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Echinacea angustifolia and E. purpurea contain in all
plant parts chichoric acid as-well as chichoric acid deriva-
tives: chichoric acid methyl ester and chichoric mono and
dimethylether.

Einfiihrung

Echinacea angustifolia und E. purpurea werden in
zahlreichen phytotherapeutischen Zubereitungen,
vorwiegend als Mittel zur Steigerung der korpereige-
nen Abwehr angewandt [1, 2]. Verantwortlich fiir
diesen therapeutischen Effekt sollen nach neueren
Untersuchungen Polysaccharide sein [3]. Ob diese
Polysaccharide die einzigen Wirkstoffe der Pflanzen
sind, werden kiinftige Untersuchungen zeigen. Fir
die Charakterisierung der Pflanzen und deren Zube-
reitungen ist es, unabhingig von der Wirkstofffrage,
wichtig, auch deren Zusammensetzung an niedermo-
lekularen Naturstoffen zu kennen. Als charakteristi-
schen Inhaltsstoff fiir die Wurzel von E. angustifolia
hatten Stoll e al. [4] Echinacosid isoliert. Die genaue
Struktur dieser Verbindung konnten wir kiirzlich er-
mitteln [5]. Bei der Isolierung von Echinacosid fielen
eine Reihe weiterer polarer Verbindungen an, deren
Charakterisierung im folgenden beschrieben wird.

Ergebnisse

Nach der Isolierung von Echinacosid durch DCCC
verblieb eine phenolhaltige Fraktion, deren Farbver-
halten mit Naturstoffreagenz A (intensive Gelbfir-
bung) auf Kieselgel DC fiir ein ortho-Diphenol
sprach. Bei der Uberpriifung anderer Pflanzenteile
(s.u.) zeigte sich, dafB} einc solche Fraktion in héhe-
rer Konzentration in den Blittern von E. purpurea
vorhanden war, woraus dann die Isolierung erfolgte.
Durch Chromatographie in mehreren Trennsyste-
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men und Mehrfachentwicklung zeigte es sich, daf
die Fraktion aus dem Gemisch zweier Substanzen
bestand. Diese wurden durch praparative DC isoliert
und tber Sephadex LH 20 gereinigt. Substanz 1 zeig-
te im UV-Spektrum ein Maximum von 325 nm, das
nach Zugabe von 3 Tropfen AICI; eine bathochrome
Verschiebung von 55 nm erfuhr. Damit war die
durch das Farbverhalten auf DC vermutete o-Diphe-
nolgruppe bestitigt. Im 'H-NMR Spektrum liegen
drei aromatische Protonen zwischen 6,92 ppm und
7,2 ppm, weiterhin ist ein AB-System von olefini-
schen Protonen bei 6,5 und 7,7 ppm (trans-Form,
16 Hz) zu erkennen. Diese Daten sprechen fiir ein
Kaffeesdurederivat. Zu interpretieren war noch ein
Singulett bei 5,5 ppm. Die Integration dieses Pro-
tons zu den aromatischen Protonen ergab ein Ver-
haltnis von 1:3. Da Kaffeesdure hiufig verestert vor-
liegt, wurde als Molekiilteil Hydroxymalonsaure und
Weinsiure in Betracht gezogen. Im letzten Fall muf3-
ten beide Hydroxylgruppen mit Kaffeesduren ver-
estert sein. Die DC-Trennung nach Hydrolyse ergab
Weinsdure und Kaffeesdure. Im FAB-Massenspek-
trum war als Molpeak 474 (M —H=473) zu erken-
nen. Das El-Massenspektrum der permethylierten
Substanzen hatte einen Molpeak von m/z 558
(474 + 6 x 14). Das 'H-NMR-Spektrum der perme-
thylierten Verbindung zeigte je ein Singulett fiir die
Protonen der Estermethylgruppen (3,86 ppm) und
der Methoxylgruppen (3,97 ppm) im Verhiltnis 1:2.
Damit war die Struktur von 1 als Dicaffeoylweinsiu-
re bestitigt. Die Substanz war erstmals von Scarpati
und Oriente [6] als Chicoree-Sidure aus Cichorium
intybus (Asteraceae) isoliert und beschrieben wor-
den. Die nach dieser Literatur aus Cichorium intybus
isolierte Substanz war DC mit der von uns isolierten
Substanz identisch.
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Die zweite Substanz aus der oben beschriebenen
Fraktion zeigte ein dhnliches Farbverhalten auf der
DC und hatte das gleiche Maximum im UV mit einer
bathochromen Verschiebung von 38 nm bei Zugabe
von AICl;. Im H-NMR-Spektrum von 2 erkennt man
wie bei 1 Signale fiir die aromatischen Protonen bei
6.9 bis 7.27 ppm mit dem gleichen Aufspaltungsmu-
ster. Auch die olefinischen Protonen treten an glei-
cher Stelle auf (6,5 ppm und 7.7 ppm) sind jedoch
verbreitert. Anstelle des Singuletts fiir die Methin-
protonen treten zwei Dubletts bei 5,65 ppm und
5,85 ppm auf. Zusitzlich erscheint ein Signal bei
3,85 ppm, an der Stelle, an der bei der permethylier-
ten Chicoree-Sidure die Protonen der Estermethyl-
gruppen auftraten. Die Integration ergibt 3 Proto-
nen. Damit ergibt sich fiir 2 die Strukturen eines
Chicoree-Sédure Methylesters.

In einer weiteren Fraktion der Isolierung von
Echinacosid fiel ein Substanzpaar (3 und 4) an, das
ebenfalls durch priaparative DC getrennt und durch
Sephadex LH 20 gereinigt werden konnte. Das UV-
Spektrum von 3 zeigte ein Maximum von 322 nm mit
einer bathochromen Verschiebung von 20 nm nach
Zugaben von AICI;.

Im 'H-NMR erscheinen sechs aromatische Proto-
nen zwischen 6,8 ppm und 7,3 ppm, weiterhin er-
kennt man die Dubletts von vier olefinischen Proto-
nen bei 6,4 ppm. 6.6 ppm, 7,6 ppm und 7.8 ppm (je-
weils 16 Hz) und ein Singulett fiir zwei Protonen bei
5,7 ppm (wie bei 1). Ein Singulett fiir drei Protonen
bei 3,9 ppm deutet auf ein phenolisches Methoxyl
hin. Die alkalische Hydrolyse von 3 und anschlieBen-
de DC erbrachte Weinsiure, Kaffeesdure und Feru-
lasdure. Demnach handelt es sich bei 3 um 2-Caf-
feoyl-3-Feroyl-Weinséure.

Das UV-Spektrum von 4 weist ein Maximum von
318 nm auf; mit AlCl; ergibt sich nur eine bathochro-
me Verschiebung von 10 nm. Das 'H-NMR-Spek-
trum zeigt einen trisubstituierten Aromaten und Si-
gnale fiir olefinische Protonen bei 6,5 und 7.7 ppm
(J=16 Hz). Bei 5,7 ppm erscheint ein Singulett fir
Methinprotonen. Wie bei 3 erkennt man bei 3,9 ppm
die Signale fir die Protonen phenolischer Methoxyl-
gruppen. Nach der alkalischen Hydrolyse ist neben
Weinsdure nur Ferulasiure nachzuweisen. Demnach
handelt es sich bei 4 um 2,3-Diferoylweinsiure.

Neben den genannten Weinsidurederivaten [1—4]
wurden noch Kaffeesiure und Kaffeesduremethyl-
ester isoliert und spektroskopisch identifiziert. Das
genuine Vorkommen von Kaffeesiduremethylester
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wurde dadurch abgesichert, da} anstelle von Metha-
nol Ethanol zur Extraktion genommen wurde.

Um einen ersten Uberblick iiber die Verteilung
von Chicoree-Sdure in E. angustifolia und E. purpu-
rea zu bekommen, wurden Extrakte von Pflanzentei-
len mittels HPLC untersucht. Dabei wurde gefun-
den, dall Chicoree-Sdure in beiden Arten und in al-
len Teilen der Pflanze vorhanden ist. In E. purpurea
liegt der Gehalt um das 2- bis 3fache hoher als in E.
angustifolia (Tab. T).

Ob Chicoree-Sdure an der Wirkung von Echina-
cea-Zubereitungen beteiligt ist, miissen entsprechen-
de pharmakologische Untersuchungen zeigen. Als
Leitsubstanz scheint sie, wegen der einfachen
HPLC-Bestimmbarkeit, geeignet.

Tab. 1. Gehalt verschiedener Pflanzenteile (% Trockenge-
wicht) an Chicoree-Siure.

E. ang. E. pur.
Wurzel 0,34 0,76
Stengel 0,14 0,45
Blitter 0,32 1.28
Bliiten 0,49 1,29

Material und Methode

Pflanzenmaterial: Das Pflanzenmaterial stammte
aus Anbauversuchen der Bayerischen Landesanstalt
fir Bodenkultur und Pflanzenbau.

Extraktion: 500 g Blitter wurden mit 2 1 50% Me-
thanol 24 Stunden lang auf einer Schiittelmaschine
extrahiert. Der Extrakt wurde im Vakuum bis auf
etwa 500 ml eingeengt und tiber eine Cellulose Trok-
kensdule (20 em x 3.5 ¢cm i.D.) filtriert. Aus dem
Filtrat wurden Kaffeesdure und Kaffeesduremethyl-
ester isoliert. Die Sdule wurde mit 2 1 heiBem 50pro-
zentigem Methanol eluiert. Das Eluat wurde im
Vakuum bis zu einem hygroskopischen Riickstand
eingeengt (ca. 20 g).

Isolierung: Der Riickstand wurde im Ultraschall-
bad in 20 ml Unterphase von Ethylacetat — Amei-
sensiure — Wasser/10 — 1 — 9 (System I) aufgenom-
men und in einer kleinen 22stufigen manuellen
Verteilungsapparatur mit dem angegebenen Trenn-
system vorgetrennt. Zur Isolierung von 1 und 2 wur-
den die Elemente 11—15 zusammengefaBt, einge-
engt und durch priparative DC isoliert:
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Stat. Phase:  Kieselgel 60 F 0,25 m Schichtdicke

20 cm X 6,6 cm.

Mobile Phase: Oberphase von Ethylacetat-n-Propa-
nol-Wasser 4 — 3 — 5 (System II).
Zweite DC Trennung mit der Ober-
phase des Systems 1.

Reinigung: SC idber Sephadex LH 20 (30 cm/

2 ¢cm i.D.) Elution mit Methanol.

Zur Isolierung von 3 und 4 wurden die Elemente
16—20 der Verteilungschromatographie zusammen-
gefaBt und durch priaparative DC an Kieselgel F
HPTLC-Platten in der Oberphase von System II
eluiert.

Die Reinigung erfolgte wie vor liber Sephadex LH
20.

Methylierung von 1: 1 wurde in wenig MeOH ge-
16st und anschlieBend tropfenweise etherische Dia-
zomethanlosung bis zur bestindigen Gelbfiarbung
zugegeben. Der Methylierungsgrad wurde DC tber-
prift. Nach 2 Std. wurde Losungsmittel und iiber-
schiissiges Reagenz im Vakuum entfernt. Permethy-
liertes 1 wurde durch préiparative DC im Laufmittel
Toluol-Ethylacetat [9—3] von unvollstindig methy-
lierten Nebenprodukten getrennt.

Saurehydrolyse: Etwa 1 mg Substanz wurde in
1,7 ml 0,1 N Trifluoressigsiure gelost und in eine
2 ml Ampulle iberfiihrt und mit N, begast. Die Am-
pulle wurde zugeschmolzen und danach 3 Std. im
siedenden Wasserbad erhitzt. Danach wurde die Lé-
sung in einem 10 ml Rundkolben zur Trockne einge-
dampft und der Riickstand in 0,5 ml 50% MeOH
aufgenommen.

Alkalische Hydrolyse: In der gleichen Art wie vor
wurde etwa 1 mg Substanz mit 1,7 ml 4% NaOH
hydrolysiert. Nach der Hydrolyse wurde mit 1 NHCI
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neutralisiert, eingeengt und in 0,5 ml 50% MeOH
aufgenommen.

Chromatographie der Hydrolyseprodukte: Kiesel-
gel F HPTLC Oberphase von System II.

Quantitative Bestimmung: Etwa 1 g pulverisierte
Droge genau gewogen wurden in einem 250 ml
Rundkolben mit 100 ml H,O unter RiickfluB zum
Sieden erhitzt. Der Extrakt wurde nach dem Abkiih-
len durch Watte in einem 250 ml Rundkolben fil-
triert, Riickstand und Watte mit wenig Wasser nach-
gewaschen. Der Extrakt wurde auf 15 ml eingeengt,
mit 2 NHCI auf pH 2 angesduert und fiinfmal mit je
30 ml EtOAc ausgeschiittelt. Die vereinigte EtOAc-
Phase wurde zur Trockne eingedampft und der
Riickstand mit MeOH in einen 10 ml MeBkolben ge-
spiilt und bis zur Marke aufgefiillt.

HPLC: Waters 6000 A mit SF 770 Detektor
Lichrosorb RP-18 (Merck) 5 u (250 x 4 mm)
Mob. Phase: MeOH — H,O — AcOH 25 —
75 -3
(von Becker und Martin (unveroff.) fur
Echinacosid entwickelt)
DurchfluB3: 1,2 ml/min
Interner Standard: Ferulasiure.
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