B-boswelliasidure in
11-Keto-p-boswelliasidure R

Abb. 5-30 Berechnung des Gehaltes der 11-Keto-B-boswelliasaure in der Ph.-Eur.-Monographie
2310 (Indischer Weihrauch)

Der in Abb. 5-30 enthaltene Faktor ,5 ist auf die unterschiedlichen Verdinnungen von

Untersuchungs- und Referenzlésung in dieser Monographie zurtickzuftihren.

_Al'RF' ml'F' p1
N Az'm

X

Abb. 5-31 Berechnung des Gehaltes der 11-Keto-B-boswelliasdure tber eine Korrekturfaktor RF

Legende zu Abb. 5-31:

X = Prozentgehalt

A1 = Flache des Peaks von 11-Keto-B-boswelliasaure im Chromatogramm der
Untersuchungslésung

RF = Response Factor (0,86 fir 11-Keto-B-boswelliaséaure)

A, = Flache der B-Glycyrrhetinsdure im Chromatogramm der Referenzlésung

F = Faktor zur Korrektur der unterschiedlichen Volumina und Gehélter bei Untersuchungs- und
Referenzlésung

m = Einwaage der Droge in Gramm

m: = Masse von B-Glycyrrhetinsédure R in der Referenzldésung in Gramm

p: = Prozentgehalt an der B-Glycyrrhetinséaure in der B-Glycyrrhetinsaure R (Reinheit der
Referenz)
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Uber diese Formel lassen sich dann durch Austauschen der RF auch weitere Verbindungen

berechnen.
Schlussbemerkungen:

AbschlieBend muss festgestellt werden, dass inshesondere die Monographie der Ph. Eur. einer
Uberarbeitung bedarf. Fernerhin konnte in dieser Arbeit aufgefiihrt werden, dass nicht nur die 11-
Keto-B-boswelliasauren mafgeblich fir eine pharmakologische Wirkung des Weihrauchs sind.
Insbesondere sollten die reichhaltig vorhandenen Tirucallensauren mitbertcksichtigt werden, die
sich auch Uber die in Abb. 5-31 angegebene Formel einfach berechnen lieRen. Zudem hat 3-Oxo-3-

tirucallensaure als referenzsubstanz eine gute kommerzielle Verfligbarkeit.

Weiterer zentraler Mangel der beiden bestehenden Monographien: Wie in Tab. 1-1 aufgelistet, gibt
es neben B. serrata noch ca. 18 weitere Arten (die Anzahl l&sst sich nicht genau ermitteln, da relativ
viele Synonyme im Umlauf sind und die taxonomische Aufarbeitung der Gattung Boswellia wohl
noch nicht abgeschlossen ist). Da nur B. serrata als Art zugelassen ist, miissen die anderen Arten
ausgeschlossen werden. Dieses gelingt aber nicht Uber die alleinige Prifung auf die beiden Keto-f-
boswelliasauren, die auch in den anderen Arten in &hnlichen Konzentrationen enthalten sein

mussten.

Anhaltspunkte fur eine mogliche Reinheitsprufung bietet die HPTLC-Analyse in Abb. 5-29. Gut zu
erkennen ist, dass bei B. serrata die Bande fir 11-Keto-B-boswelliasdure deutlich intensiver ist als
bei den anderen untersuchten Boswellia-Proben. Dieser Befund konnte auch mittels HPLC-
Untersuchungen bestatigt werden (Abb. 5-6). Zudem zeigt das HPTLC-Bandenmuster deutliche
Unterschiede zwischen den jeweiligen Arten, so dass diese fir eine sichere lIdentifizierung
verwendet werden konnen. Charakteristisch fur B. serrata scheint z.B. eine braune Bande bei R=0,8

sein, wobei es sich um Incensol handelt sollte.

Verfalschungen sind auch deshalb wahrscheinlich, weil die natiirlichen Ressourcen fir B. serrata
begrenzt sind und die ostafrikanische Ware deutlich billiger ist als arabische oder indische. Wenn
das Arzneibuch keine Priufung auf Reinheit und Verfalschungen vorsieht, sind maoglichen

Verfalschungen zur Gewinnmaximierung beim Verkauf der Rohware Tir und Tor getffnet.

Mittels HPTLC scheint also eine Identitatsprifung, verbunden mit einer Prifung auf Verfalschungen
und Verunreinigen, moglich zu sein. Prifungen auf Verfélschungen und Verunreinigungen
entsprechen den internationalen Arzneibuch-Standards. Es ist sehr verwunderlich, dass beide
Aspekte, die losbar erscheinen, bei den bestehenden Monographien einfach ausgeklammert

wurden.
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Es sollte noch ein weiterer Aspekt in den Monographien berticksichtigt werden: Die Analyse des
atherischen Ols, welches bis zu 10 % des Weihrauchs ausmachen kann (vergl. Kap. 1.5), ist zwar
nicht Gegenstand dieser Untersuchungen. Ein typischer Inhaltsstoff dieses Ols ist aber Estragol,
was im Verdacht steht, karzinogen zu sein. Deshalb erscheint eine Grenzwertprifung auf Estragol
mittels GC angebracht. Da die toxikologischen Daten zu Weihrauch eher unvollstéandig sind, solle
uberlegt werden, ob nicht noch weitere Grenzwertprifungen erforderlich sind. Eine Uberarbeitung

der existierenden Weihrauch-Monographien erscheint also aus unterschiedlichen Griinden

(unzureichende Identitatsprifung, fehlende Prifung auf Verunreinigungen und Verfalschungen,

Berlicksichtigung von nur zwei Boswelliasauren, fehlende Grenzwertprifungen auf toxische

Substanzen) dringend erforderlich.
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7. Experimentalteil - Appendix

In diesem Kapitel werden die entwickelten Verfahren zur Extraktion, Aufreinigung und Trennung im
Detail beschrieben. Da die Methodenentwicklung ein Schwerpunkt dieser Arbeit ist, wurde hierfr,

erganzend zu ,Material und Methoden®, ein eigenes Kapitel als Appendix eingerichtet.
7.1. Aufarbeitung des Weihrauchs
7.1.1 Entwicklung einer Methode zur Aufreinigung der Extrakte (Vorversuche)

Der erste Aufreinigungsversuch wurde mit dem Extrakt Nr. 9 (ethanolischer Extrakt der Firma
Floradex) durchgefiuhrt (siehe Material und Methoden, Tab. 3-1):

200 Mg Extrakt wurden in einem kleinen Gefal3 eingewogen und in 5 ml Diethylether gelost. Die
Lésung wurde 3-mal mit je 5 ml 0,5 M NaOH ausgeschiittelt. Die vereinigten wassrigen Phasen
wurden danach mit 6 N Salzsaure angesauert (pH=1), womit moéglichst alle Sauren - im Idealfall als
weiller Feststoff - ausfallen sollten. Hier fiel eine weililich-gelbe Substanz aus, was aber leider mit
dieser Probe schwer reproduzierbar war. Anschlie3end wurde die wassrige Losung 3-mal mit je 5
ml Diethylether ausgeschuttelt und die vereinigten Diethyletherphasen vorsichtig einrotiert. Das
aufgereinigte Produkt war von klebriger, gelblicher bis klarer Konsistenz und wurde anschlie3end
Uber Nacht bei -20 °C gelagert; danach ergab sich ein fester Stoff. Die Ausbeute betrug ca. 50 %,
bezogen auf die Einwaage, was aber schwer reproduzierbar war; Grund hierflr kénnte die geringe

Einwaage sein.

Die Aufreinigungen wurden 3-mal wiederholt (mit den Extrakten 9 und 10). Die Ergebnisse der
Versuche waren unter qualitativen Gesichtspunkten identisch, wobei einige praktische Schritte leicht
modifiziert wurden, um das Verfahren zu optimieren, zum Beispiel die Benutzung kleinvolumiger
Glasgerate und daran angepasste Losungsmittelvolumina zur Reduktion der Verluste. Es ergab sich

final folgende Vorgehensweise:

200 Mg Weihrauchextrakt wurde zuerst genau abgewogen und in 5 ml Diethylether geldst. Die
erhaltene Losung wurde filtriert und das Filtrat einrotiert. Der gelblich-orange Ruckstand wurde
erneut in 10 ml Diethylether gelést. Die Losung wurde einmal mit 5 %iger Na,COs-Losung
gewaschen. Die Phasen wurden in einem Scheidetrichter voneinander getrennt. Es wurde dann mit
der Etherphase weitergearbeitet. Die Etherphase wurde 3-mal mit 0,5 molarer NaOH-L&sung
ausgeschuttelt. Die wassrigen Phasen wurden vereinigt und die Diethyletherphase wurde verworfen.

AnschlieRend wurde die wassrige Phase mit konzentrierter Salzsdure angeséauert (pH=1), wobei
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sich ein flockiger Niederschlag bildete. Die wéassrige, saure L6sung wurde nun 3-mal mit Diethylether
ausgeschittelt, um alle Sduren wieder in die organische Phase zu Uberfiihren, die abschlieRend 3-
bis 4-mal tber einem mit Na.SO, gefillten Filter filtriert wurde, bis sich eine klare L6sung ergab, die
in einem tarierten Kolben am Rotationsverdampfer abgezogen wurde. Nach dem Trocknen im
Exsikkator unter Vakuum wurde der Kolben gewogen und das Gewicht des gelblich bis
bernsteinfarbenen, aufgereinigten Extrakt ermittelt. Dabei wurde fur Kalkulationen der Stoffmengen
ein durchschnittliches Molekulargewicht der enthaltenen Triterpensduren von 500 g/mol
angenommen (z.B. AKBA: Mg 512,7; KBA: Mg 470,7).

Tab. 7-1 Zusammenfassung der Aufreinigung des Extraktes 9, 1. Versuch.

Stoff eq M[g/mol] | m \
Extrakt 9 1 ca. 500 0,5148 g

Ether 10 ml
Na>,COs3 5% 5mi
NaOH 0,5M 30 ml
H>O 10 mi
Ether 40 ml

Tab. 7-2 Zusammenfassung der Aufreinigung des Extraktes 9, 2. Versuch.

Stoff eq M[g/mol] | m \
Extrakt 9 1 ca. 500 0,206 g

Ether 10 ml
Na>COs3 5% 5mi
NaOH 0,5M 30 ml
H>O 10 mi
Ether 40 ml

Tab. 7-3 Zusammenfassung der Aufreinigung des Extraktes 10, 3. Versuch.

Stoff eq M[g/mol] | m \
Extrakt 10 | 1 ca. 500 4,096 g

Ether 10 ml
N8.2C03 5% 5ml
NaOH 0,5M 30 ml
H.O 10 ml
Ether 40 ml
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Tab. 7-4 Zusammenfassung der Aufreinigung des Extraktes 10, 4. Versuch.

Stoff eq M [g/mol] m \
Extrakt 10 | 1 ca. 500 8,3850 g

Ether 10 ml
Na2C03 5% 5ml
NaOH 05M 30 ml
H>O 10 mi
Ether 40 ml

Tab. 7-5 Ubersicht der Ausbeuten, Versuche 1-4.

Aufreinigung m Ausbeute
1. Spuren Spuren

2. 0,02 ¢ 9,7%

3. 0,31g 7,6 %

4. 0,72 ¢ 8,6 %

Bei diesem Verfahren konnte man zunachst beobachten, dass sich die Weihrauchextrakte 9 und 10
in ihrer Beschaffenheit unterscheiden. Der Weihrauchextrakt 10 war sehr viel fliissiger und weniger

klebrig als der Extrakt 9; allerdings waren Farbe und Geruch vergleichbar.

Die Losung des Extraktes 9 war gelblich-orange gefarbt und roch angenehm aromatisch. Die Losung
war nach dem ersten Einrotieren und erneutem Ldsen leicht milchig eingetriibt und leicht gelblich-
braunlich gefarbt. Nach dem Zugeben der Na,COs-Lésung kam es zu einer deutlichen
Phasentrennung. Die obere Phase war leicht braunlich und klar, die untere Phase war tief braun und
milchig triib. Zwei Stunden nach der Phasentrennung konnte man beobachten, dass die wassrige
Phase gallertartig wurde, was wohl auf das Quellen der enthaltenen Polymere zuriickzufiihren ist.
Nach dem Ansaduern der wassrigen Phase bildete sich ein flockiger Niederschlag, wobei fraglich
war, ob der Niederschlag nur Triterpensauren enthielt. Vor dem Trocknen der Etherphase konnte
man kleine Wassertropfchen an den Glasgeraten beobachten. Das Einrotieren des Diethylethers
dauerte jedes Mal ungewd6hnlich lange. Das Produkt, was bei der ersten Aufreinigung im Kolben
ausgefallen war, war klar und &uRRerst klebrig. Es sah aus wie ein Olfilm im Kolben: bis es aushartete,
dauerte es ungefahr finf Stunden; aul3erdem wurde das Produkt bei -20 °C gelagert, um diesen
Vorgang zu beschleunigen. Nach dem Abkratzen von der Kolbenwandung erschien das gebildete

Produkt weil3. Bei Extrakt 10 ergab sich ein bernsteinfarbenes Produkt.

Es muss angemerkt werden, dass Diethylether fir grof3ere Ansatze wegen seiner Neigung zur

Peroxidbildung ungeeignet ist.
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Ausbeuten:

Die Ausbeute bei allen Aufreinigungen war relativ gering, wenn man bedenkt, dass je nach
Boswellia-Art der extrahierbare Harzanteil ungefahr 55-66 % betragt, dieser jedoch nicht vollstandig
aus Triterpensauren besteht. Die Extrakte 7-10 waren bereits fertige alkoholische Extrakte, aus

denen dann in dem oben beschriebenen, mehrstufigen Verfahren die Sauren gewonnen wurden.

Im Durchschnitt wurde nach der Aufreinigung ein prozentualer Gehalt von 8,6 % erzielt. Wie in der
Einleitung erwahnt, sind aber Gehélter von durchaus 28 % mdglich. Grunde hierfur konnen sein:
Verwendung minderwertiger Ware (die Extrakte wurden beriets fertig bezogen!), Zersetzung der
Triterpensduren bei der Lagerung (Raumtemperatur), Verschleppung zwischen den Phasen, auch
wenn angepasste Volumina verwendet wurden. Deshalb erscheint es empfehlenswert, das
Verfahren mit einer Einwaage von mindestens 4 g Extrakt durchzufihren. Da aber nur kleine

Extraktproben von einigen Gramm vorlagen, konnte die Methodik nicht weiter optimiert werden.
7.1.2 Entwicklung geeigneter Extraktionsverfahren und Extraktauftrennung

Neben den Extraktproben 7-10 gab es weitere Proben (1-6a, 6b) von rohem Weihrauch. Um die
oben beschriebene Aufreinigung zur Anreicherung der Sauren durchfihren zu kénnen, mussten

diese erst in geeigneter Weise extrahiert werden; dazu bot sich eine Soxhlet-Apparatur an.
1. Versuch

Weihrauchprobe Nr. 1 (Indischer Weihrauch, B. serrata, Handelsmuster) wurde fein pulverisiert und
davon 50,1 g in die Filterhiilse der Soxhlet-Apparatur eingewogen sowie mit 200 ml Methanol in
einem Rundkolben bei 65 °C Uber 3 h extrahiert. Der gelbliche Extrakt wurde danach bei 45 °C und
337 mbar vorsichtig am Rotationsverdampfer eingeengt. Nach dem Trocknen im Exsikkator unter

Vakuum wurden 30,37 g eines braunen Riickstands mit fester Konsistenz erhalten.

Zu diesem Ruckstand wurden anschlieRend tropfenweise eine 3 %ige NaOH-L6sung (pH > 10) bis
zur vollstandigen Lésung des Riickstands hinzugegeben. Es bildete sich eine milchige Lésung,
wobei die Emulsionsbildung entsprechend Literaturangaben abh&ngig vom Ausgangsmaterial,

Temperaturen, Schiitteln sowie Laugenkonzentration ist.®!

Die Emulsion wurde in einem Scheidetrichter tberfihrt und mit DCM (3 x 50 ml) ausgeschiittelt,

wobei sich drei Phasen ausbildeten:

Die untere, hell cremefarbene, organische Phase, die wahrscheinlich die nicht basischen

Neutralkomponenten enthielt, wurde einer DC-Analyse zur Kontrolle auf evtl. mdgliche vorhandene
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Harzsauren unterzogen. Da dies negativ ausgefallen war, wurde die entsprechende Phase

verworfen.

Die mittlere, dunkelbraune und etwas gallertartige Phase wurde separat erneut mit 3 % NaOH
gewaschen, mit Dichlormethan (2 x 20 ml) ausgeschiittelt und die organische Phase verworfen.
AnschlieRend wurde der wassrige Anteil dieser mittleren Phase im Eisbad unter Rihren angeséauert.
Es bildete sich eine cremefarbene, milchige Emulsion, die filtriert und zentrifugiert wurde. Es konnte
eine geringe Menge eines gelblichen, braunen Rickstands abgetrennt werden, der bei der DC-
Analyse nur eine, nicht naher identifizierbare Bande ergab. Da erkennbar keine Boswelliasduren

enthalten waren, wurde diese mittlere Phase nicht weiterbearbeitet.

Die obere, orange geféarbte, wéassrige Phase, in der sich die sauren Komponenten (Triterpensauren,
BA, etc.) befinden sollten, wurde daraufhin in ein Becherglas tberfihrt und vorsichtig tropfenweise
mit 37% HCL auf pH=1 angeséauert sowie Uiber die Nacht in den Kihlschrank (4 °C) zur vollstdndigen
Ausfallung der Sauren gestellt. Leider bildete sich nur ein sehr amorpher Niederschlag. Die hellgelbe
Lésung mit orangefarbenen Schlieren wurde filtriert und der Rickstand mehrmals mit H.O bis zu
einem neutralen pH ausgewaschen. Der erhaltene Niederschlag wurde abschlielend im Exsikkator
getrocknet.

Ausbeute: 1,13 g, 3,72 % eines orangefarbenen, wachsartigen Feststoffes.

Tab. 7-6 Ubersicht tiber die Aufarbeitung von Probe 1; 1. Versuch.

Stoff eq M[g/mol] | m \
Rohextrakt 1 | 1 ca. 500 30,379

NaOH 3% 250 ml
DCM 150 ml

Die Bedingungen der Extraktaufreinigung wurden im folgenden 2. Versuch einem

Optimierungsversuch unterworfen:

2. Versuch

40,0 G pulverisierter Weihrauchprobe Nr. 1 wurde mit 200 ml wasserfreiem Ethanol (100 %), wie in

Kap. 3.5 beschrieben, unter gleichen Bedingungen in der Soxhlet-Apparatur extrahiert.

Es wurden 24,25 g eines gelblichen, schaumartigen, aber festen Extraktes erhalten.

Es wurde zunachst genau wie beim vorherigen Versuch verfahren. Es bildeten sich hier ebenso 3

Phasen (starke Emulsionsbildung); die mittlere Phase wurde durch wiederholtes Rotieren des
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Scheidetrichters und mehrstiindiges Ruhen lassen weitgehend in eine Ober- und eine Unter-Phase

aufgespalten.

Die gesammelten wassrigen Phasen wurden mit 6 N HCl angesauert und tber Nacht im Kihlschrank
bei 4 °C belassen. Diese wurde am darauffolgenden Tag mit Diethylether (3 x 50 ml) ausgeschittelt,
die vereinigten Phasen getrocknet und das Lésungsmittel vorsichtig am Rotationsverdampfer

abgezogen. Der erhaltene Riickstand wurde im Exsikkator unter Vakuum nachgetrocknet.
Ausbeute: 1,16 g, 4,78 % eines orangefarbenen, amorphen Feststoffes.

Tab. 7-7 Ubersicht tiber die Aufarbeitung von Probe 1; 2. Versuch.

Stoff eq M[g/mol] | m V
Rohextrakt 1 | 1 ca. 500 24,25¢g

NaOH 3% 200 ml
DCM 150 ml
Ether 15 ml

Da die Ausbeute noch deutlich von Literaturwerten abweicht, wurden weitere Versuche zur

Optimierung unternommen.
3. Versuch

40,0 G pulverisierten Weihrauchs, Probe Nr. 1, wurden mit 200 ml trockenem Diethylether in einer
Soxhlet-Apparatur unter sonst gleichen Bedingungen (siehe auch Kapitel 3.5) extrahiert. Der
erhaltene Rohextrakt (28,2 g) war gelblich und klar, wobei dieser nach dem Abrotieren des

Lésungsmittels zu einem gelblich, sehr harten Schaum erstarrte.

Der so erhaltene Rohextrakt wurde in etwas Diethylether gelést und mit 1 M NaOH (3 x 60 ml)
ausgeschuttelt. Die vereinigten wassrigen Phasen wurden mit 6 N HCI| angesauert und Gber Nacht
in den Kihlschrank belassen. Diese Fraktion wurde am nachsten Tag 3-mal mit je 50 ml Diethylether
ausgeschittelt, die gesammelten Diethyletherphasen einrotiert und schlie3lich das gereinigte Harz

im Exsikkator getrocknet.

Ausbeute: 1,642 g, 5,82 % eines orangefarbenen Feststoffes.
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Tab. 7-8 Ubersicht tiber die Aufarbeitung von Probe 1; 3. Versuch.

Stoff eq M [g/mol] | m \
Rohextrakt1 |1 ca. 500 28,29

NaOH 1M 180 ml
Ether 150 ml

Da sich kein signifikanter Unterschied zu den Vorversuchen ergab, wurden weitere Versuche

unternommen.
4. Versuch

Die Weihrauchprobe 1 wurde fein pulverisiert und davon 32,5 g in eine Filterhiilse der Soxhlet-
Apparatur eingewogen sowie mit 150 ml MeOH analog zu Versuch 1 extrahiert. Nachdem das
Lésungsmittel bei T= 30 °C, Druck 40 mbar, abgezogen wurde, wurde der Extrakt fur einige Stunden
im Kihlschrank gelassen sowie im Exsikkator unter Vakuum nachgetrocknet. Es wurden 19,7 g
Rohextrakt mit einer klaren, goldgelben Farbe erhalten. Fir die Auftrennung des Rohextraktes in
eine S&aure- und Neutralfraktion wurde hier der gesamte Rohextrakt in zwei gleiche Portionen

aufgeteilt und nachfolgend mit zwei verschiedenen Verfahren aufgereinigt:

10 g des erhaltenen Rohextraktes wurde zermdrsert, in einen Kolben tberfuhrt und mit 3 % NaOH
unter Rihren auf pH > 10 eingestellt; hierbei bilden sich die Na-Salze der Sauren, wobei sich der
Rohextrakt auch bei vorsichtigem Erwarmen auf 30 °C im Wasserbad nicht vollstandig l8ste. Die
gelbe, milchige Suspension wurde filtriert und das basische, wassrige Filtrat wurde entsprechend

Literaturangaben mit Diethylether (3 x 100 ml) ausgeschuittelt.(

Die organische Phase (Neutralkomponente) wurde verworfen und die in dem Erlenmeyerkolben
gesammelte, wassrige, basischen Phase wurde mit konz. HCI auf pH=1 eingestellt. Es bildete sich
ein weilRer Niederschlag und der Erlenmeyerkolben wurde fir einige Stunden bei 4 °C zur
Vervollstandigung der Fallung belassen. AbschlieRend wurde der Niederschlag von der gelben
Losung uUber eine Glasfritte abgetrennt; das Filtrat wurde mehrmals mit warmem Wasser
gewaschen. Der weiRe Niederschlag wurde in einem tarierten, kleinen Kolben im Exsikkator

getrocknet und anschliel3end das Gewicht mit 1,1 g bestimmt.

Ausbeute: 11 % weil3er Feststoff.
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Tab. 7-9 Ubersicht tiber die Aufarbeitung von Probe 1; 4. Versuch.

Stoff eq M [g/mol] | m \

Rohextrakt 1 | 1 ca. 500 10 g

NaOH 3% 100 ml

Ether 300 ml
5. Versuch

Die Aufreinigung der restlichen 9,7 g Rohextrakt wurde analog zu den in der Literatur beschriebenen
Methoden durchgefiihrt.l® 1920 Diese Menge wurde in 250 ml Diethylether geldst und in einen groRen
Scheidetrichter Uberfuhrt. Nach der Zugabe von 10 ml 5 %iger NaCOs-Ldsung und Schitteln
bildeten sich 2 Phasen aus. Es wurden ca. 50 ml einer 0,5 M NaOH hinzugegeben, ausgeschuttelt
und die alkalische, wéassrige Phase in einem Becherglas abgelassen. Die Diethylether-Phase wurde
noch mit 0,5 % NaOH (2 x 50 ml) ausgeschittelt, aber nicht weiter verarbeitet (Neutralstoffe). Die
gesammelten, alkalischen Phasen wurden mit HClI auf pH=1 angesauert, wodurch die
Triterpensauren ausgefallt wurden. Die wassrige, saure Loésung wurde mit Diethylether (3 x 100 ml)
ausgeschuttelt und alle organischen Fraktionen vereinigt; die gelbe Losung wurde Uber einen mit
Na SO, geflllten Faltenfilter in einen Rundkoben filtriert und das Ldsungsmittel am

Rotationsverdampfer abgezogen sowie im Exsikkator nachgetrocknet.
Die Ausbeute der Saurefraktion war sehr gering: 0,2 g Feststoff, was 2,1 % Ausbeute entspricht.

Tab. 7-10 Ubersicht tiber die Aufarbeitung von Probe 1; 5. Versuch.

Stoff eq M[g/moll | m V
Rohextrakt 1 | 1 ca. 500 9,79

Ether 250 ml
Na.COs 5% 10 ml
NaOH 05M 150 ml

Tab. 7-11 Zusammenfassung der Versuche 1-5

Versuch | Einwaage | Ausbeute Rohextrakt | Aufreinigung Rohsaure
Soxhlet Ausbeute | von etwa 10g Ausbeute, bezogen
Rohextrakt auf Ausbeute Soxhlet

1 50,1g 30,49 60,6 % 11g 3, 7%

2 40,0 g 24,39 60,6 % 12g 4,8 %

3 40,0 g 28,29 70,2 % 169 58 %

4 325¢g 19,79 60,6 % 11g 11,0%

5 325¢g 19,79 60,6 % 0,29 2,1%
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AbschlieRende Bemerkung: Im Versuch 3 wurde Diethylether zur Soxhlet-Extraktion eingesetzt. Bei
Diethylether handelt es sich um einen Gefahrstoff, der mit besonderer Vorsicht zu behandeln ist.
Diethylether bildet leicht Peroxide, die zur spontanen Explosion neigen. Auch wenn diese Versuche

eine relativ_hohe Ausbeute lieferten, kann Diethylether aus Sicherheitsgriinden nicht fir die

nachfolgend beschriebenen Reihenuntersuchungen eingesetzt werden! Zwischen den eingesetzten

Alkoholen bestehen offensichtlich keine Unterschiede.

7.1.3 Weihrauch-Extraktionen

Wie bereits oben erortert, konnte der eigentlich gut geeignete Diethylether fir
Reihenuntersuchungen nicht weiter verwendet werden. Es wurde aus den oben geschilderten

Erkenntnissen eine praktikable Vorschrift abgeleitet.

Probe Nr. 1

Die Probe wurde fein pulverisiert und 40,8 g in die Filterhllse der Soxhlet-Apparatur eingewogen
sowie 150 ml Methanol in einem 250 ml Rundkolben gegeben. Die Extraktion erfolgte unter Ruhren
(Verhinderung von Temperaturgradienten und ,Anbacken® des Extraktes) mit Heizpilz bei 65 °C, 3
h. Das Ldsungsmittel wurde anschlieBend bei 40 °C und 33 mbar am Rotationsverdampfer
abgezogen und der Rickstand im Exsikkator unter Vakuum nachgetrocknet; es blieb ein

bernsteinfarbener, schaumiger Rohextrakt zurtick.

Die Auswaage von Rohextrakt betrug 24,4015 g, was einer Ausbeute von 59,8 % entspricht.

Aufreinigung:

10 G des methanolischen Rohextraktes wurde in einem Kolben mit 50 ml 3 %iger NaOH unter
leichtem Ruhren fir 30 min bei 60 °C im Wasserbad gelost (suspendiert). Da sich eine klumpige,
klebrige Emulsion bildete, wurde der klar geltste Teil abdekantiert und nachfolgend zentrifugiert.
Der emulgierte Rickstand wurde erneut mit 50 ml einer 3 %igen NaOH fiur weitere 30 min bei 60 °C
unter Rihren aufgeldst. Zur leichteren Abtrennung des verbliebenen amorphen Rickstands wurde
der Rundkolben kurz im Eisbad abgekuhlt und erneut abdekantiert. Der verbliebene Rickstand
wurde kurz im Ultraschallbad behandelt, 3-mal mit 60 °C heilfen Wasser in kleinen Portionen
nachgewaschen und dekantiert. Die wassrigen Phasen wurden in einem Becherglas vereinigt, wobei
die Ausbildung nadelférmige Kristalle beobachtet werden konnte. Das finale Gesamtvolumen der
gelblichen Losung betrug etwa 120 ml. AnschlieRend wurde die Losung tropfenweise unter Rilhren
mit 32 % HCI angesauert. Am Umschlagspunkt &ndert sich die Farbe der Losung von orange-gelb
nach zitronengelb, wobei es zu deutlichen, weil3 bis zitronengelben Ausflockungen kommt. Danach

wurden noch 3 Tropfen HCI zugegeben, um einen pH-Wert von unter 1 zu erzielen. Abschliel3end



7. Experimentalteil - Appendix 171

wurde die gelbliche Losung mit dem gleichen Volumen DCM (3 x 120 ml) ausgeschuttelt. Die
vereinigten organischen Phasen wurden tber Trocknungsmittel MgSO. getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel im schwachen Vakuum bei 800 mbar sowie bei 40 °C am Rotationsverdampfer
abgezogen und schonend unter Vakuum im Exsikkator getrocknet. Die erhaltene Fraktion war

zitronengelb und von briichiger Konsistenz.

Auswaage des aufgereinigten Extraktes: 1,7309 g, was 17,37 % Ausbeute entspricht. Damit konnte
das Ergebnis der oben geschilderten Vorversuche zur Entwicklung der Methode klar Ubertroffen

werden.
Probe Nr. 2

Die Gewinnung des Rohextraktes und die Aufreinigung wurde nach der oben beschriebenen

Vorschrift fir Probe 1 durchgefuhrt. Die Besonderheiten sind nachfolgend beschrieben.

Die Einwaage der pulverisierten Probe betrug 37,1 g; die Auswaage von Rohextrakt betrug 22,2 g,

was einer Ausbeute von 59,8 % entspricht.
Aufreinigung

Wie bereits oben beschrieben, wurden 10 g des methanolischen Rohextraktes in einen
Erlenmeyerkolben Uberfiihrt und sukzessive 2-mal mit 3 %iger NaOH-Ldsung (2 x 50 ml) unter
leichtem Ruhren 30 min bei 60 °C im Wasserbad suspendiert. Es wurde eine feine Suspension
erhalten, die im Eisbad gekihlt und abzentrifugiert wurde. Die erhaltene, klare Lésung wurde
angesauert und wie oben beschrieben weiterverarbeitet. Insgesamt musste festgestellt werden,
dass die Verarbeitung dieser Probe deutlich einfacher war als die der Probe 1 (nur schwache

Emulsionsbildung).
Es wurde eine Auswaage von 5,478 g erhalten, was einer Ausbeute von 54,8 % entspricht.
Probe Nr. 3

Die Einwaage der pulverisierten Probe betrug 35,1 g; die Auswaage von Rohextrakt betrug 23,4 g,

was einer Ausbeute von 66,7 % entspricht.
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Aufreinigung:

Wie bereits oben beschrieben, wurden 10 g vom methanolischen Rohextrakt in einen
Erlenmeyerkolben Uberfiihrt und sukzessive 2-mal mit 3 %iger NaOH-L6sung (2 x 50 ml) unter
leichtem Ruhren fir 30 min bei 60 °C im Wasserbad suspendiert; der Verlauf war analog zur Probe
2.

Es wurde eine Auswaage von 8,501 g erhalten, was einer Ausbeute von 83,42 % entspricht.
Probe Nr. 4

Die Einwaage der pulverisierten Probe betrug 39,7 g; die Auswaage von Rohextrakt betrug 27,5 g,

was einer Ausbeute von 69,3 % entspricht.
Aufreinigung:

Wie bereits oben beschrieben, wurden 10 g vom methanolischen Rohextrakt in einen
Erlenmeyerkolben Uberfiihrt und sukzessive 2-mal mit 3 %iger NaOH-Ldsung (2 x 50 ml) unter
leichtem Ruhren fir 30 min bei 60 °C im Wasserbad suspendiert; der Verlauf war analog zu Probe
2. Jedoch zeigte sich nahezu kein Rickstand, so dass die Losung ohne Zentrifugation
weiterverarbeitet werden konnte. Nach Einstellung des pHs mit HCl wurden 100 ml DCM direkt zu
dieser Losung gegeben und nachfolgend nochmals 2-mal mit jeweils 100 ml DCM ausgeschiittelt.

Die vereinigten organischen Phasen wurden wie oben beschrieben weiterverarbeitet.
Es wurde eine Auswaage von 7,8200 g erhalten, was einer Ausbeute von 78,20 % entspricht.
Probe Nr. 5 (B. sacra, sehr dunkle Stiicke)

Die Einwaage der pulverisierten Probe betrug 37,1 g; die Auswaage von Rohextrakt betrug 23,5 g,

was einer Ausbeute von 63,3 % entspricht.
Aufreinigung:

Die Aufreinigung erfolgte analog zur Probe 4. Anzumerken wére, dass die alkalische Losung im
Vergleich zur Probe 4 intensiv braun gefarbt war und der Niederschlag nach Anséuerung

zitronengelb war.
Es wurde eine Auswaage von 9,2955 g erhalten, was einer Ausbeute von 92,96 % entspricht.

Es wurde an dieser Probe, die eine sehr hohe Ausbeute lieferte, nochmals eine Alternative

ausgetestet:® In einer bereits publizierten Methode wird die alkalische, wassrige Lésung mit einem



7. Experimentalteil - Appendix 173

organischen LOsungsmittel ausgeschuttelt, um evtl. Neutralstoffe bereits an dieser Stelle zu
entfernen. Dazu wurde die alkalische Losung mit DCM (3 x 10 ml) extrahiert; die vereinigten
organischen Phasen wurden mit 0,5 %iger NaOH-Losung (2 x 20 ml) gegengewaschen. Die
alkalischen Phasen wurden vereinigt und die organische Phase verworfen. Wie bereits im

Vorversuch gab es im Verlauf dieser Partitionierung keine signifikante Niederschlagsbildung.

Die erhaltene Ausbeute betrug jedoch nur 1,2167 g, was 12,2 % entspricht; offensichtlich werden

durch das ,Gegenwaschen® mit DCM nicht nur Neutralstoffe abgetrennt.

Probe Nr. 6a (B. sacra, Rohware, grunlich-gelbliche Stiicke der Probe 6)

Die Einwaage der pulverisierten Probe betrug 29,1 g; die Auswaage von Rohextrakt betrug 18,3 g,
was einer Ausbeute von 62,9 % entspricht.

Aufreinigung:

Wie bereits oben beschrieben, wurden 10 g vom methanolischen Rohextrakt in einen
Erlenmeyerkolben Uberfiihrt und sukzessive 2-mal mit 3 %iger NaOH-L6sung (2 x 50 ml) unter
leichtem Rihren fir 30 min bei 60 °C im Wasserbad suspendiert; der Verlauf war analog zu Probe
4.

Es wurde eine Auswaage von 9,8730 g erhalten, was einer Ausbeute von 98,73 % entspricht.

Probe Nr. 6b (B. sacra, Rohware, dunkel gefarbte Stiicke der Probe 6)

Die Einwaage der pulverisierten Probe betrug 35,3 g; die Auswaage von Rohextrakt betrug 21,4 g,

was einer Ausbeute von 60,6 % entspricht.

Aufreinigung:

Wie bereits oben beschrieben, wurden 10 g vom methanolischen Rohextrakt in einen
Erlenmeyerkolben Uberfiihrt und sukzessive 2-mal mit 3 %iger NaOH-Ldsung (2 x 50 ml) unter
leichtem Rihren fir 30 min bei 60 °C im Wasserbad suspendiert; der Verlauf war analog zu Probe
4,

Es wurde eine Auswaage von 8,8673 g erhalten, was einer Ausbeute von 88,67 % entspricht.
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Probe Nr. 7 Ethanolischer Extrakt, entsprechend Deklaration von B. sacra

Da die Proben 7-10 schon als ethanolischer Extrakt zur Verfigung standen, konnte die Soxhlet-
Extraktion entfallen. Von den Proben 9 und 10 gab es nur sehr kleine Mengen, die nahezu vollstandig
bei den oben geschilderten Vorversuchen verbraucht worden sind (siehe Tab. 7-5).

Aufreinigung

10 G des ethanolischen Rohextraktes wurde in einem Kolben in 10 ml MeOH suspendiert.
AnschlieRend wurde eine 3 %ige NaOH-Losung (100 ml) in 3 Portionen unter leichtem Rihren
zugegeben. Der Extrakt wurde fir 30 min bei 30 °C im Wasserbad belassen. Hierbei entwickelte
sich eine stark viskose, rétliche Emulsion. Die Lésung wurde in ein Becherglas abdekantiert und der
amorphe Riickstand erneut jeweils mit der 2. Portion der NaOH-L6sung bei 60 °C weiterbehandelt.
Da anschlie3end noch immer ein verklumpter, amorpher Rickstand Ubrig blieb, wurde der Kolben
im Eisbad abgekuhlt und erneut abdekantiert. Anschliel3end wurde der Ruckstand 3-mal mit 80 °C
heilem H-O in kleinen Portionen nachgewaschen und dazwischen im Ultraschalbad resuspendiert.
Die wassrigen Phasen wurden vereinigt. Die vereinigten Phasen wurden, wie unter Probe 2

beschrieben, weiterverarbeitet.

Die Ausbeute betrug 2,5748 g, was 25,75 % entspricht.

Probe Nr. 8 (Eth. Extrakt)

Diese Probe wurde entsprechend Probe 7 aufgearbeitet.

Die Ausbeute betrug 5,4321 g, was 53,14% entspricht.

Proben Nummern 9 und 10 (Eth. Extrakte)

Da von diesen ethanolischen Extrakten, die zudem schon einige Jahre alt waren, nur geringe
Mengen zur Verfiigung standen, musste auf eine weitere Aufarbeitung verzichtet werden. Diese
beiden Proben wurden direkt in der vorliegenden Form fur die chromatographischen

Untersuchungen verwendet.
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Tab. 7-12 Zusammenfassung der Extraktionen / Aufreinigungen der Proben 1-10

Probe Soxhlet Soxhlet Rohextrakt Ausbeute von | Extrakt
Weihrauch Rohextrakt, Ausbeute % 10g Ausbeute %
Einwaage [g] | Auswaage [d] Rohextrakt [g]

Probe 1 | 40,8 24,4 59,8 1,7 17,4

Probe2 | 37,1 22,2 59,8 55 55,3

Probe 3 | 35,1 23,4 66,7 8,5 83,4

probe 4 39,7 27,5 69,3 7.8 78,2

Probe5 | 37,1 23,5 63,3 9,3 93,0

Probe 6a | 29,1 18,3 62,9 9,9 98,7

Probe 6b | 35,3 21,4 60,6 8,9 88,7

Eth. / / 2,6 25,8

Extrakt 7

Eth. / / 5,4 53,1

Extrakt 8

Eth. / / / /

Extrakt 9

Eth. / / / /

Extrakt

10

7.2 Entwicklung diinnschichtchromatographischer Methoden

Alle Proben sowie die weiter unten beschriebenen Edukte der Vorsaulen-Derivatisierung wurden
mittels traditioneller Diinnschicht-Chromatographie untersucht. Dabei wurden mit Hilfe einer
Glaskapillare typischerweise 5 pl der Probe lber eine Lange von 10 mm aufgetragen. Das FlieBmittel
fur die ,klassische® DC war Toluol / Aceton 8:2 (V/V) und Kammersattigung. Die Auswertung erfolgte
bei Tageslicht, bei UV 256 nm und 366 nm sowie bei Tageslicht nach Besprihen mit Anisaldehyd-

Reagenz.

Fur die HPTLC-Analysen betrugen die Probenvolumina fir die Extrakte 10 pl und fur die
Referenzlésungen 20 ul, die automatisch mit dem CAMAG Automatic TLC Sampler Il bandférmig
Uber 8 mm auf Kieselgelplatten aufgetragen wurden. Die Proben wurden in einer konventionellen
DC-Kammer unter Kammersattigung tber 8 cm 1-3-mal entwickelt. Zu beachten ist, dass zwischen
den einzelnen Laufen die Platten kurz im Abzug bei Raumtemperatur ohne Erwadrmung getrocknet
wurden. Die Platten wurden anschliel3end in einem Camag TLC-Visualizer unter eine UV-Lampe bei
A=254 nm ausgewertet, nochmals mit Anisaldehyd-Reagenz entwickelt und erneut bei Tageslicht

ausgewertet.

Alle Extrakte wurden unter den gleichen Bedingungen analysiert. Die Konzentration der Extrakt-
Proben betrug 20 mg/ml EtOH. Die Konzentration der einzelnen Standards betrug 0,5 mg/mi;

zusatzlich wurden Mischstandards eingesetzt.
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Das Laufmittel fur die Entwicklung der HPTLC-Platten bestand typischerweise aus:

Pentan / Diethylether 2:1 plus 1 % Essigsaure (V/V).

7.3 Vorsaulen-Derivatisierungen

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, zeigen viele Triterpenséduren nur bei relativ kurzen
Wellenlangen im UV-Spektrum eine Absorption. Deshalb wurde Uberlegt, die Saurefunktion,
alternativ die alkoholische Gruppe der Triterpensauren, mit einem aromatischen Rest zu
substituieren, so dass sich eine einheitliche Detektierbarkeit aller Triterpensauren bei einer
Wellenlange von A=254 nm oder héher ergibt. Der Syntheseerfolg wurde zunachst mittels DC
Uberprift, wobei die Edukte mit chromatographiert wurden. Erst wenn sich ein eindeutiger
Unterschied zwischen den Edukten und den Produkten zeigt, waren weiterfihrende Analysen
geplant (z.B. HPLC).

Als funktionelle Gruppen bieten sich bei den Boswelliasauren die Carbonsaurefunktion in Position 4
(C4), die Hydroxylgruppe in Position 3 (Cs3) und die Carbonylgruppe in Position 11 zur Derivatisierung
an. Falls vorhanden, kann auch die Carboxylgruppe C.4 funktionalisiert werden. Ebenfalls sind die

Doppelbindungen fur eine Funktionalisierung zugénglich.

Die Carbonséauregruppe kann mit verschiedenen Reagenzien aktiviert werden und anschlieRend zu
Estern, Amiden, Aminen und Hydrazonen umgesetzt werden. Die Aktivierung kann z.B. als
Carbonséaurechlorid, Carbonsaureanhydrid und als O-Acylisoharnstoff erfolgen. Als Nukleophil
bieten sich z.B. Amine an; grundsatzlich muss das Nukleophil eine UV-aktive Gruppe (z.B. einen

Aromaten) tragen.

Was aber eine Derivatisierung der Carbonsaure erschweren kdnnte, ist die sterische Hinderung
durch die Methylgruppe in Position 4 sowie die Nahe der Saure zur 3-OH-Gruppe, wodurch
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Saure und Alkohol entstehen kdnnen; was die Reaktivitat
zusatzlich reduziert. Auch der +I Effekt der Methylgruppe in Position 4 kdnnte die Carbonylaktivitat
erniedrigen (Abb. 7-1).
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Abb. 7-1 Sterisch eingeschrankte Carbonsédure und alkoholische Gruppe an Ring A der
Boswelliasduren

Eine weitere Mdoglichkeit zur Derivatisierung stellt die Modifizierung an der Hydroxylgruppe in
Pasition (Cs3) dar; hier sind eine Veresterung mit einem Carbonsdure- oder Sulfonséurechlorid in
Gegenwart von Pyridin und katalytischer Mengen DMAP oder die Bildung eines Ethers mit einem
Alkylhalogenid denkbar. Hier ergibt sich allerdings das Problem, dass die 3-OH-Gruppe teilweise
acetyliert ist und vorher hydrolisiert werden misste, was die geplante Vorsaulenderivatisierung
zusatzlich erschweren wirde. Deshalb ist diese Variante nicht zu bevorzugen, wurde aber trotzdem
getestet. Ebenfalls ist es mdglich, im Bereich der Ketogruppe, sofern vorhanden, an der Position
(C11) Derivatisierungen vorzunehmen; auch diese Variante wéare wegen strukturellen Unterschieden
in diesem Bereich ebenfalls nicht die bevorzugte Ldsung. Fernerhin haben die Triterpensduren
typischerweise eine oder zwei Doppelbindungen in Ring C, beispielsweise an Position Ci, die als

weitere Alternative derivatisiert werden kdnnten.

Fur alle Derivatisierungsversuche wurden zunachst einfachere Carbonsauren als Modellsubstanzen
und spéater Glycyrrhetinsaure (Glyc), die strukturell den Boswelliasduren sehr nahekommt und im
Gegensatz zu den BAs gut verflgbar ist, eingesetzt. Weiterhin wurden aufgereinigte
Weihrauchextrakte und alternativ die Rohextrakte zur Methodenentwicklung verwendet.

Bei den Reaktionen wurden unterschiedliche Parameter variiert, die nachfolgend in den jeweiligen
Tabellen zusammengefasst sind. Alle verwendeten Lésungsmittel wurden getrocknet, um mdogliche
Ruckreaktionen durch Wasser zu vermeiden. Als Reaktionsgefdle wurden Mikro-
Schraubreagenzglaser (Fisher-Scientific) verwendet, die bei jeder Reaktion dicht verschlossen

wurden und in einem Heizblock temperiert werden konnten.
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7.3.1 Umsetzung der alkoholischen Gruppe uber aktivierte Carbonséuren

Derivatisierung der 3-Hydroxygruppe

Diese Derivatisierung stellt eine Veresterung der 3-OH-Gruppe dar, in dem der sekundare Alkohol
mit einem aktivierten Carbonsaurederivat zu einem Ester umgesetzt wurde. Damit das Produkt eine
ausreichende UV-Absorption besitzt, kommt als Nucleophil z.B. eine aromatische Carbonséure in

Frage.

Es wurden Benzoylchlorid oder 4-Nitrobenzoylchlorid als Carbonséaurederivat ausgewahlt. Um das
bei der Reaktion entstehende HCI abzufangen, wurde als Base Pyridin hinzugegeben, welches zum
Pyridinium-lon reagiert. Als Edukt wurde die im Vorfeld erwahnte aufgereinigte BA-Fraktion bzw.

Glyc, geldst in Dichlormethan, verwendet.

Die Umsetzung der BAs mit 4-Nitrobenzoylchlorid fand unter Anwesenheit katalytischer Mengen
Dimethylaminopyridin (DMAP) statt. Diese Methode fand bereits Anwendung in der Publikation
»SEMISYNTHETIC HYBRIDS OF BOSWELLIC ACIDS: A NOVEL CLASS OF POTENTIAL ANTI-INFLAMMATORY AND

ANTI-ARTHRITIC AGENTS*.11]

Ansatz 1

@ + HCO
P

N

.
+

Abb. 7-2 Veresterung der 3-OH-Gruppe mit 4-Nitrobenzoylchlorid mit Pyridin als HCI-Fénger,
formuliert mit BA
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Tab. 7-13 Zusammenfassung der Reaktion 1

Stoff Aquivalent | Masse, soll | Stoffmenge | Losungsmittel | Tatsachliche
(mg) (nmol) Einwaage /
Volumina
Glyc 1 50 110 MeOH 50,32 mg
4-Nitrobenzoyl- | 1,2 24 130 10 ml DCM 23,82 mg
chlorid
DMAP 1 THF 164 pl
(50 mmol/L Lsg.)

Glyc sollte als Modellsubstanz mit 4-Nitrobenzoylchlorid an der 3-OH-Gruppe zu einem Ester
derivatisiert werden. In einem kleinen Mikro-Reaktionsgefal? wurden 50 mg Glyc in Methanol
(Ultraschallbad) gelést. Unter Schutzgas-Atmosphare (Argon) wurde 4-Nitrobenzoylchlorid, gelést in
trockenem DCM, in Gegenwart von DMAP als Katalysator zur Reaktionslésung gegeben und fiir 1 h
unter Rickfluss erhitzt. Danach wurde das Losungsmittel abgezogen und eine weil3e Substanz blieb

zurick.

Um eine dunnschichtchromatographische Kontrolle des Reaktionsverlaufes durchzuftihren, wurden
Referenzldsungen angefertigt. Dazu wurde 1mg Glyc in einem Gemisch von jeweils 1 ml Methanol,
Ethanol und Chloroform geldst sowie 1 mg 4-Nitrobenzoylchlorid in 1 ml Methanol gegeben. 1 mg
des Produktes wurde ebenfalls in einer Mischung aus jeweils 1 ml Methanol, Ethanol und Chloroform
geldst. Von den drei Loésungen wurden 5 pl mittels einer Mikrokapillare auf eine Kieselgel Geo Fas4
Platte (Aluminiumtrager) mit den Maf3en 5 cm x 8 cm aufgetragen. Die Laufstrecke betrug 6 cm. Als
Laufmittel dienten 3 ml eines 10:1-Gemisches aus n-Hexan und Ethylacetat (V/V). Die Auswertung
erfolgte unter UV bei 254 nm und 366 nm. Zudem wurde Anisaldehyd-Schwefelsaure-Sprihreagenz
zur Detektion verwendet, welches aus 0,05 ml Anisaldehyd, 8,5 ml Methanol, 1 ml Eisessig und 0,5
ml konz. Schwefelséure frisch hergestellt wurde. Leider konnte beim Vergleich von Edukt zu Produkt

keine Umsetzung festgestellt werden.
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Ansatz 2

Als Modellsubstanzgemisch wurde hier der aufgereinigte Extrakt 9 genommen.

Abb. 7-3 Veresterung der 3-OH-Gruppe mit Benzoylchlorid, formuliert mit BA und Pyridin als HCI-
Fanger

Tab. 7-14 Zusammenfassung der Reaktion 2

Stoff Aquivalent Masse, soll | tatsachliche | Stoffmenge Losungsmittel
(mg) Einwaage /| (umol) (ml)
Volumina
Extrakt 9 1 100 99,97 mg 200 1 ml DCM
Benzoylchlorid | 2 46 pl 400 2 ml Pyridin

Die Probe wurde in 1 ml Dichlormethan geldst und in einem Mikro-Schraubdeckelreagenzglas mit
Argon uberlagert. Als Derivatisierungsreagenz wurde Benzoylchlorid in 2 ml Pyridin geldst und in
das Reagenzglas getropft. Der Ansatz wurde wieder mit Argon tberlagert und eine Stunde bei 40 °C

im Heizblock temperiert. Nach Einrotieren wurde ein Rickstand erhalten.

Ausbeute: 240,3 mg, gelblich, dickflissig.

Die Probe wurde, wie unter Ansatz 1 beschrieben, diinnschichtchromatographisch untersucht. Unter
UV-Licht (254 nm) war eine unscharfe Bande fur ein mogliches Produkt bei einem Rf von 0,5
schwach sichtbar, was aber nicht den Erwartungen entsprach. Das vermutete Ergebnis ware eine
Verschiebung der Triterpenbanden, oder zumindest einiger dieser Banden, zu hoheren R+-Werten.

Deshalb wurde auch dieser Ansatz nicht weiterverfolgt.
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| !
Benzoyl. Ex.

Deriv. Benzoyl Ex.

Deriv.

UV 254 nm Anisaldehyd

Abb. 7-4 DC-Ergebnisse der Reaktion 2

Ansatz 3

Analog zum Ansatz 1 wurde dieser mit einer aufgereinigten Probe 9 wiederholt.

Tab. 7-15 Zusammenfassung der Reaktion 3

Reaktanden Aquivalent | Masse, soll | Tatsachliche | Stoffmenge | Losungsmittel
(mgQ) Einwaage (umol) (ml)
(mg)
Extrakt 9 1 100 102,07 200 1 ml DCM
4-Nitrobenzoyl 3 111,34 1154 600 2 ml Pyridin
chlorid

Die Probe wurde in 1 ml Dichlormethan geldst und im Mikro-Schraubdeckelreagenzglas mit Argon
Uberlagert. 4-Nitrobenzoylchlorid wurde in einem Schnappdeckelglas in 2 ml Pyridin unter Erwdrmen
gelost und in das Reaktionsgefal} tropfenweise hinzugegeben. Der Ansatz wurde erneut mit Argon

Uberlagert und eine Stunde dicht verschlossen bei 60-70 °C im Heizblock temperiert.

Um die Reaktion zu stoppen, wurden 2 ml Wasser zugegeben. AnschlieRend wurde 3-mal mit je 1
ml Dichlormethan ausgeschuttelt. Die gesammelten Dichlormethanphasen wurden einrotiert und es

wurde ein fester Rickstand erhalten.

Ausbeute: 224,2 mg Produkt, gelblich, kristallin.
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Unter UV-Licht war eine Bande bei Rs 0,4 oberhalb des 4-Nitrobenzoylchlorids sichtbar; jedoch ist
es fraglich, ob es sich dabei um ein Boswelliasdurederivat handelt. Die Bande liel3 sich nicht mit

Anisaldehyd anfarben und lasst so auf ein Nebenprodukt schlieRen.

4-Nitrobenz. Ex.  Deriv.  4-Nitrobenz. Ex.  Deriv. 4-Nitrobenz.  Ex. Deriv.

UV 254 nm Anisaldehyd Dragendorff's

Abb. 7-5 DC-Ergebnisse der Reaktion 3
Ansatz 4

Hydrolyse der acetylierten Boswelliasduren und anschlieRende Derivatisierung mit 4-
Nitrobenzoylchlorid.

Tab. 7-16 Zusammenfassung der Reaktion 4

Stoff Aquivalent | Masse, soll | tatsachliche | Stoffmenge | Losungsmittel
(mg) Einwaage (umol) (ml)
(mg)
Extrakt 9 1 100 102,06 200 1 ml DCM
4-Nitrobenzoyl- |1 37,11 40,01 200 2 ml DCM
chlorid
DMAP 1

Da, wie vorhin erwahnt wurde, einige Boswelliasauren (z.B. AKBA) an der 3-Position acetyliert
vorliegen, wurde bei diesem Ansatz angestrebt, diese zunachst zu deacetylieren und anschlie3end

vollstandig zu derivatisieren:
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Ca. 250 mg des Weihrauch-Extraktes Nr. 9 wurden in ein Schnappdeckelglas eingewogen und in
5 ml Diethylether geldst. Es wurde 3-mal mit je 5 ml 0,5 M NaOH ausgeschittelt und die vereinigten
NaOH-Phasen in einem Schraubdeckelreagenzglas 1,5 Stunden auf 70 °C im Wasserbad erwarmt.
AnschlieRend wurde das Reagenzglas vor Licht geschiitzt und tber Nacht ruhen gelassen. Danach
wurde die Losung nun mit 3 ml 6N HCI angeséuert und 3-mal mit je 5 ml Diethylether ausgeschuttelt.
AbschlieRend wurde das Lésungsmittel der Dietyletherphasen am Rotationsverdampfer abgezogen

und ca.100 mg des Produktes abgewogen.

Diese Probe wurde in einem Mikroreaktionsglas in 1 ml Dichlormethan geldst. 4-Nitrobenzoylchlorid
wurde zusammen mit Dimethylaminopyridin (DMAP) in 2 ml Dichlormethan geldst und langsam zur
Probe zugetropft. Das Reaktionsgefald wurde mit Argon geflllt und fir eine Stunde dicht
verschlossen bei 40 °C im Heizblock erwarmt. Abschlie3end wurde das Lésungsmittel im Vakuum

abgezogen.
Ausbeute: 128,6 mg eines gelblichen Feststoffes.

Bei der DC-Analyse waren unter UV-Licht neben dem Derivatisierungsreagenz fiinf weitere Banden
zu erkennen, welche sich auch mit Anisaldehyd anfarben lieBen. Die Banden des moglichen
Produktes sind breiter und unpolarer als die des Extraktes, was zunéchst auf eine erfolgreiche
Derivatisierung hindeutet (Abb. 7-6).

h
o

4-Nitrobenz. Ex. Deriv. 4-Nitrobenz. Ex Defiv.

UV 254 nm Anisaldehyd

Abb. 7-6 DC-Ergebnisse der Reaktion 4
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Bei genauerer Auswertung der DC wird jedoch sichtbar, dass die vermeintlichen Produktbanden
durch die Eduktbande des 4-Nitrobenzoylchlorides nach oben gedriickt werden, insbesondere, weil
die Konzentration hoher ist als bei den Edukten. Deshalb erbrachte auch dieser Ansatz nicht das

gewinschte Ergebnis.
Ansatz 5

Zur Optimierung von Ansatz 4 wurden drei Wiederholungen mit etwas veranderten

Mengenverhaltnissen nach dem vorher beschriebenen Versuchsablauf durchgefihrt.

Tab. 7-17 Zusammenfassung des 5. Reaktionsansatzes

Stoff Aquivalent | Masse, soll | tatsachliche | Stoffmenge | Lésungsmittel
(mg) Einwaage / | (umol) (ml)

Volumen
Extrakt 9 1 100 101,95 mg | 200 1 ml MeOH
Natriumhydroxid | 3 0,03375 0,03576 mg | 602 1 ml MeOH
Salzsaure 32 % Ca.1ml
4-Nitrobenzoyl- | 1 37,11 37,9 mg 400 1 ml DCM
chlorid
DMAP 1 1 mg 1 ml DCM

Das erzielte Ergebnis unterschied sich leider nicht signifikant von dem in Abb. 7-6; ein eindeutiger

Beweis flir eine Umsetzung konnte nicht erbracht werden.
Ansatz 6
Ausgegend von Versuch 5 wurden die stéchiometrischen Verhaltnisse weiter modifiziert.

Tab. 7-18 Zusammenfassung des 6. Reaktionsansatzes

Stoff Aquivalent | Masse, soll | tatsachliche | Stoffmenge | Lésungsmittel
(mg) Einwaage (1mol) (ml)
(mg)
Extrakt 9 1 100 90 200
Natriumhydroxid | 1 204,76 5000 10 ml MeOH
4-Nitrobenzoyl 1 37,11 37,8 200
Chlorid
DMAP 2 2
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Das erzielte Ergebnis unterschied sich leider nicht signifikant von dem in Abb. 7-6; ein eindeutiger

Beweis flr eine Umsetzung konnte nicht erbracht werden.

Ansatz 7

Ausgegend von Versuch 5 wurden die stéchiometrischen Verhaltnisse weiter modifiziert.

Tab. 7-19 Zusammenfassung des 7. Reaktionsansatzes

Stoff Aquivalent | Masse, soll | tatsachliche | Stoffmenge | Lésungsmittel

(mg) Einwaage (nmol) (ml)

(mg)

Extrakt 10 1 100 105,29 200
Natriumhydroxid | 1 200 191,06 5000 10 ml MeOH
4-Nitrobenzoyl 1 37,11 37,8 200 2 ml MeOH
Chlorid
DMAP 1 1,05 1

Das erzielte Ergebnis unterschied sich leider nicht signifikant von dem in Abb. 7-6; ein eindeutiger

Beweis flr eine Umsetzung konnte nicht erbracht werden.

7.3.2 Umsetzung der 3-Hydroxylgruppe mittels weiterer Aktivatoren

Es wurde noch eine weitere Derivatisierung der 3-OH-Gruppe entsprechend einer Patentschrift zur
Derivatisierung der BA unternommen.*”) Dabei wurde Nicotinsaure oder eine andere geeignete
organische Saure mit Thionylchlorid / Sulfurylchlorid unter Zusatz von Pyridin  zum
Carbonsaurechlorid aktiviert und dann mit der 3-OH-Gruppe der BA umgesetzt.®” % Unter diesen
Bedingungen ist die Reaktion auf Carbonséuren beschrankt, die von GERRARD et FRENCH auf die
Erleichterung der ,,Broadside-Collision“ durch Wasserstoffbriickenbindung zwischen Carboxyl-H und
Pyridin zurtickgefuihrt wird (Abb. 7-7).°% Die Reaktion wurde entsprechend KEUSGEN et al.
modifiziert.!%) Alternativ konnte fur die Veresterung der sekundaren Alkoholfunktion DMAP als

nukleophiles Hilfsreagenz verwendet werden; dieser Ansatz wurde im Ansatz 4 weiterverfolgt.[*0%
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Abb. 7-7 Reaktionsschema zur Umsetzung von Nicotinsdure mit BAs

Ansatz 1

Entsprechend des Schemas in Abb. 7-7 wurde folgender Versuch geplant:

Tab. 7-20 Versuchsplanung der 1. Reaktion mit Nicotinsaure

Stoff Aquivalent | M [g/mol] | N m Vv
Extrakt 1 1 0,011 mmol | 0,5¢g
Nicotinsdure |1 123,11 1,6 mmol 0,29 0,5 ml
Sulfurylchlorid | 1 134,965 6,2 mmol 0,8354¢g

Da vom Extrakt 9 keine ausreichende Menge mehr zur Verfligung stand, wurden die weiteren

Experimente mit Extrakt 1 durchgefihrt; dazu wurde die Probe (5 mg) unter Stickstoff in

wasserfreiem Pyridin (0,5 ml)

in einem verschraubbaren Mikro-Reaktionsgefal? geldst.

Sulfurylchlorid wurde gemeinsam mit Nicotinsdure hinzugegeben und Reste von Sulfurylchlorid
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wurden mit einem N.-Strom entfernt. Das ReaktionsgefaR wurde dicht verschlossen und im
Heizblock bei 100 °C fur 10 min mit einem Mikro-Magnetfisch gerihrt. Die braune Reaktionslésung
wurde in 10 ml geséttigte NaCl Losung gegeben und anschlieBend 3-mal mit 10 ml Cyclohexan
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber Na>SO4 getrocknet, abfiltriert und das
Lésungsmittel unter verminderten Druck entfernt. Es wurde eine leicht braune, 6lige Flissigkeit

erhalten.

Ausbeute: 6,1 mg

Die wassrige Reaktionslésung wurde anschlieBend nochmals mit 10 ml Ethylacetat extrahiert und
Uber Na>SO4 getrocknet, abfiltriert und das Losungsmittel unter verminderten Druck abgezogen. Es

wurde ein schmutzig-weilRer Feststoff erhalten.

Ausbeute: 5,6 mg

Obwohl die Methode zuvor von KEUSGEN erfolgreich mit aliphatischen Carbonsauren getestet
wurde, lassen sich zwischen dem Extrakt und der Cyclohexan-(CH)-Phase keine nennenswerten
Unterschiede erkennen; die Ethylacetat-(EE)-Phase zeigt nur eine verschwommene Bande oberhalb
der Startbande (Abb. 7-8).

EX1 CH EE Ex1  CH EE

UV 254 nm Anisaldehyd

Abb. 7-8 DC-Ergebnisse des 1. Reaktionsansatzes
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Ansatz 2

Bei dem 2. Ansatz wurde nur die Versuchsdurchfiihrung geéndert aber gleiche Mengen an

Substanzen eingesetzt.

Tab. 7-21 Versuchsplanung der 2. Reaktion mit Nicotinsaure

Stoff Aquivalent | M [g/mol] | n m Vv
Nicotinsaure 1 123,11 1,6 mmol 0,29 0,5 ml
Sulfurylchlorid | 1 134,965 6,2 mmol 0,835¢

Extrakt 1 1 0,011 mmol | 05¢g

In einem Mikro-Reaktionsgefal3, wurde 200 mg Nicotinsaure unter N als Schutzgas vorgelegt und
0,5 ml Sulfurylchlorid dazu gegeben. Extrakt 1 (5 mg) wurde in 0,5 ml wasserfreiem Pyridin geltst
und zur Reaktionslésung hinzugetropft. Uberschiissiges SO,CL, wurde mit einem N,-Strom entfernt.
Das Gefald wurde dicht verschlossen und im Heizblock fir 1 h bei 100 °C mit einem Mikro-Ruhrfisch
geruhrt. Die braune Reaktionsldsung wurde mit 10 ml gesattigte NaCl Losung versetzt und 3-mal
mit 10 ml Cyclohexan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na>SOs

getrocknet, abfiltriert und das Lésungsmittel unter verminderten Druck abgezogen.

Ausbeute: 9,8 mg als dunkelbraune, 6lige Flussigkeit.

' | —
= ﬂv‘

———a S 1
Ex.1 Deriv. Ex.1 Deriv.
UV 254 nm Anisaldehyd

Abb. 7-9 DC-Ergebnisse des 2. Reaktionsansatzes

Berticksichtigt man, dass von dem Extrakt (Ex. 1) eine mengenmafig grolRere Menge aufgetragen
wurde als von dem Reaktionsansatz (Deriv.), ergeben sich zwischen beiden Proben keine
signifikanten Unterschiede (Abb. 7-9).
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Ansatz 3

Der Ansatz 2 wurde nochmals exakt wiederholt. Es wurde eine Ausbeute von 11 mg in Form weil3er
Kristalle erhalten. Es wurden keine signifikanten Unterschiede gegenliber Ansatz 2 festgestellt (Abb.
7-10).

Ex.1 Deriv. Ex.1 Deriv.

UV 254 nm Anisaldehyd
Abb. 7-10 DC-Ergebnisse des 3. Reaktionsansatzes
Ansatz 4

In diesem Ansatz wurde Nicotinsaure durch Salicylsaure ersetzt (Abb. 7-11). Anstelle des Pyridins
wurde jedoch DMAP verwendet; die Losungsmittel waren wasserfreies Dichlormethan (DCM) und
Toluol.["]
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Abb. 7-11 Derivatisierungsschema der BAs mit Salicylsdure

Tab. 7-22 Versuchsplanung der 4. Reaktion mit Salicylsaure und DMAP

Stoff Aquivalent | M [g/mol] | m Vv

Salicylsaure 1 138,121 2000 mg | 30 ml (in Toluol)
Thionylchlorid | 10 118,97 11 ml

DMAP 1 1 mg

Extrakt 1 1 300 mg

Salicylsaure (2 g) wurde in 30 ml wasserfreiem Toluol in einem Rundkolben geldst. Thionylchlorid
(11 ml) wurde tropfenweise zugegeben. Die Reste des Thionylchlorids wurden mit einem No-
Gasstrom entfernt. Das Reaktionsgefald wurde dicht verschlossen und im Heizblock bei 100 °C
erhitzt; um den Reaktionsverlauf zu Uberprifen, wurden in regelmafRigen Abstanden kleine Proben
genommen und mittels DC untersucht. Nach 3 Stunden wurde die Reaktion beendet und das
gesamte Losungsmittel am Rotationsverdampfer unter reduziertem Druck entfernt. Es wurde ein

Olig-brauner Rickstand erhalten. Der o6lige Rickstand wurde dann in ca. 10 ml wasserfreiem
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Dichlormethan gelost. DMAP (1 mg) und Extrakt 1 (500 mg) wurden zugegeben und 1 Stunde erhitzt.

Das Ldsungsmittel wurde anschlieRend am Rotationsverdampfer entfernt.

Ausbeute an Saurechlorid: 2,72 g

Ausbeute an Produkt: 2,47 g

Es konnte mittels DC keinerlei Umsetzung der BAs detektiert werden.

Ansatz 5

Es wurde der Versuch 4 mit einer anderen Stéchiometrie wiederholt.

Tab. 7-23 Versuchsplanung der 4. Reaktion mit Salicylsaure und DMAP

Stoff Aquivalent | M [g/mol] | m Vv

Salicylsaure 1 138,121 1019,6mg | 15 ml (in
Toluol)

Thionylchlorid | 1 118,97 0,5 ml 5,5 ml

DMAP 1 1,5 mg

Extrakt 3 1 200 mg

Salicylsaure (1 g) wurde in 30 ml trockenem Toluol in einem Rundkolben gelést. Thionylchlorid (5,5
ml) wurde zugegeben. Die Reste des Thionylchlorids wurden mit einem Nz-Strom entfernt. Das
Reaktionsgefal? wurde dicht verschlossen und im Heizblock 3 Stunden bei 100 °C erhitzt. Danach

wurde das Lésungsmittel im Vakuum abgezogen und es wurde ein 6lig-brauner Riickstand erhalten.

Der dlige Film wurde anschlieBend in ca. 5 ml wasserfreiem Dichlormethan gelost. DMAP (1,5 mg)
und Extrakt 3 (207,5 mg) wurden zugegeben und 1 Stunde erhitzt. Es wurden wahrend der Reaktion
in konstanten Zeitabstanden (2 min, 4 min, 10 min) Proben genommen und DCs durchgefihrt.

AbschlieRend wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt.

Ausbeute: 1,264 g

Auch dieser Ansatz erbrachte in der DC-Analyse keine verwertbaren Ergebnisse. Das erhaltene
Produkt hatte eine sehr dunkle Farbe; auf der DC bildeten sich nur Schlieren ohne abgegrenzte

Banden.
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7.3.3 Umsetzung der Carbonséaurefunktion tiber die EDC-Methode

Es wurde zuerst mehrfach versucht, die einfacheren Carbonsauren wie Ferulasaure, Salicylsaure
und Phenylessigsaure in 3-4 %iger Pyridin-Losung Uber EDC*HCI [1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminoprppyl)carbodiimid] oder alternativ tiber DCC+NHS zu aktivieren und anschlieRend
mit einem entsprechenden UV-aktiven Nukleophil wie p-Toluolsulfonylhydrazin unter Bildung eines
Amids umzusetzen (Abb. 7-12).[102. 103,104, 105]
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Abb. 7-12 Derivatisierungsschema der BAs uber Carbodiimid-Aktivierung der Carbonsaure-

Funktion an Ca.

Nach erfolgreicher Umsetzung der einfachen Testsubstanzen wurden die Untersuchungen mit dem

Extrakt Nr. 9 fortgesetzt.

Tab. 7-24 Umsetzung der BAs mit p-Toluolsulfonylhydrazin

Stoff Aquivalent | M [g/mol] | n m Plglcm] |V

Extrakt Nr. 9 1 456,7 2,2x10°mol | 0,01g | - 10 ml EtOH
Pyridin 3% - - - 0,98 0,3 ml

EDC * HCI 25 191,7 5,5x10*mol | 0,11 g | - -
P-Tol.hydrazin | 5 186,23 1,1x10*mol [ 0,029 | - -

Extrakt Nr. 9 (10 mg in 10 ml Ethanol) wurde mit einem 25-fachen Uberschuss an (EDC * HCI) in
3 %igem Pyridin (V/V) fir 5 Minuten bei 60 °C im Wasserbad erhitzt, danach in 5-fachem

Uberschuss p-Toluolsulfonylhydrazin zugesetzt und weitere 15 Minuten bei 60 °C erhitzt.
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Leider wurde kein verwertbares Produkt erhalten; die DC-Analyse lieferte keine Ergebnisse, die auf
eine erfolgreiche Reaktion hindeuteten. Deshalb wurde dieser experimentelle Ansatz nicht

weiterverfolgt.
7.3.4 Derivatisierung der Boswelliasduren nach Umsetzung zum Saurechlorid

Die oben beschriebene EDC-Methode wurde ausgewdhlt, da diese unter relativ milden
Reaktionsbedingungen ablauft. Alternativen Methoden, wie beispielsweise die Umsetzung der BAs
zum Saurechlorid, sind wesentlich drastischer und es muss auch mit mehr Nebenprodukten

gerechnet werden.

Bei der hier beschriebenen Methode wird die Carbonsaure-Funktion der Boswelliasdure mit
Thionylchlorid zum reaktiven Carbonsaurechlorid umgesetzt, welches meist in Gegenwart einer
Base wie Pyridin oder Triethylamin (als Hilfsbase zum Abfangen der Protonen) mit einem
entsprechenden Amin wie 8-Aminochinolin zum Carbonséureamid umsetzt wird. 8-Aminochinolin ist
als Kopplungsreagenz gut geeignet, da es ein Absorptionsmaximum bei etwa 258 nm zeigt und
somit in einer HPLC Anlage mit UV-Detektor gut zu detektieren ware. Eine DC-Detektion ist mittels

UV, Anisaldehyd und Dragendorff's Reagenz mdglich.

Da Saurechloride hydrolyseempfindlich sind, wurde das frisch gebildete Zwischenprodukt unter
wasserfreien Bedingungen weiterverarbeitet. Bei der Reaktion eines Amins mit einem S&urechlorid

wird ein Aquivalent S&ure freigesetzt, welches noch nicht umgesetztes Amin protonieren wiirde.”!

Thionylchlorid

>

HCL

Abb. 7-13a Schematische Umsetzung der BAs mit Thionylchlorid; es entsteht das Saurechlorid
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NEt3

HCl

Abb. 7-13b Schematische Umsetzung der aktivierten BAs mit 8-Aminochinolin

1. Ansatz

Tab. 7-25 Umsetzung der BAs mit 8-Aminochinolin

Stoff Aquivalent | Masse, soll | tatsachliche | Stoffmenge | geldst in:
(mg) Einwaage / | (umol)
Volumina
Extrakt 9 1 100 102,5 mg 200 THF
Thionylchlorid 1,2 28,55 18 ul 240
8-Aminochinolin | 1 28,84 29,17 mg 200 DCM
Triehtylamin 1 20,2 28 ul 200 DCM

Der aufgereinigte Weihrauchextrakt wurde in getrocknetem THF (3 ml) gelést und unter
Schutzgasatmosphére in einen Dreihalskolben tberfuhrt. Dann wurde Thionylchlorid (18 ul) zur
Aktivierung der Carbonséure hinzugegeben und das Reaktionsgemisch fur eine Stunde bei
Raumtemperatur gertihrt. Nach dem Abziehen des Ldsungsmittels wurde der Rickstand in DCM
(ca. 5 ml) resuspendiert und eine Losung von 8-Aminochinolin in DCM (ca. 5 ml) unter Zusatz von
Triethylamin (28 pl) hinzugegeben. Nach einer Reaktionszeit von etwa 30 min wurde eine gesattigte
Lésung von NaHCO3 hinzugegeben (ca. 20 ml) und 3-mal mit DCM (3 x 10 ml) ausgeschdttelt.
AnschlieRend wurde die gesammelte organische Phase tber MgSO, getrocknet, filtriert und das

Lésungsmittel am Rotationsverdampfer abgezogen.

Um eine dunnschichtchromatographische Kontrolle des Reaktionsverlaufes durchzuftihren, wurden

Referenzl6sungen angefertigt. Dazu wurden 1 mg des Extraktes sowie 1 mg des Produktes in je 1
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ml THF geldst. 100 mg 8-Aminochinolin wurden in 100 ml DCM gel6st und 1:100 verdinnt, so dass
ebenfalls eine Konzentration von 1 mg/ml resultierte. Vom Produkt sowie von beiden Referenzen
wurden jeweils 5 pl auf eine Kieselgel Geo F2s4 Platte (Aluminiumtrager) mit den MafRen 5 cm x 8 cm
aufgetragen. Die Laufstrecke betrug 6 cm. Als Laufmittel dienen 30 ml eines 10:1 Gemisches aus n-
Hexan und Ethylacetat. Die Auswertung erfolgte bei UV 254 nm sowie bei 366 nm. Die
Derivatisierung war auch bei diesem Ansatz nicht erfolgreich; es konnten schon bei der Auswertung

unter UV 254 nm keinerlei Produktbanden festgestellt werden.

@ e
E; o beri;<.ﬁ—8—A
UV 254 nm

Abb. 7-14 DC-Analyse des 1. Reaktionsansatzes
2. Ansatz

Bei diesem Ansatz wurde die gleiche Vorschrift wie bei Ansatz 1 angewendet und dabei das

Aquivalent von Thionychlorid um nahezu das 10-fache erhoht.

Tab. 7-26 Umsetzung der BAs mit 8-Aminochinolin, 2. Ansatz.

Stoff Aquivalent | Masse, tatsachliche | Stoffmenge | L&sungsmittel

soll (mg) | Einwaage / | (umol) (ml)

Volumen

Extrakt 9 1 100 99,6 mg 200 3 ml THF
Thionylchlorid 10 300 pl 2000
8-Aminochinolin | 1 29 29,3 mg 200 DCM
Triehtylamin 1 20mg — 200 DCM

28 ul
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Ausbeute: 133,49 mg

Wie in Abb. 7-15 dargestellt, konnte keine Umsetzung beobachtet werden. Das 8-Aminochinon ist

sowohl bei UV 254 nm sowie nach Bespriihen mit Anisaldehyd-Reagenz gut zu erkennen.

Ex.

8-A. Deriv.

Ex. 8-A. Deriv.

uv 254 Anisaldehyd

Abb. 7-15 DC-Analyse des 2. Ansatzes. Im Vergleich zum 1. Ansatz wurde das FlieBmittel
modifiziert: Aceton / Toluol 1:4 (V/V)

3. Ansatz

Im 3. Ansatz wurde der Anteil an Thionylchlorid nochmals erhoht.

Tab. 7-27 Umsetzung der BAs mit 8-Aminochinolin, 3. Ansatz.

Stoff Aquivalent | Masse, tatsachliche | Stoffmenge | Lésungsmittel

soll (mg) | Einwaage /| (umol) (ml)

Volumen

Extrakt 9 1 100 92,1 mg 200 1,2 ml THF
Thionylchlorid 20 300 ul 4000
8-Aminochinolin | 1 29 30,69 mg 200 1 mlDCM
Triethylamin 1 20mg — | 30 pl 200 1 mlDCM

30 ul

Der aufgearbeitete Extrakt 9 (angereicherte Boswelliasdure) wurde zunéchst in 1,2 ml THF in einem
Schraubreagenzglas geldst und mit Argon Uberlagert. Das Thionylchlorid wurde langsam zugetropft
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und unter Argon 1 h bei 40 °C in einem dicht verschlossenen Mikro-Reaktionsgefafld erwarmt.
AnschlieRend wurde das THF mit einem Argonstrom nahezu vollstandig entfernt. Anschliel3end
wurde eine Losung aus 8-Aminochinolin und Triethylamin in DCM hinzugegeben und erneut 1 h bei
40 °C unter Argon im dicht verschlossenen Reaktionsgefal? erwarmt. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 1 ml gesattigter Na,COs-Lésung gestoppt und 3-mal mit je 1 ml DCM ausgeschiittelt.
Die vereinigten organischen Phasen wurden tber Na>SO4 getrocknet und das Losungsmittel am

Rotationsverdampfer abgezogen.
Ausbeute: 92,3 mg eines braunen und klebrigen Produktes.
Die Auswertung wurde mittels DC durchgefihrt (Abb. 7-16).

Die Ausgangssubstanzen Weihrauchextrakt und 8-Aminochinolin wurden neben der Produktprobe
aufgetragen; es wurden jeweils Lésungen in einer Konzentration von 1 mg/ml in DCM verwendet.
Als Laufmittel diente eine Mischung aus 8 Teilen Toluol und 2 Teilen Aceton. Verwendete
Kieselgelplatte: Kieselgel e Fass. Als Sprihreagenzien wurden Anisaldehyd-Sprihreagenz,
Dragendorff's Sprihreagenz und eine Kombination von Dragendorff's Sprihreagenz mit

Natriumnitrit 10% verwendet.

1 SR
S,
—_— e —
8-A. Ex. Deriv. 8-A. Ex. Deriv.
Markierung: UV 254 nm Anisaldehyd

Abb. 7-16a DC-Analyse des 3. Ansatzes; Auswertung des Ansatzes bei UV 254 nm (markierte
Banden zeigen eine Fluoreszenzléschung), Auswertung bei UV 254 nm (8-Aminochinolin schwach
gelb) sowie nach dem Besprihen mit Anisaldehyd. Aceton / Toluol 1:4 (V/V)
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8-A. Ex. Deriv. 8-A. Ex. Deriv.

Dragendorff's Rgz. NaNO:2 nach Dragendorff's Rgz.

Abb. 7-16b DC-Analyse des 3. Ansatzes; Auswertung mit Dragendorff's Reagenz sowie
Nachbehandlung mit NaNO

Bemerkenswert ist, dass nach der Detektion mit Dragendorff's Reagenz und der Verstarkung mit
NaNO: in der oberen Hélfte der DC mehrere unscharfe Banden auftreten, die eventuell fir das
gewinschte Produkt stehen. Deshalb wurde dieser Versuch mehrmals mit leicht verdnderten
Reaktionsbedingungen wiederholt.

Tab. 7-28a Auswertung der DCs in Abb. 7-16a, UV 254 nm

Tageslicht/ Extrakt | Derivatisiert

UV 254 nm

Nummer 2. 1. 2. 3. 4.

Rt 0,4 0,29 | 0,4 | 0,56 0,89
Farbe hellbraun
Intensitéat + ++ ++ |+ +++
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Tab. 7-28b Auswertung der DCs in Abb. 7-16a, Anisaldehyd.

Tageslicht/ | Edukt (Ex)

Anisaldehyd

Nummer 1 2 3 4 5 8 9 10
Rt 0,13 0,27 0,350,444 |053| 0,71 | 0,85 0,97
Farbe helllila | helllila | lila Lila | pink | rosa | braunrot | lila
Intensitat + + ++ +++ |+ |+t ++ +

Tageslicht/ | Produkt (Deriv.)
Anisaldehyd
Nummer 2 3 4 5 6 7 8 10
Rt 0,27 0,44 0,52 | 0,56 | 0,67 | 0,73 | 0,89
Farbe rosa | lila | dunkellia | Lila | rosa | rosa | rosa | dunkellila
Intensitét + + +++ ++ + ++ + +++

4. Ansatz

Es wurde die gleiche Vorschrift wie beim 3. Ansatz verwendet, jedoch wurden die

Mengenverhaltnisse etwas verandert (Tab. 7-29).

Tab. 7-29 Umsetzung der BAs mit 8-Aminochinolin, 4. Ansatz.

Stoffe Aquivalent | Masse, soll | tatsachliche | Stoffmenge | Losungsmittel
(mg) Einwaage / | (umol) (ml)
Volumen
Extrakt 9 1 100 96,90 mg 200 1.2 THF
Thionylchlorid 20 300 pl 4000
8-Aminochinolin | 2 58 61,70 mg 400 1 ml DCM
Triehtylamin 2 40mg — | 60 pl 400 1 ml DCM
60ul

Ausbeute: 120,9 mg eines klebrigen, braunen Produktes.

Die DC-Analyse brachte leider kein eindeutiges Ergebnis; die Analyse des Reaktionsansatzes zeigte
keine klar abgegerenzten Banden, welche mit Dragendorff's Reagenz angefarbt werden konnten.

Es war lediglich eine langgestreckte, unscharfe Zone zu erkennen (Abb. 1-17).
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8-A. Ex.

Deriv. 8-A. Ex. Deriv. 8-A. Ex. Deriv.

UV-254 nm Anisaldehyd Dragendorff's Rgz.

Abb. 7-17 DC-Analyse des 4. Ansatzes mit unterschiedlichen Detektionsmethoden

5. Ansatz

Da bei Ansatz 3 schon teilweise ein Erfolg zu verbuchen war, wurde die Reaktion hier bei
veranderten Bedingungen nochmals im Gegensatz zum vorherigen bei Raumtemperatur

durchgefiuhrt (Tab. 7-30). Die Vorschrift wurde ansonsten wie bei Ansatz 3 eingehalten.

Tab. 7-30 Umsetzung der BAs mit 8-Aminochinolin, 5. Ansatz.

Stoffe Aquivalent | Masse, soll | tatsachliche | Stoffmenge | Losungsmittel
(mg) Einwaage / | (umol) (ml)
Volumina
Extrakt 9 1 100 104,92 mg | 200 1.2 THF
Thionylchlorid 20 300 pl 4000
8-Aminochinolin | 1 29 30,40 mg 200 1 ml DCM
Triehtylamin 1 20mg — 30 pl | 30 pl 200 1 ml DCM

Ausbeute: 160,2 mg eines braunlich-gelben Feststoffes.
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Wie in Abb. 7-18b sichtbar, befinden sich nicht wie bei Ansatz 3 aminhaltige Banden bzw.

chinolinhaltige Banden in der oberen Halfte der DC.

8-A. Ex.  Deriv. 8-A. Ex. Deriv.

UV 254 nm Anisaldehyd

Abb. 7-18a DC-Anayse des 5. Ansatzes nach Detektion bei UV 254 nm sowie mit Anisaldehyd

8-A. Ex.  Deriv. 8-A.  Ex. Deri.

Dragendorff‘s NaNO:2 nach Dragendorff's Rgz.

Abb. 7-18b DC-Anayse des 5. Ansatzes nach Detektion mit Dragendorff's Reagenz sowie
Nachentwicklung mit NaNO>

6. Ansatz

Bei diesem Versuch gibt es zwei wesentliche Unterschiede zu dem 3. Ansatz: Einerseits wurde hier
anstelle eines Extraktes von B. sacra der Extrakt 1 verwendet, welcher aus B. serrata (Indischer
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Weihrauch) hergestellt wurde. Anderseits fand die Umsetzung der BAs mit Thionylchlorid in

Gegenwart von DMF statt. Zudem wurde wasserfreies Ethanol verwendet.

Tab. 7-31 Umsetzung der BAs mit 8-Aminochinolin, 6. Ansatz.

Stoffe Aquivalent | tatsachliche | Losungsmittel
Einwaage /| (ml)
Volumina
Extrakt Nr. 1 1 3,030g DMF
Thionylchlorid 10 510 pl
8-Aminochinolin | 5 4849 1 ml EtOH, wasserfrei
Na-Ethanolat 10 45¢g 20 ml EtOH, wasserfrei

In einer trockenen Reaktionsapparatur, bestehend aus einem Dreihalskolben (100 ml Volumen),
Magnetruhrer, Ruckflusskihler mit Trockenrohr, Tropftrichter und einem Stutzen fur die Zufuhr eines
Schutzgases wurde Thionylchlorid geldst in DMF unter Argon-Schutzgas vorgelegt und der Extrakt
hinzugegeben; dabei farbte sich der Ansatz sofort schwarz. Die Reaktionsmischung wurde unter
Ruhren langsam auf 50 °C erwarmt und bei dieser Temperatur fir 2 h gehalten; es blieb ein
schwarzer Feststoff Ubrig. Das noch vorhandene Thionylchlorid wurde mit einem Argon-Strom

innerhalb von 30 min entfernt.

AnschlieRend wurde 8-Aminochinolin in ca. 1 ml trockenem Ethanol geldst (geringe Loslichkeit des
Stoffes, gelbe Lésung), in den Tropftrichter Gberfiihrt und langsam zugetropft. Fernerhin wurde Na-
Ethanolat in 20 ml wasserfreiem Ethanol geldst und zugetropft. Die Losung blieb weiterhin schwarz.
Der Ansatz wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur belassen. Abschlielend wurde der Rickstand
Uber einen Buchnertrichter abfiltriert und mit Eisessig auf pH 6 eingestellt. Rickstand und Filtrat

wurden auf Anwesenheit mdglicher Produkte mit DC Uberpriift.
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Deriv. Ex.

UV 254 nm Anisaldehyd

Abb. 7-19 DC-Anayse des 6. Ansatzes nach Detektion unter UV 254 nm und Anisaldehyd

Zwischen dem Ausgangsmaterial (Ex) und dem Produkt (Deriv.) konnten keine Unterschiede
festgestellt werden (Abb. 7-19).

7. Ansatz

Im Gegensatz zu den obigen Ansatzen wurde 8-Aminochinolin gegen Benzylalkohol ausgetauscht.
Dieses Molekul bildet mit den BAs einen Ester (Abb. 7-20).



7. Experimentalteil - Appendix 204

Pyridin / socL,

OH

-HCI

Abb. 7-20 Umsetzung der BA mit Benzylalkohol zu einem Ester

Tab. 7-32 Umsetzung der BAs mit Benzylalkohol, 7. Ansatz.

Stoff Aquivalent | M [g/mol] | m Vv

Extrakt 3 1 200mg |in 0,5 ml
Pyridin

Thionylchlorid 118,97 500 pl 0,1 ml

Benzylalkohol 2 Tropfen

Diese Versuche wurden mit athiopischem Weihrauch; Extrakt 3, durchgefuhrt. Die Weihrauchprobe
wurde unter Stickstoff als Schutzgas in wasserfreiem Pyridin (0,5 ml) in einem Mikro-Reaktionsgefafd
geldst und Thionylchlorid (0.5 ml) zugegeben. Die Reste von Thionylchlorid wurden mit einem N»-
Strom entfernt. Benzylalkohol wurde zugetropft, das Reaktionsgefal? wurde dicht verschlossen und

im Heizblock auf 100 °C erwérmt. Es wurden nach 5- 10- 15- 20 min kleine Proben entnommen und
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mittels DC untersucht (leider waren zwischen den Proben keine signifikanten Unterschiede zu
erkennen). Nach 20 min wurde die Reaktion beendet und mit N> das gesamte Losungsmittel entfernt.
Das braune Reaktionsprodukt wurde mit 10 ml gesattigter NaCl-L6sung versetzt und 3-mal mit 10
ml Cyclohexan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden uber Na.SO, getrocknet,
abfiltriert und das Losungsmittel unter verminderten Druck entfernt. Es wurde eine schwach braune,

Olige Flussigkeit erhalten.
Ausbeute: 63,2 mg

Die wassrige Reaktionslésung wurde zusatzlich mit 10 ml Ethylacetat extrahiert, Uber Na,SO4
getrocknet, abfiltriert und das L&sungsmittel unter verminderten Druck entfernt. Es wurde ein

schmutzig-weil3er Feststoff erhalten. Alle Fraktionen wurden mittels DC untersucht (Abb. 7-21).
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Abb. 7-21 DC-Anayse des 7. Ansatzes (oben links: UV 254 nm; rechts 366 nm; unten Anisaldehyd).
Ex: Extrakt 3; CH: Cyclohexan; EE: Ethylacetat.

7.3.5 Umsetzung von Boswelliasauren mit enophilen Reagenzien

Alle BAs weisen zumindest eine Doppelbindung auf, zumeist an Ring C (z.B. Position C12). In dieser
Versuchsreihe wurde untersucht, ob das enophile Reagenz 4-Phenyl-1,2,4,-triazolin-3,5-dion
(PTAD) an diese Doppelbindung addiert werden kann. Typischerweise reagiert PTAD mit Dienen,
etwas schlechter mit isolierten Doppelbindungen, wie das bei den meisten BAs der Fall ist (Abb. 7-
22).
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Abb. 7-22 Schematische Umsetzung von PTAD mit BAs

Tab. 7-33 Umsetzung der BAs mit PTAD in drei unterschiedlichen Konzentrationen.

Stoff Aquivalent | M [g/mol] | n m \Y

Extrakt 3 1 ca. 500 2x10* mol 100 mg | 1 ml MeOH
PTAD 1 175,16 4x10° mol 2,0mg 1 ml MeOH
PTAD 2 8x10%mol | 1,4mg

PTAD 3 1,2x10° mol | 3,2 mg

In einem Mikro-Reaktionsgefald wurde Extrakt 3 (100 mg) in 1 ml MeOH geldst. Es wurde PTAD

(200 pl) zugegeben und unter Lichtausschluss sowie fest verschlossen fur 1 h bei Raumtemperatur

geruhrt. Nach 30 min und 60 min wurden kleine Proben genommen. Diese Reaktion wurde mit

verschiedenen Aquivalenten an PTAD wiederholt.[106. 107, 108, 109]
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Ex. 3 PTAD Deriv.

UV 254 nm Anisaldehyd

Abb. 7-23 DC-Anayse des Versuchansatzes nach Detektion unter UV 254 nm und Anisaldehyd

Das Ergebnis der DC-Analysen ist in Abb. 7-23 abgebildet. Berticksichtigt man, dass vom Extrakt 3
eine deutlich héhere Menge als von dem Produkt (Bande Deriv.) auf die DC-Platte aufgetragen
wurde, so ergeben sich keine signifikanten Unterschiede, die eine Weiterverfolgung dieser Methode

rechtfertigt hatten.
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