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1 Einleitung und Aufgabenstellung

1.1 Beschreibung der Ginsengpflanze

1.1.1 Historisches

Die Ginseng-Pflanze, die zur Gattung der Araliaceae gehort, wird in Asien seit Jahrtausenden
mythisch verehrt. Sieist mit Legenden, Mé&rchen und Magie umwoben. Die ,, Menschenwur-
zel* (Gin = Mensch; Seng = Wurzel) gilt dort a's die kdniglichste aller Hellpflanzen. Von
ihrer Wirksamkeit ist man im Fernen Osten aus Erfahrung und Uberlieferung so tiberzeugt,
dald lange Zeit darauf verzichtet wurde, sich um einen wissenschaftlichen Nachweis der als
positiv empfundenen Effekte zu bemiihen. Gemal3 ihrem lateinischen Namen Panax Ginseng
(Panacea-Allheilmittel) soll die Wunderdroge nicht nur regelnd in den Gesamtorganismus des
Menschen eingreifen, sondern auch Hilfe leisten bei Erschopfungszusténden, bei Abgeschla-
genheit und mangelnder Konzentrationsfahigkeit. Als natirliches Allheilmittel geniefdt die
Ginsengwurzel in der ganzen Welt einen sagenhaften Ruf. Schon vor zwei Jahrtausenden wog
man sie gegen das dreifache Gewicht an Gold auf, und bis heute hat die Arzneipflanze ihren
hohen Wert nicht verloren. Im Preis schlagt sich auch nieder, dal3 die gegen Witterung und
Schéadlinge sehr anféllige Pflanze mit viel Mihe und Zeitaufwand kultiviert wird.

Die hier untersuchte Ginsengart, Panax ginseng C. A. Meyer, wird auch als koreanischer oder
asiatischer Ginseng bezeichnet. Sie wird in China (Panax notoginseng), Korea (Panax ginseng
C.A. Meyer), Japan(Panax japonicus C.A.Meyer) und Nordamerika (Panax quinquefolium L)
angebaut. Man erntet die gelblichbraune Wurzel der Pflanze nach 4 bis 6 Jahren, wenn sie
eine Lange von 8 bis 20 cm und einen Durchmesser von etwa 2 cm erreicht hat. Um die Wur-
zel als,,weilen Ginseng" in den Handel zu bringen, wird sie gewaschen, geschalt und in der
Sonne oder im Warmeluftstrom getrocknet. Sie erhalt Farbung und glasigen Zustand durch

eine Warmebehandlung im Dampfstrom.

Fur medizinische Zwecke kann das Wurzelmehl direkt verwendet werden. Wal3rige oder al-
koholische Extrakte werden in Form von Tee, Tonikum oder als Kapsel angeboten, denen oft
noch Vitamine zugesetzt sind. Selbst durch Kosmetika, Konfekt und Zigaretten kann man

Ginseng zu sich nehmen.



1.1.2 Ginsenosid-Strukturen

Die erste Veroffentlichung Uber Strukturaufklérung und Identifizierung stammt aus dem Jahre
1915 von Kondo und Tanaka[1], als die Méglichkeiten fur die Trennung und die Spektrosko-
pie noch nicht weit entwickelt waren. Man bediente sich deshalb chemischer Umsetzungen,
um Stoffklasse, Grundgerist und schliefdlich Art und Gehalt der eingebauten Monosaccharide
zu bestimmen. In neuen Veréffentlichungen werden die Ginsenoside durch die M assenspek-
trometrie analysiert oder auch derivatisiert und anschlief3end mit der IR- und NMR-
Spektroskopie untersucht [2-14]. Wegen der extrem geringen Konzentrationen einiger Kom-
ponenten und der daraus folgenden schwierigen Isolierung genligender Probenmengen wur-
den bisher nicht alle Strukturen restlos aufgeklart.

Zu den wichtigen Verdéffentlichungen gehdren Klassifizierung und Strukturaufklarungen von
Shibataet al. [15-17]. Er untersuchte methanolische Extrakte mit der Dinnschichtchromato-
graphie (DC) und ordnete die Flecken Ginsenosiden zu, die er nach ihrer Laufgeschwindig-
keitmit Rx (x =4, b, ¢, d, e f, g, h, 0) bezeichnete. Bei diesen Fraktionen handelte es sich
nicht um Reinsubstanzen, wie weitere Auftrennungen mit besseren analytischen Methoden
zeigten. Danach wurden die Indizes x der Fraktionen mit Ziffern versehen, z. B. gelang die
Trennung von Rain Ra; und Ra, sowie die von Rg in Rg;, Rg, und Rgs.

Die Ginsenoside gehoren zur Klasse der Saponine, pflanzliche Glykoside, die in Wasser kol-
loidal 16slich sind und als Schaumbildner gelten. Den meisten Ginsenosiden liegt das
Dammarolgeriist zugrunde. Nur Ro basiert auf dem Oleanolséuregertist. Das Grundgerist ist
als Hydrolyseprodukt der Ginsenoside bestimmbar. An diesen Grundstrukturen sind in be-
stimmten Stellungen (3-, 6- und 20-OH) Zuckerbausteine tUber Glykosidbriicken gebunden.

Im Jahre 1983 isolierten Kitagawa et al.[18] aus Ginsengwurzel vier Malonyl-Ginsenoside
m-Rb;, m-Rb,, m-Rc und m-Rd.

Diein der hier vorliegenden Arbeit untersuchten Ginsenoside gelten in ihrer Struktur a's gesi-

chert. Die Strukturformeln seien hier aufgefhrt:
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1.1.3 Ginsenosidgehaltein der Ginsengwur zel

Zur Bestimmung der Ginsenosidgehalte missen zunédchst die Komponenten chromatogra-
phisch getrennt und isoliert werden. Da die Ginsenoside in ihrem L6slichkeitsverhalten ahn-
lich sind, ist die Reinheit der erhaltenen Préparate unsicher. Zusétzlich tragen die Variation
der Pflanzenzusammensetzung und Fehler bel der Eichung zu Abweichungen unter den Ge-
haltsangaben bei. Die folgenden Tabellen zeigen nach den Ergebnissen verschiedener Autoren
die Unterschiede der Ginsenosidzusammensetzung der Wurzeln aus weil3em Ginseng bzw.

die Differenzen der Gehalte je nach Bestimmungsmethode.

Tab. 1.1 Ginsenosidgehalte nach Extraktion von Ginsengwurzeln

HPLC [19]

Extrakt.-mittel ~ Zeit[min] ~ Temp. [K] Ginsengart Re Rg; Rf Rb Rc Rb, Rd SRx
Wasser 240 373 white ginseng - - - 0,11 0,03 0,02 0,004 0,20
60%-Methanol 240 341 white ginseng - - - 0,43 0,08 0,11 0,02 0,64
Ammoniak(26bar) 240 334 white ginseng - - - 0,66 0,26 0,18 0,03 1,13
HPTLC [20]

Extrakt.-mittel ~ Zeitimin] ~ Temp. [K] Ginsengart Re Rg; Rby/Rb, Rc Rd SRx

Wasser 240 373 whiteginseng 1,06 0,09 0,26 0,04 - 0003 145

60%-Methanol 240 341 whiteginseng 1,10 0,21 1,40 - 0,15 2,68

Ammoniak(26bar) 240 334 whiteginseng 1,46 0,20 1,99 03 - 007 4,07

HPLC [21]

Extrakt.-mittel ~ Zeit [min] Ginsengart Re Rg: Rf Rb; Rc Rb, Rd SRx
50%-Ethanol 15 whiteginseng 0,22 040 0,08 0,33 017 019 0,04 144
50%-Ethanol 15 Gins.hair-root 068 042 025 113 095 081 0,75 5,00
GC[22]

Extrakt.-mittel ~ Zeit [min] Ginsengart Re Rgy/Rf Rb;, Rc Rb, Rd 3Rx

Methanol 240 white ginseng 0,32 0,39 0,70 0,28 0,32 0,07 2,09

Methanol 240 Amer.ginseng 1,13 0,20 3,88 041 0,38 6,01

Trotz differierender Gehaltsangaben entfallen die Hauptanteile beim weifRen Ginseng auf die
Ginsenoside Rb;, Rb,, Re und Rg;. Der Gehalt an Ginsenosiden, bezogen auf die Gesamt-
trockenmasse der Wurzel, ist zwar beim amerikanischen Ginseng wesentlich hoher als bei den
asiatischen Arten, aber die Zusammensetzung unterscheidet sich stark von dem koreanischen
Ginseng. Einige Ginsenoside konnten im amerikanischen Ginseng nicht nachgewiesen wer-

den, der Anteil an Rg; ist geringer und der an Rb; und Re dafir héher.



1.1.4 Weiterelnhaltsstoffe der Ginsengpflanze

In Extrakten der Ginsengwurzel kdnnen sich neben den Ginsenosiden zahlreiche weitere In-
haltsstoffe befinden. Einigen Substanzen kann ein medizinischer Effekt zugeordnet werden.
Bisher wurden auf3er den Ginsenosiden noch folgende Bestandteile in der Wurzel bestimmt
[23,24]:

- Pancen: Das hellgelbe etherische Ol mit dem fir Ginseng typischen Geruch macht etwa
0,05% der trockenen Gesamtmasse aus.

- Sterine und Fettsdure: Bisher wurden (3-Sitosterin und Daucosterin nachgewiesen sowie
Panax-,0l-, Palmitin-, Stearin-, Salicyl- und Vanillinsaure,

- Aminosauren und Peptide: Bekannt sind u. a. Prolin, Glycin, Alanin, Lysin, Arginin, Cyst-
ein, Tyrosin, Asparaginsdure, Serin, Leucin, Valin und aus ihnen zusammengesetzte Peptide.

- Zucker: Etwa 5% des Trockengewichts fallen auf Glucose, Fructose, Saccharose, Maltose
und drei aus ihnen bestehenden Trisaccharide ebenso wie Mannit, Arabinose, Rhamnose und
Gluconsaure.

- Vitamine: Neben den Vitaminen By, By, B12 und C wurden Folsdure, Nicotinsaureamid und
Panthothensaure identifiziert.

- Enzyme und Phospatide: Amylase, Phenolase und Cholin.

- Anorganische Elemente: Gefunden wurden Magnesium, Aluminium, Phosphor, Kalium,

Calcium, Vanadium, Mangan, Eisen, Kobalt, Kupfer, Germanium und Arsen.

1.1.5 Diemedizinische Wirkung der Ginsenoside

Im asiatischen wie auch im europaischen und amerikanischen Raum spricht man der Gin-
sengwurzel und ihren Extraken eine tonisierende, d.h. regulierende und harmonisierende Wir-
kung auf das Gleichgewicht der Korperfunktionen, die Homoostase, zu. Nach Kubler wird
dies durch die Reaktivitétsregulierung der Zellmembran bewirkt [25]. Dadurch tritt eine Er-
hoéhung der Leistungsfahigkeit und der Widerstandskraft sowohl gegen physikalische EinflUs-
se (Uberhitzung, UV - und Rontgenstrahlung als auch gegen biologische Schadlinge wie Bak-
terien und Tumore) ein [23].

Da die medizinisch eingesetzten Préparate nicht nach einem einheitlich standardisierten Ver-

fahren hergestellt werden und die Zusammensetzung der Wirkstoffe variiert, ist es schwierig,



allgemeingultige exakte Aussagen Uber die Wirkung zu machen. In vielen Literaturstellen
fehlen auch ndhere Angaben Uber das verwendete Ginsengprodukt, z.B. Zusammensetzung
oder Ginsengart.

Die Beurteilung der medizinische Wirkung ergab, dal3 sich beziiglich Auffassungstempo,
Reizschwelle, Schlafstérungen, Spannungskopfschmerz und Nervositdt der Zustand von Pati-
enten, die mit Ginseng behandelt wurden, gegeniiber Placebo-Patienten stark verbessert hatte.
Andere Symptome, wie z.B. Leistungsfahigkeit, Konzentrationsfahigkeit, Stimmungsl age,
konnten bei beiden Patientengruppen nicht gesteigert werden.

Aul3er diesen mehr subjektiven Symptomen wurden an Tieren und Menschen Stoffwechsel-
und Gewebeveranderungen beobachtet (Tab 1.2). Beim Einsatz von einzelnen isolierten Gin-
senosiden stellte man spezifische, zum Teil sogar entgegengesetzte Effekte fest. Wahrend das
Ginsenosid Rb, eine dampfende Wirkung auf das zentrale Nervensystem austibt, stimuliert
Rg; dasselbe. Rb; und Rg; haben unterschiedliche Wirkungen auf den Blutdruck; Rb; regt
die Cholesterin-Synthese an, der Extrakt mit der Ginsenosidmischung senkt aber den Chole-
sterinspiegel. Eine Senkung des Lactatspiegelsim Blut, erhdhter Fettsdureabbau und ge-
hemmte Glycogenolyse treten nur bei korperlicher Anstrengung auf. Nach Absetzen des Gin-
sengpréparates klingt die Wirkung wieder ab.

Diese Vidlfat der medizinischen Einsatzmdglichkeiten legt es nahe, sowohl die Extraktion a's

auch die Herstellung von Reinsaponinen zu optimieren und standardisiert gezielt einzusetzen.



Tab. 1.2 Einige medizinische Wirkungen der Ginseng-Extrakte und einzelner Ginsenoside [ 26]

Wirkung Ginseng-Extrakte | Reines Ginsenosid
Adaptogen
Steigerung der physischen Leistung +
Revitalisierende Kraft +
Zentrales Nervensystem
Regelvorgange im Nervensytem +
Stimulierung Ro:
Dampfung Rb,
Leber und Verdauung
RNA- und Proteinsynthese +
Stimulierung der Cholesterin-Synthese +
Senkung des Serum- und L eberchol esterinspiegels +
Steigerung der Pepsinproduktion Rb,
Steigerung der Darmmotorik +
Kohlenhydratstoffwechsel
Regulierung bei hyperglyk&mischem Zustand +
Hypoglykamische Wirkung +
Blutbild
Steigerung der DNA, Protein- und Lipidsynthese Rb,, Rc, Rgx
Steigerung der RNA-Synthese Rb,, Rc
Blutdruck
Gefal3erweiterung, hypertone Wirkung Ra:
Hypotone Wirkung Rb,
Nieren und Nebennieren
Antiexsudative Wirkung +
Antiinflammatorische Wirkung Rg.
Steigerung der Nebennierenfunktion +
Hormone
Stimulierung von ACTH +
Genadotrope Wirkung +
Tumorwirkung +




1.2 Extraktion mit komprimierten Gasen

Grundlage jeder Extration ist der Ubergang des zu |6senden Stoffes in die aufnehmende Phase
und die Bildung einer LAsung. Bei der normalen Extraktion ist die aufnehmende Phase flUs-
sig. Aber im Uberkritischen Zustand kann ein komprimiertes Gas als L 6sungsmittel fungieren.
Dies wurde bereits 1879 von Hannay und Hogarth beobachtet [27]. Sie fanden, dal3 Kalium-
jodid sowohl in fllssigem als auch Uberkritischem absoluten Alkohol [6slich ist. Im Uberkriti-
schen Zustand kann das Kaliumjodid leicht durch Drucksenkung geféllt und durch Drucker-
hohung wieder aufgel 6st werden. Durch Auflésung in einem Uberkritischen Medium kann
die Loslichkeit technisch einfach beeinflusst werden, denn Trennung von Uberkritischem L6-
sungsmittel und gelGster Substanz ist durch Drucksenkung leicht zu erreichen.

Die Loslichkeit in Uberkritischen Medien blieb lange nur von wissenschaftlichem Interesse.
Erst in den siebziger Jahren wurden die Anwendungen der Loslichkeit in Gberkritischen Me-
dien in groRerem Umfange untersucht. Es wurden Substanzen auf ihre Eignung als Gberkriti-
sche Losungsmittel gepriift, deren kritische Punkte im Temperaturbereich zwischen ca. 30-
330 °C und im Druck zwischen 30 und 120 bar lagen.

Kohlendioxid (Tc = 31,05 °C, Pc =73,8 bar) ist fir viele Anwendungen geeignet. Insbesonde-
re hat die Extraktion mit Kohlendioxid im Bereich der Lebensmittelchemie viele Vortelle:
Kohlendioxid ist weitgehend inert und toxikol ogisch unbedenklich, die kritischen Werte lie-
gen so gunstig, dal? Gberkritische Bedingungen sehr schonend bei der Extraktion von biologi-
schem Materia sind, und esist ein ausreichend gutes Losungsmittel fir unpolare und méaidig
polare Substanzen. Es wurden Verfahren z.B. zur Extraktion von Coffein aus Kaffee oder
Tee, von Nikotin aus Tabak, der Bitterstoffe des Hopfens, von Gewrzinhaltsstoffen, pflanz-
lichen Olen, Farbstoffen, Zitrusdlen und pharmazeutischen Wirkstoffen entwickelt [28]. Bei
der Extraktion von Coffein, der Bitterstoffe des Hopfens und von Pyrethrin erwies sich die
Extraktion mit Gberkritischem Kohlendioxid wirtschaftlich als konkurrenzfahig, so dal3 indu-
strielle Anlagen in Betrieb genommen wurden.

Eine zweite wichtige Gruppe von tberkritischen Losungsmitteln sind Kohlenwasserstoffe. Sie
werden flr eine Gewinnung von Kraftstoffen aus Kohle und Schwerdlen diskutiert. Im NCB-
Prozef3, entwickelt vom National Coal Board, Grof3britannien, wird Kohle mit tberkritischen
Kohlenwasserstoffen, insbesondere Toluol extrahiert. Die Extrakte enthalten einen groferen
Wasserstoffantell als die Ausgangssubstanz [29,30]. Aufbauend auf dem NCB-Prozef3, wur-

den auch Verfahren fir Teersdnde, Braunkohlen und Olschiefer entwickelt.



Kohlendioxid und die Kohlenwasserstoffe sind unpolare Substanzen. Fir die Extraktion von
polaren Substanzen sind aber polare Ldsungsmittel notwendig. Eine Moglichkeit ist die Ver-
wendung von reinen polaren Substanzen wie z.B. Wasser, Alkohlen oder von Ammoniak. Die
kritischen Temperaturen von Wasser und den Alkohole liegen so hoch, dal3 bei vielen Sub-
stanzen eine Extraktion bel Gberkritischen Bedingungen nicht mehr ohne Zersetzungen mog-
lichist ( Wasser: 374,35 °C, Methanol: 240,45 °C, Ethanol: 243,35 °C, Isopropanol: 235,25
°C). Ein Ausweg ist die Verwendung dieser Substanzen in Mischung mit Kohlendioxid, wo

sie dann als Entrainer bezeichnet werden [29,31].

Die kritische Temperatur von Ammoniak liegt deutlich niedriger als die von Wasser oder von
Alkoholen (Tc =132,45 °C, Pc =112,8 bar) [32]. Untersuchungen von Giddings et a. zeigen,
daid bei einer Temperatur von 140 °C und einem Druck von 200 bar schon viele, insbesondere

polare Substanzen durch Ammoniak transportierbar sind [33].

Ginsenoside sind in polaren Losungsmitteln [6slich, so dal’ Ginsengextrakte tblicherweise
durch Extraktion mit Alkohol oder Wasser gewonnen werden kdnnen. Diese V erfahren haben
jedoch den Nachteil, dal3 sie unspezifisch sind, also auch viele andere Stoffe mitl6sen, und
dald dem Extrakt oft ein Teil des Ldsungsmittelsin einem zusétzlichen Verfahrensschritt ent-

zogen werden mulf3.

Nach Versuchen von Kim und Lentz [34] kann das unpolare Kohlendioxid die Ginsenoside
von trockenen und auch von feuchten Ginsengpflanzenteilen praktisch nicht 16sen.

Jedoch kann Ammoniak eingesetzt werden, da die Ginsenoside durch Ammoniak nicht ange-
griffen werden, wie die Analyse der gewonnenen Extrakte zeigt. Die Stabilitét gegen Ammo-
niak war nicht selbstverstandlich, da Ammoniak die Inhaltsstoffe des Hopfens durch Reakti-
on zerstort oder des Kaffees durch Amidbildung verandert. Ammoniak liefert Extrakte, die
einen hoheren Ginsenosidanteil haben als Praparate, die mit Wasser oder Alkolhol gewonnen

wurden.
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1.3 Problemstellung

In der vorliegenden Arbeit sollten Extraktionen, Fraktionierung und Reaktion von Ginsenosi-
den in verschiedenen L ésungsmitteln, besonders in fllissigem Ammoniak, untersucht werden.
Insbesondere sollte gepriift werden, ob bei den Ginsenosid-Extraktionen die Reaktivitédt des
Ammoniaks nicht schadlich, sondern sogar von Nutzen sein konnte. Die Ginsengwurzel ent-
halt namlich neben den bekannten neutralen Ginsenosiden auch einige saure Ginsenoside, die
wéhrend der Extraktion mit Ammoniak neutralisiert werden konnten.

Hierzu wirden einige Ginsenoside nicht nur extrahiert, sondern gleichzeitig auch zu den ent-
sprechenden neutralen Ginsenosiden umgesetzt werden, wodurch die Ausbeute dieser neutra-
len Ginsenoside erhoht wiirde. Dieses Verfahren setzt jedoch die Stabilitét der neutralen Gin-
senoside gegentiber alkalischen Ldsungen voraus, wozu ebenfalls Untersuchungen notwendig
sind.

Die Ginsenoside sollten durch die HPLC identifiziert und quantitativ bestimmt werden. Das
HPLC-Anaysenverfahren sollte hierfir optimieret werden. Zur sicheren Identifizierung der
Ginsenoside in den Extrakten sollte auf3er der HPLC-Trennung mit UV-Detektion auch die
HPLC in Verbindung mit der Massenspektrometrie (MS) eingesetzt bzw. die Extrakte mas-

senspektrometrisch untersucht werden.

Die Selektivitat der Extraktionsmittel beziiglich der Ginsenoside und auch deren verschiedene
Lésungsgeschwindigkeit sollten untersucht und fir eine mdgliche Fraktionierung ausgenutzt
werden. Im Zusammenhang mit einer effektiven Extraktion der Ginsenoside aus den Gin-
sengwurzeln ist zu prufen, ob durch eine gezielte Extraktion oder nacheinander geschaltete
Extraktionen eine teilweise Vortrennung bzw. Fraktionierung einzelner Ginsenoside oder
Ginsenosidgruppen (z.B. Panaxadiole, Panaxatriole) erreicht werden kann.

Hierzu sollten Untersuchungen zur Abhéngigkeit der Extraktzusammensetzung von der Ex-
traktionszeit und vom Extraktionsmittel vorgenommen werden. Weitere Versuche zur Frak-
tionierung der Ginsenoside sollten durch zweifache Extraktion mit verschiedenen L 6sungs-
mitteln und unterschiedlichen Extraktionszeiten durchgefihrt werden.

In Anlehnung an die Reversed-phase-Trennung der Ginsenoside zu deren Bestimmung mit
Hilfe des Analysenverfahrens wére eine solche Trennung durch Reversed-phase-Material mit

einer einfachen Glassaule und einem geeigneten Eluenten zu versuchen.
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2 Analytische Grundlagen und Analysenverfahren

2.1 Chromatographie

Unter dem Begriff Chromatographie werden physikalisch-chemische Trennmethoden zu-
sammengefaldt, bel denen Stofftrennungen auf unterschiedlichen Verteilungen zwischen einer
stationaren und einer mobilen Phase beruhen, wobei ein Stoffaustausch zwischen beiden Pha-
sen stattfindet. Nach dem Aggregatzustand der mobilen Phase unterscheidet man die Gas-
Chromatographie von der Flussigkeits-Chromatographie. Als wichtigste Trennmechanismen
sind Adsorption, Verteilung, lonenaustausch und Molekilausschlufd zu nennen. Flissigkeit-
schromatographische Trennungen lassen sich sowohl in Saulen als auch auf Schichten durch-
fahren.

In einem chromatographischen System aus stationérer und mobiler Phase sowie aus den Mo-
lekilen der zu trennenden Stoffe wird in der kinetischen Betrachtungsweise das Verhalten
einzelner Molekiile, d.h. die Wanderung in Richtung der mobilen Phase und des Uberganges
zwischen mobiler und stationdrer Phase betrachtet. Diese Theorie fuihrt zu folgenden grund-
sétzlichen Aussagen und Definitionen: Verschiedene Stoffe durchwandern eine vorgegebene
Trennstrecke mit unterschiedlicher Geschwindigkeit. Der eigentliche Stofftransport erfol gt
jedoch mit einer konstanten Geschwindigkeit, néamlich jener der mobilen Phase. Die einzelnen
Stoffe haben unterschiedliche Retentionszeiten in der stationaren Phase (aufgrund von Ad-

sorptions- und Verteilungsschritten).
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Abb. 2.1 Das Chromatogramm und seine Kenngrof3en
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Die beobachtete Gesamtretentionszeit tg setzt sich daher additiv aus der Retentionszeit in der
stationéren Phase t s und der DurchfluRRzeit to zusammen. Bei konstanter Durchflu3ge-

schwindigkeit der mobilen Phase lassen sich die Angaben auch in Form von Retentionsvolu-
mina machen.

Die eluierten Substanzen werden von der mobilen Phase in den Detektor transportiert und
vom Schreiber im Idealfall als GauRkurve registriert. Die Signale nennt man Peaks, ihre Ge-
samtheit Chromatogramm. Abb. 2.1 gibt einen Uberblick tiber die KenngroRen eines Chro-
matogrammes.

w: Basisbreite eines Peaks
to: Totzeit der Trennsdule; die Zeit, die die mobile Phase benétigt, um durch die Trennsdule

zu wandern. Die lineare Geschwindigkeit u des Lésungsmittel s berechnet sich demnach zu

U:L/to

mit L: Lange der Trennsdule.
Eine nicht retardierte Substanz, d.h. ein Stoff, der von der stationdren Phase nicht festgehalten

wird, erscheint nach to am Saulenende.
{r : Retentionszeit; die Zeit, welche vom Einspritzen eines Stoffes bis zur Registrierung seines

Peakmaximums verstreicht. Zwei verschiedene Stoffe werden dann getrennt, wenn ihre Re-

tentionszeiten verschieden sind.

t'r: Netto-Retentionszeit.

Wie man aus der Zeichnung sieht, ist tg = to + t'g

Die Retentionszeit ist natirlich von der Flief3ggeschwindigkeit der mobilen Phase und der Lan-
ge der Trennséule abhangig. Stromt die mobile Phase langsam oder ist die Saule lang, soist to
grof3 und damit auch tg. Deshalb ist tr fir die Charakterisierung einer Substanz nicht gut ge-
eignet. Glnstiger ist der Kapazitatsfaktor, auch k™-Wert genannt:

k= t,R/to: (tR—to) / to

Die Leistungsfahigkeit eines chromatographischen Systems wird von der Bandenverbreite-
rung, as Differenz zwischen dem Probenaufgabevolumen und dem Elutionsvolumen, Uber-
wiegend durch Diffusionseffekte bestimmt. Uber diese Effekte macht die kinetische Theorie

keine néheren, d.h. keine quantitativen Aussagen. Die Verteilung der Molekille am Ende einer

13



Trennstrecke entspricht im Idealfall einer Gaul3-Kurve, der Kapazitatsfaktor k™ wird durch das
Maximum festgelegt. Je schmaler die Elutionsbanden, d.h. je geringer die Standardabwei-
chung vom Mittelwert ausféllt, desto mehr Stoffe kdnnen im gleichen Zeitraum voneinander
getrennt werden. Ein quantitatives Mal3 fur die Leistungsfahigkeit einer chromatographischen
Saule stellt die Zahl der theoretischen Trennstufen N dar bzw. die Hohe einer theoretischen
Trennstufe H, die sich hier auf die Gesamtretentionszeit tr beziehen. Ist jedoch die Gesam-
tretentionszeit eines Stoffes gleich der DurchfluRzeit 1o, so wird aufgrund der sehr schmalen
Elutionsbande, die keine Nettoretention aufweist, eine sehr hohe Trennstufenzahl berechnet.
Die Trennstufenzahl ist damit von der Retentionszeit abhangig und kein Mal3 fur die Trenn-
leistung der Saule. Daher wird mit Nettoretentionszeiten gerechnet, wodurch effektive Trenn-
stufenzahlen erhalten werden. Eine hohere Trennstufenzahl kann durch die Verlangerung der

Trennstrecke errei cht werden.

Trennstufenzahl (N)

N = 16 (tr / W)? = 5,54 (tr / Wi)?

Mit der Lange der Trennséule L 83t sich die Trennstufen- oder Bodenhthe H berechnen:

Trennstufenhthe (H)

H=L/N

Zur Beurteilung und quantitativen Beschreibung einer Trennung von zwel aufeinanderfol gen-
den Banden wird als Mal3 fur die Selektivitdt eines Trennsystems die relative Retention o
angegeben. Liegt im chromatographischen System ein Gleichgewicht vor, so stellt dierelative
Retention elne thermodynamische Grof3e dar. Sie ist bel konstanter Temperatur nur von den
Eigenschaften der Stoffe und denen der stationéaren Phase abhéngig. Die Vollstandigkeit einer
Trennung hangt jedoch auf3er von der relativen Retention auch von der Bandenbreite ab, wes-
halb die Auflésung R al's Quotient aus dem Abstand der beiden Bandenmaxima und dem
arithmetischen Mittel der Bandenbreiten definiert ist.
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Auflésung (R)

R=2 ( tRz —tRll Wq + Wz) =1.198 ( tRz - tRll W1+ Wap 2 )

w2 : Peakbreite auf halber Hohe des Peaks, tro r1: Retentionszeiten von zwel Komponenten

Bel einer Auflésung von 1 sind die Peaks nicht vollstandig voneinander getrennt, doch er-
kennt man in jedem Fall zwei Komponenten. Die Wendetangenten bertihren einander gerade
und die Peakflachen Uberlapppen sich nur 2 %. Eine Auflésung von 1,25 ist auch fir die
guantitative Analyse mit Integrator ausreichend. GrofRere Auflésungen als 1,5 sind gar nicht
erwinscht, weil die Analysenzeit verléngert wird, ohne irgend einen Gewinn an Information

zu bringen.

2.2 Grundlagen der HPLC

Der Vortell der Hochle stungs-Fl Uissi gkeitschromatographie (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) liegt inihrer Leistungsfahigkeit, das heildt, sie liefert gute Trennun-
gen in kurzer Zeit. Fur eine wirksame Chromatographie in fllissiger Phase sind sehr kleine
Teilchen fur die stationare Phase und dementsprechend hoher Druck zum Durchpressen der
mobilen Phase notwendig. Als stationdre Phase dient ein relativ polares Material mit hoher
spezifischer Oberflache, meistens Silicagel, aber auch Aluminiumoxid oder Magnesiumoxid.
Die mobile Phase ist relativ apolar. Die Trennung erfolgt durch unterschiedliche Adsorption
der verschiedenen Molekiilsorten im Gemisch an der stationéaren Phase. Ein apolares L6-
sungsmittel eluiert langsamer als ein stérker polares.

Fur die Reversed-phase-HPL C-Methode gilt das Umgekehrte des oben Beschriebenen: Das
Trégermaterial ist sehr apolar, die mobile Phaseist relativ polar. Hierbei eluiert also ein pola-
res Losungsmittel (z.B. Wasser) langsamer a's ein weniger polares (z.B. Acetonitril). Um
eine zusétzliche Zonenverbreiterung aulerhalb der Trennsaule durch Diffusionseffekte zu
vermeiden, mussen die sogenannten Totvoluminaim Einspritzsystem und in der Verbindung
zwischen Saule und Detektor gering gehalten werden. Man verwendet daher Kapillarverbin-
dungen und Durchfluf3zellen mit 8-16 pl Volumen. Vor allem bel geringen Retentionsvolumi-

na machen sich diese Effekte durch Totvoluminarelativ stark bemerkbar.

15



Pumpen fir die HPLC mussen fir eine konstante und pul sationsfreie Strémung sorgen, da das
Ldsungsmittelvolumen gemessen wird und bel Pulsation Drift und Rauschen des Detektors
und Verdnderungen in der stationaren Phase auftreten kénnen.

Zur Probenaufgabe lassen sich zwel verschiedene System einsetzen. Wie in der Gas
chromatographie kann einmal die Probe mit einer Spritze direkt in den Strom der mobilen
Phase gegeben werden, oder man verwendet eine Probenschleife, von der aus in einem zwei-
ten Schritt die Probe in die Saule gespult wird. Bei diesem System wird die Probe drucklosin
eine Speicherschleife gegeben, die Volumina zwischen 1- 200 pl besitzen kann, und dann
durch Umschalten des Losungsmittelstromes nach dem Prinzip eines Mehrweghahnes in die
Trennsaule gesplilt.

Die Tragermaterialien fur die HPLC mussen druckstabil sein. Diese Forderung erfullen poro-
se Materiaien wie Kieselgel oder Aluminiumoxid. Diese kénnen vollkommen pordse Tell-
chen und solche mit einer porésen Schicht und einem Kern aus Glas sein.

Zur Detektion wird in den meisten Féllen die mobile Phase direkt nach dem Verlassen der
Saule durch den Detektor gefuihrt, wo die eluierten Substanzen mit Hilfe unterschiedlicher

M ef3prinzipien erfaldt werden kdnnen.

2.3 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie ist eine Methode zur Trennung und Messung von Massen, die fir
allgemeine anal ytische Zwecke eingesetzt wird. Da die massenabhéngigen Eigenschaften
neutraler Molekle nicht rasch und selektiv genug wirksam sind, um eine anal ytische M etho-
de darauf aufzubauen, werden Massentrennung und Massenmessung an lonen durchgefuhrt.
Das massebedingte Verhalten von lonen ist leicht durch el ektrische und magnetische Felder
beeinfluRbar und kann in einer Weise gelenkt werden, dal? eine auch fir anal ytische Zwecke
ausreichend rasche und prézise Massentrennung resultiert. Was zur Aufnahme eines Massen-
spektrums notig ist, sind technisch adaguate Einrichtungen, die folgende Aufgaben erfillen
sollen:

* Zufthrung der Proben in geeigneter Form und Menge,

* Erzeugung von lonen,

 Auftrennung der lonen nach ihrer Masse,

* Registrierung und Présentation der Daten in einer Form, die zur Bestimmung der Masse und

Haufigkeit der lonen geeignet ist.
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Die Probenzufiihrung ist fur die Methode insofern ein entscheidender Faktor, als sie einen der
wichtigsten limitierenden Faktoren fir die Anwendbarkeit darstellt und als die Art der Zufuh-
rung charakteristische Eigenheiten zur Folge hat. Beim heutigen Stand der Technik miissen
die Proben fir organisch-anal ytische Zwecke in Dampfform Gberfihrt werden, um analysier-
bar zu sein. Verbindungen, die nicht einen minimalen Dampfdruck von etwa 10° Torr liefern,
sind einer direkten massenspektrometrischen Analyse nicht zuganglich. Von Verbindungen,
die einen solchen minimalen Dampfdruck nur unter Zersetzung liefern, erh&lt man die Spek-
tren der Thermolyseprodukte. Solche Produkte kdnnen zwar auch wichtige Strukturinforma-
tionen enthalten, aber sind natirlich nur sekundérer Natur.

Zur Erzeugung der fur die Massentrennung notwendigen |onen stehen eine ganze Reihe von
Verfahren zur Verfugung, die alle auch technisch realisiert worden sind. Zu den wichtigen
Methoden z&hlen:

lonisation durch energiereiche Strahlen oder Partikel (Elektronen, Photonen),

starke elektrische Felder (Feldemissionsquellen), elektrische Entladungen (Funkenquellen,
Glimmentladungen), Hitze (Thermoquellen, LASER), Wechselwirkung mit lonen (Chemi-
sche lonisation).

Praktisch hat sich herausgestellt, dal3 fir anal ytische Zwecke in der organischen Chemie eine
géngige Methode zur lonenerzeugung die Elektronenstof3ionisation ist.

Fur die Trennung der gebildeten lonen nach ihrer Masse und Ladung gibt es eine Reihe ver-
schiedener Moglichkeiten. Allen ist gemeinsam, dal3 sie die massenabhangigen Eigenschaften
von lonen als bewegte Ladungstrager zur Grundlage haben. Die erste Stufe der Massentren-
nung ist demzufolge immer eine Beschleunigung der lonen durch elektrische Felder, wobel
die elektrostatische Energie in kinetische Energie der lonen umgewandelt wird.

e.-U=%m?

e =Ladung, U= Beschleunigungsspannung, m= Masse, v = Geschwindigkeit
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2.4 Kalibrierung und statistische Kenndaten von Analysenverfahren

24.1 Kalibrierung

Die Kalibrierkurve liefert den mathematischen Zusammenhang zwischen dem Mef3signal und
der untersuchten Konzentration bzw. Substanzmenge und wird mit Hilfe von Standards be-
kannter Konzentration ermittelt. Der Konzentrationsbereich der Standards mul3 dem Untersu-
chungsproblem angepal3t sein, ist aber bei geringen Konzentrationen durch die Bestimmungs-
grenze und bei hohen Konzentrationen durch verfahrenstechnische, apparative und chemische
Gegebenheiten begrenzt. Eine solche Kalibrierung wird mit im Labor angesetzten L 6sungen
durchgefiihrt. Diese Eichung wird o- Eichung genannt.

Die Kalibriergerade, festgelegt durch die einzelnen Mef3werte, wird nach der Methode der
kleinsten Fehlerquadrate berechnet. Dabei benttigen ungewichtete lineare Kalibrierkurven
den analytisch und mathematisch geringsten Aufwand. Die Geradengleichung y =me« x +Db

liefert den Zusammenhang zwischen dem Mefl3wert y und der Probenkonzentration x.

24.2 Wiederfindung

Die Auswirkungen einer unbekannten Matrix auf das gesamte Analysenverfahren kann durch
die Bestimmung der Wiederfindung charakterisiert werden. Dabel wird der Urprobe vor dem
ersten Probenaufbereitungsschritt eine bekannte Menge der zu bestimmenden Substanz zuge-
setzt.

Bel der klassischen Wiederfindung WFR wird betrachtet, ob eine zugesetzte Substanzmenge
Xzug. Wiedergefunden wird. Der Zusatz soll nicht gréfer sein al's die Konzentration in der Ur-
probe. Die Verdiinnungen miissen so vorgenommen werden, dal3 die Produkte méglichst voll-
sténdig gel 6st werden und die Konzentration der zu analysierenden Ldsungen im Arbeitsbe-
reich liegen.

Der wahrscheinlichste Gehalt x” der Urprobe wird aus der o- Kalibrierfunktion bestimmt. Der
Mel3wert y* der Wiederfindungsprobe wird mittels der o-Kalibrierfunktion in die insgesamt
gefundene Konzentration Xinsg. Umgerechnet. Von dem Gesamtgehalt Xins;, Subtrahiert man
den wahrscheinlichsten Gehalt der Urprobe x und erhéalt somit die wiedergefundene Konzen-

tration des Zusatzes Xger.
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X": wahrscheinlichster Konzentrationsgehalt der Urprobe
Xingg. - KONzentration der Urprobe X* + Zusatz Xger.

Fur die Wiederfindung WFR gilt:

Xzug.: VOrgegebene Konzentration des Zusatzes

Im Idealfall ist die wiedergefundene Konzentration Xg. gleich der Konzentration des zuge-
setzten Standards X, Und die Wiederfindung betrégt 100%.

Die durch die o-Kalibrierung gefundene Kalibrierfunktion darf weiterhin fir die jeweilige
Probenmatrix vewendet werden, wenn die Wiederfindung gemal3 Gleichung annaghernd 100 %
betragt. Die Toleranzgrenze fr abweichende Wiederfindungen bleibt dem Analytiker Uber-
lassen [35], wenn sichergestellt werden kann, dal3 das Ergebnis der Wiederfindung reprodu-
zierbar ist.
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2.5 Quantitative HPL C-Bestimmung der Hauptginsenoside in den Extrakten

25.1 Beschreibung der HPL C-Apparatur

Die schematische Darstellung der HPLC- Anlageist in Abb.2.2 dargestelit.

Pumpe A .
Mischkammer Saule Detektor
Pumpe B
Gradienten- .
programmer Aufgabeainnet |ntegrator

Abb. 2.2 Schematische Darstellung der HPLC- Anlage

Das HPL C-Analysesystem bestand aus zwel Hochdruckpumpen (Knauer, Typ 64), einem
Aufgabeventil (Rheodyne, Typ 7010) mit 20l Probenschleife, einer Steuereinheit (Knauer,
HPLC Programmer 50), einer HPL C-Saule (Knauer,Eurospher-100 Cyg, 5 um, Lange 250
mm, innerer Durchmesser 4,6 mm), einem UV -Detektor (Knauer, K2500) und einem Inte-
grator (Schimadzu,C-R1B). Eluentenzusammensetzung: A cetonitril-50 mM KH,PO,4
(40:60;v/v). Geschwindigkeit des Eluentstroms.1ml/min. Wellenlange der UV -Detektion: 200
nm und 203 nm. Die HPL C-Analysen wurden bel Raumtemperatur durchgefihrt.

Die Saule war gefillt mit 5 um grof3en Partikeln aus Silikagel, deren Oberflache mit Cyg-
Ketten belegt war, so dal eine unpolare stationédre Phase (,, reversed phase” ) vorlag. Auf dem
Weg der zu analysierenden Substanzen durch die Séule findet standig eine Verteilung dieser
Substanzen zwischen mobiler und stationare Phase statt. Die Trennwirkung beruht auf den
unterschiedlichen Verteilungskoeffizienten der verschiedenen Substanzen zwischen der sta-
tionéren und der mobilen Phase und den daraus resultierenden unterschiedlichen Retentions-

Zeiten.
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25.2 Probenaufbereitung

Die Produkte der Ammoniak-, Methanol/Wasser- und Wasser-Extraktion wurden 1 Tag lang
im Exsikkator Uber Silicagel im Vakuum getrocknet und gewogen. Die getrockneten Extrakte
der Ammoniak- (Extraktionszeit 35 min bzw. 4h), Methanol/Wasser- (15 min bzw. 4 h) und
Wasser-Extraktion (45 min bzw. 4h) wurden mit bidestilliertem Wasser zu 50, 100, 25, 100, 5
bzw. 50 ml gel6st.

Da zur Bewertung der Extraktionen die Ginsenoside in den Extrakten qualitativ untersucht
und quantifiziert werden mufiten, bot sich die Trennung der Verbindungen mit Hilfe der
HPLC und UV-Detektion an. Zur Erzielung einer effektiven chromatographischen Trennung
der Ginsenoside war eine Vorreinigung der Extrakte notwendig, bei der stérende Begleitstoffe
von den Ginsenosiden abgetrennt werden muféten. Diese Vorreinigung der Extrakte erfolgte
durch Festphasenextraktion (Solid Phase Extraktion, SPE) mit kleinen Adsorptionssaulen, die
modifiziertes Kieselgel (unpolare Cys-Phase) enthielten [36]. Soll eine C,g-Phase mit einer
wassrigen Probenl 6sung behandelt werden, so mul3 dieses Sorbens zunachst mit geeigneten

L 6sungsmitteln benetzt werden. Die Cig-Saulen wurden deshalb mit 5 ml Methanol und da-
nach mit 3 ml bidestilliertem Wasser aktiviert. Anschlief3end erfolgte die Aufgabe von 1ml
der waldrigen Extraktldsung auf die vorbereitete Sdule. Gewaschen wurde mit 10 ml bidestil-
liertem Wasser und 15 ml 30%igem Methanol. Die Elution der Ginsenoside wurde jeweils mit
5 ml Methanol vorgenommen. Diese Lésungen wurden im Rotationsverdampfer bei ca. 50°C
/ 30 mbar zur Trockene eingedampft. Das Produkt wurde mit 10 ml 40%igem Acetonitril
gel6st und in die HPLC-Apparatur aufgegeben.
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2.5.3 Durchfuhrung der Chromatographie

Die Extrakte wurden mit soviel Wasser versetzt, bis sie sich vollsténdig |6sten. Die Zusam-

mensetzungen der Losungen sind Tab.2.1 aufgefihrt.

Tab. 2.1 Ubersicht der fir die HPLC-Analyse benétigten Extraktl sungen

Extraktionsmittel |Extraktions- Extrakt- Extrakt mit Wasser ~ Extraktanteil[%]
zeit[min]  jrockenmassdlaus gelggt 2 demangege-  der wéiRrigen
g Wurzel pulver
benen Volumen [ml] | 5sung
Ammoniak(bei 60°C) | 35 0,78 50 1,56
Ammoniak(bei 60°C) |240 1,62 100 1,62
60% Methanol 15 0,3l 25 1,24
60% Methanol 240 1,32 100 1,32
Wasser 45 0,08 5 1,60
Wasser 240 0,51 50 1,02

Zur Injektion in das HPL C-System wurden Proben der aufbereiteten getrockneten Extrakte in
5- 10 ml Laufmittel geldst. Das Volumen ist bel jedem Chromatogramm angegeben. Das
Laufmittel wurde jeden Tag frisch angesetzt. Acetonitril wurde im Ultraschallbad 20 Minuten
entgast, wahrend die Entgasung von Wasser 10 Minuten lang im Vakuum stattgefunden hat.
Das injizierte Probenvolumen war durch eine 20 pil-Probenschleife vorgegeben. Zwischen den
Injektionen muf3te die Probenschleife mit Laufmittel gespilt werden. Der Laufmittel flufd war
Iml/min. Der minimale Betriebsdruck betrug 2 Mpa, der maximale Betriebsdruck 40 Mpa.
Bel frisch eingesetztem Filter am Eingang der Trennséule betrug der Druck etwa 14-16 Mpa.
Nach ca. 30 Chromatogrammen stieg er bis zu 20 MPa, worauf dieser Filter erneuert werden

mulite.
Am Spektralphotometer wurden die Wellenlange von 203 nm oder 200 nm und die Empfind-

lichkeit eingestellt, die jeweilsim Chromatogramm angegeben ist. Das maximale Eingangs-

signal am Integrator betrug 16 mV und der Papiervorschub war 4 mm/min.
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2.6 Beschreibung der HPL C/M S-Appar atur

Das mit einem Massenspektrometer gekoppelte HPL C-System besteht aus zwei Hochdruck-
pumpen (Knauer, Maxi-Star K 1000) , einem dynamischen Mischer (Knauer), einem Splitter
Accurate (LC Packings, Niederlande), einem Injektionsventil (Valco C4, 50 nl), einer HPLC-
Saule (Grom-Sil 120 ODS-3 CP, 5 um, 150 * 0,1 mm, der Fa.Grom Analytik+HPLC GmbH,
Herrenberg).

Eluentenzusammensetzung ; A: H,O/Acetontril ( 80:20;v/v) B: Acetonitril/H20 ( 80:20;v/v)
Zeitlicher Verlauf der Laufmittel zusammensetzung (Gradient):

Omin, 100% A; 20 min, 80% A; 50 min, 0% A

Alle Messungen zur ldentifizierung der Ginsenoside wurden am MAT 90 Massenspektrome-

ter (Finnigan MAT, Bremen), einem doppelt fokussierenden Sektorfeldgerat mit umgekehrter
Nier-Johnson-Geometrie durchfihrt, welches mit einer Elektrospray-Quelle ESI 11 (Finnigan

MAT, Bremen) ausgestattet war (Abbildung 2.3).

Skimmer lonenoptik

Zylinder-

sheath gas linse
\ ‘ Oktapol

zum MS

I
|
I
Kapillare LJ »

I -

Spraynadel |Desolvatisierungs-

. kapillare
sheath liquid ||
Ablauf- zur zur zur
schlauch Drehschieber- Turbopumpe Turbopumpe
pumpe

Abb. 2.3 Schema des verwendeten Elektrospray-Interfacesam MAT 90
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Probenhersteliung: Es wurden die Ammoniak-, 60% M ethanol- und Wasser-Extrakte (jeweils
240 min) jeweilszu 100 ml in bidestilliertem Wasser gel0st. Danach wurde je 1ml Ldsung
mit Hilfe der Festphasenextraktion (vgl. Kapitel 2.5.2) gereinigt. Die gereinigten Produkte
lagen jeweilsin 5 ml reinem Methanol vor.

Die Probe gelangte tUber eine 50 um i.d. Kapillare in den Sprayer, in dem das Sheath gas und
der sheath liquid koaxial zu dieser gefiihrt wurde. Ein Teil der unter Atmosphérendruck ge-
bildeteten kleinen geladenen Trépfchen drang in die Desolvatisierungskapillare ein, die eine
Temperatur von 250 °C bessald. Beim Austritt aus der Kapillare kam es aufgrund der Ablen-
kung durch die Zylinderlinse zu Kollisionen zwischen den Restgasmolektilen und den noch
vorhandenen Ldsungsmittel clustern, wodurch bis zum Eintritt in die lonenoptik die freien
lonen gebildet wurden. Der Oktapol diente hier nur zur Verbesserung der lonentransmission
und nicht als Massenfilter.

Die Aufnahme und Auswertung der Daten erfolgte an einer DEC 3000 Alpha-Workstion mit
der Betriebssoftware DEC OSF/1 Version 2.0 (DEC: Digital Equipment Corporation, USA)
und ICIS Version 9.321 (Finnigan MAT) als massenspektrometrische Software.

Die gesamten massenspektrometrischen Analysen wurden im profile Modus auf genommen.
Die massenspektrometrischen Untersuchungen der mit einer Fluf3rate von 1,5 pl/min infun-
dierten Proben erfolgten im scan Modus (Aufnahme eines grof3en Massenbereichs), wobei das
magnetische Sektorfeld exponentiell mit der Zeit geéndert wurde. Zur Verbesserung der
Sprayei genschaften wurde ein sheath flow von 3 pl/ min Isopropanol- H,O (5:1;v/v) einge-
setzt. Die Elektrosprayspannung betrug 3.8 kV.
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3 Materialien, Extraktionsapparaturen und Extraktionsverfahren

3.1 Materialien

Die extrahierten Ginsengwurzeln (Araliaceae, Panax ginseng C. A. Meyer) waren 5 Jahre alt,
[ufttrocken und stammten aus Korea, wo sie in Taegu 1998 gekauft worden waren. Die Wur-
zeln wurden mit ihrer natdrlichen Restfeuchtigkeit gemahlen. Die Restfeuchtigkeit des Wur-
zelpulvers wurde nach zweitégigem Trocknen im Exsikkator Uber Silicagel im Vakuum zu
3,0 Gew.% bestimmt. Der Korndurchmesser des Wurzel pulvers lag zwischen 0,063 und 0.63
mm (Siebanalyse mit ,, Analysette”, Typ 03.502 der Fa. Fritsch; Priifsiebe Fa. Retsch, DIN
4188, Weiten: 0,03-1,25 mm ). Das benutzte Wasser war bidestilliert und hatte eine Leitfa
higkeit von 1,6 uS/cm. Der Reinheitsgrad des Methanols (Fa. J.T. Baker) war zur Analyse.
Das Ammoniak (Fa. Messer-Griesheim) hatte eine Reinheit >99,8 %. Der Reinheitsgrad des
Kaiumhydroxid und des Natriumhydroxid (jeweils Fa. Riedel- deHaén) war zur Analyse.
Ammoniaklésung 26% (Fa. Riedel- deHaén) war zur Analyse. Die Extraktionshilsen fir die
Ammoniak- und Soxhlet-Extraktionen (Fa. Schleicher & Schuell Nr.603) hatten einen
Durchmesser von 22 mm und waren 80 mm hoch. Zur Filtration der ExtraktlGsungen dienten
Papierfilter der Fa. Schleicher & Schuell Nr.595, Durchmesser 185 mm. Zur Probenvorbe-
reitung wurden Saulen ,, 3ml Solid Phase Extraktion Columns Bakerbond spe Cyg “ der Fa.
J.T. Baker verwendet. Die Ginsenoside Rb;, Rb,, Rc, Rd, Re, Rg; und Rf sind kauflich (Fa.
Roth). Der Reinheitsgrad des Kaliumdihydrogenphosphats (Fa. Merck) war zur Analyse. Die
Reinheit des Acetonitrils (Fa.Promochem) war angegeben mit ,, Gradient Grade".
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3.2 Extraktionsapparatur fur Ammoniak

Fur die Extraktion mit fliissigem Ammoniak bel 334 K wurde eine Apparatur benutzt, mit der
analog dem Soxhlet-Verfahren extrahiert werden kann. Im Gegensatz zum Soxhl etaufsatz
wurde keine Dampfleitung bendtigt, da der Glaseinsatz in einem Autoklaven stand. Die Anla-
geist in Abb.3.1 dargestellt. Der Autoklav bestand aus nichtrostendem Stahl mit einer be-
sonderen Bestandigkeit gegentiber chemisch angreifenden Stoffen (DIN 17440, deutsche
Werkstoff-Nr. 1.4571) und besal3 einen Aulendurchmesser von 80 mm, eine Wandstéarke von
8,5 mm und eine Lange von 430 mm. Am oberen Schraubverschluf3 des Autoklaven war eine
Zuleitung mit Ventil zur Be- und Entladung mit Extraktionsmittel, ein Anschluf3 zum Mano-
meter und ein Kdhlfinger eingeschweil3t. Die 25 mm dicken Schraubverschliisse am oberen
und unteren Ende des Autoklaven waren mit O-Ringen (63x2 mm) abgedichtet. Die maxi-
mal e Betriebstemperatur des Autoklaven hangt von der Bestandigkeit dieses Dichtungsmate-
rials ab. Die O-Ringe aus Perbunan konnen bis zu etwa 373 K erhitzt werden.

Im oberen Schraubverschlul? des Autoklaven ist ein Fenster eingebaut. ES besteht aus synthe-
tischem Saphir (Dicke 15 mm, Durchmesser 30 mm), gedichtet mit einem O-Ring (28 x 2
mm). Durch das Fenster kdnnen die vom Khifinger fallenden Tropfen kondensierten L6-
sungsmittels und der Siphon des Glasaufsatzes mit einer Lampe beobachtet werden.

Im Autoklaven steht der Einsatz, bestehend aus einem Glaszylinder als Vorlage (Hohe 90
mm, Durchmesser 54 mm) und einem Aufsatz (Hohe bis zum Siphon 100 mm, Durchmessser
45 mm) mit Siphon und eingesetzter Extraktionshilse.
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Abb. 3.1 Schematische Abbildung der Extraktions-Hochdruckapparatur
1: Kdhler, 2: Manometer, 3: Fenster, 4: Ventil, 5: Deckelflansch,

6: Zylinder, 7: Bodenflansch, 8: Extraktionshilse, 9: Siphon, 10: Auffanggefai

A: Produkt, B: Extraktlosung, C: Extraktionsgut
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3.3 Benutzte Extraktionsverfahren

3.3.1 Extraktion mit fllissigem Ammoniak bei 60 °C in einer Hochdruckapparatur

Zur Extraktion der Ginsenoside wurden 10 g Ginsengwurzelpulver als Vorlage in den 160
ml-Glaseinsatz mit Siphon des Autoklaven eingewogen. 120 g Ammoniak wurden Uber die
Zuleitung mit Ventil in den Autoklaven eingefillt. Nach dem Einwiegen wurde das Ventil
verschlossen, das System von der Druckflasche abgeschraubt und durch ein Heizbad auf 334
K erwarmt. Es stellte sich dabei ein Druck von 20 bar ein. Durch das Beobachtungsfenster
war ermittelt worden, dal3 nach 4 Stunden Extraktion der Glasaufsatz Uber den Siphon 8 mal
entleert worden war. Nach der Extraktion wurde der Uberdruck im Autoklaven durch Offnen

des Ventils abgelassen und der Extrakt entnommen.

3.3.2 Extraktion mit Losungsmitteln in der Soxhletapparatur bei Nor maldruck

Bel der Extraktion mit Methanol/Wasser (60:40; v/v) wird eine Soxhletapparatur verwendet
mit 250 ml Rundkolben als VVorlage, einem 30 ml Soxhletaufsatz mit passender Filterhilse
und einem RuckfluRkihler. Zur Durchfiihrung der Extraktion werden 10 g Ginsengpulver in
die Filterhilse eingewogen und 150 ml Ldsungsmittel in den Rundkolben gegeben. Bei der
Extraktion mit 60%igem Methanol wird der Aufsatz innerhalb von 4 Stunden 24 mal peri-
odisch entleert. Das etherische Ol Panacen gibt der Extraktlésung eine Gelbfarbung. Diese
Verbindung ist unpolarer und damit schlechter 16slich in der Methanoll6sung als die Ginseno-
side. Man kann davon ausgehen, dal? eine erschépfende Extraktion erreicht ist, sobald die
Ldsung im Aufsatz klar bleibt.

Analog wird mit Wasser extrahiert. Dabel entleert sich der Aufsatz bis zur fehlenden Gelbfar-
bung 12 mal. Nach dem Abfiltrieren des Rickstandes wird das Ldsungsmittel im Vakuum
abgedampft, der getrocknete Extrakt gewogen und bis zur Weiterverarbeitung verschlossen
aufbewahrt.
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3.3.3 Alkalische Methanol/Wasser -Extraktion in der Soxhletapparatur bei
Normaldruck

Die Laugen werden dem Ginsengmaterial vor der Extraktion mit 60%igem Methanol zuge-
setzt. Bel der Extraktion mit Methanol wird eine Soxhletapparatur verwendet mit einem 250
ml Rundkolben als VVorlage, einem 30 ml Soxhletaufsatz mit passender Filterhilse und einem
Ruckflufkihler. Zur Durchfiihrung werden 10 g Ginsengpulver in die Filterhiilse eingewogen
und mit jeweils 150 ml alkalischem 60%igem Methanol extrahiert. Das 60% ige Methanol
enthielt folgende Konzentrationen an Alkalien: 0,01 M NaOH, 0,01 M KOH bzw. 2,6 % NHs.
Bel der Extraktion wird der Aufsatz innerhalb von 4 Stunden 24 mal periodisch entleert.

3.34 Umsetzung der Methanol/Wasser-Extrakte mit Natriumhydroxid- und

Ammoniak-L 6ésung

Die 60% Methanol-Extrakte (240 min, 75° C) wurden in bidestilliertem Wasser gel6st und
mit wassriger 0,1 M NaOH-L6sung bis zur Endkonzentration 0,01 M versetzt. Diese Losun-
gen wurden 10 min, 2 h, 4 h bzw. 24 h auf 60 °C erhitzt.

In entsprechenden Versuchen wurden die gleichen Extrakte mit 1 M NaOH- bzw. 26%iger
NH3-Losung bis zur Endkonzentration 0,1 M bzw. 6,5% versetzt und 10 min bzw. 4 h auf
60 °C erhitzt.

Bel alen Versuchen wurden die Anfangs- und End-pH-Werte gemessen.
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3.4 Fraktionierung

3.4.1 Fraktionierung der Hauptginsenoside des 60 % -M ethanolextraktes mit Hilfe

einer Reversed-phase-Material-Saule

Eine Trennung der Hauptginsenoside am Beispiel einer Losung des 60%- Methanol -Extraktes
wurde mit einer Umkehrphasen-Saule unter Normaldruck versucht.

Die Saule aus Glas ( Innendurchmesser 14 mm, Lange 300 mm) war mit einem Absperrhahn
am unteren Ende versehen. Die Fullhthe des reversed-phase-Materialsin der Glassaule (Cig—
Material gewonnen aus den Saulen ,, 3 ml Solid Phase Extraktion Colums Bakerbond spe C;s*
der Fa. J.T. Baker, 40 um Korndurchmesser) betug 90 mm, entsprechend einer Fillmasse von
5,00 g.

Der getrocknete 60% M ethanol-Extrakt aus 10 g Ginsengpul ver wurde mit destilliertem Was-
ser zu 100 ml gel6st. Hiervon wurden 2 ml auf die Saule gegeben und danach langsam und
und ohne die Schicht zu verwirbeln 20 ml Methanol-Wasser(80:20;v/v). Die mobile Phase
floR mit einer Geschwindigkeit von 19,0 mm/min durch die Séule. Es wurden nacheinander
Fraktionen von jewells 2 ml abgenommen. Die einzelnen Fraktionen wurden mit Hilfe der
HPLC analysiert.

3.4.2 Fraktionierung durch kurzzeitige Extraktion mit einem ersten und folgender

erschopfender Extraktion mit einem zweiten Extraktionsmittel

10 g getrocknetes Ginsengpulver wurde mit 150 ml 60%igem Methanol 10 min lang bei
Raumtemperatur behandelt und abfiltriert (Extraktion Nr.1). Nach dem Abfiltrieren des Riick-
standes wurde das Lésungsmittel im Vakuum abgedampft, der trockene Extrakt gewogen und
bis zur Weiterverarbeitung verschlossen aufbewahrt. Der feste Rickstand (extrahiertes Gin-
sengpulver) des 60% Methanol-Extraktes wurde mit NH3 (120 min, 103 g) bei 30 °C extra-
hiert (Extraktion Nr.2). Nach der Extraktion wurde der Uberdruck im Autoklaven durch Off-

nen des Ventils abgelassen und der Extrakt entnommen.
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Im Gegensatz zu der obigen Reihenfolge der Extraktionen wurden 10 g Ginsengpulver zuerst
mit Ammoniak (10 min, 103 g) bei 30 °C extrahiert (Extraktion Nr.3). Danach wurde der fe-
ste Ruckstand (extrahiertes Ginsengpulver) der Ammoniak-Extraktion mit 60 %igem Metha-
nol (120 min, 150 ml) bei Raumtemperatur behandelt und abfiltriert (Extraktion Nr.4). Nach
dem Abfiltrieren des Riickstandes wurde das Lésungsmittel im Vakuum abgedampft, der

trockene Extrakt gewogen und bis zur Weiterverarbeitung verschlossen aufbewahrt.

Tab. 3.1 gibt einen Uberblick tiber die Bedingungen der vier Extraktionen..

Tab. 3.1 Bedingungen der Extraktionen

Nr. |Zu extrahieren- | Extraktions- |Zeit | Temperatur Druck
des Material mittel [min] |[°C] [bar]

1 | Ginsengpulver |60% Methanol | 10 25 1

2 Rest von Nr.1 | Ammoniak 120 |30 10

3 | Ginsengpulver | Ammoniak 10 30 10

4 Rest von Nr. 3 |60 %Methanol [120 |25 1

Die vier Extrakte wurden jeweils in 100 ml bidestilliertem Wasser gel6st und je 1 ml Lésung
mit Hilfe der Festphasen-Extraktion gereinigt. Nach der Reinigung (vgl. Probenaufbereitung,
Kapitel 2.5.2) wurden die Produkte in 40%igem Acetonitril gelést und mit Hilfe der HPLC

anaysiert.
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4. Ergebnisse und Diskussionen

4.1 Extraktausbeuten der verschiedenen Extraktionsverfahren

Es wurden getrocknete, gemahlene, koreanische Ginsengwurzeln (Araliaceae, Panax ginseng
C.A. Meyer) mit flussigem Ammoniak (20 bar, 334 K) extrahiert und die Extrakte mittels
HPLC charakterisiert. Die Ammoniak-Extrakte wurden mit den Produkten einer 60 Vol-%

M ethanol-Extraktion (Siedepunkt 348 K) und einer Wasser-Extraktion (373 K) verglichen.
Die getrockeneten Extrakte aus den verschiedenen Verfahren waren Feststoffe. (Die experi-
mentellen Bedingungen und Ausbeuten der Extraktionen sind in Tab. 4.3, s. 42, aufgefuhrt.)

Die Extraktausbeuten zeigen, dal3 die Ammoniak-Extraktion bei 334 K, 20 bar und 240 min
mit 16,2 % die grofte Ausbeute liefert. Die zweitgrofdte Ausbeute von 13,2% wurde bel der
60% M ethanol-Extraktion bei 348 K und 240 min festgestellt, gefolgt von der Ausbeute von
7,80 % der Ammoniak-Extraktion (35 min). Die geringste Ausbeute von 0,80 % liefert die
Extraktion mit Wasser (45 min).

Die getrockneten Ammoniak-Extrakte sind gelbbraun gefarbt. Die trockenen Extrakte der
60% Methanol- und der Wasser-Extraktionen zeigen dagegen eine gelbe Farbe. Werden die
trockenen Extrakte in bidestilliertem Wasser gel6st, so bilden sich aus den Ammoniak-
Extrakten leicht getriibte Losungen, wahrend die 60% M ethanol- und Wasser-Extrakte klare
Ldsungen ergeben. Offensichtlich enthalten die Ammoniak-Extrakte auch weniger polare
Substanzen, die in Wasser nicht so gut |6slich sind.

Eine weitere Charakterisierung der Extrakte wurde durch Geschmacks- und Geruchsproben
vorgenommen. Die wasserigen Losungen der Ammoniak-Extrakte waren weniger bitter und
hatten einen stérkeren typischen Geruch nach Ginsengwurzel als die der 60% Methanol-
Extrakte.

Die Extraktion von Wurzelpulver des wei3en Ginsengs mit Wasser (240 min, 373 K) ergab
eine Ausbeute von 5,10%. Schilke [37] ermittelte unter diesen Bedingungen nur 2,0% Aus-
beute. Da keine Angaben zur Korngrof3e des extrahierten Matrials gemacht wurden, muf3 an-
genommen werden, dal3 eine grofdere Kornung zur Extraktion verwendet wurde, die eine ge-
ringere Ausbeute zur Folge hatte. Der von Griesing [19] angegebenen Extraktionsausbeute

der Wasser-Extraktion unter den genannten Bedingungen von 0,2% dirfte eine fehlerhafte
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Berechnung zugrundliegen, da die Ausbeuteangaben der Extraktionen mit 60% Methanol und
Ammoniak (26 bar) mit den Angaben von Schilke [37] tbereinstimmen. Offensichtlich wur-
den von Griesing und Schilke jeweils Extrakte, die unter gleichen Bedingungen gewonnen

wurden, untersucht.

Wie hoch die Ausbeuten an Ginsenosiden in den Extrakten tatsachlich waren, konnte erst mit
Hilfe der HPLC-Analyse bestimmt werden, da die Extrakte noch tberwiegend andere Pflan-
zeninhaltsstoffe und im Fall der Ammoniak-Extraktionen auch Reaktionsprodukte enthielten.

Die prozentualen Anteile der anderen Pflanzeninhaltsstoffe in den trockenen Extrakten sind

im Anhang in Tab.7.2 aufgefihrt.
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4.2 Chromatographische Analyse der Hauptginsenoside

Je 1 mg der reinen gekauften Hauptginsenoside Rb;, Rb,, Rc, Rd, Re, Rf, Rg; ( Vergleichs-
substanzen oder Standards) wurde jeweilsin 10 ml des chromatographischen Laufmittels (40
Vol.-% Acetonitril) gelost. Auch diein bidestilliertem Wasser gel 6sten Extrakte wurden nach
der Reinigung durch Festphasenextraktion (s. Kapitel 2.5.2) in 10 ml mobiler Phase gel 6st.
Diese Losungen wurden chromatographiert und die Retentionszeiten tr gemessen (Tab.4.1,
Abb.4.1-4.7).

Tab. 4.1 Retentionszeiten tgr [min] der Hauptginsenoside aus Extrakten und Verglei chssub-

stanzen (Standards)

Extraktionsmittel | Wasser |Wasser |Methanol |Methanol |NH; NH; Standard | Max.
Extraktionszeit |45 min | 240 min | 15 min 240 min | 35 min | 240 min Atg
Ginsenosid [min]
Re 3,41 3,42 3,48 3,50 349 | 354 346 10,13
Ro: 3,80 3,80 3,81 3,81 3,86 | 3,90 3,88 0,10
Rf 1052 |1051 |10,55 10,53 1058 |1061 1059 |0,10
Rb, 1358 13,60 |13,67 13,66 1389 11392 |13,73 [0,34
Rc 1766 |1/57 |17,61 17,96 175 [1791 (1751 |0/45
Rb, 2163 |21,03 [21,12 21,06 21,36 21,24 121,27 0,60
Rd 3321 3391 [34,13 34,00 3398 3424 339 1,13

Die Hauptginsenoside erscheinen im Chromatogramm bei tg = 3,41- 34,24 min. Die Retenti-
onszeiten der einzelnen Ginsenoside hangen in unterschiedlichem Mal3e von der Zusammen-
setzung des Laufmittels ab. Die Retentionszeiten von Re, Rg; und Rf differieren maximal von
0.10 min bis 0,13 min, die von Rb;, Rc und Rb, von 0,34 min bis 0,60 min und Rd um 1,13
min. Der starke Einfluss der Laufmittel zusammensetzung auf die Retentionszeiten diirfte gro-
[3er sein als eventuelle Matrixeffekte der verschiedenen Extrakte oder statistische Schwan-

kungen.

Die Retentionszeiten der Ginsenoside hdngen auf3er vom Grundgertist auch von der Zahl der
Zuckereinheiten und OH-Gruppen einer Glucosidkette ab. Sie ist um so kirzer, je polarer die
Einzelmolekile sind. Die Ginsenoside Re und Rg; enthalten ein Triolgrundgertist und zwei
Glucosidketten. Das Ginsenosid Rf besitzt ein Triolgrundgertist und ein Glucosidkette. Alle
drel Triol-Ginsenoside zeigen ein relativ polares Verhalten und deshalb kurze Rententions-

zeiten.
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Abb. 4.1 Chromatogramm der reinen Ginsenoside (gekaufte Verglei chssubstanzen)
in 10 ml 40%igem Acetonitril, Chromatographische Bedingungen s. Kap 2.5
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Eine stérkere Retention an der unpolaren stationéren Phase weisen die Ginsenoside Rb;, Rb,,

Rc und Rd auf, die ein Diolgrundgertst enthalten, welches weniger polar ist.

In diesem Reversed-Phase-System mit wéaldrigem Laufmittel erscheinen die Ginsenoside nicht

genau in umgekehrter Reihenfolge wie im Normal phasen-System der DC [37]. Sie wurden in
der Reihenfolge Re,Rg:, Rf, Rby, Rc, Rb,, Rd registriert (s. Tab.4.1).

Der unterschiedliche Ringschlufd zur Arabinofuranose bei Rc und —pyranose bei Rb, fihrt zu

einer deutliche Trennung der beiden Ginsenoside mit der gleichen Molekilmasse (Abb.4.1).

Das Ginsenosid Re besitzt gegenliber Rg; einen zusétzlichen Rhamnose-Rest am Glucosid-

Substituenten in 6-OH-Stellung. Jedoch war die Trennung nicht vollsténdig zu erreichen

(s.Abb.4.2).

Im folgenden sind die Chromatogramme der verschiedenen Extrakte wiedergegeben (Abbn.

4.2 bis4.7).
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ADbb.4.2 Chromatogramm des Ammoniak-Extraktes bei 334 K (Extraktionszeit 240 min)

in 10 ml 40%igem Acetonitril, Chromatographische Bedingungen s. Kap 2.5
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Abb.4.3 Chromatogramm des Methanol-Extraktes bei 348 K (Extraktionszeit 240 min)
in 10 ml 40%igem Acetonitril, Chromatographische Bedingungen s. Kap 2.5
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Abb.4.4 Chromatogramm des Ammoniak-Extraktes bel 334 K (Extraktionszeit 35 min)
in 10 ml 40%igem Acetonitril, Chromatographische Bedingungen s. Kap 2.5
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Abb.4.5 Chromatogramm des Methanol -Extraktes bei 348 K (Extraktionszeit 15 min)
in 10 ml 40%igem Acetonitril, Chromatographische Bedingungen s. Kap 2.5



Intensitét [AU]

16
1
2
10
T _'J_‘\_._'_
a M min Retentionszeit 47

Abb.4.6 Chromatogramm des Wasser-Extraktes bei 373 K (Extraktionszeit 240 min)
in 10 ml 40%igem Acetonitril, Chromatographische Bedingungen s. Kap 2.5
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Abb.4.7 Chromatogramm des Wasser-Extraktes bei 373 K (Extraktionszeit 45 min
in 10 ml 40%igem Acetonitril, Chromatographische Bedingungen s. Kap 2.5



Im Chromatogramm des 60% M ethanol-Extraktes (Abb. 4.3) wurden 15 Peaks bestimmten
Ginsenosiden zugeordnet. Die Identifizierung der Peaks 1, 2, 7, 10, 12, 13 und 15 erfolgte mit
Hilfe von Vergle chssubstanzen (Standards).

Die anderen bezeichneten chromatographischen Signale wurden nach der Literatur [38,39]
bestimmten V erbindungen zugeordnet. Das Signal zwischen den Peaks 11 und 12 konnte
nicht identifiziert werden. Der Peak nach dem Signal 13 gehort offenbar zu dem Ginsenosid
Rb,, den auch die Vergleichssubstanz Rb, zeigt. Die Schar von Peaks im Retentionszeitbe-

reich tr = 0 - 3 min deutet auf polare Produkte hin.

Die bezifferten Signale der Chromatogramme konnten einzelnen Ginsenosiden wie folgt zu-
geordnet werden:

1:Re, 22Rg:, 3:Rgz, 4mRb;, 5:mRc, 6:mRb,, 7:Rf, 8 20(R)-Rg., 9: 20(R)-Rhy,
10:Rb;, 11:m-Rd, 12:Rc, 13:Rb,, 14:Rs;, 15:Rd

Der Ammoniak- und der Methanol-Extrakt (je 240 min) waren in 10 ml 40%igem Acetonitril
gel6st. Bedingungen fir die Chromatogramme Abbn. 4.2 und 4.3: s. Kap. 2.5, UV-Detektion
A=200 nm.

Alle Extraktionen wurden funfmal durchgeftihrt. Vom jedem Extrakt wurden drei Chromato-
gramme angefertigt. Zur Bewertung der Abweichungen der Gehalte der funf Extrakte wurde
am Beispiel der Ammoniak-Extrakte (Extraktionszeit: 4 h) die relative Standardabweichung
der Chromatogramm-Peakflachen fur Rg; und Rb; berechnet. Fur jeden Extrakt kamen die
Peakflachenmittelwerte der jewells drel Chromatogramme zur Auswertung. Die relativen
Standardabweichungen (RSD) der Peakflachenmittelwerte der Chromatogramme der funf
Ammoniak-Extrakte (4 h) betrugen fir Re: RSD = 1.34 %, Rg;: 0,48 %, Rf: 0,45 %, Rb;: 1,33
%, Rc: 1,78 %, Rb,: 2.06 % und fir Rd:1,54 %.

Die Ergebnisse zeigen, dal3 die Qualitétsunterschiede gleichartiger Extrakte offenbar gering
sind. Die angegebenen Gehalte ergaben sich jeweils aus dem Mittelwert der 15 Peakflachen.

Die Wiederfindung fur das gesamte anal ytische V erfahren wurde am Beispiel des Ginseno-

sids Rb; fur den 60% Methanol-Extrakt (4 h) zu 97,5 % ermittelt. Sowohl die Losungen des
M ethanol-Extraktes al's auch die Extraktldsungen mit dem Rb;-Zusatz wurden mit Hilfe der
Festphasenextraktion (vgl. Kap. 2.5.2) aufbereitet.
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Zusétzlich wurde die Wiederfindung nur fir die Festphasenextraktion mit der Cyg-Kartusche
bestimmt. Am Beispiel des Ginsenosids Rg; wurde fur diesen Probenvorbereitungsschritt
(auch Solid Phase Extraction, SPE genannt) eine Wiederfindung von 99,1 % ermittelt. Dieses
Ergebnis zeigt, dal3 die Festphasenextraktion unter den hier angewendeten Bedingungen wohl

keinen Verlust an Ginsenosiden verursacht.

Mit Hilfe der Vergleichssubstanzen Rb; und Rg; konnte beispielhaft gezeigt werden, dal3 die
aus jeweils drei Chromatogrammen gemittelten Peakflachen proportional den Ginsenosid-
Konzentrationen sind. Die beiden Kalibriergeraden sind in Abb. 4.8 wiedergegeben.

Die Berechnungen der Kalibrierfunktionen y =me x + b ergaben fir

Rb; : y =88555« x - 1797 (r = 0.9978); fur Rg;: y = 240477 « x - 3953 (r = 0,9999)

(y = Peakflache, m = Steigung der Kalibriergeraden, x = Konzentration, b = Ordinatenab-
schnitt, r = Korrelationskoeffizient).

101

Peakflache (x10%) [mAU.s]

0 02 04 06 08 1 1,2 14
Konzentration des Ginsenosides [jug/20]

Abb.4.8 Kalibriergeraden der Ginsenoside Rb; und Rg;.
Chromatographische Bedingungen s. Kap. 2.5
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Als Beispiel seien zur ndheren Charakterisierung des Chromatogrammes des 60 % M ethanol-
Extraktes (4 h), Abb. 4.3 einige chromatographische Daten wiedergegeben: Die Aufldsungen
R benachbarter Signale betragen beispielhaft R (m-Rb;/m-Rc) = 1,89; R (m-Rc/m-Rby) =
1,67; R (Rby/m-Rd) = 1,64. Die Auflésungen wurden nach R = 1,198 ( tro—try) / (Wy21 +
W12,2) berechnet (wy/, = Peakbreite auf halber Hohe des Peaks). Die Trennstufen- oder Bo-
denzahl der HPLC-Saule ergibt sich nach N = 5,54 ( tg / W1s,)* aus dem Signal fiir z.B. m-Rb;
zu N = 1049. Entsprechend betrégt die Trennstufen- oder BodenhéheH =L / N = 0,24 mm
(L = Lange der Trennsaule).

Einige wichtige chromatographische Daten des Ammoniak-Extraktes (4 h) und des M ethanol-
Extraktes (4 h) sind in den Tabellen 4.2 wiedergegeben.

Tab. 4.2 Retentionszeiten tr, Peakbreiten auf halber Hohe der Peaks wy,,, Aufldsungen R,
Bodenzahlen N, Bodenhthen H und K apazitétsfaktoren k™ des Chromatogrammes
des Ammoniak-Extraktes (A) und 60% M ethanol-Extraktes (M) von Ginsengwuzel-
pulver (Extraktiondauer jeweils4 h, die Totzeit tybetrégt fur beide Chromatgram-
me 2,7 min, Papiergeschwindigkeit 4 mm/min)

Gin- tr tr Wy, Auflésung | Bodenzahl | Bodenhohe | Kapazitéts-
senosid | [min] [mm] [mm] R N H [mm] faktor k”
Extr.m | A M A M A |M [A M A M A M A M

Re 3,54 350 | 14,16| 14,00(05(0,5 |1,73 |1,49 | 4443|4343 (0,06 |0,06 | 0,31 | 0,30

Ro: 3,90 381 | 1560 1524(05|05 |1,73 |1,49 |5393 (5147 |0,05 (0,05 | 044 | 0,40

Rf 1061 10,53 | 4244 | 42,12(1,0|10 227 (1,61 |9978 |9828 |0,03 (0,03 | 2,93 | 2,90

Rb; 1392 (1366 | 5568 | 54,64 (2,0(20 |3,52 |1,64 |4294 |4135(0,06 |0,06 | 416 | 4,06

Rc 17,59 |1756 | 70,36 | 70,24 (3,0|3,0 292 (2,80 |3047|3037|0,09 (0,09 | 551 | 5,50

Rb, 21,24 21,06 | 84,96| 84,24 |3,0|3,0 (292 |2,80 |4443 (4368 (0,06 |0,06 | 6,87 | 6,80

Rd 34,24 | 34,00 |136,96 | 136,00 |4,0 4,0 16,94 | 6,77 | 6495|6427 0,04 |0,04 [11,68 |11,60
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4.3 Hauptginsenosid-Gehalte der Extrakte

Tab.4.3 gibt fur die verschiedenen Extraktionen Ausbeuten (getrocknete Extrakte in Ge-
wichtsprozent des trockenen Ausgangsmaterials), Ginsenosid-Gehalte und die Summenge-

halte der sieben Hauptginsenoside des Wurzel pulvers aus weif3em Ginseng an.

Tab. 4.3 Ginsenosid-Extraktionen aus Wurzelpulver des weil3en Ginsengs: Extraktausbeuten,
Gehalte und Summengehalte der Hauptginsenoside.

Extrakt Ginsenosid(WRx)%

Extrakt.-mittel ‘ Zeit ‘ Temp.(K) ‘Ausbeute(w%) Re ‘ Ro: ‘ Rf ‘ Rb; ‘ RC ‘ Rb, | Rd | SRX

Ammoniak 35 min 334 7,80 014 011 0,03 0,27 006 005 0,03 0,69

(Druck: 20bar) 4 h 334 16,2 048 041 0,11 115 0,23 022 014 274

60%-Methanol 15 min 348 3,10 020 007 0,02 010 0,03 002 001 045
4 h 348 13,2 051 035 0,07 040 0,10 0,09 0,07 159

Wasser 45 min 373 0,80 0,01 0,01 0,001 0,003 0,002 0,002 0,002 0,03
4 h 373 5,10 013 011 0,02 005 0,03 004 0,07 045

Vergleicht man die Ammoniak-, die Methanol-Wasser- und die Wasser-Extrakte miteinander,
so ist die Ausbeute der Wasser-Extraktion mit 45 min Extraktionszeit am geringsten (<1%).
Die Ammoniak-Extraktion mit 4 h Extraktionszeit erbrachte dagegen die grofite Ausbeute mit
ca. 16%. Die in Tab.4.3 aufgefihrten Summengehalte der Hauptginsenoside des Wurzelpul-
vers sind den Extraktausbeuten im wesentlichen proportional. In den Extrakten sind die Gin-
senoside Re, Rg; und Rb; am haufigsten. Der extrahierte Anteil des Ginsenosids Rb; ist beim
Ammoniak-Extrakt (Extraktionszeit 4 h) mit 1,15% am hdchsten. Die Ginsenoside Rb;, Rb,
Rc und Rd lassen sich bei Anwendung von flissigem NH3im Vergleich zu 60%igem Metha-
nol anscheinend besser extrahieren. Beispielsweise enthélt der Ammoniak-Extrakt mit 4 h
Extraktionszeit die Ginsenoside Rby,Rb,, Rc und Rd in etwa der doppelten Konzentration des
vergleichbaren 60% M ethanol-Extraktes. Wie in dieser Arbeit gezeigt wird, beruhen die ho-
hen Extraktionsausbeuten der genannten Ginsenoside mit Ammoniak aber vor alem auf der
Umwandlung der zusétzlich vorhandenen sauren Ginsenoside oder Malonyl-Ginsenoside m-
Rb;, m-Rb,, m-Rc und m-Rd in die entsprechenden neutralen Ginsenoside und deren Extrak-

tion.
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4.4 Malonyl-Ginsenoside und ihre Reaktionen mit Basen

Kitagawa et al. isolierten aus Ginsengwurzeln erstmals die Maonyl-Ginsenoside [18]. Ya
maguchi et al.[40] wiesen nach, dal? die sauren Ginsenoside in 70% igem Methanol bel er-
hohten Temperaturen teilweise in die neutralen Ginsenoside umgewandelt werden. Wesent-
lich schneller verlauft die Umwandlung durch Hydrolyse mit einer Base [41]. Court et al. [42]
hydrolysierten die sauren Ginsenoside mit wasseriger KOH-L6sung und bestimmten diese
mittels HPLC indirekt Uber die Gehaltszunahmen der entsprechenden neutralen Ginsenoside.
Da angenommen werden konnte, dal3 die Ma onyl-Ginsenoside m-Rb;, m-Rb,, m-Rc und m-
Rd nicht oder nur in minderem Mal3e pharmazeutisch wirksam sind, ist es eine interessante
Aufgabe, die sauren in neutrale Ginsenoside umzuwandeln und zwar simultan mit einer ef-
fektiven Extraktion.

Die Reaktion der Malonyl- zu den neutralen Ginsenosiden war mit Hilfe der Chromatogram-
me der Extrakte zu erkl&ren. Der Vergleich dieses 60% M ethanol-Extrakt-Chromatogrammes
(Abb.4.3) mit dem Chromatogramm des Ammoniak-Extraktes (Abb.4.2) zeigt bel gleicher
Extraktionszeit deutliche Unterschiede.

Im Chromatogramm des Ammoniak-Extraktes sind die Signale 4, 6 und 11 des 60% Methan-
ol-Extraktes nicht mehr vorhanden, Signal 5 ist verkleinert. Dagegen sind die Peaks 10, 12, 13
und 15 im Chromatogramm des Ammoniak-Extraktes ca. doppelt so grol3 wie die im Chro-
matogramm des 60% M ethanol -Extraktes.

Durch die Ammoniak-Extraktion wurden die Malonyl-Ginsenoside m-Rb;, m-Rb,, m-Rc und
m-Rd praktisch vollstandig in die entsprechenden neutralen Ginsenoside Uberfuhrt. Da ange-
nommen wird, dal3 auch m-Rc vollstandig zu Rc umgesetzt wurde, rihrt offenbar das restliche

Signal 5 nicht von m-Rc, sondern von mindestens einer anderen Begleitsubstanz her.

Die Zuordnung der Signale der Maonyl-Ginsenoside in den Chromatogrammen konnte wei-
ter gesichert werden. Da die Molekiile der neutralen Ginsenoside Rb;, Rb,, Rc und Rd durch
den Malonylrest gleichartig zu den sauren Ginsenosiden veréndert sind, sollten die Differen-
zen der Retentionszeiten {rainsenosid — trMalonyl-Ginsenosid den Retentionszeiten der Malonyl-Gin-
senoside bzw. Ginsenoside proportional sein. Diese Abhangigkeiten sind in Abb.4.9 darge-
stellt und zeigen lineares Verhalten.



Beide Geraden schneiden die Abszisse bei tr = 2,9 min. Diese Retentionszeit ist mit der Tot-
zeit to des isokratischen HPLC-Systems identisch. Die auf diese Weise ermittelte Totzeit
wurde auch experimentell bestimmt, indem reines Acetonitril aufgegeben wurde. Diese Be-
stimmung ergab to = 2,7 min, was eine gute Uberstimmung mit dem vorher ermittelten Wert

zeigt.
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m-Rd Rd
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m-Rb; Rb>
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Retentionszeit-Differenz [min]
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Abb. 4.9 Abhangigkeit der Retentionszeiten-Differenzen tgr Ginsenosid — tg Malonyl-

Ginsenosid von den Retentionszeiten der Malonyl-Ginsenoside bzw. Ginsenoside.

Malonyl-Ginsenoside werden durch Ammoniak, Ammoniak-Wasser-Mischungen, wéldrige
NaOH- oder KOH-L 6sungen im Ausgangsmaterial oder in den Extrakten zu den neutralen
Ginsenosiden umgesetzt. Durch diesen einfachen Prozef3 wird der Anteil der pharmazeutisch
wertvollen neutralen Ginsenoside Rb;, Rby, Rc und Rd deutlich erhoht.

Wird das Wurzelpulver mit alkalischer 60%iger Methanoll 6sung extrahiert, so lassen sich
Ergebnisse, wie siein Tab.4.4 dokumentiert sind, erzielen. Hier sind die Verhaltnisse der Pe-
akflachen der Chromatogramme der alkalischen 60% M ethanol-Extrakte des Wurzel pulvers
zu den Peakflachen des Chromatogrammes des 60% M ethanol-Extraktes wiedergegeben. Die
Extraktionsdauer betrug jeweils4 h. Wahrend der Extraktionen verringerte sich jeweils der
pH-Wert. Die Ma onyl-Ginsenoside m-Rb;, m-Rb, und m-Rd wurden durch die drel Verfah-
ren vollstandig zu den neutralen Ginsenosiden Rb;, Rb, und Rd umgesetzt. Die Umsetzungen
zu den neutralen Ginsenosiden konnten durch die entsprechenden Peakflachenvergréf3erungen
in den Chromatogrammen bewiesen werden.



Tab. 4.4 Peakflachenverhdltnis der Chromatogramme der alkalischen 60% M ethanol -
Extrakte und des 60% Methanol-Extraktes. Extraktionsdauer 4 h.

0,01 M NaOH 0,01 M KOH 2,6% wassr. NH3 —Ldsung
. . Anfangs-pH=11,98 | Anfangs-pH=12,02 | Anfangs-pH=11,89

Ginsenosid | gng-pH=10,01 End-pH=10,21 End-pH=9,83
m-Rb; 0 0 0

m-Rc 0,21 0,23 0,16

m-Rb, 0 0 0

Rb; 1,76 1,84 1,67

m-Rd 0 0 0

Rc 1,71 1,81 1,77

Rb, 2,03 2,11 1,91

Rd 2,02 2,04 1,94

Bel der Behandlung des Wurzelpulvers mit alkalischen Ldsungen und Extraktion mit 60%
igem Methanol verblieben Restsignale mit ca. 20% der Signalflache fir m-Rc des 60%
Methanol-Extraktes. Dies zeigt, dal3 die betreffende Begleitsubstanz im Gegensatz zu den
Mal onyl-Ginsenosiden gegeniiber Basen stabil ist.

Wurde die Behandlung der Ginsenoside mit Alkali erst im Anschluf an die 60% Methanol-
Extraktion im Extrakt vorgenommen, so ergaben sich ahnliche Peakflachenverhaltnisse der
Chromatogramme (vgl.Tab. 4.5) wie bei der Reaktion des Wurzelpulvers mit Laugen vor der
60% Methanol-Extraktion (Tab. 4.4).

Bel der Ammoniak-Extraktion reagieren die Malonyl-Ginsenoside m-Rb;, m-Rb,, m-Rc und
m-Rd zu den entsprechenden neutralen Ginsenosiden, die in der folgenden Reaktions-
gleichung as ROH bezeichnet werden.

7 P

RO-C—CH,—C-OH + 2NH3> ROH + H,N—C—~ CH2~ C~ONH,

Malonyl-Ginsenoside Ammoniumsalz des Malonsiuremonoamids

ROH = Ginsenoside Rb;, Rb,, Rc oder Rd

Infolge der Ammonolyse der sauren Ginsenoside entsteht neben den neutralen Ginsenosiden

jedoch eine Malonsdureverbindung. Fur den Fall der Abwesenheit von Wasser wurde die
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Umsetzung zum Ammoniumsalz des Malonsauremonoamids angenommen. Malonsaure und
deren Salze z&hlen nicht zu den starken Giften. Beispielsweise wird Malonsdure der Schwel-
zer Giftklasse 4 (,, nicht unbedenkliche Stoffe und Erzeugnisse®) zugeordnet. In den Extrakten
und anderen pharmazeutischen Produkten konnten Malonsdureverbindungen enthalten sein,
die dann nach bekannten Verfahren, beispielsweise mit Hilfe von reversed-phase-Material,

abtrennbar waren.

Zur Untersuchung der Stabilitdt der Malonyl-Ginsenoside gegentber Alkalien wurden 60%
Methanol-Extrakte (4 h, 348 K, vgl. Kapitel 3.3.2) mit 0,1 M NaOH und Wasser zu 100 ml
mit der Konzentration 0,01 M NaOH versetzt. Diese L6sung wurde in vier Losungen zu je 25
ml aufgeteilt und diese jeweils 10 min, 2 h, 4 h bzw. 24 h auf 333 K erhitzt. In alen Fallen
verringerte sich der Anfangs-pH von 11,30 in Abhangigkeit von der Reaktionszeit.

Tab. 4.5 Verhdtnisder Peakflachen der Chromatogramme der nach der Extraktion mit 0,01
M NaOH-L6sungen behandelten 60 % M ethanol-Extrakte und des unbehandelten
60 % Methanol-Extraktes. Extraktionsdauer 4 h; die anschlief3ende Dauer der Um-
setzung mit 0,01 M NaOH ist angegeben. Anfangs-pH=11,30.

Reaktionszeit |10 min 2h 4h 24 h
(End-pH=10,93) |(End-pH=10,34) | (End-pH=10,20) |(End-pH=9,96)

Ginsenosid

m-Rb, 0,51 0,21 0,05 0
m-Rc 0,62 0,25 0,21 0,19
m-Rb, 0,38 0,29 0,04 0
Rb, 1,19 1,51 1,69 1,78
m-Rd 0,38 0,19 0,05 0
Rc 1,23 1,54 1,68 1,74
Rb, 1,25 1,67 1,99 2,04
Rd 1,45 1,72 1,89 1,98

Im Mittel nahmen die Peakfl&chen von m-Rb;, m-Rb, und m-Rd nach 10 min Umsetzungszeit
auf 40-50% der anfanglichen Peakflachen ab. Nach 2 h waren noch 20-30% der urspriingli-
chen Peakflachen mef3bar, nach 4 h noch ca. 5%. Bel einer Umsetzungszeit von 24 h konnten
diese Malonyl-Ginsenoside nicht mehr nachgewiesen werden. Das Peakfléchenverhéltnis der
Peaks mit der Retentionszeit des m-Rc betragt dagegen nach 4 h und 24 h Umsetzungsdauer

noch ca. 0,2.
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Das Verhalten des Malonyl-Ginsenosids m-Rc stimmt mit dem der anderen Versuche weit-
gehend Uberein. Bel der Behandlung des 60% Methanol-Extraktes mit 0,1 M KOH- bzw.
20%iger wassriger NH3-L6sung verblieben fur den Peak mit der Retentionszeit des m-Rc
noch 23 bzw. 17% der urspriinglichen Peakflache. Die Versuche zeigen, dal3 sowohl die
neutralen Ginsenoside als auch die Begleitsubstanz mit der Retentionszeit des m-Rc stabil

gegenlber Basen sind.

Die Peakflachenverhdtnisse der Chromatogramme der Tab. 4.4 ( 4 h Umsetzungsdauer mit
0,01 M NaOH bzw. KOH oder 2,6% wassriger NHs- Lésung wahrend der Extraktion) und
der Tab.4.5 (24 h Umsetzungsdauer mit 0,01 M NaOH nach der Extraktion) liegen fur das
Ginsenosid Rb; zwischen 1,67 und 1,84, fir Rc zwischen 1,71 und 1,81. Daraus geht hervor,
dal’ im Wurzelpulver die Gehalte von m-Rb; und m-Rc nur ca. 70-80% der molaren Anteile

von Rb; und Rc betragen.

Im Gegensatz hierzu liegen die Peakflachenverhdtnisse fur Rb, zwischen 1,91 und 2,11 so-
wie fir Rd zwischen 1,94 und 2,04. Demnach betragen die molaren Verhétnisse m-Rb; : Rb,
und m-Rd : Rd ca.1, d.h. hier liegen vergleichbare molare Mengen von sauren und neutralen

Ginsenosiden vor.

Die vier Chromatogramme des 60% M ethanolextraktes (4 h) umgesetzt mit 0,01M NaOH bei
den Reaktionszeiten 10 min, 2 h, 4 h bzw. 24 h wurden in Abb.4.10 wiedergegeben. Sie zeigt
eine stetige Abnahme der Peakflachen der Peaks 4 (m-Rb;), 5 (m-Rc), 6 (m-Rby) und 11 (m-
Rd) mit zunehmender Umsetzungsdauer des 60 % Methanol-Extraktes mit 0.01 M NaOH.
Nach 24 h Umsetzungsdauer waren die Malonyl-Ginsenoside nicht mehr nachweisbar. Nur
Peak 5 war noch mit ca. 20% der urspriinglichen Flache vertreten. Es handelt sich offenbar

um eine andere basenstabile Begleitsubstanz.
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Abb. 4.10 Chromatogramme der 60 % M ethanol extrakte (240 min), die anschlief3end mit
0.01M NaOH und unterschiedlicher Dauer umgesetzt wurden (vgl. Tab. 4.53)

Chromatogramm A: Umsetzungsdauer 10 min (End-pH = 10,93)
Chromatogramm B: Umsetzungsdauer 2 h (End-pH = 10,34)
Chromatogramm C: Umsetzungsdauer 4 h (End-pH = 10,20)
Chromatogramm D: Umsetzungsdauer 24h  (End-pH = 9,96)
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Zur Untersuchung der Stabilitét der neutralen Ginsenoside gegentiber deutlich alkalischen
L 6sungen wurden 60% M ethanol-Extrakte (4 h, 348 K) in Wasser geldst und mit 1 M NaOH
bzw. 26 % wassr. NH3- Losung bis zur Endkonzentration 0,1 M bzw. 6,5% versetzt. Diese

Losungen wurden 10 min bzw. 4 h auf 333 K erhitzt.

In Tab.4.6 wird das Verhaltnis der Peakfl&chen der Chromatogramme der nach der Extraktion
mit 0,1M NaOH-L 6sungen bzw. 6,5% wassr. NHs-L 6sungen behandelten 60 % Methanol-
Extrakte (4 h) und des unbehandelten 60 % M ethanol-Extraktes (4 h) wiedergegeben.

Tab. 4.6 Verhdltnis der Peakflachen der Chromatogramme der nach der Extraktion mit
alkalischen Lésungen behandelten 60 % Methanol-Extrakte (4 h) und des unbe-
handelten 60 % Methanol-Extraktes (4 h). Der pH-Wert nach der jewelligen
Umsetzung ist angegeben.

60%M eOH-Extrakt | 60%MeOH-Extrakt | 60%MeOH-Extrakt | 60%M eOH-Extrakt
mit0,1M NaOH [mit0,1M NaOH |mit 6,5%wéssr. NH; | mit 6,5 % wassr. NH;
10 min (pH=12,89) | 240 min (pH=12.84) | 10 min (pH=12,81) |240 min (pH=12.69)

m-Rb; |0 0 0 0

m-Rc [0,20 0,19 0,18 0,18

m-Rb, |0 0 0 0

Rb, 1,78 1,78 1,72 1,71

m-Rd |0 0 0 0

Rc 1,77 1,76 1,67 1,71

Rb, 2,06 2,08 1,98 2,01

Rd 2,01 2,01 1,99 2,09

Aus der Tabelle 4.6 geht hervor, dal3 die vollsténdige Umwandlung der Ma onyl-Ginsenoside
in die neutralen Ginsenoside mit den hier verwendeten stérker alkalischen Ldsungen schon
nach 10 min stattgefunden hat. Nach 4 h sind die Peakfl&chenverhal tnisse kaum verandert.
Dieser Sachverhalt beweist auch die Stabilitét der neutralen Ginsenoside gegentber stark al-
kalischen Losungen (pH nahezu 13). Im Gegensatz zu diesen Umsetzungen mit 0,1 M NaOH-
Losungen ist die Umsetzung der Malonyl-Ginsenoside mit 0,01 M NaOH —L ésungen erst
nach einer Zeit langer als 4h beendet.
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4.5 Fraktionierung der Ginsenoside

45.1 Untersuchungen zur Abhéngigkeit der Extraktzusammensetzung von der

Extraktionszeit und vom Extraktionsmittel

Die verschiedenen Extraktionen zeigen, dal3 die Ausbeuten an Ginsenosiden von der Extrakti-
onszeit bei gleichem Extraktionsmittel bzw. vom Extraktionsmittel bei vergleichbarer Extrak-
tionszeit abhangen. Eine Trennung bzw. Fraktionierung einzelner Ginsenoside wére Uber
nacheinander stattfindende Extraktionen des Wurzel pulvers denkbar, wobel die Extraktions-
zeiten und die Extraktionsmittel entsprechend ausgewahlt wiirden.

Zur Ubersichtlicheren Darstellung des Einflusses der Extraktionszeit auf die Ausbeuten ein-
zelner Ginsenoside wurden aus Tabelle 4.3 die Ginsenosid-Gehalte der Extrakte des jeweili-
gen Extraktionsmittels verwendet. Fir die verschiedenen langen Extraktionen mit dem glei-
chem Extraktionsmitel wurde jeweils der Gehaltsquotient aus den Gehalten von 4 h Extrakti-
on zu den Gehalten der Extraktion mit kiirzeren Zeiten gebildet. Tabelle 4.7 gibt die Quoti-
enten des Gehaltes der Ginsenoside aus den Extraktionen mit kirzerer Extraktionszeit zu den

Extraktionen mit 4 h Dauer an.

Tab.4.7 Quotienten des Ginsenosidgehaltes aus den kiirzeren Extraktionen zu den gleichen
Extraktionen mit 4 h Dauer

Re Ryy Rf Rb; Rc Rb, Rd  >Rx

Ammoniak (35min/4h) 029 027 027 023 026 023 021 0,25
60% Methanol (15min/4h) 039 020 0,29 025 030 022 014 0,28
Wasser (45min/4h) 008 009 0,05 0,06 007 005 003 0,07

Wird beispielweise die Ammoniak-Extraktion (Gehaltsverhaltnisse 35 min- zu 4 h -Extraktion)
betrachtet, so ist der Gehaltsquotient von Rd am niedrigsten (0,21). Dies bedeutet, dal? eine
kirzere NHs-Extraktion verhaltnismallig weniger Rd abtrennt als bei den anderen Hauptgin-
senosiden. Bel Reist der Gehaltsquotient dagegen 0,29. Fir das Ginsenosid Re erbringt die
kirzere Extraktion im Vergleich zu Rd schon eine bessere Ausbeute.

Die Quotienten aus den Ginsenosid-Gehalten der Extraktionen mit kiirzerer Zeit ( Soxhlet
wurde einmal entleert) zu den Extraktionen mit 4 h liegen bei allen Extraktionsmitteln (Am-
moniak, 60 %iges Methanol, Wasser) fur die Panaxatriole Re, Rg; und Rf im allgemeinen
hoher als fur die Panaxadiole Rb;, Rc, Rb, und Rd. Besonders zeitabhéngig sind die Extrak-
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tionen mit Wasser. Hier wird in 45 min gegentiber 4 h Extraktionszeit nur ca. ein Zehntel
und weniger extrahiert. Die Panaxadiole werden bevorzugt bei |angerer Extraktionszeit extra-
hiert. Die polareren Triole Re, Rg; und Rf werden durch die polaren Extraktionsmittel zwar
nach langerer Zeit auch besser extrahiert als nach kirzerer, aber nicht in dem Mal3e wie die
Panaxadiole.

Die extrahierten Ginsenosid-Mengen sind in starkem Mal3e von dem Extraktionsmittel abhan-
gig. Bei einer Extraktionszeit von jeweils 4 h sind die Gehaltsquotienten der Ginsenoside fir
jeweils zwei Extraktionsmittel gebildet worden. Die Quotienten fur die drei Extraktionsmit-
telpaare sind in Tabelle 4.8 aufgefihrt.

Tab. 4.8 Quotienten der Ginsenosid-Gehalte zweler Extraktionsmittel (Extraktionszeit 4 h)

Re Rgl Rf Rbl Rc sz Rd ZRx

Ammoniak /60% Methanol 0,94 1,17 157 288 230 244 200 1,72
Ammoniak / Wasser 369 373 550 2300 7,67 550 2,00 6,09
60% Methanol / Wasser 392 3,18 350 800 333 225 1,00 3,53

Der Vergleich der Extraktionen mit Ammoniak / 60% Methanol zeigt: 60%iges M ethanol
extrahiert die Triolverbindungen (Re, Rgi, Rf) etwa gleich gut wie Ammoniak. Dagegen wer-
den die Diolverbindungen (Rb;, Rc, Rb,, Rd) von Ammoniak besser extrahiert (Faktor 2-2,9)
als von 60%igem Methanol. Aus dem Vergleich der Extraktionen mit NH3 und H,O [&f3t sich
folgern, dal die Panaxadiole durch NH3; wesentlich besser extrahiert werden as mit HO.
Aber auch die Panaxatriole werden mit Hilfe von NH3 ca. 4-6 mal mehr extrahiert werden als
mit Wasser. Vergleicht man die 60% M ethanol- mit der Wasser-Extraktion, so ist der Unter-

schied zwischen den extrahierten Panaxadiol- u. Panaxatriol-Mengen nicht so deutlich.

Im Gegensatz zu den anderen Ginsenosiden ist fur Rd die Wasser-Extraktion so effektiv wie
die 60% Methanol —Extraktion. Fur die Ubrigen Ginsenoside ist die 60% M ethanol-Extraktion
um den Faktor 2,3 bis 8 guinstiger als die Extraktion mit Wasser. Rd kann am besten mit
Ammoniak (Faktor 2 gegentiber der 60% Methanol- und der Wasser-Extraktion) abgetrennt

werden.
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Die bisherige Betrachtung der Extraktzusammensetzung in Abhéngigkeit vom Extraktions-
mittel erfolgte fir Extraktionszeiten von jeweils 4h.

Die gleichen Extraktionen wurden auch bel kurzeren Extraktionszeiten durchgefihrt. Die
Ammoniak-Extraktion bei einmaligem Austausch des fllissigen Ammoniaks in der Soxhlet-
Hochdruckapparatur dauerte 35 min. Die Extraktionen mit 60%igem Methanol bzw. mit Was-
ser in der Soxhlet-Apparatur nahmen bei einmaligem Abflul? des Extraktionsmittels 15 min
bzw. 45 min in Anspruch.

Fur den entsprechenden Vergleich der Gehaltsquotienten der drel Extraktionsmittel paare
wurden die Quotienten in Tabelle 4.9 zusammengestelIt.

Tab. 4.9 Quotienten derGinsenosid-Gehalte zweler Extraktionsmittel bel kirzeren Extrak-

tionszeiten

Re Ro: Rf Rb; Rc Rb, Rd 2Rx

Ammoniak (35min) / 0,700 157 150( 2,70 200f 250| 300 1,50
60% Methanol (15 min)

Ammoniak (35min) / 14,00 11,00 30,00 90,00 30,00 25,00| 15,00 23,00
Wasser (45min)

60% Methanol(15min) /| 20,00f 7,00| 20,00| 33,30 15,00/ 10,00| 5,00 15,00
Wasser (45min)

Auch bei diesen ,, Einmal”-Extraktionen (einmaliges Flllen des Extraktors) zeigt Ammoniak
das beste, Wasser das geringste Extraktionsvermdgen. Die Panaxadiole werden durch Ammo-

niak im allgemeinen besser extrahiert als die Triolverbindungen.
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45.2 Versuche zur Fraktionierung der Ginsenoside durch zweifache Extraktion mit

ver schiedenen L osungsmitteln und unter schiedlichen Extraktionszeiten

Bel den Extraktionen unter Kapitel 4.5.1 wurden zwar verschiedene Extraktionsmittel und
unterschiedliche Extraktionszeiten angewendet, jedoch wurde das Ginsengpulver stets nur
einmal extrahiert. Jetzt sollen Versuche zur Fraktionierung der Ginsenoside durch zweifache
Extraktion des Ginsengpul vers beschrieben werden.

Ginsengpulver wurde zuerst 10 min lang mit 60% Methanol extrahiert und der Extrakt analy-
siert. Der aus dieser Extraktion verbliebene, im Exsikkator getrocknete Riickstand wurde an-
schlief3end mit Ammoniak 120 min lang extrahiert. Der Extrakt wurde ebenfalls analysiert,
um die Ginsenosid-Ausbeuten bestimmen zu kdnnen.

Das Prinzip dieser zweifachen Extraktion des Ginsengpulversist einmal der Wechsel des Ex-
traktionsmittels und zum anderen die gleichzeitige Anderung der Extraktionszeit (oben ange-
fuhrtes Beispiel: 60% Methanol-Extraktion mit kurzer Extraktionszeit, anschlief3end Extrakti-

on mit Ammoniak bei langerer Extraktionszeit).

In der anderen Zweifach-Extraktion wurden die zum obigen Beispiel gegensétzlichen Bedin-
gungen angewendet: Extraktion des Ginsengpulvers zuerst mit Ammoniak, jedoch nur 10
min lang, danach wird der im Exsikktor getrocknete Rickstand mit 60%igem Methanol, je-
doch 120 min lang extrahiert. Beide Extrakte wurden analysiert.

Die Grole der Peakflachen aus den Chromatogrammen der Extrakte sind in Tabelle 4.10 auf-
gefuhrt.

Tab. 4.10 Chromatogramm-Peakflachen der Extrakte aus den Zweifach-Extraktionen

Extraktion Re Ro: Rf Rb, Rc Rb, Rd

10 min 60% CH;0OH 56531 | 36859 |19791 | 33559 | 39293 | 23468 |13839
Anschl. 120 min NH; 226836 |109214 |39375 |145827 |155392 |109386 |65174
10 min NH; 36053 | 32735 |12736 | 26106 | 27036 | 12003 | 14059
Anschl. 120 min 60% CH;OH | 218822 | 119219 |54642 |117027 |159843 |109778 |66106
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In Tabelle 4.11 sind die Quotienten aus den Peakflachen der Chromatogramme aus den Ex-
trakten der beiden Zweifach-Extraktionen angegeben.

Tab. 4.11 Quotienten aus den Chromatogramm-Peakflachen aus den Extrakten
der beiden Zweifach-Extraktionen

Extraktion Re Rg; |Rf Rb; |[Rc |Rb, |Rd

10 min 60% CH3OH / Anschl. 120 min NH; | 0,25 0,34 (0,50 [0,23/0,25|0,21 |0,21

10 min NH; / Anschl. 120 min 60% CHs;OH | 0,16 0,27 10,23 |0,22(0,17|0,11 |0,21

Insgesamt belegen die kleinen Peakflachen-Quotienten, dald die NH3; —Extraktion wegen der
langeren Extraktionszeit von 120 min gegeniiber der 60% Methanol-Extraktion (10 min) die
Hauptginsenoside besser abtrennt. Besonders die Panaxadiole Rb;, Rc, Rb, und Rd haben

Werte zwischen 0,21 und 0,25. Diese Ginsenoside werden durch die langer dauernde NH3 —

Extraktion zum Teil aus den Mal onyl-Ginsenosiden umgewandelt und bevorzugt abgetrennt.

Die Quotienten der Ginsenoside Rg;, Rf , Rb; und Rd betragen bel den Extraktionen Ammo-
niak 10min/ 60% Methanol 120 min 0,21 bis0,27. Natirlich liefert die langer dauernde
60% M ethanol-Extraktion hthere Ausbeuten al's die kurze Ammoniak-Extraktion ( alle Quo-
tienten der Chromatogramm-Peakfléchen sind kleiner als 1).

Von beiden Zweifach-Extraktionen wurden auch die Chromatogramm-Peakflachen (vgl. Tab.
4.10) summiert. Unterschiede von 10- 20 % sind nur bei Re, Rf und Rb; festzustellen.




4.5.3 Fraktionierung der Hauptginsenoside des 60% - M ethanolextraktes mit Hilfe
einer Reversed-phase-Material-Saule

Bei den bisher beschriebenen Extraktionen, die durch Anwendung verschiedener Extrakti-
onsmittel und unterschiedlicher Extraktionszeiten bei einmaliger Extraktion (Kapitel 4.5.1)
und bei zweifacher Extraktion (Kapitel 4.5.2) des Ginsengpulvers gekennzeichnet sind, wur-
den die einzelnen Hauptginsenoside zwar teilwei se angereichert, jedoch nicht voneinander
getrennt. Ein vollsténdige Trennung scheint ziemlich aufwendig zu sein. Deshab wurde die
Fraktionierung der Ginsenoside mit Hilfe einer Saule, die mit reversed-phase-Material (Cqg-

Phase) gefillt war, untersucht.

Der Trennversuch wurde mit dem 60% Methanol-Extrakt ohne dessen vorherige Reinigung
durch Festphasenextraktion durchgefiihrt. Einzelheiten Gber die RP-Sdule und die Versuchs
durchfuhrung wurden in Kapitel 3.4.1 beschreiben. Es wurden 2 ml 60% M ethanol-Extrakt
auf die Saule gegeben und mit 20 ml Methanol-Wasser (80:20;v/v) eluiert. Das Eluat wurde
in sechs 2ml-Fraktionen gesammelt, die jeweils mit Hilfe der HPLC und UV-Detektion (Ka-
pitel 2.5) analysiert wurden.

Die Chromatogramme der sechs Fraktionen sind in der Abbildung 4.12 wiedergegeben. Die
Kennzeichnung der Signale in diesen Chromatogrammen entspricht derjenigen der Abbildung
4.3in Kapitel 4.2.

Die Retentionszeiten, Peakflachen und die Zuordnung der Signale zu den einzelnen Ginseno-
siden sind fur alle sdulenchromatographischen Fraktionen des 60% Methanol-Extrakesin Ta-
belle 4.12 zusammengefalit.

In der Fraktion O bis 2 ml trat nur das auch bei den anderen Untersuchungen vorhandene Ge-

misch stérker polarer Stoffe auf (tr< 3min), wahrend die Ginsenoside noch am Cig-Material
adsorbiert waren.
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Abb. 4.11 Chromatogramme der 2ml-Fraktionen 0 bis 12 ml des 60% M ethanol-

Extraktes getrennt mit Hilfe einer C1g-Séule und M ethanol-Wasser (80:20; v/v)
1:Re, 2.Rgy, 4:m-Rby;, 5:m-Rc, 6:m-Rb,, 7:Rf, 10:Rb;, 11:m-Rd, 12:Rc, 13:Rb,, 15:Rd
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Tab. 4.12 Charakterisierung der séulenchromatographischen Fraktionen
des 60% M ethanol-Extraktes mit Hilfe der HPLC

Fraktion | Retentionszeit tr Peakflache Ginsenosid
[ml] [min] [mAu.g
Obis2 2,2 352506
2,8 87982
3bis4 2,2 1259695
2.9 590189
3,69 670116 Re
3,97 375186 Ro:
7,30 377593 m-Rb,
8,89 406387 m-Rc
10,39 175830 m-Rb,
5bis6 2,2 1022170
2,6 948228
3,64 579350 Re
3,94 329392 Ra:
7,17 455731 m-Rb,
8,70 519889 m-Rc
10,17 471278 m-Rb,
11,70 74760 Rf
15,14 252491 Rb;
7 bis8 2,2 149388
2,8 392843
7,24 27764 m-Rb,
8,70 56258 m-Rc
10,00 176196 m-Rb,
12,00 188336 Rf
15,27 196336 Rb;
16,87 100815 m-Rd
17,74 241492 Rc
21,20 59145 Rb,
32,00 101711 Rd
9bis10 2,2 30012
2,7 125033
15,00 300204 Rb;
16,25 27607 m-Rd
18,21 268546 Rc
21,88 84830 Rb,
33,25 49074 Rd
11 bis 12 2,3 12520
2,8 69379
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Die Fraktion 3 bis 4 ml enthielt die Ginsenoside Re, Rg; m-Rb;, m-Rc und m-Rb,. Diese Gin-
senoside haben Retentionszeiten unter 10,4 min. Re und Rg; gehdren zu den relativ polaren
Panaxatriolen. Hiernach schlief3en sich in der Elutionsreihenfol ge die wegen des polaren Ma-
lonsdurerestes auch noch relativ polaren Malonylginsenoside m-Rb;, m-Rc und m-Rb, an.
Die Ginsenoside Rf, m-Rd und die weniger polaren Panaxadiole Rb;, Rb,, Rc und Rd waren
noch in der RP-Saule verblieben.

Die danach folgende Fraktion 5 bis 6 ml beinhaltet au3er den Verbindungen der Fraktion 3
bis 4 ml zusétzlich das Panaxatriol Rf und das Panaxadiol Rb; (tg ca. 15,1 min). Das Chro-
matogramm dieser Fraktion beweist, dal? die Konzentrationen der Panaxatriole Re und Rg;
gegenuber denen der Fraktion 3 bis 4 ml bereits geringer wurden, wahrend die K onzentratio-

nen an m-Rb;, m-Rc und m-Rb, zunahmen. m-Rd, Rc, Rb, und Rd waren noch nicht €luiert.

Die Fraktion 7 bis 8 ml enthielt dann auch diese vier Ginsenoside, jedoch nicht mehr die rela-
tiv stérker polaren Ginsenoside Re und Rg; mit den kurzen Retentionszeiten zwischen ca. 3,6
und 4,0 min. Die Konzentration der Ginsenoside m-Rb;, m-Rc, m-Rb, und Rb; hat gegen-
Uber der Fraktion 5 bis 6 ml abgenommen, wahrend fir Rf eine Konzentrationszunahme zu

verzeichnen war.

Die Fraktion 9 bis 10 ml enthalt nur noch die Ginsenoside mit den léngeren Retentionszeiten
(ca. 15 bis 33 min). Dies sind Rb;, m-Rd, Rc, Rb, und Rd. Bemerkenswert ist der Sachver-
halt, dal3 in dieser Fraktion kein einziges Ginsenosid der Fraktion 3 bis4 ml mehr enthalten
ist.

In der Fraktion 11 bis 12 ml sind keine Ginsenoside mehr nachzuweisen.

Der Trennversuch der Ginsenoside des 60% M ethanol-Extraktes mit Hilfe der RP-Saule hat
gezeigt, dal’ eine vollstéandige Trennung der Panaxatriole Re, Rg; sowie der relativ polaren
Maonyl-Ginsenoside m-Rb;, m-Rc und m-Rb, von den weniger polaren Verbindungen Rb;,
m-Rd, Rc, Rb, und Rd ohne Schwierigkeiten ermdglicht werden kann. Das Ginsenosid Rf,
das offenbar eine mittlere Polaritét aufweist, findet sich entsprechend in den mittleren Frak-

tionen wieder.
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Eine Feintrennung in einzelne Ginsenoside oder zwel in der Retentionsabfol ge benachbarter
Ginsenoside wére durch einige experimentelle Mal3nahmen, wie Einsatz einer langeren Séule
mit feinkornigerem RP-Material, Optimierung der mobilen Phase (evtl. Anwendung eines
Gradienten), der Sdulentemperatur und der Geschwindigkeit der mobilen Phase, durchaus zu
erreichen. Auf diese Weise dirften sich die relativ reinen und sehr teuren Ginsenoside (Stan-

dards), mit denen in dieser Arbeit kalibriert wurde, gewinnen lassen.
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4.6 HPL C/M S-Untersuchungen der Ginseng-Extrakte

4.6.1 MS-Spektren der Ginsengextrakte

Zur weiteren Absicherung der Ginsenosid-Analytik und zum Nachweis sehr geringer Kon-
zentrationen einzelner Ginsenosid-Spezies wurde ein Gradienten-HPL C-V erfahren mit mas-
senspektrometrischer Detektion angewendet. Die unmittel bare massenspektrometrische Iden-
tifizierung von Ginsengextrakten und chromatographischen Fraktionen ist durch die Regi-
strierung typischer Massen wie die der quasi-Molekll- und/oder einiger Fragment-lonen der

einzelnen Ginsenoside moglich [7,8].

Um fir die massenspektrometrische Detektion der Ginsenoside die wichtigsten und haufig-
sten lonen zu ermitteln, werden vorerst Massenspektren der Extrakte der Ginsengwurzeln und

einer Mischung der Hauptginsenosid-Standards registriert.

Die Abbildungen 4.12 bis 4.14 zeigen die Massenspektren des Ammoniak-, 60% Methanol-
und Wasser-Extraktes (jeweils 240 min Extraktionsdauer). Das Massenspektrum des Ammo-
niak-Extraktes besteht aus einer Vielzahl von lonensignalen, wovon einige bestimmten Gin-
senosiden zugeordnet werden konnten, wie m/z 407,1; 441,2; 789,4; 805,4; 969,5; 1101,6
und 1131,5. Die Zuordnung dieser Signale zu Molekil+Natrium-lonen bzw. Fragment-lonen
und zu einzelnen oder mehreren Ginsenosiden geht aus den Tabellen 4.13 und 4.14 hervor.
Aus dem Massenspektrum des 60%M ethanol -Extraktes sind die lonen mit m/z 423,1, 805,4,
969,5 und 1101,6 ebenfalls in den genannten Tabellen zugeordnet. Der Wasser-Extrakt weist
im Massenspektrum eine Rethe von lonen auf, wovon die mit m/z 407,1, 443,1und 1101,5
in den Tabellen 4.13 und 4.14 zugeordnet wurden.
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Abb. 4.12 Massenspektrum des Ammoniak-Extraktes (240 min, 20 bar, 334 K)
nach Direktinfusion
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Abb. 4.14 Massenspektrum des Wasser-Extraktes (240 min, 373 K) nach Direktinfusion
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4.6.2 Charakterisierung einer Mischung der reinen Hauptginsenoside (Standar ds)

Zuerst wurden die Ginsenosid-Standards gemischt und mit Hilfe der HPLC/M S analysiert.

Zuvor waren die Rententionszeit und die Massenspektren der Standards einzeln vermessen

worden.

Zum Unterschied gegentiber dem anfangs verwendeten isokratischen HPLC-V erfahren mit

UV-Detektion wurde fur die HPLC/M S-Untersuchungen mit dem Gradienten-HPLC-Verfah-

ren gearbeitet. Daher resultieren hierbei andere Retentionszeiten fir die einzelnen Ginseno-

side. Die Elutionsreihenfolge der Hauptginsenoside ist im wesentlichen mit der des isokrati-

schen HPL C-Programms identisch, auf3er den Ginsenosiden Rg; und Re am Chromato-
grammanfang.

Die HPLC/M S-Chromatogramme der Mischung der Ginsenosid-Standards Rb,, Rb,, Rc, Rd,

Re, Rf und Rg; sind in Abbildung 4.15 wiedergegeben. In dieser Abbildung sind auf der

Ordinate die relativen Intensitaten spezifischer lonenmassen und auf der Abszisse die Reten-

tionszeiten der Ginsenoside dargestellt.
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Abb. 4. 15 HPLC/MS-Chromatogramm einer wassrigen Mischung der Hauptginsenosid-

Standards (Rbz, Rb,, Rc, Rd, Re, Rf und Rg;)
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Die massenspektrometrischen Daten zur Detektion der Ginsenoside in den Chromatogram-

men einschliefdich der Retentionszeiten sind in Tabelle 4.13 aufgefhrt.

Tab. 4.13 Massenspektrometrische Detektionsdaten und Retentionszeiten der verwendeten
Ginsenosid-Standards (in Wasser gel 6st) zu Abb.4.15

Ginsenosid | m/z [M+Na]* tr Fragment-lon
[min] m/z 789,5

Rgl 823,5 [C42H72014 +Na]+ 144 |-

Re 969,5 [C48H32018 +Na]+ 15,3 X"

Rf 823,5 [C42H72014 +Na]+ 28,4 -

Rb; 1131,5 [Cs4Ho2053 +Na]* 328 |Y'

Rc 1101,5 [C53H90022 +Na]+ 33,6 Y+

Rb, 11015  [CsHooO2 +Nal® 350 |V~

Rd 969,5 [C48H32018 +Na]+ 36,6 Y+

Zur massenspektrometrischen Identifizierung der Einzelginsenosideim Chromatogramm
dienen vorwiegend die Molekulionen [M+Na]*. Das lon mit der Masse m/z 1131,5 &%t sich
nur dem Ginsenosid Rb; eindeutig zuordnen. Die anderen [M+Na]* -lonen sind zwar jeweils
fir zwei Ginsenoside reprasentativ, sind aber unter Berticksichtigung der Retentionszeiten
ebenfalls fur die Identifizierung eindeutig. So sind der Masse m/z 823,5 die Ginsenoside Rg;
und Rf zuzuordnen, der Masse m/z 969,5 die Ginsenoside Re und Rd und der Masse m/z
1101,5 die Ginsenoside Rb, und Rc.

Die Strukturen der Fragment-lonen X* und Y sind in den Abbildungen 4.16a und 4.16b dar-
gestellt.

Fragmentionen sind im Bereich der HPLC/M S-M essungen wegen des allgemein hohen Un-
tergrundes zum Nachweis nur eingeschrankt geeignet. Ist ein lon typisch fir eine Substanz-
klasse (z.B. 789,5), tritt also bei allen Vertretern dieser Gruppe auf, so kann es al's zusétzliche
I dentifizierungshilfe durchaus herangezogen werden, wenn die Retentionszeiten dabei Be-
ruicksichtigung finden. So lassen sich dann auch Re, Rb;, Rc, Rb, und Rd eindeutig identi-
fizieren. AulRerdem gibt dieses lon noch den Hinwels, dal3 an diesem Molekdlteil bel der Her-
stellung der Extrakte keine Verdnderung aufgetreten ist. Zusétzlich ist in Abbildung 4.15 im
unteren Chromatogramm die HPL C-Detektion mit Hilfe des,, Base Peaks* wiedergegeben. Im
» Base Peak“-Chromatogramm werden die Massenpeaks aus den Massenspektren mit der je-
weils hochsten Intensitét als Massenspur dargestellt. Im Gegensatz dazu wird beim ,, TIC*
(Totalionenstrom) die gemittelte Intensitét aller im gescannten M assenbereich vorkommenden
Massenpeaks als Massenspur aufgezeichnet. Auf Grund des starken Untergrundes in der
HPLC/MS -Technik eignet sich der TIC in diesem Falle nicht a's Darstellungsform.
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Abb.4.16a Struktur des Fragmentes X* (m/z 789,5) des Ginsenosids Re,
R =-Glc (Glc: Glucose)

OH

Abb. 4.16b Struktur des Fragmentes Y* (m/z 789,5) der Ginsenoside Rb;, Rb,, Rc und Rd.
Rby: R = -GIc®-Gle, Rby: R =-Glc®-Ara(p), Rc: R =-Glc®-Ara(f), Rd: R=-Glc
(Glc:Glucose, Ara(p): Arabinosein Pyranose-Form, Ara(f): Arabinosein Fura-
nose-Form)
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4.6.3 Charakterisierung der Extrakte

Die Extrakte der Ammoniak- und der 60% Methanol-Extraktion (jeweils 4 h Extraktions-
dauer) wurden mit Hilfe der HPLC/MS charakterisiert. Die Massenspuren der intensivsten
lonen des Ammoniak-Extraktes sind in Abbildung 4.17a, die des M ethanol-Extraktes in Ab-
bildung 4.17b dargestellt. Die Grundlage zur Auswertung der Chromatogramme bilden die
Ergebnisse von den Hauptginsenosiden (Kapitel 4.6.1). In ahnlicher Weise wie fur die Mi-
schung der Hauptginsenoside wurden fr diese Extrakte massenspektrometrische Detektionen
mit Hilfe der [M+Na]*- lonen m/z 823,5; m/z 969,5; m/z 1101,5 und m/z 1131,5 sowie
den Fragment-lonen entsprechend Tabelle 4.12 durchgefiihrt. Eswurde auch das,, Base Pe-
ak”-Chromatogramm dargestellt. Die HPLC/MS-Aufnahmen sind denen der Mischung der
Hauptginsenoside éhnlich. Es sind alle sieben Hauptginsenoside in den Extrakten nachweis-

bar.

Wieim HPLC/M S-Chromatogramm der Mischung der Standard-Ginsenoside (Abbildung
4.15) werden die Ginsenoside Rg; und Rf anhand der quasi-Molekllionen mit der Masse m/z
823.5 nachgewiesen. Zusétzliche Hilfen sind das ,, Base Peak"-Chromatogramm und die an-
deren Fragmentionen gemal3 Tabelle 4.13.

Das HPLC/M S-Chromatogramm des M ethanol-Extraktes (vgl. Abb.4.17 b) unterscheidet sich
von dem des Ammoniak-Extraktes dadurch, dal3 hier zusétzlich noch die Malonylginsenoside
(vgl. Kapitel 4.4) als Hauptkomponenten angezeigt werden. In Tabelle 4.14 sind die massen-
spektrometrischen Daten zur Detektion und die Retentionszeiten der Maonylginsenoside
ebenfalls aufgefuhrt.

Zu dem Auftreten von Fragment-lonen ist zu vermerken, dal3 das lon m/z 203 aus einem Glu-
cose/Natrium-Addukt [Glc+Na] " besteht und demzufolge aus allen Ginsenosiden gebildet
werden kann. Aus Abbildung 4.17e sowie Tabelle 4.14 geht hervor, dal3 die Ginsenoside die-
ses Fragment-1on bilden. Lediglich bel Rf und Ro sind die Intensitdten des lons m/z 203 of -
fensichtlich sehr gering.
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Abb. 4.17a HPLC/MS-Chromatogramm des Ammoniak-Extraktes (4 h Extraktionsdauer)
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Abb. 4.17b HPLC/MS —Chromatogramm des M ethanol -Extraktes (4 h Extraktionsdauer)
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Abb. 4.17c HPLC/MS- Chromatogramm mit den Massenspuren der [M+Na]*- lonen

des Ginsenosids Ro und den Malonylginsenosiden des Ammoniak-Extraktes
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Abb. 4.17d HPLC/MS-Chromatogramm mit den Massenspuren der quasi-Molekilionen
des Ginsenosids Ro und den Malonylginsenosiden des 60%M ethanol -Extraktes
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Abb. 4.17e HPLC/MS-Chromatogramm mit den Massenspuren aussagekréftiger Fragment-
lonen der Ginsenoside und des quasi-Molekilions des Ginsenosids Ro
des Methanol-Extraktes

Die Fragment-lonen m/z 407 und 443 treten sowohl in den Massenspektren der 20 (s)-Proto-
panaxadiole Rb;, Rc, Rb, und Rd als auch in denen der Malonylginsenoside

m-Rb;, m-Rc, m-Rb, und m-Rd auf. Die Massenchromatogramme sind in Abbildung 4.17e
dargestellt. Fir die Massenspektrometrie der 20 (s)-Protopanaxatriole sind die Fragment-
lonen mit m/z 405, 423 und 441 charakteristisch. Die Fragment-lonen m/z 805, welche noch
ein Sauerstoffatom mehr enthalten als die lonen X* bzw. Y™ mit m/z 789 (Strukturen vgl. Ab-
bildungen 4.16a und 4.16b), treten in den Massenspektren des Ammoniak- und des 60%

M ethanol-Extraktes mit hoher Intensitét auf. AulRerdem treten diese lonen bel der Fragmen-

tierung von Rg; und Rf auf.

Bemerkenswerte Fragment-lonen sind die mit m/z 831 und m/z 875, da diese charakteristisch

nur fur die Maonylginsenoside sind. Bei einer genauen Betrachtung der relevanten lonen fallt

jedoch auf, dal’3 die m-V erbindungen auch im Ammoniak-Extrakt nachzuweisen sind, jedoch
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in einer deutlich geringeren Intensitét, etwa um den Faktor 10 weniger alsim 60% M ethanol -
Extrakt (vgl. Abbildungen 4.17c und 4.17d).

Im Kapitel 1.1.2 wurde auch das Ginsenosid Ro beschrieben. Diese Verbindung konnte je-
doch bei den Untersuchungen mit der isokratischen HPLC und UV -Detektion nicht gefunden
werden. Mit Hilfe der Gradient-HPLC/M S gelang es dagegen dieses Ginsenosid eindeutig
nachzuweisen. Das Ginsenosid Ro ist sowohl im Ammoniak- als auch im 60% M ethanol-
Extrakt tiber das[M+Na]*- lon mit m/z 975,5 zu detektieren. Die Intensitéten sind im Gegen-
satz zu denen der Malonylginsenoside in beiden Extrakten vergleichbar, wie aus den Abbil-
dungen 4.17c und 4.17d hervorgeht. Zusitzlich zur Detektion mit Hilfe des[M+Na]*- lons
konnte Ro auch durch die Fragment-lonen mit m/z 439 und 441 identifiziert werden (Abbil-
dung 4.17¢).

Tab. 4.14 Massenspektrometrischen Daten und Retentionszeiten der HPL C-Trennung von
Ginsenosiden des Ammoniak- und 60% M ethanol-Extraktes von Ginsengpulver.
( Die Retentionszeiten beziehen sich auf den 60% M ethanol-Extrakt.)

Ginseno- | m/z tr Fragment-lonen m/z lonenintensitét | lonenintensitét
sid [M+Na]" | [min] NHg-Extrakt | MeOH-Extrakt
Ro: 8235 [14,0 203, 405, 423, 441, 805 1,40 *10° 2,17 *10°
Re 969,5 |15,0 203, 405, 423, 441,789,5 |9,20*10" 9,81 *10"
Rf 8235 |27,8 405, 423, 441, 805 8,97 *10" 102 *10°
Rb; 1131,5 [32,6 203, 407, 443, 789,5 1,61 *10° 1,47 *10°
Rc 11015 [335 203, 407, 443, 789,5 8,49 *10" 9,81 *10"
Rb;, 11015 [34,8 203, 407, 443, 789,5 1,08 *10° 1,37 *10°
Rd 969,5 |36,0 203, 407, 443, 789,5 5,17 *10" 4,66 *10"

m-Rb; [12175 [22,3 203, 407, 443, 831, 875 1,09 *10* 1,22 *10°

m-Rc 11875 |23,2 203, 407, 443, 831, 875 1,12 *10° 1,00 *10°

m-Rb, |1187,5 |24,0 203, 407, 443, 831, 875 1,16 *10" 1,02 *10°

m-Rd 10555 |25,4 203, 407, 443, 831, 875 9,35*10° 6,65 *10"

RO 9795 |23,6 439, 441 2,85 *10" 3,91 *10°
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Zur Identifizierung der Hauptginsenoside wurden wieder die [M+Na]*-lonen m/z 823,5; m/z
969,5; m/z 1101,5 und m/z 1131,5 aufgezeichnet. Aul3er diesen lonen kamen auch die ent-
sprechenden [M+Na] *-lonen der Malonyl-Ginsenoside fiir die Detektion zur Anwendung.

Zur Detektion von m-Rd wurde das [CsiHg4O51 +Na] ™ -lon mit m/z 1055,5 eingesetzt. Dadie
Elutionsreihenfolge der Hauptginsenoside und der Malonyl-Ginsenoside bei dem Gradienten-
HPLC-Verfahren und dem isokratischen HPL C-Verfahren aul3er bel Rg; und Re Uberein-
stimmt, wird der erste Peak des Doppelsignals bei m/z 1055,5 dem Malonyl-Ginsenosid m-Rd
zugeordnet. Mit der Massenspur von m/z 1187,5 ist m-Rc und m-Rb,, mit der von m/z 1217,5
m-Rb; eindeutig nachgewiesen. Die lonen m/z 1187,5 besitzen die Summenformel[ CsgHgoO2s
+Na]*, das lon m/z 1217,5 hat die Zusammensetzung [Cs7HasO26 +Na]*. Zum Vergleich zu
den beiden beschriebenen Extrakten sind die Intensitdten einzelner lonen im wasserigen Ex-
trakt um den Faktor 10-100 kleiner.

Das Gradienten-HPL C-Verfahren mit massenspektrometrischer Detektion, ermdglichte so-
wohl beim Ammoniak- als auch beim 60% Methanol-Extrakt (jeweils 4 h) in dieser Arbeit
erstmals den Nachweis des in geringen Konzentrationen vorkommenden Ginsenosids Ro.
Interessanterwei se konnte auch nachgewiesen werden, dal’ im Ammoniak-Extrakt (4 h) doch
noch Reste der Malonyl-Ginsenoside vorhanden waren, die wie das Ginsenosid Ro in diesen
kleinen Konzentration nicht mehr mit der UV -Detektion erfal3bar waren.

Die HPLC/M S-Methode ermdglichte weiterhin eine Absicherung der Zuordnung der chro-
matographischen Signale zu den einzelnen Malonylginsenosid-Spezies, von denen keine Re-

ferenzsubstanzen verfligbar waren.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden die Extraktionen von Ginsengwurzelpulver mit verschiedenen Ex-
traktionsmitteln, die Umwandlung der sauren in die neutralen Ginsenoside und einige Frak-
tionierungsmaglichkeiten der Ginsenoside untersucht. Um die wertvollen Inhaltsstoffe des
Ginsengs, die Ginsenoside, zu extrahieren, wurde Ammoniak (60 °C, 20 bar), 60%iges
Methanol (75 °C, Normaldruck) und Wasser (100 °C, Normaldruck) eingesetzt. Dafur, insbe-
sondere fur die Ammoniak-Hochdruckextraktion, mufdten Extraktionsapparaturen konstruiert,
gebaut und getest werden.

Zur Beurteilung der Ginsenosid-Ausbeuten der einzelnen Extraktionsverfahren waren Analy-
senverfahren auszuwahlen, anzupassen und zu erproben. Ausgewahlt wurden HPLC-Verfah-
ren mit UV- bzw. massenspektrometrischer Detektion.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestétigen zundchst die Einsetzbarkeit von Ammoniak as Ex-
traktionsmittel, da die neutralen Ginsenoside damit nicht reagieren, aber von Ammoniak ge-
[6st werden. Wéhrend die Extraktionen bei einer Extraktionszeit von je 4 Stunden mit sie-
dendem Wasser relativ geringe Ausbeuten an getrocknetem Extrakt (ca. 5 Gew.-%) ergeben,
betragen die Ausbeuten mit 60%igem Methanol ca.13 Gew.-% und mit flissigem Ammoniak
ca. 16 Gew.-%. Die Summengehalte der sieben neutralen Ginsenoside (Hauptginsenoside)
Rb;, Rby, Rc, Rd, Re, Rf und Rg; verhalten sich bei den einzelnen Extraktionsverfahren im
wesentlichen wie die Extraktausbeuten. Die Hauptginsenosid-Summengehalte wurden fir die
Wasser-Extraktion mit ca. 0,5%, fur 60%iges Methanol mit ca. 1,6% und fir Ammoniak mit
ca2,7% ermittelt.

Ein Uberraschendes und wichtiges Ergebnis dieser Arbeit ist die durch die Ammoniak-Ex-
traktion erfolgte Umwandlung der sauren (Malonyl-) in die neutralen Ginsenoside.

Das HPL C-Chromatogramm eines 60 % Methanol-Extraktes der Ginseng-Wurzel zeigte ne-
ben den neutralen Ginsenosiden Rb;, Rb,, Rc, Rd, Re, Rf und Rg; noch zusétzliche Kompo-
nenten an, deren ldentifizierung zunéchst nicht moglich war. Dagegen enthielt das Chromato-
gramm eines Ammoniak-Extraktes (363 K, 4 h) vier der zusétzlichen Signale praktisch nicht
mehr. Die Umwandlung wurde durch die mit der Ammoniak-Extraktion verbundenen Kon-
zentrationszunahme der neutralen Ginsenoside Rb;, Rb,, Rc und Rd im Vergleich zum 60 %
Methanol -Extrakt bewiesen.

Da die reinen Maonyl-Ginsenoside als Standards nicht zur Verfligung standen, erfolgte die
Zuordnung der chromatographischen Signale zu den einzelnen Spezies zunachst durch eine

graphische Darstellung der Abhangigkeit der Retentionszeit-Differenz tr ginsenosd = TR Malonyl-
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Ginsenosid VON der Retentionszeit tr der Malonyl-Ginsenoside bzw. der entsprechenden neutra-
len Ginsenoside. Beide Auftragungen zeigen lineares Verhaten und fiihren zu einer Totzeit
von to= 2,9 min. Die direkte experimentelle Bestimmung der Totzeit ergab 2,7 min.

Die mit der Ammoniak- Extraktion einhergehende Ammonolyse der Malonyl-Ginsenoside ist
aus zwei Grinden von Bedeutung: Da zum einen angenommen wird, dai3 die Malonyl-Gin-
senoside nicht oder nur in minderem Mal3e oder nur verzogert pharmazeutisch wirksam sind,
ist neben der Extraktion auch die Ammonolyse zu den neutralen Ginsenosiden pharmazeu-
tisch interessant. Zum anderen sind die sauren Ginsenoside mengenmafdig bedeutend; sie sind
namlich in der Ginsengwurzel in vergleichbarer Menge wie die entsprechenden neutralen
Verbindungen vorhanden. Das Extraktionsmittel Ammoniak ist leicht und vollstandig ver-
dampfbar. Die bel der Ammoniak-Extraktion entstandene Malonsdureverbindung kénnte -
falls erforderlich- durch einen Reinigungsschritt, beispielsweise mit Hilfe von reversed-phase-
Material, von den neutralen Ginsenosiden abgetrennt werden.

Es wurden auch 60 % Methanol-Extrakte mit wassrigen NaOH-, KOH- und NHs-L6sun-
gen zur Umsetzung gebracht und die Produkte mittels der HPLC analysiert. Die Reaktion mit
den akalischen Agenzien fuhrte hierbei ebenfalls zur Umwandlung der sauren Ginsenoside in
die neutralen Verbindungen Rb;, Rb,, Rc und Rd. Es wurden nicht nur methanolische Ex-
trakte nachtraglich mit Alkalien behandelt, sondern die Methanol/\Wasser-Extraktionen wur-
den auch direkt in alkalischem Milieu vorgenommen.

Zur Untersuchung der Stabilitét der Malonyl-Ginsenoside gegentiber Alkalien wurden 60 %

Methanol-Extrakte (240 min, 75 °C) in Wasser gelost, mit NaOH-L 6sungen versetzt und un-
terschiedliche Zeiten auf 60 °C erhitzt. In alen Féllen verringerte sich der Anfangs-pH mit
der Reaktionszeit und die Peakflachen der Malonyl-Ginsenoside nahmen ab. Bel einer Umset-
zungszeit von 24 h waren mit der UV-Detektion keine Malonyl-Ginsenoside mehr nachweis-
bar. Weitere Versuche beweisen die Stabilitét der neutralen Ginsenoside gegentiber den stark
alkalischen Lésungen.

Die verschiedenen Extraktionen zeigen, dal3 die Ausbeuten an Ginsenosiden von der Ex-
traktionszeit bei gleichem Extraktionsmittel bzw. vom Extraktionsmittel bei vergleichbarer
Extraktionszeit abhangen. Zur Diskussion der sich daraus ergebenden Moglichkeiten von
Fraktionierungen wurden die Verhdtnisse (Quotienten) der Gehalte an einzelnen Ginsenosi-
den verglichen. Diese Quotienten der Extraktionen mit kirzerer Zeit ( Soxhlet wurde einmal
entleert) zu den Extraktionen mit Zeiten von 4 h liegen bei allen Extraktionsmitteln (Ammo-
niak, 60 %iges Methanol, Wasser) fur die Panaxatriole Re, Rg; und Rf im allgemeinen héher

als fir die Panaxadiole Rb;, Rc, Rb, und Rd. Die Diolverbindungen werden von Ammoniak
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besser extrahiert as von 60%igem Methanol, was auch auf der Umsetzung der sauren in die
neutralen Ginsenoside beruht. Die Panaxadiole werden durch NH3z wesentlich besser extra-
hiert als mit H,O, aber auch die Panaxatriole werden mit Hilfe von NH3 mehr extrahiert as
mit Wasser. Auch bel diesen ,, Einmal”-Extraktionen zeigt Ammoniak das beste, Wasser das
geringste Extraktionsvermdogen.

Es wurden auch Versuche zur Fraktionierung der Ginsenoside durch zweifache Extraktion
(Wechsel des Extraktionsmittels und gleichzeitige Anderung der Extraktionszeit) des Gin-
sengpulvers vorgenommen. Die Quotienten der Chromatogramm-Peakflachen aus den Ex-
traktionen mit 60%igem Methanol 10 min zu Ammoniak 120 min haben mit Ausnahme der
Ginsenoside Rg; (0,34) und Rf (0,50) Werte zwischen 0,21 und 0,25. Dies bedeutet, dal3 die
60 % Methanol-Extraktion (10 min) Rg; und Rf bevorzugt extrahiert. Diese Ginsenoside
werden durch die langer dauernde NH3; —Extraktion zum Teil aus den Ma onyl-Ginsenosiden
umgewandelt und bevorzugt abgetrennt.

Peakflachen-Quotienten der Extraktionen Ammoniak 10min / 60% Methanol 120 min:
Die Quotienten der Ginsenoside Rg;, Rf , Rb; und Rd betragen 0,21 bis 0,27. Die kirzere
NHs-Extraktion bevorzugt al'so Rg;, Rf, Rb; und Rd gegeniuiber Re, Rc und Rbs.

Da diese einfachen Versuche zur Fraktionierung der Ginsenoside durch Extraktionen noch
nicht zur Trennung von Gruppen oder einzelnen Verbindungen fuhrten, wurde ein Trennver-
such am 60% Methanol-Extrakt mit Hilfe einer préparativen RP-Séule bel Normaldruck
durchgefuihrt. Hier war eine vollstandige Trennung der Panaxatriole Re, Rg; sowie der relativ
polaren Maonyl-Ginsenoside m-Rb;, m-Rc und m-Rb, von den weniger polaren Verbindun-
gen Rb;, m-Rd, Rc, Rb, und Rd mdglich.

Zum Nachweis sehr geringer Konzentrationen bestimmter Ginsenosid-Spezies und deren
Identifizierung wurde die massenspektrometrische Detektion mit Hilfe von quasi-Molekilio-
nen und einigen Fragment-lonen genutzt. Die sieben Hauptginsenoside waren gut nachweis-
bar. Im Gegensatz zu dem HPLC/UV-Anaysenverfahren hat das HPLC-Verfahren mit der
massenspektrometrischen Detektion interessanterweise gezeigt, dal3 im Ammoniak-Extrakt (4
h) doch noch geringe Konzentrationen an Malonyl-Ginsenosiden vorhanden waren. Durch die
HPLC-MS-Untersuchungen wurde weiterhin gezeigt, dal3 das mit der UV-Detektion nicht
identifizierbare, in geringen Konzentrationen in der Ginsengwurzel vorkommende Ginsenosid
Ro sowohl im 60% Methanol-Extrakt (4 h) als auch im Ammoniak-Extrakt ( 4 h) vorhanden

war.
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7 Anhang

7.1 Verwendete Abkturzungen, Symbole und Einheiten

Abkiirzungen

DC
GC
HPLC

HPLC/MS

HPTLC

MS
MeOH
LM
RSD
SPE
WFR

Symbole

3 r X T

3

z

w3z

Dunnschichtchromatographie

Gaschromatographie

High Performance Liquid Chromatography
(Hochleistungs-Flissigkeits-Chromatographie)

High Performance Liquid Chromatography / Mass Spectrometry
(Hochleistungs-Fltissigkeits-Chromatographie/ M assenspektrometrie)
High Performance Thin Layer Chromatography
(Hochleistungs-Duinnschicht-Chromatographie)

M assenspektrometrie

Methanol

Laufmittel

Relative Standard Deviation (Relative Standardabwei chung)
Solid Phase Extraction (Festphasenextraktion)

Wiederfindung

Trennstufenhthe

Kapazitatsfaktor

Lange der Trennsaule

Masse

Masse-pro- Ladungsverhdltnis, ,, Massenzahl“
Trennstufenzahl

kritischer Druck [Mpa]

Auflésung

Standardabwei chung
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Tc
tr
t'r
to
Vc

Wi2

wW(RX)

Einheiten

m AU.s
min

mi

mm

mol

mV

nm

Hg

puS/cm

kritische Temperatur [K]

Retentionszeit [min]

Netto-Retentionszeit

Totzeit [min]

Kritisches VVolumen [ml/g]

Basisbreite eines Peaks im Chromatogramm
Peakbreite auf halber Hohe des Peaks

Antell eines Ginsenosids Rx an der Extraktgesamtmasse [%0]

Volt(LAU=1V)

1 bar=10" Pascal

Grad Celsius, 0°C = 273,15 K
Gramm

Stunde

Joule

Kelvin

Liter

Millivolt mal Sekunden (Peakfléachen)
Minute

Milliliter

Millimeter

Mol

Millivolt

Nanometer

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrosiemens/Zentimeter (Leitfahigkeit)
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7.2 Uberblick der Ginsenoside und der Extraktionen

Tab. 7.1 Summenformel und Molmasse

Ginsenosid | Summenformel  Molmasse] g/mol]
Re CugHgoO18 947,16
Rf CsoH72014 801,05
Rgl CpoH75014 801,02
Rb; Cs4Hg2023 1109,31
Rc Cs3HggO», 1079,28
Rb, Cs3HgoO22 1079,28
Rd CagHg2O18 947,16

Tab. 7.2 Extraktionsbedingungen, Extraktausbeuten, Summengehalte der Hauptginsenoside,
Hauptginsenosid-Gehalte im getr.Extrakt, Gehalte anderer Pflanzeninhaltsstoffe im Extrakt

Extraktions- | Extraktions- Extrak- | Ausbeutean |Hauptginsenosid- | Gehalte andere Pflanzen-
mittel bedingungen ausbeute | 1UPE Gehalteim getr. | inhalts-stoffe im Extrakt
ginsenosiden
[min] [K] [bar] |[Gew-%] | SRx [Gew.-%] | EXtrakt [Gew.-%] | [Gew.-%]

(Ausbeute getr. Extrakt — ZRx)
Ammoniak 35 | 334 | 20 7,80 0,69 9 7,11
Ammoniak 240 | 334 | 20 16,2 2,74 17 13,46
60%-Methanol | 15 | 348 1 3,10 0,45 14 2,65
60%-Methanol | 240 | 348 1 13,2 1,59 12 11,61
Wasser 45 | 373 | 1 0,80 0,03 4 0,77
Wasser 240 | 373 1 510 0,45 8 4,65

Abb.7.1 Graphische Darstellung der Hauptginsenosid-Gehalte in Ginsengpul ver
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7.3 Chromatographische Daten

Tab. 7.3 Die Peakflachen [m AU.s] der Chromatogramme der verschiedenen Extrakte

Extraktionsmittel Wasser Wasser Methanol Methanol NH; NH; Sandard
Zeit 45 min 240 min 15 min 240 min 35 min 240 min (1pg/20pl)
Ginsenosid

Re 18975 48287 145903 94420 52815 91073 93313
Rg; 46176 96895 126957 152530 98284 179666 220460
Rf 6885 18948 35883 29157 24858 46172 207402
Rb, 5203 17314 68105 70618 95266 202772 88400
Rc 5089 18434 34260 32116 39168 76089 164005
Rb, 5790 27874 25518 27588 34373 72693 159833
Rd 7925 44310 13814 23169 20709 47907 167759

Tab. 7.4 Peakflachen [m AU-g] der Chromatogramme der alkalischen 60% M ethanol -

Extrakte (4 h Extraktionszeit)

0,01 M NaOH 0,010 M KOH 2,6% waéssr. NH3 —Ldsung

Anfangs-pH=11,98 | Anfangs-pH=12,02 | Anfangs-pH=11,89
Ginsenosid | End-pH=10,01 End-pH=10,21 End-pH=9,83
m-Rb; 0 0 0
m-Rc 36510 39451 27814
m-Rb, 0 0 0
Rb; 670254 701560 636067
m-Rd 0 0 0
Rc 261719 276420 270699
Rb, 247752 256958 233038
Rd 132811 134092 127414

Tab. 7.5 Peakflachen [m AU-.s] der Chromatogramme der nach der Extraktion mit 0,01 M
NaOH L 6sungen behandelten 60 % Methanol-Extrakte; die anschlief3ende Dauer
der Umsetzung mit 0,01 M NaOH ist angegeben. Anfangs-pH=11,30.

Reaktionszeit |10 min 2h 4h 24 h
(End-pH=10,93) |(End-pH=10,34) | (End-pH=10,20) |(End-pH=9,96)

Ginsenosid

m-Rb; 118032 48349 11774 0
m-Rc 105830 42569 36554 32368
m-Rb, 29595 22687 3297 0
Rb; 453094 575021 643433 678790
m-Rd 21790 10821 3124 0
Rc 187887 235896 256442 265746
Rb, 152632 195018 242096 248611
Rd 95126 112801 123966 129613
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Tab. 7.6 Peakflachen [m AU.s] der Chromatogramme der nach der Extraktion mit
alkalischen Lésungen behandelten 60 % Methanol-Extrakte

60%MeOH Extrakt mit
0,1 M NaOH
10min (pH=12,89)

60%MeOH Extrakt mit
0,1 M NaOH
240min (pH=12.84)

60%MeOH Extrakt mit
6,5%wassr. NHs
10 min (pH=12,81)

60%MeOH Extrakt mit
6,5 % wass. NH;
240 min (pH=12.69)

m-Rb, 0 0 0 0
m-Rc 34268 31942 30839 30632
m-Rb, 0 0 0 0
Rb, 687790 683209 656374 652164
m-Rd 0 0 0 0
Rc 270347 268839 255106 261183
Rb, 251408 253842 241122 244817
Rd 131926 132153 130549 137101
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