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Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Ein Blick in die Vergangenheit

n einem Herbst um 3400v.Chr. ging ein etwa 40-jahriger Mann in einem Gebiet auf die

Jagd, das heute ds Sudtirol bekannt ist. Er konnte nicht wisen, dass es sin letzter

Ausflug werden sollite. Er trug einige Waffen und andere Utenslien bei sich, unter
anderem je anen Fruchtkdrper des Echten Zunderschwammes und des Birkenporlings.
Waéhrend seines Ausfluges madite & ene Rast in ener Felsmulde, wo er
hochstwahrscheinlich erfroren ist.

5300 Jahre spéter, am 20.09.1991 legte die Osterreichische Bergrettung eine
Gletscherleiche frei, wie sie die Menschheit in dieser Form noch nicht gesehen hette. Sie war
so gut erhalten wie keine andere Gletschermumie zuvor und ist seitdem as die ,, Mumie vom
Haudlabjoch* oder ,Otzi* (nach seinem Fundort im Otztal) weltbekannt. Einige Tage spater
konnten auch seine Habseligkeiten geborgen werden, die ebenfalls shr gut erhaten waren.
Darunter waren auch Fruchtkérper der Baumpilze Fomes fomentarius (Echter
Zunderschwamm), der aufgrund seiner Fahigkeit, lange a1 gimmen, schon seit Urzdaten zum
Feuermachen verwendet wird, und Piptopaus betulinus (Birkenporling), der
hochstwahrscheinlich rituellen Zwedken gedient hat, da & nur in sehr jungem Zustand essoar
ist und sich nicht zum Feuermacdhen eignet. Diese Pilze konnten auch nach 5300 Jahren
mittels moderner Methoden wie zB. der Dunnschichtchromatographie und der HPLC durch
Vergleich mit authentischen Proben identifiziert werden 1.

1.2 Pilzeund Pilzinhaltsdoffe

Pilze sind eukaryotische Spezes, die nicht eindeutig zu den Pflanzen oder den Tieren
gezdlt werden kdnnen. Zur Zeit sind etwa 120000 Spezes beschrieben, man nmmt aber an,
dass tatsddilich zwischen 250000 und 30Q000 Spezes existieren. Da sie kein Chlorophyll
besitzen und somit nicht zur Photosynthese beféhigt sind, sind sie, im Gegensatz zu den
Pflanzen auf organische Verbindungen angewiesen, die adere Pflanzen oder Tiere
gynthetisiert haben. Diese Verbindungen werden entweder unverdndert Udbernommen
(Cellulose und Chitin zum Aufbau von Zellwanden), direkt metabolisiert (zum Teil Lignin)
oder in Grundbausteine umgewandelt (z.B. Fettsduren), aus denen dann reue, teils fur die
jeweilige Spezes shr speazfische Verbindungen synthetisiert werden. Pilze kdnnen sowohl in
wasgigen Medien als auch in trockener Umgebung wacdsen. Einige Pilze bilden Symbiosen
mit Pflanzen aus wie zB. der Echte Steinpilz (Boletus edulis), der as Mykorrhizgpilz haufig
in den Wurzdn wvon Fichten und seltener bei Kiefern zu finden ist. Mykorrhizgpilze sind fir
ein gutes Gedeihen des Wirtes shr wichtig und bilden mit seinen Wurzen eine Symbiose.



2 Einleitung

Dabei kann der Pilz bis zu 7% der von dem Wirt produzierten Nahrstoffe ehalten. Im
Gegenzug liefert der Pilz dem Wirt wichtige Minerastoffe. Andererseits existiert auch eine
Vielzahl von parasitisch |lebenden Pilzen, die @nem Wirt Nahrstoffe entziehen, ihm aber
wenig oder nichts im Gegenzug dfur liefern. Unter anderem bel Baumpilzen kénnen
verschiedene Spezes zusdtzlich zum Parasitismus auch saprophytisch leben, d.h. sie befalen
bereits abgestorbenes Pflanzenmaterial. Des weiteren existieren auch Spezes, die beide
Formen betreiben kénnen 2.

Seit dem frihen 20. Jahrhundert sind Pilze eén Objekt der Naturstofff orschung. Auch
mit den damals vergleichsweise enfachen Methoden wie der Sédulenchromatographie, IR- und
UV-Spektroskopie und mit chemischen Derivatiserungen oder Abbauresktionen konnte ane
grof®e Zahl an Verbindungen isoliert und identifiziert werden. Das grole Interese a
Pilzinhaltsdoffen rihrt daher, dass verschiedene Pilzspezes <hon seit Anbeginn der
Menschheit dem Menschen in den verschiedensten Bereichen rutzen aber auch schaden
konnten. So sind Pilze involviert in der Fermentation zahlreicher Nahrungsmittel wie zB.
dem Weichk&se Camembert, auf desseen Oberfladhe der Pilz Penicillum camembertii wadst
und ihm seinen weil3en Rand verleiht. Von anderen Spezes snd die Fruchtkorper selbst ein
Genuss Als Beispiele seien hier der schon erwéhnte Echte Steinpilz (Boletus edulis), die
zahlreichen Champignon-Arten (Gattung Agaricus) und der Echte Pfifferling (Cantharellus
cibarius) genannt. Pilze sind aber auch in der Lage, sehr spezfische Substanzen zu
synthetisieren, die Verwendung finden als Herbizide, Fungizide (!), Insektizide und
Antibiotika, zu denen die 1929 erstmals von A. Fleming isolierten Penicilli ne zdlen . Des
weiteren produzieren Pilze Toxine wie Amanin und Phaloidin (Amanita phdloides, Griiner
Knollenblatterpilz) und Halluzinogene wie Ibotensiure (Amanita muscaria, Fliegenpilz) B4,
Schon seit etwa 7000 Jahren werden im fernen Osten viele Pilzarten, alen voran der
Baumpilz Ganoderma lucidum (Glénzender Ladkporling), zu vielfdltigen medizinischen
Zwedken verwendet ¥, Aus sinen Fruchtkérpern konnten im Laufe der letzten 20 Jahre weit
Uber 100 Triterpene und steroidartige Verbindungen isoliert werden, von denen sehr viele
pharmakologische Wirkung gegen eine Vielzahl von Humankrankheiten aufweisen.

Baumpilze konren sowohl nitzlich sein als auch schaden. So sind se
hauptverantwortlich fur die Zersetzung und Beseitigung von abgestorbenem Holz in Wadern.
Da viele Spezes aber auch lebendes Material befalen, kdnnen sie aich Schaden anrichten
und Baumbestdnde zestdren, wo es nicht erwinscht ist, wie zB. in Baumschulen oder
Alleen. Des weiteren kann durch starke Beantraditigung der Bruch- und Standsicherheit der
befallenen Baume auch eine Gefahr fir Mensch und Eigentum entstehen.



Einleitung 3

1.3 Terpenartige Inhaltsgoffe aus Pil zen

Pilze sind in der Lage, jede Klas® von Naturstoffen zu metaboliseren und zu
gynthetisieren. Neben Alkaloiden, Proteinen und
Peptiden, Lipiden, Sacdariden und modifizierten und
unmodifizierten Nucleotiden P produzieren alle
Pilze Terpene. Neben einfachen Monoterpenkohlen-

waserstoffen und —alkoholen treten eine Vielzahl o
tells shr komplexer Sesquiterpene und Diterpene aif.  Abbildung 1-1: Ergosterol (1)

Den grof@en Antell der terpenartigen Inhaltsgoffe in

freler Natur wacdhsender Pilze bilden aber die Triterpene und deren Derivate. Das wichtigste
Derivat ist hierbel das Ergosterol (Ergosta-5,7,22-trien-3p3-ol) (1) (Abb. 1-1). Es hat eine
HOOG, wichtige Funktion als Wadstumsfaktor und
kann  somit per  Definition  als
Primdrmetabolit bezechnet werden, der
dlerdings aus dem Sekundérmetabolismus
entsteht [*"®9 Des weiteren finden sich in
Pilzen  zéhlreiche  Tri- und 24
Homotriterpene wie 3, die sich vom

Lanosterol, dem biogenetischen Vorlaufer
dler Steroide und Triterpene in Pilzen
ableiten °'% Be diesen Derivatisierungen
bleibt im algemeinen das Steroid-
Grundgeriist erhaten. Es treten lediglich
Doppelbindungsisomerien,  Cycliserungen,
Veresterungen  von  Hydroxylgruppen,
Oxygenierungen an den verschiedensten
Positionen, Reduktionen und
Abbaure&tionen an der Steroid-Seitenkette
auf. Als Beispiele seilen hier 3-Oxolanosta-

Abbildung 1-2: Einige Triterpenderivate aus Pilzen

8,24-dien-21-carbonsdure (Pinicolsdure A)
(2) aus Fomitopsis pinicola 2 3a-Carboxyaceoxy-24-methyl-23-oxolanost-8-en-26-
carbonséure (3a-Carboxyaceoxyquercinsaure) (3) aus Daedalea quercina ¥ und Ergost-7-
en-3B-ol (Fungisterol) (4) aus verschiedenen Spezes® genannt (Abb. 1-2).

Triterpene und deren Derivate sind wie der grofde Tell der Naturstoffe dirale
Verbindungen, d.h. sie lassen sich nicht durch Drehung in ihr Spiegelbild Uberfiihren und sind
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in der Lage, in Losung de Ebene des polarisierten Lichtes zu drehen (Angabe des Drehsinns:
(-)-gegen oder (+)-in Richtung des Uhrzeger-

snns). Wahrend es bel Sesqui- und Diterpenen '
vorkomnt, dass beide Enantiomere natirlich
vorkommen (selten sogar in ein und derselben
Pflanze wie das Sesguiterpen Germaaen D in

HO
Sdidago canacensis '*'¥), so existiert z.B. vom  Abbildung 1-3: Cholesterol (5)

Cholesterol (Cholest-5-en-3(3-0l, auch Cholesterin) (5), dem wichtigsten Steroid fur alle
Saugetiere (Abb. 1-3), in der Natur nur die (-)-Form, wahrend das (+)-Enantiomer nicht
vorkomnt, bzw. noch nicht gefunden wurde.

1.4 Pilzanalytik

Nicht zuletzt die Analytik von Pilzinheltsgoffen fihrte zur Weiterentwicklung von
chromatographischen  Trennwverfahren sowie der NMR-Spektroskopie 16171819 ng
Masenspektrometrie 8% Die Methoden, die noch in den 1950er Jahren Anwendung
fanden (IR-, UV-Spektroskopie), werden heutzutage nur noch der Vollstandigkeit halber bei
der Identifikation isolierter Naturstoffe angewendet. Diese efolgt heute hauptsacdlich mit den
unterschiedlichsten NMR-Methoden, die es einem ermdglichen, bekannte und auch reue
Naturstoffe au identifizieren, sofern diese in ausreichend reinem Zustand vorliegen. Durch
Einfiihrung und Weiterentwicklung der Gaschromatographie und der HPLC 20222223 yyrde
es im Laufe der letzten Jahre der immer einfacher, diese bendtigte Reinheit zu erhalten,
besonders da GC und HPLC auch in praparativem Malistab durchgefihrt werden konren.
Durch die sténdige Weiterentwicklung von Kopplungsmethoden, wie GC-MS, LC-MS/MS
und LC-NMR 2%%9 wird der Analyseprozessin Zukunft immer schneller ablaufen. Haufig
kann dann sogar vollstéandig auf eine vorherige Aufreinigung verzichtet werden. Bel
Durchfihrung deser Tedhniken im Kapill armal3stab werden fiir solche Analysen auch immer
kleinere Substanzmengen benttigt. Z.B. konnten so 1996 von Albert et al. mittels Kapill ar-
HPLC-NMR-Kopplung aus einem Rohextrakt *H-NMR-Spektren bekannter Bittersiuren aus
Hopfen erhalten werden 9.
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2 Problemstellung

Die Anadyse von Pflanzen- und Pilzinhaltsgoffen dient heutzutage verstérkt der

Identifizierung von Verbindungen mit biologischer, spezell pharmakologischer Wirkung. So
wird heutzutage vermehrt die Fahigkeit von Pilzen und Bakterien ausgenutzt, Verbindungen
zu synthetiseren, die sie in freier Natur mangels gedgneter Vorlaufer nicht produzieren
wirden, die aer gute Eigenschaften als Pharmaka, Duftstoffe oder z.B. Herbizide haben. So
konrnen viele natirlich synthetiserte Substanzen Ubersehen werden, die eenfalls potentiell
biologisch aktiv sind. Aul3erdem kénnen mdglichst vollstandige Analysen der Inhaltsdoffe
eines Pilzes Hinweise auf Biosynthesewege in der jewelligen Spezes liefern. Vergleicht man
die Anzahl der in einem Pilz vorhandenen Verbindungen (ermittelt z.B. durch HPLC) mit der
Anzahl identifizierter Verbindungen, so stellt man fest, dassbel vielen Spezes bisher nur ein
Bruchteil der vorhandenen Verbindungen wirklich identifiziert worden ist. Eine Ausnahme
bildet hier der pharmakologisch hochwirksame Pilz Ganoderma lucidum (Glénzender
Ladkporling), aus dem alein Gber 100 Triterpenderivate isoliert und identifiziert wurden.
Aber bei vielen Spezes ist die Situation anders. So sind z.B. aus dem Baumpilz Fomitopsis
pinicola bis ins Ende der 199Cer Jahre lediglich zehn Triterpene und Steroide isoliert
worden. Die Anwesenheit von weit mehr Inhaltsgoffen l1&sd sich aber mittels HPLC und auch
DC feststellen. Da Pilze hohe Konzentrationen an Triterpenen und Steroiden aufweisen, bietet
sich diese Substanzklasse fir anaytische Untersuchungen an. Einige Pilze enthalten auch
grofere Mengen anderer Substanzklassen wie zB. aromatische Verbindungen, die dem Pilz
moglicherweise ds Lock- oder Duftstoffe dienen konnen.

In dieser Arbeit sollten aus<hlieflich Baumpilze untersucht werden. Baumpilze
besitzen in der Regel eine hthere Konzentration an Triterpenderivaten als andere Spezes. Ein
weiterer Vortell von Baumpilzen ist der, dass $e mit einigen Ausnahmen vergleichsweise
grof3e Fruchtkorper aushbilden (bis zu 30 cm Breite), so dass gentigend Analysemateria zur
Verfigung steht. Meist ist schon die Menge, die sich an einem einzenen Baum finden l&sg
ausreichend fur eingehende Untersuchungen. Interessante Baumpilzarten lasen sich im
gesamten Gebiet Deutschlands finden.

Im Zentrum dieser Arbeit stand de ldentifizierung von Inhaltsgoffen aus dem
Baumpilz Fomitopsis pinicola (Fichtenporling). Des weiteren wurden die Spezes Daedaea
quercina (Eichenwirrling), Daedaleopsis confragasa var. tricolor (Rétende Tramete), Fomes
fomentarius (Echter Zunderschwamm), Ganoderma lipsiense (Fladher Ladkporling) und
Gloeophyllum odaratum (Fenchelporling) untersucht.
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Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Feststellung von Unterschieden der chemischen
Zusammensetzung zwischen der Kruste, die Fruchtkdrper einiger Spezes auf ihrer Oberseite
ausbilden, und dem Rest der Fruchtkorper. Von den zu untersuchenden Spezes waren das F.
pinicola, F. fomentarius und G. lipsiense.

Von dlen Pilzaten sollten Extrakte angefertigt werden, wobei die eventuell vorhandene
Kruste vorher abgetrennt und ale Materiaien mit mehreren Losungsmitteln steigender
Polaritét beabeitet werden sollten. Die Analyse der Inhaltsgoffe sollte mittels gangiger
Methoden wie GC, GC-MS und HPLC und de préparative Trennung Uber klasssche
Saulenchromatographie und Gelpermeaionschromatographie durchgefihrt werden. Die
| dentifizierung der Substanzen sollte hauptsidlich mittels ein- und zweidimensionaler NMR-
Spektroskopie (*H, °C, DEPT, COSY, HMQC, HMBC, NOESY) erfolgen. Einfache
Molekile sollten, wenn méglich, zum endgtitigen Bewels g/nthetisiert werden.



Allgemeiner Telil 7

3 Allgemeiner Tell
3.1 Steroideund Terpene

3.1.1 Allgemenes

1815 fand M.E. Chevreul im unverseifbaren Anteil tierischer Fette ane well3e
kristalline Substanz, die mit dem Hauptbestandtell menschlicher Gallensteine identisch war.
Diese Substanz wurde von ihm , cholestéring’ genannt (von griech. chole: Galle und stereos:
fest). Nadhdem spéter zahlreiche Verbindungen mit dhnlicher Struktur identifiziert werden
konnten, wurden diese Verbindungen unter dem Begriff Steroide zisammengefasg.
Triterpene sind isoprenoide Naturstoffe, die 30 Kohlenstoffatome enthalten. In den meisten
Féllen bestehen se as dem Steroid-Grundgertst des Gonans (6) und einer langeren
Seitenkette. Man kann die Steroide in drei Gruppen eintellen: die Zoosterole, die in Tieren
vorkommen und als Hauptvertreter das Cholesterol (5) haben (s. Abb. 1-3), die Phytosterole
aus grinen Pflanzen (Hauptvertreter: Sitosterol (7) und Stigmasterol (8)) und die Mykosterole
aus Pilzen {Hauptvertreter: Ergosterol (1) (s. Abb. 1-1)}. Cholesterin ist bei den Tieren en
sehr wichtiger Bestandteill von Zellmembranen und reguliert unter anderem deren Fuiditét. Es
ist aufRerdem biogenetischer Vorléufer zahlreicher Hormone wie zB. dem ménnlichen

S
O
&

\/

Abbildung 3-1: Beispiele fur Steroide und Triterpene
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Sexualhormon Testosteron (9) oder dem weiblichen Sexualhormon Ostron (10) 129

Ergosterol spielt eine &l3erst wichtige Rolle ds Wadhstumsfaktor in dem Grof¥eil aler
Pilzarten. Es existieren rur sehr wenige Spezes, in denen kein Ergosterol nadhgewiesen
werden kann. Nimmt man dem Pilz die Mdglichkeit Ergosterol zu synthetisieren, so wird sein
Wadhstum dramatisch gehemnt oder sogar zum Still stand gebradht. Solch ein Eingriff in die
Biosynthese kann auf jedem beliebigen Schritt der Biosynthese des Triterpens Lanosterol
(11), dem biogenetischen Vorlaufer von Ergosterol in Pilzen, oder aber wéhrend der
Metabolisierung des Lanosterols zu Ergosterol erfolgen .

Obgleich die Triterpen-Derivate den grofden Anteil an den terpenoiden Inhaltsdoffen in
Pilzen hlden, produzieren sie eenfals einfache Monoterpene, tells komplexe und
einzigartige Sesguiterpene sowie Diterpene, die dlesamt hauptsddilich  durch
Wassrdampfdedtillation gewonnen werden. Deren Konzentrationen sind allerdings mit
einigen Ausnahmen im Vergleich zu den Konzentrationen der Triterpen-Derivate sehr Klein.
Die Isolierung und Identifizierung sesquiterpenoider Verbindungen unbekannter Struktur aus
natiirlich gewachsenen Pilzen erwies sch in der Vergangenheit als sshr schwierig 12729

3.1.2 Nomenklatur steroidartiger Verbindungen

Da die IUPAC-Nomenklatur fir relativ komplexe Molekile wie Triterpene sehr
umstandlich ist, hat es sch bewahrt, gewisen Grundgeriisten Trivialnamen zu geben. Die fir
diese Arbeit wichtigen Namen sind in Abbildung 32 gezegt. Des weiteren ist die
Nummerierung bei Triterpenen sowie die Bezechnung der Ringe des Steroid-Grundgeristes
angegeben.
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27

Lanostan ﬁ Ergostan

Cholestan Cholan

Abbildung 3-2: Nomenklatur einiger Grundgeriiste, Nummerierung der Kohlenstoffe und Bezeichnung der
Ringe im Steroid-Grundgerust

3.1.3 Biogenese

Triterpene sind wie dle terpenoiden Verbindungen aus Isopreneinheiten aufgebaut.
Neben den Triterpenen, die aus s Isopreneinheiten (30 Kohlenstoffatomen) bestehen,
existieren die Monoterpene (2 Isopreneinheiten/10 Kohlenstoffe, z.B. Limonen (12)), die
Sesquiterpene (3/15, z.B. 6-Protoill uden (13)), die Diterpene (4/20, z.B. Abietatrien (14)), die
seltenen Sesterterpene (5/25), die Tetraterpene (8/40, z.B. B-Carotin (15)) und de Polyterpene
(z.B. Kautschuk (16)) (s. Abb. 3-2). Diese , Isoprenregel“ wurde 1953 von Ruzicka etabliert
29 Im Allgemeinen wird angenommen, dass die fir die Biogenese von Sesqui- und
Triterpenen benétigten Isopreneinheiten aus Mevalonsiure entstehen % Dabei entsteht
zundchst das Dimethylalylpyrophosphat (DPP, das im Gleichgewicht mit dem
Isopentenylpyrophosphat  (IPP)  steht. Drei diesser Molekile werden gekoppelt zum
Farnesylpyrophosphat (FPP), aus dem ale Sesquiterpene entstehen. Durch Kondensation
zweier FPREinheiten entsteht das Squalen, ein agyclischer Triterpen-Kohlenwasserstoff.
Dieser wird zunadhst durch die Squalen-2,3-epoxidase katalysiert mittels Luftsauerstoff zum
2,3-Epoxysqualen umgesetzt. In Pilzen wird nun das 2,3-Epoxysqualen mittels einer 2,3-
Epoxysqualencyclase unter Wanderung zweier Methylgruppen zum Lanosterol cyclisiert
(Abb. 3-4). Lediglich in griinen Pflanzen ist das Produkt der Cycliserung das Cycloartenol
(17). Aus Lanosterol werden durch Oxygenierungen, Isomerisierungen, Cycliserungen,
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16
Abbildung 3-3: Verschiedene Terpene

Reduktionen und Abbaureetionen die zdlreichen Triterpene und Triterpen-Derivate, die in
Baumpilzen gefunden werden koénnen, gebildet . Aus Lanosterol wird je nach Pilzart auf
unterschiedlichen Wegen auch das Ergosterol gebildet. In Fadenpilzen, zu denen auch die
Baumpilze gehdren wird Lanosterol zunddhst Uber S Adenosylmethionin in Postion 24
methyliert und zum 24-Methylen-24,25-dihydrolanosterol umgewandelt. Im Gegensatz dazu
werden z.B. in Hefepilzen zunadst die drei Methylgruppen an Position 4 und 14 abgebaut
und es entsteht Zymosterol (Cholesta-8,24-dien-33-ol). 24-Methylen-24,25-dihydrolanosterol
wird in Position 4 mittels einer Cytochrom P-450 Oxidase unter Abspaltung von Formiat
demethyliert. Daraufhin wird zunacdst die a-standige Methylgruppe ax C-4 abgebaut. Nad
Epimeriserung an Position 4 wird dann auch die verbleibende Methylgruppe entfernt und es
entstent Feaosterol. Durch Doppelbindungsisomerien und Reduktionen, die von Spezes zu
Spedes unterschiedlich ablaufen entsteht letztendlich Ergosterol (Abb. 3-5) [,
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OH™ + NADP*

2,3-Epoxysqualen
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2, R)

Lanosterol

HO 7 2
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Abbildung 3-4: Biogenese des Lanosterols in Pilzen und Tieren
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Abbildung 3-5: Ergosterol-Biogenese in Baumpilzen
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3.1.4 Pharmakologisch wirksame Pil zinhaltsdoffe

Zahlreiche Pilzinhaltsdoffe zegen bemerkenswerte pharmakologische Wirkungen,
dlen voran die Penicilli ne, die heutzutage mit neun Milliarden US-$ den grofden Antell am
16 Miliarden US-$ betragenden Umsatz dler auf dem Markt befindlicher Antibiotika
innehaben . Aber auch terpenoide Inhaltsgoffe haben groRe Bedeutung. So wird z.B.
Ergosterol, aus dem durch UV-Bestrahlung Ergocdciferol (Vitamin D) hergestellt wird,
heutzutage durch Fermentation mit den Hefepilzen Saccharomyces cerevisiae und S uvarum
produziert. Aber auch Triterpen-Derivate konnen bemerkenswerte antibiotische Eigenschaften
besitzen. Zu diesen gehort z.B. die Fusidinsiure (s. Abb. 3-6) . Des weiteren isolierte
Seglich 1981 z.B. aus Kulturen von Pleurotellus hypnophlus das antibiotisch wirksame
Sesquiterpen-Derivat Pleurotellol (s. Abb. 3-6) B4,

OH

5 Fusidinsaure Pleurotellol

Abbildung 3-6: Antibiotika aus Pilzen

3.2 WeaeiterePilzinhaltsgoffe

3.2.1 Fettsduren, Kurzkettige Alkohole, Ketone und Aldehyde

Pilze etthalten hohe Konzentrationen der verschiedensten Fettsduren, wobel die
Linolsaure ((Z,2)-9,12-Octadecaliensiure) haufig am hochsten konzentriert vorliegt 1272832,
Pilze snd auch dazu in der Lage, die ungewohnlichen Fettsduren mit ungerader
Kohlenstoffanzahl sowie zdlreiche andere seltene Fettsiuren zu synthetiseren 234, Die
Linolsaure ist erwiesenermalden der biogenetische Vorldufer zahireicher Alkohole, Ketone
und Aldehyde mit Kettenlangen von C; bis C;, *¥. Der wichtigste Vertreter dieser Gruppe ist
ohre Zweifel das 1-Octen-3-ol, der , Pilzadkohol”, desen (R)-(-)-Enantiomer in den meisten
Pilzarten fiir den typischen Pilzgeruch verantwortlich ist 2. Allerdings produzieren einige
Pilzarten, z.B. Fomes fomentarius, fast auschliefdich das deutlich geruchsschwadere (-
(+)-Enantiomer 127,
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3.2.2 Aromatische Verbindungen

Einige Baumpilze sind in der Lage, das Lignin des Wirtes abzubauen und einfache
COOH coome aomatische Verbindungen daraus zu
¢Ho synthetiseren. So produziert der Baumpilz
Gloeophyllum odaatum eine Viezal
OMe arometischer  Verbindungen wie  zB.
OMe OMe OMe p-Methoxyphenylessgsaure (18), p-Anis
18 19 20 aldehyd (19 und 3,4-Dimethoxy-

Abbildung 3-7: Aromatische Komponenten aus phenylessgsauremethylester (20) [28.36]

Gloeophyllum odoratum

3.3 Taxonomieder Pilze

Das Reich (Regnum) der Pilze (Fung) wird unterteilt in drei Abtelungen:
Basidiomycota, Ascomycota und Zygomycoota (Endung —mycota). Des weiteren existieren die
Deuteromycota. Letztere sind Pilze, die nicht eindeutig zu den Basidiomycota oder den
Ascomycota gezdlt werden konnen. Die Abteilungen kdnren in Unterabteilungen (Endung
-myooting) aufgeteilt werden. Die Unterabteilungen sind wiederum in Klassen (-mycees), die
Klasen in Unterklasen, die Unterklasen in Ordnungen, die Ordnungen in Familien, die
Familien in Gattungen und de Gattungen in Arten (Spezes) untertellt. Wenn mehrere
Varietéten existieren, so wird hinter der Artbezechnung noch dessen Bezechnung angegeben
(z.B. Daedaleopsis confragasa var. tricolor). Hinter den Namen der Art werden wie bei allen
systematischen Bezachnungen die Namen der Autoren (haufig in Abkirzungen) genannt, die
diesen Pilz so eingeordnet haben. Tabelle 3-1 zegt as Beispiel die vollsténdige Zuordnung
des Baumpil zes Ganocerma lucidum (Fr.) P. Karst 24,

Tabelle 3-1: Einordnung der Art Ganoderma lucidum in das Reich der Pilze
Abteilung Basidiomycota
Unterabteilung Basidiomycotina
Klase Basidiomycetes
Unterklasse Hymenomycetidae
Ordnung Poriales
Familie Ganodermataceae
Gattung Ganoderma
Art Ganocerma lucidum




Allgemeiner Telil 15

3.4 Morphologie und Verbreitung der Baumpil ze

Das Leben eines Pilzes beginnt mit dem Eindringen einer SprofZdle (Keimhyphe) in
den Baum. Hyphen sind fadige Vegetationsorgane, in der einzene Zellen in einer Kette
aneinandergereiht sind. Die Gesamtheit der Hyphen wird als Myzd bezechnet. Durch
Fanghyphen und andere Haftorgane siedelt sich der Pilz sodann in dem Baum an und Uber
Infektionshyphen beginrt der Pilz, dem Baum Néahrstoffe zu entziehen. Durch Laufhyphen
oder Sprof¥kolonien lreitet sich der Pilz daraufhin im Wirt aus und erhéht seine Biomas<.
Alle bisher genannten Vorgange finden in der vegetativen Phase statt. Die fruktifikative
(reproduktive) Phase beginnt bel Baumpilzen mit dem Ausbilden von Fruchtkérpern
aulBerhalb des Baumes. Die Fruchtkorper bestehen im allgemeinen aus locker geflochtenen
Hyphen, dem Trama und dem

Hymenophor (Tréger des Hymeniums),
Kuste... [ TN - oo e Mycelialkern das bei mehrjahrigen Spezes, analog der
g Jahresringe  in Baumstammen,  aus
""" oL g eeeTrama mehreren aufeinander liegenden
LT Rohrenschichten besteht, die jedes Jhr
1 [T Réhren ' N
A s Rt (Hymenophor) neu gebil det V\{erden (; Abb 3.8). Im
T Hymenium  bilden sich  bei  den
S 1) Basidiomyceten, die  sich  sexuell
vermehrende Pilze sind, an den Basidien
Abbildung 3-8: Aufbau eines Baumpilzfruchtkdrpers am die Basidiosporen Diese werden \von
Beispiel von Fomes fomentarius [4] )
einigen Pilzarten aktiv in die Umgebung
abgegeben und andere bendtigen dazu auRRere Einflisse (Wind, Erschitterungen). Einmal
freigesetzte Basidiosporen werden von Wind, Wassr, Tieren oder Menschen als Vehikel
verbreitet und kénnen in gedgneten Wirten neue Sprofizelen aushil den 237,

Baumpilze konren parasitisch oder saprophytisch leben. Parasiten lagern sich an
lebendes Pflanzenmaterial an und bringen es zum Absterben. Saprophytisch lebende Arten
befallen nur bereits abgestorbenes Material. ES existieren auch Arten, die a1 beiden Formen
befahigt sind. Baumpilze konnen Weil¥faule oder Braunfaule ezeugen. Weil¥faule eregende
Pilze eitziehen dem Baum hauptsadilich das braun gefarbte Lignin, ein vernetztes,
kompliziertes Polymer aus verschiedensten aromatischen Bausteinen, und lasen die weil3
geférbte Cellulose aurtick. Pilze die Braunfaule ezeugen, lassen den grofden Teil des Lignins
zuriick und entziehen dem Baum hauptsadlich die Cellulose ),
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3.5 Untersuchte Pil zarten

3.5.1 Taxonomische Zuordnung

Alle in dieser Arbeit untersuchten Spezes gehdren der Abteilung Basidiomycota, der
Unterabtellung  Basidiomycotina, der Klase Basdiomycdes, der Unterklasse
Hymenomycdidae sowie der Ordnung Poriales an. Die weiteren taxonomischen Zuordnungen
sind in Tabelle 3-2 aufgelistet.

Tabelle 3-2: Taxonomische Zuordnung der untersuchten Spezies

) o . Daedaleopsis confragosa
Spezes Fomitopsis pinicola Daedalea quercina var . tricolor
Familie Poriaceae Poriaceae Poriaceae
Gattung Fomitopsis Daedalea Daedaleopsis
Spezes Gloeophyllum odaratum Fomes fomentarius Ganoderma lipsiense
Familie Poriaceae Poriaceae Ganodermataceae
Gattung Gloeophyllum Fomes Ganoderma

3.5.2 Fomitopsis pinicola (Sw.: Fr.) P. Karst. (Fichtenporling)

Synonyme fur diese Spezes snd Polyporus pinicola Fr. und Fomes pinicola (Autor nicht
bekannt). Der Fichtenporling (auch as Rotrandiger Baumschwamm bekannt) ist ein
Braunfaule ezeugender Pilz, der schwade oder abgestorbene Fichten und seltener auch
Tannen und Buchen beféllt. Junge Fruchtkorper dieses mehrjghrigen Pilzes snd rein weil3.
Altere bilden eine orange-rote wacdhsartige, harzige Kruste auf ihrer Oberseite aus, die im
Alter eine blaue bis dunkelgraue Farbung annmmt, wobel ein roter Rand immer erhalten
bleibt (s. Abb. 3-9). Die Fruchtkérper kénnen eine Breite von his zu 30 cm erreichen. Ihre
einzigartige Farbung madt diese Spezes unverwedhselbar. Lediglich mit  enigen
Ganoderma-Arten konnte & verwedselt werden, die derdings ausnahmslos braunes Fleisch
besitzen, wéhrend das Fleisch von F. pinicola weil3 bis blass holzfarben und sehr z&h ist.
Zusétzlich scheiden junge Fruchtkérper auf ihrer Unterseite wéasgige Tropfen aus. Die
Bezachnung ,Porling” bedeutet, dass der Pilz in der Lage ist, stérende Gegenstande zu
umwadsen. Die meisten Pilze haben eine vorbestimmte Form, von der nicht abgewichen
werden kann 437,




Allgemeiner Telil 17

Abbildung 3-9:
Fomitopsis pinicola (Sw.: Fr.) P. Karst.
(Foto: Michael Wood)

Abbildung 3-10:
Daedalea quercina (L.) Pers. [4]

Abbildung 3-11:
Daedaleopsis confragosa var.
tricolor (Bull.) Bondarzew [4]
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Abbildung 3-12:
Gloeophyllum odoratum
(Wulf.: Fr.) Imazeki [4]

Abbildung 3-13:
Fomes fomentarius (L.) Fr.

Abbildung 3-14:
Ganoderma lipsiense
(Batsch) G.F.Atk.
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In der Vergangenheit konnten elf Triterpene und Steroide aus diesem Pilz isoliert und
identifiziert werden, die in Tabelle 3-3 und Abhldung 3-15 aufgefihrt sind. Keller et al.
konnten 1996 antibakterielle Wirkungen der Verbindungen 2, 21, 22, 26 und 30 in einem DC-
Assy gegen Bacillus subtilis feststellen 2. Das und de Tatsache, dass getrocknete und
zermahlene Fruchtkorper von F. pinicola und dem verwandten Pilz Fomitopsis officinalis in
vidlen Kulturen unter anderem zur Blutstilung, zur Entzindungshemmung und als
homoopathisches Mittel zur Krebsvorsorge verwendet werden ¥, madt die Untersuchung
dieses Pilzes shr interessant im Hinblick auf die Isolierung potentiell biologisch aktiver
Inhaltsgoffe.

Tabelle 3-3: Bekannte Verbindungen aus Fomitopsis pinicola

Verbindung Lit. Verbindung Lit.
Pinicolsaure A (2) (s. Abb. 1-2) (1112 Fomitopssiure (27) (12
Trametenolsiure B (21) (1238 Ergosta-7,22-dien-3B-ol (26) (1240
3a-Aceoxylanosta-8,24-dien-21-carbonsiure (22) 2 Pachymsiure (28) (12
21-Hydroxylanosta-8,24-dien-3-on (23) (1240 Eburicosiure (29) (411
21-Hydroxylanosta-7,9(11),24-trien-3-on (24) ~ [4041 Polyporensiure C (30) (123839
Lanosta-7,9(11),24-trien-3B,15-diol (25) (40

1996 lonnten von Striegler und Hadlinger einige Cerebroside aus Extrakten dieses
Pilzes isoliert und identifiziert werden 2.




20

Allgemeiner Tell

Abbildung 3-15: Bekannte Triterpen-Derivate aus F. pinicola
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3.5.3 Daedaea quercina(L.) Pers. (Eichenwirr ling)

Ein Synonym fur diese Spezes ist Trametes quercina (L.) Pilat. Der Eichenwirrling
(auch als Eichen-Tramete bekannt) ist ein Braunfaule ezeugender, mehrjahriger Pilz, der als
Wundparasit oder Saprophyt an Stdmmen oder Stiimpfen von Eichen wadst (s. Abb 3-10).
Viel seltener kann er auch an Edelkastanie, Pappel oder Robinie gefunden werden. Die
Oberseite seiner Fruchtkorper ist uneben und blass holzbraun geférbt. Sein besonders grob
angelegtes, fast rein lamelliges (daedaloides) Hymenophor madit ihn unverwedselbar. Seine
Fruchtkorper (Hite) sind sehr haufig gruppenweise oder in Reihen miteinander verwadisen
und erreichen eine Breite von bis zu 20 cm. Eine Besonderheit dieser Spezes ist, dass wie
bei anderen mehrjghrigen Speazes, nicht jedes Jhr eine neue Rohrenschicht gebildet wird.
Das Hymenium wédhst einfach in jedem Jahr weiter (Catahymenium) .

In der Vergangenheit konnten lediglich vier Triterpen-Derivate aus Fruchtkdrpern des
Eichenwirrlings isoliert werden. Diese sind das Ergosterol (1) [°*%, 5a,8a-Epidioxyergosta-
6,22-dien-3p-ol (Ergosterolperoxid) (31) 39, Ergosta-7,22-dien-3p-ol (26) [**¥, die dlesamt
as haufig vorkommende Pilzinhaltsgoffe bekannt sind, und das mit Maonsaure veresterte
Homotriterpen 3a-Carboxyaceaoxy-24-methyl-23-oxolanost-8-en-26-carbonsdure  (3a-Carb-
oxyaceoxyquercinsaure) (3) ¥ (s. Abb. 3-16). Es wird angenommen, dass 31 ein Artefakt
des Ergosterols ist, das durch Einwirkung von Luftsauerstoff und Licht auf Extrakte dieses
Pilzes entsteht. Sensibilisiert wirde diese Re&tion durch eine Vielzahl anderer Inhaltsdoffe
3% Ergosterol &Rt sich weiterhin durch Luftsauerstoff und Einsatz gedgneter
Sensihili satoren (z.B. Eosine) praparativ in 31 tiberfiihren 7. Lindequist et al. konnten ferner
antivirale Wirkungen von 31 feststellen 8. Chairul et al. konnten 1990 de asolute
Konfiguration des Dimethylesters von 3 mittels Rontgenstrukturanalyse bestimmen, nachdem
sie diese Verbindung aus einer ihnen unbekannten Ganoderma-Art isoliert hatten B9, Des
weiteren konnten einige ungewshrliche Fettsauren aus D. quercinaisoliert werden 149
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Abbildung 3-16: Bekannte Verbindungen aus Daedalea quercina

3.5.4 Daedaeopsisconfragosa var. tricolor (Bull.) Bondar zew
(Rétende Tramete)

Synonyme fur diese Spezes snd Lenztes tricolor (Bull.) und Daedaleopsis tricolor
(Bull.: Fr.) Bond. et Sing. Sie ist abzugrenzen von der anderen Varietét Daedaleopsis
confragasa var. confragaosa (Bolton: Fr.) J. Schrét. [Synonym: Trametes confragaosa (Bolton:
Fr.) Joerst.]. Die Rotende Tramete ist ein Weil¥faule ezeugender Pilz, der als Saprophyt auf
verschiedenen Laubhdlzern, vor alem an Traubenkirschen, Birken und Weiden wadst (s.
Abb. 3-11). Sie bildet flache, facherférmige Hite von bis zu 12 cm Breite aus, die auf deren
Oberseiten in mehreren Rotbrauntdnen farbig gezont sind. Das Hymenophor ist fast rein
lamellig und verfarbt sich bei frischen Fruchtkérpern bei Druckausiibung rétlich. Junge
Exemplare konnen mit der Art Trametes gibbosa verwedselt werden, die dlerdings weil3es
Fleisch besitzen, wahrend D. confragasa braunes Fleisch het ).

Diese Spezes wurde in der Vergangenheit nicht auf terpenoide Inhaltsdoffe hin
untersucht. Lediglich einige ungewohnliche Hydroxyfettsduren konnten aus Extrakten isoliert
werden, die aich in Daedalea quercina gefunden wurden %, Wasgigen Extrakten dieser
Spezies wurden in der Vergangenheit Antitumor-Wirkungen zugeschrieben 54%.
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3.5.5 Gloeophyllum odaratum (Wulf.: Fr.) Imazeki (Fenchelporling)

Synonyme fir diese Spezes snd Osmoparus odaratus (Wulf.: Fr.) Sing. und Trametes
odarata (Wulf.) Fr. Der Braunféaule ezeugende Fenchelporling (auch Fenchel-Tramete) lebt
saprophytisch und wadst ganzjahrig an Stimpfen von Fichten und seltener an Kiefern. Er ist
haufig im Gebirge au finden. Er hat eine orange-gelbliche bis grau-schwérzliche Férbung und
bildet wulstige Konsolen (s. Abb. 3-12). Das Heisch und das Hymenophor sind rostbraun
geférbt. Unverwedselbar madt diesen Pilz der intensive Geruch nach Fenchel und Anis. Nur
die Wohlriechende Tramete Trametes suaveolens besitzt einen ahnlichen Geruch, ihre
Fruchtkorper sind allerdings weild und unterscheiden sich in ihrer Gréfe deutlich von denen
von G. odaratum 4,

Eben dieser Duft madte den Fenchelporling in der Vergangenheit zum Ziel zahlreicher
Untersuchungen seiner flichtigen Inhaltsdoffe. Dabel wurden eine Vielzehl Mono- und
Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe, -Alkohole und -Ketone *°%Y sowie zailreiche Fettsiuren
und de Hauptkomponente der Wasserdampfdestill ate nattrlich wadsender Fruchtkdrper, der
p-Methoxyphenylessgsauremethylester (33) sowie p-Anisaldehyd (19) identifiziert (3657,
Einige Beispiele sind in Abbildung 3-17 angegeben (s. auch Abb. 3-7). Mit Ausnahme von 33
konnten diese Verbindungen, nicht im Wassrdampfdestillat, sondern rur in Extrakten
gefunden werden 12838,

COOMe COOMe O HO COOMe
OH
OH
OMe OMe OMe
33 34 35

OMe
36

Abbildung 3-17: Einige aromatische Komponenten aus Gloeophyllum odoratum

Da Pilze in der Lage sind, bei Veranderung der duReren Gegebenheiten (z.B. Anderung
des Mediums in Flissgkulturen) die Art der von ihnen synthetisierten Verbindungen stark zu
andern, wurden in der Vergangenheit auch von G. odaratum Flissgkulturen angelegt, unter
anderem, um gezelt Duftstoffe a1 produzieren. So konnten aus FlUssgkulturen auch
zehireiche Verbindungen isoliert werden, die der Pilz in freier Natur nicht produziert °*°9,
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Neben den oben genannten Verbindungen wurden auch Ergosterol (1) und
Trametenolsaure B (21) (s. Kap. 3.5.2) aus Fruchtkorpern dieser Spezesisoliert [°%7,

3.5.6 Fomesfomentarius(L.) Fr. (Echter Zunderschwamm)

Der Echte Zunderschwamm, fir den keine Synonyme existieren, ist ein mehrjahriger

Pilz, der Weilfaule ezeugt und perasitisch an geschwéadien Buchen und Birken, seltener
auch an anderen Laubbdumen wadst

GaeHar (s. Abb. 3-13). Die Fruchtkorper

o Cl‘*””;two” bestzen eine af ihrer Oberflache
COOH  hellbraune bis shwarze fein zonierte

Fomentariol Fomentarsaure Hutkruste, die darunter eine intensiv
HO violette Farbe besitzt. Er kann mit
Abbildung 3-18: Fomentariol und Fomentarsaure einigen Ganoderma- und Phellinus-

Arten  verwedhselt werden.  Ein
zuverldssger Test ist aber das Auflésen der Kruste in verdinnter Kalilauge, die letztere
intensiv rotviolett farbt. Dieses Phanomen ist einzigartig bei F. fomentarius ). Diese Farbung
wird hauptsadilich durch das Pigment Fomentariol erzeugt, das 1974 von Arpin et al.
erstmals isoliert ¥ und 1978von Seglich und Zedhlin synthetisiert wurde (Abb. 3-18) 9,
Ein weiterer Inhatsdoff, die Fomentarsdaure, wurde 1967 von Singh und Rangaswami
identifiziert '*” und unter anderem 1987von Bell etire und Fry synthetisiert (Abb. 3-18) 154,

Die fluchtigen Inhaltsgoffe von F. fomentarius wurden in ener friheren Arbeit
eingehend untersucht ®7,  wobei Fettsduren sowie kurzkettige Alkohole (z.B.
(9-(+)-1-Octen-3-0l), Ketone und Aldehyde anen grolen Antell davon hilden. 1958 wurde
von Arthur et al. das Steroid Ergosta-7,22-dien-3-on (37), das heute ds Inhaltsdoff vieler
Spedes bekanrt ist, isoliert (2. 1965isolierten Singh und Rangaswami zusétzlich Ergosterol
(1) und Ergosta-4,6-dien-3-on (Isoergosteron) (38) %% (s. Abb. 3-19).

Hier sei nochmals erwahnt, dass F. fomentarius eine der beiden Pilzarten ist, die ds
Beigabe der Gletschermumie vom Hauslabjoch gefunden wurden (s. Kap. 1.1) 1.

s s
4, 5 “, 5

Abbildung 3-19: Bekannte Inhaltsstoffe aus Fomes fomentarius
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3.5.7 Ganoderma lipsiense (Batsch) G.F.Atk. (Flacher Lackporling)

Synonyme fur diese Spezes snd Ganoderma appanaum (Pers.) Pat. und Fomes
appanaus Gill. Diese mehrjahrige, Weilkfaule eregende Art ist ganzjéhrig an abgestorbenem
Laubholz und sehr selten an Nadelholz zu finden. Sie besitzt eine braun geférbte, ladkartige
Kruste aif der Oberseite ihrer Fruchtkorper (s. Abb. 3-14). Die Unterseite ist weil3 und
verfarbt sich auf Druck schrell dunkelbraun. In der Zeit vom Frihjahr bis Herbst ist die
Oberflache der Fruchtkérper zusétzlich mit Sporen braun bepudert 14,

Diese Spezes ist eng verwandt mit der Art Ganoderma lucidum, deren zermahlene
Fruchtkorper in der traditionellen chinesischen Medizin schon seit 4000 Jahren in der
Behandlung von z.B. Hepatitis, Arthritis, Bronchitis und Asthma angewendet werden [,
Auch G. lipsiense wird in der traditionellen chinesischen Medizin, z.B. bei Erk&ltungen oder
zum Schmerzstillen verwendet, die Anzahl der Anwendungen reicht aber bei weitem nicht an
die von G. ludicum heran . Eben diese breite Verwendung in der traditionellen chinesischen
Medizin veranlasge ane grof3e Zahl von Arbeitsgruppen in der Vergangenheit daai, Spezes
der Gattung Ganoderma auf deren Inhaltsdoffe hin zu untersuchen. So konnten seit 1982 aus
G. lucidum Uber 100 verschiedene Triterpen-Derivate isoliert und identifiziert werden (6484
Zahlreiche dieser Verbindungen zeigen diverse hiologische Aktivitaten [97%82 So sind de
Ganodersauren (Abb. 3-20) z.B. in der Lage, die Cholesterol-Synthese in Ratten zu inhibieren
83 Aber G. lucidum enthalt auch hiologisch aktive Substanzen anderer Klassen. So inhibiert
z.B. ein SDiastereomer des 5'-Desoxy-5-methylsulphinyladenosn (Abb. 3-20) die

Blutgerinnung 4. Des weiteren konnte zB. ein Polysacdarid aus G. lucidum isoliert werden
[85]

Ganoderensauren

NH,
N A\

J N

% ﬂ?

7\ o

OH OH

Lucidens&uren 5'-Desoxy-5'-methylsulphinyladenosin

Abbildung 3-20: Verbindungen aus Ganoderma lucidum
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Der Grund, weshalb die Spezes G. lucidum in diesem Kapitel so intensiv behandelt
wurde, ist der, dassVerbindungen, die in der Vergangenheit aus G. lipsiense isoliert wurden,
teils shr dhnlich oder sogar die gleichen sind. Es wurden bereits Friedelin (39), Alnusenon
(40), Ergost-7-en-3p-ol (Fungisterol) (4), Ergosta-7,16-dien-3p-ol (41) ¥, Ergosta-7,22-dien-
3-on (37), Ergosterol (1) '¥7, die Ganoderensiuren A (42), F, G, H und | ®3 sowie die
Applanoxidsauren A-H 189°% ays G. lipsiense isoliert und identifiziert (Abb. 3-21). Es i hier
angemerkt, dasses sch bei den Resten in den Abhildungen 3-20 und 3-21 (z.B. =R%) jewells
entweder um eine Ketogruppe oder eine Hydroxyfunktion handelt.

Applanoxidsduren A, B, E, F Applanoxidsauren C, D, G, H

Abbildung 3-21: Bekannte Verbindungen aus Ganoderma lipsiense
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3.6 Extraktionsmethoden

Um Verbindungen aus Pflanzen zu isolieren, muss das Material zunddhst extrahiert
werden. Zur Gewinnung flichtiger Inheltsdoffe hat sich die Wasserdampfdestill ation
bewahrt. Hierbei werden unter relativ milden Bedingungen fllichtige Verbindungen aus dem
Pflanzenmaterial, das in sedendem Wassr aufgeschlammt wird, mit dem entstehenden
Wasserdampf aus dem Sud entfernt. Dieser Wasserdampf wird daraufhin kondensiert und
durch ein unpolares Losungsmittel geleitet (z.B. n-Hexan). Dabel wird der Grofdeil der
Verbindungen von dem Ldsungsmittel aufgenommen.

Nicht fllichtige Verbindungen werden durch Extraktion gewonnen. Dabel ist es von
Vortell, das Pflanzenmaterial zu zermahlen, um die Zellen aufzuschlief3en. Das kann durch
Einfrieren des Materias mit flissgem Stickstoff und anschlie3endem Zermorsern erreicht
werden. Das © erhaltene Pulver kann dann in Losungsmitteln steigender Polaritét inkubiert
werden, um erstens eine Vortrennung zwischen polaren und unpolaren Inhaltsgoffen zu
erreichen und zweitens um eine moglichst vollstandige Extraktion zu erhalten. Der eigentliche
Extraktionsvorgang besteht darin, das Material in dem Extraktionsmittel einige Zeit (mehrere
Tage) stehen zu lasen. Der Extraktionsvorgang kann beschleunigt werden durch
kontinuierliches Schitteln, Einwirkung von Ultraschal und duch Austausch der
Losungsmittels z.B. nach der Hélfte der geplanten Zeit. Nadh der Extraktion muss lediglich
das Pflanzenmaterial abfiltriert und das Losungsmittel entfernt werden.

3.7 Chromatographische Trennmethoden

Die @ste ciromatographische Trennung gelang 1903 @m russschen Botaniker Michall
Towett, der mit Hilfe ener gepadkten Saule aus fein vertelltem Calciumcarbonat einen
Blattextrakt auftrennte und mehrere farbige Zonen z.B. vom Chlorophyll oder Spirill oxanthin
in der Saule bemerkte. Daher hat die Chromatographie ihren Namen (griech. Chroma: Farbe,
graphein: schreiben) 3. Heutzutage existiert eine Vielzahl unterschiedlicher chromato-
graphischer Trennmethoden, die aer alle auf das Prinzip von Tswett zurlickzufihren sind. In
jedem Fall wird eine mobile Phase, in der sich das zu trennende Substanzgemisch befindet, an
einer stationdren Phase vorbeigefiihrt. Durch unterschiedliche Vertellungen der einzenen
Komponenten zwischen stationdarer und mobiler Phase oder durch Adsorption an der
stationdren Phase wird so eine Trennung der Inhaltsdoffe ereicht. Man unterscheidet die
einzenen Arten der Chromatographie an Aggregatzustand der beiden Phasen. Es existieren
hauptsadlich die Fest-Flisgg- (DC, LC, HPLC, GPC), die Fest-Gasformig- (GSC) und de
Gas-Fussg-Chromatographie (GLC).
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3.7.1 Dunnschichtchromatographie

Die DC ist eine Form der Fest-Fssg-Chromatographie bei der das Laufmittel eine
z.B. mit Kieselgel beschichtete Glas- oder Metalplatte (Dimensionen 5x10 bis 20x20 cm)
angetrieben durch Kapill arkrafte hoch lauft und dabei die an unteren Ende in kleinen Mengen
in Losung aufgetragenen Substanzen entlang der Platte auftrennt. Die DC ist eine schrelle
und leicht durchfiihrbare Methode, um einen Eindruck Uber die Anzahl der in einem
Substanzgemisch enthaltenen Komponenten zu erhalten, und kommt mit sehr wenig Substanz
aus. Durch unterschiedliche Detektionsmethoden kdnnen auch qualitative Aussagen Uber
bestimmte Substanzklasen erhalten werden. Bei Verwendung go6lerer Platten und
Schicktdicken kann die DC auch préparativ durchgefiihrt werden 123

3.7.2 Flussgchromatographie

Bel der klassschen Sdulenchromatographie wird eine Glassaule, die an unteren Ende
einen verschlieRbaren Ablauf besitzt, mit einer stationdren Phase gefillt. Am oberen Ende
wird dann das zu trennende Substanzgemisch in Losung aufgetragen und dann mit einem
gedgneten Laufmittel eluiert. Enthdt das Substanzgemisch unpolare und polare
Verbindungen, so kann die Polaritdt wahrend der Chromatographie durch Verdnderung der
Laufmittelzusammensetzung gesteigert werden. Durch Anlegen eines Druckes kann die
Elution beschleunigt werden. Am Ablauf kdnnen dann die im Idedfall getrennten Substanzen
aufgefangen werden. Als dationdre Phase wird in den adlermeisten Félen Kieselgel
verwendet. Alternativ dazu kann auch Aluminiumoxid oder Reversed-Phase-Kieselgel (RP)
verwendet werden. Hierbel handelt es sch um Kieselgel, bei dem desen endsténdige
Hydroxylgruppen mit unpolaren Alkylresten verethert wurden (in der Regel Octyl- [RP-8]
oder Octadegylreste [RP-18]). Da letzteres aber unverhdltnismélig teurer ist als
underivatisiertes Kieselgel, wird in den meisten Falen die Normalphasen-Chromatograpie
durchgefuhrt.

3.7.3 Hochleistungs-Flissgchromatographie

Bel der HPLC werden &hnliche Materidien verwendet wie bel der normalen
Flissgchromatographie, jedoch ist die Korngrolie der stationéren Phase hier weitaus kleiner.
Bel der LC sind Korngrofien von 40-200 um dblich, wéhrend sie bei der HPLC 3-10 um
betragen. Dadurch wird de spezfische Oberflache stark vergrofert, woraus eine deutliche
Verbeserung der Trennleistung resultiert. Allerdings missen bei solchen Korngrof¥en hohe
Driicke angelegt werden, da der Druckabfal entlang einer Saule mit kleiner werdender
KorngroRe stark zunimmt. Ublich sind Driicke von 40-250 bar. Eingestellt wird bei der HPLC
eine konstante Flusgate [ml/min]. Da die Konstanz der Fusgate sowie der
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Laufmittelzusammensetzung sehr wichtig fir die Reproduzierbarkeit von Trennungen ist,
werden fur die HPLC Spezapumpen benétigt. Detektiert werden konren die duierten
Substanzen mittels gedgneter UV-, Bredwungsindex- oder Fuoreszenzdetektoren. Diese
Signale werden dann an einen Schreiber Ubermittelt. Nach der Detektion konnen die duierten
Substanzen auch in praparativem Mal3stab aufgefangen werden. Analytische Saulen haben
Langen von 10-25 cm und Innendurchmesser von 3-5 mm. Praparative Saulen haben dagegen
Innendurchmesser von 1-4 cm (fir die kleineren existiert die Bezechnung ,, semipraparativ*).
Die HPLC wird sehr haufig mit RP-Phasen durchgefiihrt (RP-8 bis RP-30). Als Laufmittel
wird dabel Wasser verwendet, das mit organischen Modifiern wie Acetonitril oder Methanol
versetzt wird. Da die Detektoren sehr empfindlich auf eluierte Substanzen reagieren, miisen
hochreine Laufmittel verwendet werden, um das Ergebnis nicht zu verfaschen [2%23,

3.7.4 Gelpermeationschromatographie

Die GPC trennt Substanzen aufgrund ihrer Moleklilgrofe. Eine spezelle Phase,
Sephadex LH-20, besteht z.B. aus einem mit Hydroxypropylgruppen verethertem
Polysactharid. Durch diese Veretherung entstehen Hohlrdume, in die kleinere Moleklle
eingelagert werden konnen, grol¥ere hingegen nicht, woraus eine langere Elutionszat fir
kleinere Molekile resultiert. Die GPC wird haufig dafir angewendet, Salze von
wassrloslichen organischen Molekilen abzutrennen. Es konnen rehezu ale Laufmittel
verwendet werden (unpolare wie n-Hexan und polare wie Wasser, abhéngig von der
stationdren Phase). Entscheidend ist, dassdas zu trennende Gemisch im Laufmittel 16glich ist.
Die Adsorption spielt bel dieser Art der Chromatographie nur eine geringe Rolle. Fir die
GPC existiert eine Vielzehl verschiedener stationdrer Phasen, die tells auf sehr spezelle
Trennprobleme azielen. Dazu gehdren porose Glaser, desaktivierte Kieselgele und Polymere.
Die GPC kann analog der LC (mit Verwendung von Glassiulen), oder anaog der HPLC
durchgefihrt werden. Fir letzteres existiert en spezeller Detektor - das
Durchflussvziskosimeter. Hierbeli wird standig die Viskositét des Eluats gemessen, die sich
vergroRert, wenn zusétzlich grofe Molekille duiert werden 3.

3.7.5 Gaschromatographie

Mit GC ist in den meisten Félen die Gas-Flissg-Chromatographie gemeint. Hierbel
wird ein Gas (Wassrstoff, Helium oder Stickstoff) standig entweder durch eine Kapill are,
deren Innenseite mit einer flissgen Phase belegt ist (Polysiloxane, Polyether und dhnliches),
oder durch eine mit einem Adsorbens gepadkte Séule geleitet. Die fliissge Phase wird im
letzteren Fall auf das Adsorbens aufgebradit. Kapillarsdulen sind in der Regel 10-100 m lang
und haben Durchmesser von 100-500 um. Von alen Methoden der Chromatographie liefert
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die GC die beste Trennleistung und benttigt die kleinsten Mengen. Allerdings ist ihre
Anwendung auf unzersetzt verdampfbare Verbindungen reduziert (bis ca 300°C). Als
Detektoren werden  Flammenionisations-, Wéarmeleitfahigkeitss und  Elektronen-
einfangdetektoren verwendet. Die Eluate kdnnen aber auch direkt in ein Massenspektrometer
geleitet werden, so dasszu jeder eluierten Substanz sofort ein Massenspektrum erhalten wird
(GC-MS). Werden chirale Verbindungen mit der stationdren Phase gemischt eingesetzt, so
koénnen auch Enantiomerentrennungen mittels GC durchgefihrt werden. Bewahrt haben sich
hierfir verschiedene Cyclodextrinderivate, das 3nd cyclische Oligosacdaride (meist
Glucosederivate), die mit den einzdnen Enantiomeren in unterschiedlich starke
Wedhselwirkung treten 994,

3.8 Methoden der Strukturaufklarung

3.8.1 Massnspektrometrie

Die Massnspektrometrie ist ene schrell  durchfihrbare Methode  der
Strukturaufklarung kleiner Molekule. Bel der Elektronenstol>MS (EI-MS) wird eine Substanz
im gasformigen Zustand mit Elektronen beschossen, wobel die Verbindung ionisert und
fragmentiert wird. Diese Fragmente konnen dann, nachdem sie mittels eines elektrischen
Feldes beschleunigt wurden, durch ein senkrecht zur Flugbahn angelegtes magnetisches Feld
geleitet und aufgrund ihres Mass/Ladungsverhdtnisses unterschiedlich stark abgelenkt,
werden, wodurch eine Auftrennung der Fragmente afolgt. Tréagt man die relative Intensitét
(Anzahl der detektierten lonen) gegen ihre Masse auf, so erhdlt man ein Massenspektrum.
Dadurch erhdlt man teils sehr spezfische Fragmentierungsmuster. Andererseits kénnen sich
Massenspektren zweler verschiedener Verbindungen auch gleichen. Somit ist fir eine
eindeutige  Strukturaufklérung neuer Verbindungen die Massenspektrometrie dlein
unzureichend. Durch Kopplung von GC und MS erhdlt man neben den Massenspektren auch
die Retentionszdten fliichtiger Verbindungen. Diese Kombination kann kel VVorhandensein
von authentischen Proben zur Identifizierung von Verbindungen herangezogen werden. Durch
hochauflosende MS (HR-MS) kann die Elementarzusammensetzung einzener Fragmente
bestimmt werden, da dabei die Mas®n auf bis zu vier Deamalstellen genau erhalten werden.
Durch andere lonisierungsmethoden kdnnen z.B. die Molekilmassen auch grofer Molekile
erhalten werden (FAB, MALDI-TOF, ESI, APCI) [*9,

3.8.2 NMR-Spektroskopie

Die Kernresonanzspektroskopie ist fur die Strukturaufkl&rung von organischen
Verbindungen wvon entscheidender Bedeutung. Neben den heutzutage standardméflig
aufgenommenen 'H- und '*C-NMR-Spektren existiert eine Vielzahl zweidimensionaler
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Aufnahmetechniken, die @ne naheau vollstandige Strukturaufkl&rung neuer kleiner Molekdle
ermdglichen. NMR-Spektren zweler unterschiedlicher Verbindungen unterscheiden sich, so
dass die ehaltenen Spektren eindeutig sind. Die Strukturen einfacher, kleiner Molekile wie
z.B. die aus Gloeophyllum odaratum isolierten aromatischen Verbindungen (s. Kap. 3.5.5)
konren alein mittels eindimensionaler Tedhniken aufgeklart werden. Die e@ndimensionalen
NMR-Spektren von Steroiden und Triterpenen sind aber aufgrund der groflen Anzahl von
Protonen und Kohlenstoffatomen mit &hnlichen chemischen Verschiebungen sehr komplex
und reichen nicht aus, um unbekannte Strukturen aufzukldaren. Abbildung 3-22 zeagt
beispielhaft die in ds-Pyridin aufgenommenen *H- und **C-NMR-Spektren der Pinicolsiure A
(2).

Aus diesen Spektren konren lediglich Informationen Uber die Anzahl der vorhandenen
olefinischen Protonen und Kohlenstoffe, der vorhandenen Hydroxylgruppen und
Carbonylkohlenstoffe sowie Uber die Anzahl vorhandener Methylgruppen erhalten werden.
Aus '°C-DEPT-Spektren werden zusitzlich Informationen Uber die Art eines
Kohlenstoffatoms  (primér, sekundér, terti&r oder quarté&r) erhalten. Bei einigen
Protonensignalen kdnnen zwar die Kopplungsmuster erkannt, die Kopplungspartner kdnnen
aber nicht ermittelt werden. In diesem Fall helfen zweidimensionale Spektren, aus denen
deutlich wird, welches Proton mit welchem Proton (*H-'H-COSY) oder mit welchem
Kohlenstoff (*H-*C-COSY, HMQC, HSQC, COLOC, HMBC) koppelt. Aus *H-*H-COSY -
Spektren sind Kopplungen von 2J bis °J (letztere sehr selten) zu erkennen, wahrend durch *H-
13C-COSY, HMQC und HSQC die 1J-Kopplungen zwischen Proton und Kohlenstoff ermittelt
werden. Bel der COLOC- und HMBC-Spektroskopie werden diese J-Kopplungen
ausgeblendet und Proton-Kohlenstoff-Kopplungen von 2J bis %J (letztere seltener) kénnen
beobachtet werden. Durch Aufnahme der genannten Spektren ist es im Idedfal mdglich,
samtliche Konnektivitéten innerhalb eines Molekils zu bestimmen und somit seine Struktur
aufzuklaren. Unter anderem bei chiralen Molekilen kann zur Ermittlung der relativen
Konfigurationen der Nuclea Overhauser Effed genutzt werden. Hierbei kann die raumliche
Na&he zveier Protonen detektiert werden und so die relative Konfiguration an einzenen
Kohlenstoffatomen bestimmt werden (NOESY) 161999,
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Abbildung 3-22: 'H- und *C-NMR-Spektren der Pinicolséure A (2) (ds-Pyridin)
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4 Spezdler Tel

4.1 Isolierung von Inhaltsgoffen aus Fomitopsis pinicola

Die in dieser Arbeit untersuchten Proben von F. pinicola wurden in Hamfelde bel
Hamburg und im llsetal im Harz gesammelt. Letztere wurden rur auf fliichtige Inhaltsdoffe
hin untersucht.

4.1.1 Extraktion

Von den luftgetrockneten Fruchtkérpern von F. pinicola wurde zunédchst die
wadsartige Kruste auf ihrer Oberflache agetrennt. Beide Materidien wurden dann in
flissgem Stickstoff zerkleinert und getrennt mit n-Hexan extrahiert. Nach Abfiltration der
Pflanzenmaterialien wurden letztere mit Methanol extrahiert. Von allen Extrakten wurde das
Losungsmittel entfernt. Die festen Methanolextrakte wurden daraufhin unter Rihren mit
Dichlormethan extrahiert. Der bei dieser Extraktion verbliebene Rickstand der Fruchtkorper
ohre Kruste wurde daraufhin ebenfalls unter Rihren mit Ethylaceat extrahiert.

4.1.2 Trennung der Inhaltsgoffe

Dunnschichtchromatogramme des n-Hexan- und des Dichlormethanextraktes der Kruste
zdgten komplexe  Substanzgemische a. Beide Extrakte wurden mehrfach
saulenchromatographisch an Kieselgel mit L 6sungsmittelgradienten aus
Chloroform:Methanol oder Petrolether:Ethylacdat getrennt. Die qualitative Analyse der
erhaltenen Fraktionen wurde mittels DC durchgefihrt. Von Fraktionen, die nach DC nur eine
Substanz ethielten, wurde das Losungsmittel entfernt, die Proben im Hochvakuum
getrocknet und *H-NMR-spektroskopisch in CDCl; oder ds-Pyridin untersucht. Stellte sich
anhand des 'H-NMR-Spektrums heraus, dass eine aisreichend reine Substanz fir weitere
Untersuchungen vorlag, wurden *3C- und **C-DEPT-NMR-Spektren angefertigt. Stellte sich
dann bei der Analyse dieser Spektren heraus, dass es sch um eine bekannte Verbindung
handelte, wurden his auf eine massenspektrometrische Untersuchung keine welteren
Untersuchungen durchgefiihrt. Bei  unbekannten Verbindungen wurden anschlief3end
zweidimensionale NMR-Spektren (*H-'H-COSY, 'H-*C-COSY [bzw. HMQC] und HMBC)
sowie @n Massnspektrum aufgenommen, um die Struktur zu ermitteln. Gingen aus diesen
Spektren (insbesondere aus den chemischen Verschiebungen der Protonen und Kohlenstoffe)
die relativen Konfigurationen an chiralen Kohlenstoffzentren nicht hervor, wurde zusétzlich
ein NOE-Spektrum angefertigt.
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4.1.3 Inhaltsgoffe aus dem n-Hexanextr akt der Kruste

4.1.3.1 Identifizierung eines Gemisches aus 3B-Linolyloxyergaost-7-en (43), 3(3-
Linolyloxyergosta-7,22-dien (44) und 3B-Linolyloxyergosta-7,24(28)-dien (45)

Aus dem 'H-NMR-Spektrum dieser sehr unpolaren Fraktion kénnen zwischen & 0.50
und 110 eine Vielzahl von Methylgruppen (mehr als 15), die teils zum Dublett aufgespalten
sind, viele diphatische CH,-Protonen bei & 1.35 sowie enige olefinische Protonen erkannt
werden. Das deutet darauf hin, dass es sch richt um eine reine Fraktion handelt. Das *°C-
NMR-Spektrum enthdlt Gber 100 Signale, die tells shr klein sind und tells eine grofe
Intensitdt besitzen. Eindeutig zu erkennen sind de olefinischen Signale (& 127.95, 12807,
13010 wd 13025 [dle d]) sowie @nige Methylenprotonen und de endstéandige
Methylgruppe (& 14.11) der Linolsaure, die literaturbekanrt sind °”. Die Verschiebung der
Carbonylgruppe von 8 17347 (s) deutet darauf hin, dass hier ausnahmsos Linolsiureester
vorlagen. Die groRe Anzahl der Methylgruppen im *H-NMR-Spektrum sowie das Muster der
olefinischen Protonen deutet auf steroidartige Verbindungen als Alkoholkomponenten hin. Da
Ergost-7-en-3B3-ol und Ergosta-7,22-dien-3B3-ol as héufig vorkommende Pilzinhaltsdoffe
bekannt sind, wurden die bekannten **C-NMR-Verschiebungen dieser beiden Verbindungen
mit den erhaltenen verglichen %%, Mit Ausnahme der Verschiebungen im Ring A, an dem
der Linolsdurerest hangt, konren ale Signale beider Verbindungen in dem erhaltenen
Spektrum wiedergefunden werden. Somit konnten 3[3-Linolyloxyergost-7-en (43) und -
ergosta-7,22-dien (44) als Komponenten dieser Fraktion nadigewiesen werden. Es verbleiben
nur noch wenige, nicht zugeordnete Signale, von denen die bel d 15687 (s) und 10600 (t) die
wichtigsten sind. Diese Verschiebungen deuten auf eine endsténdige Methylengruppe in
Position 24 hin, was bel Steroiden und Triterpenen aus Pilzen héufig vorkomnt. Der
Vergleich der restlichen Signale mit den literaturbekannten Daten von Ergosta-7,24(28)-dien-
3p-ol 7 zegt eine sehr gute Ubereinstimmung so dass die letzte Verbindung in dieser
Fraktion das 3[3-Linolyloxyergost-7,24(28)-dien (45) ist. Aufgrund der Vielzahl der Signale in
allen NMR-Spektren konnte ane Aufklarung mittels zweidimensionaler NM R-Spektroskopie
nicht durchgefuhrt werden. Mehrere Trennwersuche dieser drei Verbindungen mittels HPLC
waren erfolglos und wurden richt weiter verfolgt.

4.1.3.2 Identifizierung eines Gemisches einiger Triacylglycerole

Diese eenfals shr unpolare Fraktion zeigt im *H-NMR-Spektrum die typischen
Signale fiir Triagylglycerole (8 4.15 [dd], 4.30 [dd], 5.30-5.42 [m]). Das **C-NMR-Spektrum
deutete auf einen groRen Anteil an Ol- und Linolsaure hin 3. Mittels RP-18-DC konrte diese
Fraktion analytisch in vier Fraktionen getrennt werden, wobei aufgrund der NMR-Spektren



Spezieller Teil 35

Abbildung 4-1: Linolsaure-Sterylester aus F. pinicola

angenommen werden muss dass €hr viel mehr Verbindungen in dieser Fraktion enthalten
sein misen. Da sich diese Arbeit mit Triterpen-Derivaten befasg, wurde diese Fraktion nicht
weiter untersucht.

4.1.33 (+)-3-Oxolanosta-8,24-dien-21-carbonsdure (Pinicolsaure A) (2)

Das *H-NMR-Spektrum dieser durch Kristalli sation erhaltenen Verbindung zeigt sieben
Methylgruppen (ale s) und ein olefinisches Proton (8 5.33 [t]). Im **C-NMR-Spektrum sind
vier olefinische Kohlenstoffe (& 12449 [d], 13136
[s], 13325 [s] und 13477 [g]), e€ne
Carbonsdureenheit (& 178220 und  en
Ketokohlenstoff (621578) zu erkenren. Im
Massenspektrum sind der Molekilpegk bel m/z =
454, ein Pe&k bei 439 ([M-Mg]") und einer bei 421
((M-Me-H,O]") zu erkenren. Ein Vergleich der

Abbildung 4-2: (+)-Pinicolsaure A (2) erhatenen Spektren mit den Literaturdaten des
bekannten Inhaltsdoffes Pinicolsdure A (2) lieferte
eine vollstandige Ubereinstimmung **'4. Da von dieser Verbindung eine groRe Menge

HOOC,

Z
Z
z

erhaten werden konnte, wurde ene Elementaranalyse durchgefihrt, die die Annahme dieser
Struktur zusétzlich bestdtigen konrte.
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4.1.34 (+)-3B-Hydroxylanosta-8,24-dien-21-carbonsaure (Trametenolsdure B) (21)

Das *H-NMR-Spektrum dieser durch Kristalli sation erhaltenen Verbindung zeigt sieben
Methylgruppen (ale s) ein Hydroxymethinproton (& 3.43 [dd]) und ein olefinisches Proton
(55.32 [t]). Im **C-NMR-Spektrum sind vier olefinische Kohlenstoffe (5 12450 [d], 13132
Hooc, [s], 13389 [s und 13477 [s]), ene
Carbonsiurednheit (5 17824) sowie 6n
Hydroxymethinkohlenstoff (& 77.60 [d]) zu
erkennen. Im  Massnspektrum  tritt  ein
Molekllpe&k bel m/z = 456 ein [M-Meg]-Pe&k
bei 441 wnd ein [M-Me-H,0]-Pe&k bel 423 auf.
Ein Vergleich der erhaltenen Spektren mit den
Literaturdaten des bekannten Inhaltsdoffes
Trametenolsaure B (21) lieferte ene vollstandige Ubereinstimmung 2. Diese Verbindung

HO

Z
Z
z

Abbildung 4-3: (+)-Trametenolsaure B (21)

konnte zuvor aus vielen anderen Spezes isoliert werden, unter anderem aus dem hier
ebenfalls untersuchten Baumpil z Gloeophyll um odaratum 57,

4.1.35 (+)-3a-Acetoxylanosta-8,24-dien-21-carbonsiure (22)

Das *H-NMR-Spektrum dieser durch Kristallisation erhaltenen Verbindung zegt adt
Methylgruppen (alle s), von denen eine deutliche Tieffeldverschiebung aufweist (& 2.07) Des
weiteren sind ein Hydroxymethinproton (& 4.67 [br. s]) und ein olefinisches Proton (6 5.10
[f]) zu erkenren. Im *C-NMR-Spektrum kann man vier olefinische Kohlenstoffe (& 12362
HOOC, [d], 13227 [g], 13392 [s] und 13454 [9]),
eine Carbonsiurednheit (518293), ein
Estercabonyl- (617084) sowie én
Hydroxymethinkohlenstoff (& 77.93 [d])
beobaditen. Diese  Daten  stimmten
vollsténdig mit denen der bereits zuvor aus

Abbildung 4-4: (+)-3a-Acetoxylanosta-8,24-dien-21- F. pinicola isolierten 3a-Acetoxylanosta:

carbonsaure (22) 8,24-dien-21-cabonsaure (22) Uberein [12],

Das Mas®enspektrum zdagt mit einem

Molekilpesk bei m/z = 498 einem Pe&k bei 483 ([M-M¢€]™), einem Pe&k bei 437 ([M-H,O-

MeCQO]") sowie dnem Pedk bei 423 ([M-Me-AcOH]") ebenfalls Ubereinstimmung mit den
Literaturdaten fir 22.
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41.3.6 21-Hydroxylanosta-8,24-dien-3-on (23) und
21-Hydroxylanosta-7,9(11),24-trien-3-on (24)

Eine Fraktion des Hexanextraktes enthielt ein Gemisch zweier Verbindungen. Ein
Vergleich der spektroskopischen Daten mit den Literaturwerten von 21-Hydroxylanosta-8,24-
dien-3-on (23) zdgt eindeutig, dass eine dieser beiden Verbindungen 23 ist. Aus dem *H-
NMR-Spektrum konnten sieben Methylgruppen, ein olefinisches Proton (& 5.10 [t]) sowie die
zwel diastereotopen Protonen an C-21 (0 3.66 [dd] und 372 [dd]) dieser Verbindung
zugeordnet  werden. Auch die literaturbekannten  '3C-Verschiebungen  konrten
wiedergefunden werden (Olefinische: & 12485 [d], 13131 [s], 13310 [s] und 13523 [9],
Hydroxymethylengruppe: & 6247 [t], Ketogruppe: o 21773 [s]). Da eakt 60
Kohlenstoffatome im **C-NMR-Spektrum zu erkennen sind, muss es sch bei der zweiten
Verbindung ebenfalls um en Triterpen handeln. Die Anwesenheit einer weiteren
Hydroxymethylengruppe (& 6243 [t]), einer weiteren Ketogruppe (0 21666 [s]) sowie seds
weiteren olefinischen Kohlenstoffen (6 117.00 [d], 12006 [d], 12482 [d], 13136 [g], 14273
[s] und 14461 [s]) und zwel ol€efinischen Protonen (6 5.41 [d] und 553 [d]) und der Vergleich
mit anderen dhnlichen, in dieser Arbeit identifizierten Verbindungen zeigten, dass es sch
hierbei  um 21-Hydroxylanosta-7,9(11),24-trien-3-on  (24) handeln muss Da die
Massenspektrometrie fur Gemische nur unzureichend anwendbar ist, seien hier nur beide
detektierten Molekilpeks bei m/z = 440 (23) und 438 (24) erwéhnt. Auch die
zweidimensionale NMR-Spektroskopie konnte aufgrund der groffen Anzehl vorhandener
Protonen und Kohlenstoffe keine weiteren Beweise liefern. Beide Verbindungen wurden
schon vorher aus F. pinicola isoliert und identifiziert (23 1*249, 24 1041y " yon den NMR-
Daten von 24 wird hier alerdings erstmals berichtet.

Abbildung 4-5: 21-Hydroxylanosta-8,24-dien-3-on (23) und 21-Hydroxylanosta-7,9(11),24-trien-3-on (24)
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4.1.3.7 Lanosta-7,9(11),24-trien-3-on (Agnosteron) (46)

Das 'H-NMR-Spektrum dieser sehr unpolaren Verbindung zeigt acht Methylgruppen,
von denen eine aum Dublett aufspaltet, sowie drel olefinische Protonen (6 5.11 [t], 5.40 [d],
5.51 [d]). Neben sedhs olefinischen Kohlenstoffen (6 117.37 [d], 11985 [d], 12519 [d],
13104 [s], 14298 [g] und 14452 [g]) kann im *C-NMR-Spektrum nur eine funktionelle
Gruppe, eine Ketofunktion (& 21688 [s]), zugeordnet werden. Diese Daten deuteten auf ein
Lanosta-7,9(11),24-trien-Grundgertst hin. Da die meisten Triterpene in Position 3 oxygeniert
snd, wurde die Struktur von Lanosta7,9(11),24-trien-3-on angenommen. Ein
Massenspektrum mit einem Molekilpesk bei m/iz = 422 bestdtigte die maogliche
Elementarzusammensetzung von C3oH460. Vergleich der erhatenen spektroskopischen Daten
mit den Daten von Lanosta-7,9(11),24-trien-33-ol (Agnosterol), das ein bekannter Bestandteil

7,
“,

von Wollfett ist °¥, und mit denen anderer in
dieser  Arbeit identifizierten  Verbindungen
bestétigte diese Annahme. Da in diesem Molekdl
fast ausnahmdos aliphatische Protonen vorhanden
snd, konnte die aveidimensonade NMR-

Spektroskopie keine brauchbaren Ergebnisse air
Strukturaufklarung liefern. So wird als Struktur
fur diese Verbindung Lanosta-7,9(11),24-trien-3-on angenommen, fur das hier in Anlehnung

Abbildung 4-6: Agnosteron (46)

an Agnosterol, der Name Agnosteron (46) vorgeschlagen wird. Hierbei handelt es sch um
einen neuen Naturstoff.

4.1.38 (+)-21-Carboxyaceoxylanosta-7,9(11),24-trien-3-on (Fomitopssaure B) (47)

Diese relativ polare Verbindung zeigt im *H-NMR-Spektrum sieben Methylgruppen
(ale s), drei olefinische Protonen (85.08 [t], 5.37 [d] und 551 [d]), zwe diastereotope
Methylenprotonen (& 4.07 [dd] und 4.33 [dd]) sowie a@ne isolierte, stark tieffeldverschobene
CH.-Gruppe (5 3.41[s], 2H). Im **C-NMR-Spektrum sind sedhs olefinische Kohlenstoffe (5
11704 [d], 12020 [d], 12441 [d], 13163 [5], 14259 [s] und 14454 [9]), ein oxygenierter
Methylenkohlenstoff (& 65.88 [t]) und drei Carbonylkohlenstoffe (6 167.47 [s], 16902 [s] und
21690 [9]) zu erkennen. Das Massenspektrum zegt einen Pe&k hochster Masse von m/z =
480 Ein HR-MS lieferte fur diesen Pe&k einen Wert von durchschnittlich 4803615 was einer
Elementarzusammensetzung von Csz,H4s03 am nadhsten komnt (erforderlich: 480.3603. Ein
Vergleich der spektroskopischen Daten mit denen der bereits isolierten Verbindungen 21-
Hydroxylanosta-7,9(11),24-trien-3-on (24) und Lanosta-7,9(11),24-trien-3-on (46) lieferte
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sehr gute Ubereinstimmungen fir die *3C-Verschiebungen des Steroid-Ringgeriistes.

Lediglich die Seitenkette a1 C-17 zegt deutliche
Abweichungen. Zur Strukturbestimmung wurden her
jeweils ein *H-'H-COSY-, ein HMQC-, und ein HMBC-
Spektrum angefertigt. Aus dem HMQC-Spektrum ging
hervor, dass die beiden oben erwédhnten diastereotopen
Methylenprotonen mit dem  ebenfalls erwédhnten
oxygenierten Methylenkohlenstoff (& 6588 [t]) direkt
verbunden sind. Im HMBC-Spektrum zeigt der Kohlenstoff
C-21 eine Kopplung mit dem Proton an C-20, dessn
chemische Verschiebung und Kopplungsmuster hier nicht

O
\
/- C0H
H2C 2
QI
//C_()//(yczo )
R

Abbildung 4-7: Beobachtete
Fernkopplungen

genau angegeben werden kann, da es im H-NMR-Spektrum stark mit anderen Signalen

_|+o

\H,EO

Uberlagert ist. Die beiden Protonen an C-21

oH e zdgen Fernkopplung mit einem

O
/K%[\ - /K +co, Carbonylkohlenstoff (516747 [¢]). Mit
R e R letzterem zeigen auch die beiden chemisch

aquivalenten, stark tieffeldverschobenen

Abbildung 4-8: Abspaltung von Kohlendioxid aus Methylenprotonen (& 3.41 [s], 2H) eine
a7

Fernkopplung. Sie koppeln ebenfalls mit einem

oH 2zweiten Carbonylkohlenstoff (6 16902 [g]) (s. Abb. 4-7).

Z
Z
z

Abbildung 4-9: (+)-Fomitopssaure B
(47)

Die gute Ubereinstimmung der 3C-Verschiebungen
dieser Verbindung mit denen wvon 21-Hydroxylanosta
7,9(11),24-trien-3-on  (24) und de beobadteten
Fernkopplungen lassen als einzige mégliche Struktur das
(+)-21-Carboxyaceaoxylanosta-7,9(11),24-trien-3-on (47)
zu. Alle wichtigen Fernkopplungen sind in Abbildung 4-7
dargestellt. Der Molekilpe&k von 524 ist im
Massenspektrum nicht detektierbar, da das Molekil unter
Elektronenbeschuss leicht Kohlendioxid verliert (s. Abb.

4-8). Daraus resultiert der beobaditete Peek grolRter Masse von mvVz = 480 ([M-CO,]"). Diese
Verbindung ist bisher in der Natur nicht gefunden worden. Da die Fomitopssaure (27) eine fur
F. pinicola ebenfals sehr charakteristische Struktur aufweist, wird hier der Name
Fomitopssiure B (47) fur diese Verbindung vorgeschlagen.
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4.1.4 Inhaltsgoffe aus dem Dichlormethanextr akt der Kruste

4.1.4.1 Bekannte Verbindungen

Aus dem Dichlormethanextrakt konnten einige Verbindungen isoliert werden, die aivor
bereits im n-Hexanextrakt gefunden wurden. Hierzu gehtren die Pinicolsdure A (2), die
Trametenolsdure B (21) sowie eén Gemisch aus 21-Hydroxylanosta-8,24-dien-3-on (23) und
21-Hydroxylanosta-7,9(11),24-trien-3-on (24). Zusétzlich konnte reines 21-Hydroxylanosta-
7,9(11),24-trien-3-on (24) gewonren werden, wodurch die emittelte Struktur zusétzlich
bestétigt werden konnte (vgl. Kap. 4.1.3.6).

4142 (+)-Lanosta-7,9(11),24-trien-303,21-diol (Pinicolol A) (25)

Das 'H-NMR-Spektrum dieser Verbindung zeigt sieben Methylgruppen (ale s) ein
Hydroxymethinproton (& 3.26 [dd]), zwe diastereotope Hydroxymethylenprotonen (& 3.65
[dd] und 374 [dd]) und drei olefinische Protonen (5 5.13 [t], 5.32 [d] und 549 [d]). Im *C-
NMR-Spektrum sind sedis olefinische Kohlenstoffe (& 11596 [d], 12053 [d], 12485 [d],
13151 [sg], 14252 [s] und 14614 [5]), ein Hydroxymethylenkohlenstoff (& 6259 [t]) und ein
Hydroxymethinkohlenstoff (& 7898 [d]) zu erkennen. Diese Daten sprechen fur ein Lanosta-
7,9(11),24-trien-Gertst. Im  Massenspektrum sind als wichtige Signale der Molekllpegk bei

HO=,, m'z = 440 wnd ein Pe& bei 409 ([M-CH,OH]")
zu erkenren. Vergleich der **C-Verschiebungen
mit denen von 24 und 47 zdgte sehr gute
Ubereinstimmungen, so dassals Struktur nur das
3 von Halsall et al. bereits aus dieser Spezes

isolierte (+)-Lanosta-7,9(11),24-trien-3p,21-diol

Abbildung 4-10: (+)-Pinicolol A (25) in Frage komnmt 9. Fir diese Verbindung wird

hier der Name Pinicolol A (25) vorgeschlagen,

da weitere eng verwandte Verbindungen aus diesem Pilz in dieser Arbeit isoliert wurden. Die
NM R-spektroskopischen Daten von 25 werden hier zum ersten Mal beschrieben.

4143 Lanosta-7,9(11),24-trien-303,150,21-triol (Pinicolol B) (48)

Das 'H-NMR-Spektrum dieser leicht verunreinigten Verbindung zeigt sieben
Methylgruppen (alle s) zwei Hydroxymethinprotonen (& 3.25 [dd] und 4.31 [dd]), zwei
diastereotope Hydroxymethylenprotonen (& 3.62 [dd] und 372 [dd]) und drel olefinische
Protonen (55.11 [t], 5.39 [d] und 592 [d]). Im **C-NMR-Spektrum sind sedhs olefinische
Kohlenstoffe (6 11577 [d], 12161 [d], 124.61[d], 13173[s], 140.76 [s] und 14637 [g]), ein
Hydroxymethylenkohlenstoff (& 6245 [t]) und zwei Hydroxymethinkohlenstoffe (& 74.66 [d]
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und 7889 [d]) zu erkenren. Diese Daten spredhen fur ein drei Hydroxygruppen enthaltendes
Lanosta-7,9(11),24-trien-Gerlist. Das Massenspektrum war aufgrund der Verunreinigung, die
nicht abgetrennt werden konrte, nicht auswertbar. Die *C-

Verschiebungen im Ring A mit den wverbundenen e
Methylgruppen zeigen eine sehr gute Ubereinstimmung mit H\C

den Daten von 25, so dasseine Hydroxygruppe in Position & ” 16H2
3B lokalisiert sein muss Die Verschiebungen in der E/CEJ\ /C“\lé
Seitenkette stimmen mit denen in 23, 24 und 25 sehr gut s C é‘) I H
Uberein, so dass angenommen wurde, dass $ch die ” Hs OH

7 30
Hydroxymethylfunktion in Position 21 befindet. Durch ii/ C\H
HMQC- und HMBC-Spektren konnten diese Annahmen
bestétigt werden. Das verbliebene Hydroxymethinproton — Abbildung 4-11: Wichtige beobachtete
(® 431 [dd) zegt im HMBC-Spektrum lediglich Fernkopplungen in 48
Fernkopplungen mit den Kohlenstoffen in den Positionen
30 (6 1725 [q]), 14 (& 5206 [s]) und 8 (& 14076 [s]), die deutlich verschiedene
Verschiebungen besitzen wie die analogen Kohlenstoffe in 25 (s. Abb. 4-11). Das lasg
Position 15 als einzig mogliche Postion fur die verbleibende Hydroxygruppe ai. Ein
Vergleich der Verschiebungen aler Ringkohlenstoffe dieser Verbindung mit  den
literaturbekannten Daten von Lanosta-7,9(11),24-trien-33,150-diol (Polycarpol, Abb. 4-12),
das von Jung et al. aus der Rinde der hoheren Pflanze Melodarum fructicosum isoliert wurde
%9 pestétigte diese Annahme und lasg nur eine a-Konfiguration dieser Hydroxygruppe zu (3
[C-15]: 74.52 in Polycarpol °? und 7466 in 48). So wird als Struktur fiir diese Verbindung
das Lanosta-7,9(11),24-trien-33,150,21-triol vorgeschlagen, das hier mit Pinicolol B (48)
bezachnet wird. Hierbel handelt es sch um einen bisher unbekannten Naturstoff.

7,
2
Z,

OH

HO

Polycarpol HO

\\\\““

Z
Z
z

Abbildung 4-12: Polycarpol und Pinicolol B (48)
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4.1.44  3-Oxolanosta-7,9(11),24-trien-15a,21-diol (Pinicolol C) (49)

Das 'H-NMR-Spektrum dieser leicht verunreinigten Verbindung zeigt sieben
Methylgruppen (dle s) ein Hydroxymethinproton (& 4.31 [dd]), zwei diastereotope

HO

Hydroxymethylenprotonen (&6 3.62 [dd]
und 372 [dd]) und de olefinische
Protonen (6 5.11t], 5.39[d] und 5.92[d]).
Im 3C-NMR-Spektrum sind seds
olefinische Kohlenstoffe (6 11682 [d],
12127 [d], 12457 [d], 13177 [g], 14097
[s] und 14490 [9]), ein Hydroxymethylen-

Abbildung 4-13: Pinicolol C (49) (6 6246 [t]), ein Hydroxymethin- (5 74.57
[d]) sowie an Ketokohlenstoff (& 21660
[s]) zu erkennen. Die Verschiebungen der Kohlenstoffatome im Ring A stimmen sehr gut mit
denen von Lanosta-7,9(11),24-trien-3-on (46) und die Verschiebungen in den Ringen C und D
sowie in der Seitenkette sehr gut mit denen von Lanosta-7,9(11),24-trien-3[3,15a,21-triol
Uberein. Aufgrund der Verunreinigung war ein Massenspektrum nicht aussagekréftig, aber die
Anadyse der '°C-NMR-Daten fiihrte dazu, dass diese Verbindung as 3-Oxolanosta-
7,9(11),24-trien-150,21-diol identifiziert werden konnte, fur das hier der Name Pinicolol C
(49) vorgeschlagen wird. Bei dieser Verbindung handelt es sch ebenfalls um einen hisher
unbekannten Naturstoff.

4.1.45 (-)-3,16-Dioxolanosta-8,24-dien-21-carbonsiure (Pinicolsaure B) (50)

Diese kristallin erhaltene Substanz zdgt im *H-NMR-Spektrum sieben Methylgruppen
(alle s) und ein olefinisches Proton (8 5.36 [t]). Im **C-NMR-Spektrum sind vier olefinische
Kohlenstoffe (6 12358 [d], 13142 [s], 13246 [s] und 13451 [g]), eine Carbonsdureanheit (&
17685 [s]) sowie zwei Ketokohlenstoffe (& 21560 [9,
21737 [9]) zu erkenren. Die Kohlenstoffanzahl betragt 30
und der Molekllpeak im Massenspektrum bel m/z = 468
bestdtigt eine mdgliche Elementarzusammensetzung von
C30H4404. Ein [M-Meg]-Pe& tritt bei m/z = 453 auf. Die
Verschiebungen der Kohlenstoffe in den Ringen A und B
stimmen sehr gut mit denen von 3-Oxolanosta-8,24-dien-21-

cabonsdure (2) Uberein, so dass eine Ketofunktion in

.. . . . . .. . Abbildung 4-14: Wichtige
Position 3 lokalisert sein muss Die Postion der zweiten Fernkopplungen

Keto- und der Carboxy-Funktion wurden mittels HMBC- in 50

Spektroskopie emittelt. Dieser Ketokohlenstoff zeigte Fernkopplungen mit den Protonen an



Spezieller Teil 43

C-17 uind C-20 (beide & 2.95 [m]), so dass er sich in Position 16 befinden muss Der
Carbonsaurekohlenstoff zeigt ebenfalls Fernkopplungen mit den Protonen an C-17 und C-20,
aber zusdtzlich Kopplung mit den Protonen an C-22 (ebenfalls & 2.95 [m]), so dass Position
21 de enzig mogliche bleibt (s. Abb. 4-14), was auch mit den hisherigen Ergebnissn
Ubereinstimmt, da in fast adlen aus F. pinicola isolierten Triterpensduren die
Carbonsdurefunktion in Position 21 zu finden ist. Somit ist dieser neue Naturstoff die
Verbindung 3 16-Dioxolanosta-8,24-dien-21-carbonsdure, fur die hier der Name Pinicolsaure
B (50) vorgeschlagen wird.

50

\\\\\\‘m

Abbildung 4-

[y

5: (-)-Pinicolsaure B (50)

4146 (+)-3,4-sem-Lanosta-4(28),8,24-trien-3,21-dicarbonsaure (Pinicolsiure C) (51)

Das *H-NMR-Spektrum dieser Verbindung zegt sechs Methylgruppen (ale s) und drel
olefinische Protonen (5 4.69 [br. 5], 4.90 [br. s] und 508 [t]). Im **C-NMR-Spektrum sind
sedhs olefinische Kohlenstoffe (& 11370 [t], 12358 [d], 12944 [s], 13232[s] und 138989,
14746 [s]) sowie zwel Carbonsaure-Einheiten (&
18138 [s], 18404 [s]) zu ekenren. Die
Kohlenstoffanzahl  betragt 30 wnd  de
Verschiebungen der Kohlenstoffe in den Ringen
C und D sowie in der Seitenkette zegen gute
Ubereinstimmung mit denen von 2 und 50, so
dass eine Carbonsdurefunktion in Position 21
lokalisert sein muss Die Verschiebungen der
olefinischen Kohlenstoffe sowie die Anwesenheit
der  beiden  olefinischen  Protonen  mit

Verschiebungen unter 5 ppn deuten auf die
Anwesenheit einer externen Doppelbindung hin. Abbildung 4-16: Wichtige Fernkopplungen in 51
Die Auswertung des HBMC-Spektrums zegte die
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in Abbildung 4-16 aufgefihrten Fernkopplungen. Das Auftreten eines intensiven Signals bel
m/z = 397 ([M-CH,CH,COOH]") im Massenspektrum neben einem Molekilpe&k bei 470
bestdtigte, dass es sch herbei um 3,4-sec-Lanosta-4(28),8,24-trien-3,21-dicarbonsdure
handeln muss fur die hier der Name Pinicolsdure C (51) vorgeschlagen wird. Auch waren die
erhatenen Daten (spezel das MS) vergleichbar mit denen von Delevoyin A (3,4-se@-
Tirucdla-4(28),7,24-trien-3,21-dicarbonsdure), das von Mulholand et al. aus dem
sambischen Baum Entandrophragma delevoyi isoliert wurde 12%9.

HOOC,,

HOOC

Abbildung 4-17: (+)-Pinicolsaure C (51)

4.1.4.7 (-)-3B-Hydroxy-16-oxolanosta-7,9(11),24-trien-21-carbonsiure
(Pinicolsaure D) (52)

Das 'H-NMR-Spektrum dieser kristalin erhaltenen Verbindung zegt sieben
Methylgruppen (ale ) ein P
Hydroxymethinproton (& 3.45 HOOC”//,,
[dd]) und de olefinische
Protonen (6 5.37[t], 5.41 [d] und
551 [d)). Im C-NMR-
Spektrum sind sedhs olefinische
Kohlenstoffe (6 11605 [d], )
12245 [d], 12445 [d], 13141 HO £

(s, 13965 [ und 14638 [g]), W

en Hydroxymahm_ (6 77.56 Abbildung 4-18: Wichtige Fernkopplungen in 52
[d]), en Ketokohlenstoff (&

21681 [g]) sowie dne Carbonsdurednheit (0 17676 [s]) zu erkennen und de
Kohlenstoffanzahl betragt 30. Alle diese Verschiebungen sind nicht vergleichbar mit denen
zuvor isolierter Substanzen, deuten aber auf ein Lanosta-7,9(11),24-trien-GerUst hin, das eine
Hydroxy-, eine Keto- und eine Carbonsdurefunktion enthélt. Im Massenspektrum sind ein
Molekilpeak bei m/z = 468 ein [M-Meg]-Pe& bel 453 sowie @n [M-Me-H,0]-Pe& bei 435
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zu erkennen, was die mdgliche Elementarzusammensetzung von CzoH40,4 bestétigt. Zur
endguitigen Stukturbestimmung wurden zweidimensionale NMR-Spektren (COSY, HMQC,
HMBC) angefertigt und ausgewertet. Auf diese Weise konnten samtliche Konnektivitéten
ermittelt werden. Die wichtigen Fernkopplungen, die zur Ermittlung der Struktur fuhrten, sind
in Abbldung 4-18 aufgefiihrt. Die Verschiebungen der Kohlenstoffe 3, 28 und 29 zeigen
eindeutig, dass die Hydroxyfunktion in Position 3 [3-Konfiguration besitzen muss da diese
Verschiebungen bei einer a-Konfiguration deutlich anders sin wirden. So konnte dieser
neue Naturstoff als 3B-Hydroxy-16-oxolanosta-7,9(11),24-trien-21-carbonsdure identifiziert
werden, fir die hier der Name Pinicolsdure D (52) vorgeschlagen wird.

HoOC,,

HO

\\\\\‘\“

Abbildung 4-19: (-)-Pinicolsaure D (52)

4.1.4.8 16a-Hydroxy-3-oxolanosta-8,24-dien-21-carbonsaure (Pinicolsdure E) (53)

Das 'H-NMR-Spektrum dieser leicht verunreinigten Verbindung zeigt sieben
Methylgruppen (alle s), ein Hydroxymethinproton (& 4.14 [t]) und ein olefinisches Proton
(565.13 [t]). Im *C-NMR-Spektrum sind
vier olefinische Kohlenstoffe (& 12341 [d],
13247 [5], 13324 [s] und 13508 [9]), eine
Carbonsdureenheit (6 18101 [s]) sowie én ;
Ketokohlenstoff (& 21752 [g]) zu erkennen.

In CDCl; sind nur 29 Kohlenstoffe au
erkenren. Allerdings wird ein Signal bel d
77.04 enes Hydroxymethinkohlenstoffes LLLL

durch das L@wnggnittelsignd [jberlagert_ Abbildung 4-20: Wichtige Fernkopplungen in 53
Das Masenspektrum zegt aufgrund der

vorhandenen  Verunreinigung keine  dharakteristischen  Signadle  und  kann  zur
Strukturaufklarung nicht herangemgen werden. Ein Vergleich der **C-Verschiebungen der
Ringe A, B und C von 21-Hydroxylanosta-8,24-dien-3-on (23) zeagt sehr gute
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Ubereinstimmungen mit den erhaltenen Daten, so dass die Ketofunktion in Position 3
lokalisiert sein muss was durch Auftreten von 3J-Fernkopplungen des Ketokohlenstoffes mit
den Protonen der Methylgruppen 28 und 29 bestétigt wurde (HMBC). Weitere Auswertung
der beobadteten Fernkopplungen zegte, dass die Carbonsdurefunktion in Position 21 liegt,
da sie Fernkopplungen mit den Protonen an C-17 und C-20 zeigt, und de Hydroxyfunktion in
Position 16 lokalisiert sein muss da das verbleibende Proton an C-16 Fernkopplungen mit C-
17 uind C-20 und C-16 Fernkopplungen mit den Protonen an C-17 wund C-20 zegt (Abb. 4-
20). Ein aufgenommenes NOESY -Spektrum lieferte keine hinreichenden Auskinfte tUber die
relative Konfiguration an C-16, aber der Vergleich der **C-Verschiebungen in diesem Bereich
(C-30, C-17, C-16, C-15 mit denen der von Keller et al. aus F. pinicola isolierten
Polyporensaure C (30) ¥ zdgt gute Ubereinstimmung, so dass angenommen wird, dass hier
eine a-Konfiguration vorliegt. Somit konnte dieser neue Naturstoff als 16a-Hydroxy-3-
oxolanosta-8,24-dien-21-carbonsaure identifiziert werden, fir die hier der Name Pinicolséure
E (53) vorgeschlagen wird.

Abbildung 4-21: Pinicolsaure E (53)

4.1.5 Unterschiedein der chemischen Zusammensetzung zwischen Kruste
und Fruchtkorper von Fomitopsis pinicola

In dieser Arbeit wurde die weiche, rote bis dunkelblaue Kruste, die aif der Oberseite
dlterer Fruchtkorper von F. pinicola entsteht, abgetrennt, separat extrahiert und untersucht.
Nach der Extraktion mit n-Hexan wurden beide Materidien, wie bereits beschrieben, mit
Methanol und de nach Entfernen des Losungsmittels erhaltenen festen Methanolextrakte mit
Dichlormethan extrahiert. Hierbei sellte sich zunadhst heraus, dass 90% des
Methanolextraktes der Kruste und nur 14% des Methanolextraktes der Fruchtkorper ohne
Kruste in Dichlormethan l6dich sind, was auf eine deutlich unterschiedliche demische
Zusammensetzung hinweist. Beide Dichlormethanextrakte wurden daraufhin mittels HPLC an
einer  RP-18Phase  untersucht  (Abhldung  4-22). Bel dem  angelegten
Ldsungsmittelgradienten wurden nicht alle Verbindungen getrennt und da en UV-Detektor
verwendet wurde, konnten richt alle Signale endeutig zugeordnet werden. Es wurden aber
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die Bereiche, in denen die Triterpensduren und andere Triterpene duiert werden, festgestellt.
Bei einem Vergleich der HPLC-Chromatogramme stellt man fest, dass in der Kruste die
Konzentration an Triterpenen signifikant hoher ist, als im Rest der Fruchtkdrper. Des weiteren
befinden sich in den Fruchtkorpern zahireiche polarere Verbindungen. Da junge Fruchtkorper
von F. pinicola rein wei3 sind und keine Kruste besitzen, wurde én solcher ebenfalls mit
Methanol extrahiert und der rohe Extrakt ebenfalls unter den gleichen Bedingungen HPLC-
chromatographisch untersucht (Abb. 4-22). Auch her ist die Konzentration an Triterpenen
deutlich geringer als in der Kruste der dteren Fruchtkorper. Da beim vollsténdigen Abtrennen
der sehr dinnen und weichen Kruste immer etwas des unter der Kruste liegenden Tramas mit
abgetrennt wird, wurde ausétzlich eine kleine Menge (etwa 500 mg) der reinen Kruste von
einem Fruchtkorper entfernt und mit Dichlormethan extrahiert, wobei sich das Material fast
vollsténdig aufloste. Alle diese Ergebnisse fuhren zu der Erkenntnis, dass die zdlreichen
Triterpenderivate von Beginn der fruktifizierenden Phase an in den Fruchtkdrpern produziert
und wahrend des Alterungsprozesses as rotliche Schicht auf ihrer Oberseite akumuliert
werden, so dassdiesen Verbindungen eine Schutzfunktion gegen Fral3feinde und mikrobielle
Angriffe zugeschrieben werden kann.

Triterpensduren n

j

..---Pinicolsaure D (52)

..-- Pinicolsaure A(2)

I I i

““WJ, J

r T T T T f T T 1 T T T T
0 10 20 30 40 min 0 10 20 30 40 min. 0 10 20 30 40 min.

Abbildung 4-22: HPLC-Chromatogramme des dichlormethanldslichen Anteils des Methanolextraktes der
Kruste (links), des dichlormethanlslichen Anteils des Methanolextraktes der Fruchtkorper
ohne Kruste (Mitte) und des Methanolextraktes eines jungen Fruchtkérpers (rechts),
Phenomenex ,Prodigy* RP-18, Laufmittel: Methanol: 2% aq. Essigsaure 75:25 (5 Min.),
Anderung auf 100:0 Giber 20 Minuten.
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4.1.6 Fluchtige Inhaltsqoff e aus dem Wassrdampfdestill at

Das durch Wassrdampfdestillation gewonnene &herische Ol der vollstandigen
Fruchtkorper (inkl. Kruste) von F. pinicola, der zuvor noch nicht auf fliichtige Inhaltsdoffe
hin untersucht wurde, wurde aunadst durch Kieselgelfiltration in zwei unpolare und eine
polare Fraktion vorgetrennt. Diese Fraktionen wurden getrennt mittels GC-MS-Kopplung
untersucht und de darin enthaltenen Verbindungen durch Vergleich der Retentionszeten
sowie der Masenspektren mit Literaturdaten ™% und mit denen vorhandener
Standardverbindungen identifiziert. Die ehatenen Gaschromatogramme sind in  den
Abbildungen 4-23 his 4-25 aufgefuhrt. Es konnten die in Tabelle 4-1 aufgefihrten
aliphatischen und aromatischen Verbindungen sowie die in den Abbildungen 4-26 und 4-27
gezegten Terpene identifiziert werden. Es wurden einige in Baumpilzen sehr héaufig
vorkommende diphatische Ketone und Alkohole wie der Hauptinhatsgoff 1-Octen-3-ol
(49.6 %), von dem angenommen wird, dass hier das (S-(+)-Enantiomer vorlag, da aus dem
Baumpilz Fomes fomentarius ebenfalls nur dieses isoliert wurde 27, oder 3-Octanol, (2)-2-
Octen-1-ol und 3-Decaon identifiziert . Des weiteren konnte @ne groRe Anzahl Mono-,
Sesqui- und Diterpene gefunden werden, von denen einige aich in anderen Pilzarten
vorkommen, z.B. die Sesquiterpene 6-Protoill uden und (-)-B-Barbaten (F. fomentarius 127),
(+)-a-Barbaten und (R)-trans-Nerolidol (Piptoparus betulinus ?®) und das Diterpen (2)-
Biformen (aus Fliissgkulturen von Trichathedum roseum [1°%). Viele Sesquiterpene wurden
in der Vergangenheit z.B. von Hanssen et al. in Flissgkulturen verschiedener Spezes, z.B.
Lentinus lepideus, gefunden [9°31931%9  Das deutet auf die Wichtigkeit dieser fliichtigen
Inheltsdoffe fur Pilze hin. Funktionen kénnen z.B. das Abwehren oder Anlocken wvon
Insekten sein, die dem Pilz eventuell schaden oder seine Sporen weiter verbreiten kdnnen.
Einige der Sesguiterpene sowie die Diterpene Cembren A, 7,13-Abietadien und Abietatrien
wurden hier zum ersten Mal als Metabolite von Pilzen identifiziert. Es wurden keine weiteren
Versuche unternommen, die Fraktionen des Wasserdampfdestillats in seine Bestandtelle
aufzutrennen, da sich in einer friiheren Arbeit erwiesen hat, dass die Mengen an fllichtigen
Terpenen in netirlich gewadhsenen Baumpilzen in der Regel zu gering sind, um
Strukturaufklarungen reuer Verbindungen durchzufithren 28, Auch wurden keine weiteren
Konfigurationsanalysen durchgefiihrt. Von einigen Verbindungen wurde angenommen, dass
se dieselbe Konfiguration besitzen wie die analogen Verbindungen, die friher in anderen
Baumpil zen gefunden wurden 2”28 Nicht beschriftete Signale in den folgenden Abbildungen
konnten nicht zugeordnet werden.
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Tabelle 4-1: Fliichtige aliphatische und aromatische Verbindungen aus Fomitopsis pinicola

3-Deanon (54) 1-Octanal (61)
3-Undecanon (55) (E,E)-2,4-Decadienal (62)
3-Dodecanon (56) 2-Pentylfuran (63)

n-Heptanal (57) Furfural (64)

(9-(+)-1-Octen-3-0l (58) Benzddehyd (65)

3-Octanal (59) Phenylacetaldehyd (66)

(2)-2-Octen-1-ol (60) 4-Methoxyphenylessgsauremethylester (33)
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Abbildung 4-23: Fraktion 1 des Wasserdampfdestillats (CPSil-5CB, 25 m, 50-
230° C, 3°/min.)
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Abbildung 4-24: Fraktion 2 des Wasserdampfdestillats (CPSIil-5CB, 25 m, 50-230° C, 3°/min.)
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Abbildung 4-25: Ethylacetat-Eluat des Wasserdampfdestillats (CPSil-5CB, 25 m, 50-230° C, 3°/min.)
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a-Pinen (67) Camphen (68) Limonen (69) Campher (70)

a-Cubeben (71) a-Longipinen (72) a-Ylangen (73) «a-Copaen (74)

6-Protoilluden (75) Sativen (76) Longifolen (77) (+)-a-Barbaten (78)

H
\\\\“"‘l. /

B-Caryophyllen (79)  B-Copaen (80) (-)-B-Barbaten (81) (E)-B-Farnesen (82)

H

H

ol

X

y-Muurolen (83) y-Amorphen (84) o-Muurolen (85)  y-Cadinen (86)

S

o-Cadinen (87) trans-Calamenen (88) a-Calacoren (89)

Abbildung 4-26: Sesquiterpen-Kohlenwasserstoffe aus Fomitopsis pinicola
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T,

N
(R)-trans-Nerolidol (90)  1-epi-Cubenol (91)  a-Cadinol (92)

%,
Y

Cembren A (93) (2)-Biformen (94)

4, H

Abietatrien (95) 7,13-Abietadien (96)

Abbildung 4-27: Sesquiterpen-Alkohole und Diterpene aus Fomitopsis pinicola

4.2 Isolierung von Inhaltsgoffen aus Daedalea quercina

Die in dieser Arbeit untersuchten Fruchtkorper von Daedalea quercina wurden bel
Salzgitter im Harz gesammelt. Extraktion und Trennung wurden analog der Vorgehensweise
bel Fomitopsis pinicola durchgefihrt (s. Kap. 4.1 und 4.2). Da &er die Fruchtkorper von D.
quercina keine Kruste auf ihrer Oberseite besitzen, wurden sie komplett in einem
Extraktionsschritt aufgeabeitet.

4.2.1 Inhaltsgoffe aus dem n-Hexanextr akt

4211 (E)- und (2)-p-Methoxyzimtsduremethylester (97, 98)

Im *H-NMR-Spektrum dieses Gemisches s$nd zunédhst 2 intensive Signdle, die 4
aromatischen Protonen zugeordnet werden konren (& 6.92 [dt], 7.49 [dt]). Das
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Kopplungsmuster deutet auf einen p-substituierten aromatischen Ring hin. Des weiteren
existieren zwei Dubletts, die jeweils einem Proton zugeordnet werden konnen und nur
miteinander koppeln (& 6.32 [d], 7.66 [d]). Deren grofRe Tieffeld-Verschiebung sowie die
GroRe der Kopplungskonstanten (3J = 16.2 Hz) sprechen fiir eine Doppelbindung in
Konjugation mit dem aromatischen Ring, an der eine (E)-Konfiguration vorliegt. Des
weiteren sind noch zwei Methylgruppen zu erkennen, die beide an je a@nen Sauerstoff
gebunden sind (0 3.80 [g], 3.85 [5]). Das Massenspektrum zegt einen Molekilpegk bei nvVz =
192 sowie weitere intensive Signale bei 161 und 133 Diese Daten deuten darauf hin, dasses
sich bei dieser Verbindung um (E)-p-Methoxyzimtsauremethylester (97) handelt, was durch
Vergleich mit vorhandenen Literaturdaten bestétigt werden konrte 19817, zum endgiitigen
Strukturbeweis wurde 97 aus kommerziell erhaltlicher 4-Methoxyzimtsdure durch Umsetzung
mit Diazomethan synthetisiert. Die ehaltenen spektroskopischen Daten stimmten mit denen
des isolierten Naturstoffes Uberein. Eine Koinjektion des Naturstoffes mit der synthetisierten
Substanz lieferte  ausdtzlich gleiche Retentionszeiten. Demnadh  entspricht  im
Massenspektrum das Signal bei m/z = 161 dem [M-OMe]- und das Signal bei 133 cem [M-

COOMe]-Fragment. 97 wurde auvor von Wat et al. in der Spezes Lentinus lepideus gefunden
[108

Neben dieser Hauptkomponente ist in dieser Fraktion im Verhdtnis 15:1 eine weitere
Komponente eaithaten, die durch GC-MS-Kopplung nadgewiesen wurde. Das
Massenspektrum dieser zweiten Verbindung ist nahezu identisch mit dem von 97, was darauf
hindeutet, dasses sch herbei um das entsprechende (Z)-1somer zu 97 handelt. Auch im *H-
NMR-Spektrum sind weitere Signale ekennbar, die diese Vermutung bel Vergleich mit den
bekannten Literaturdaten von (Z)-p-Methoxyzimtsauremethylester (98) bestétigen %9,

COOMe
E/ E/‘COOMe
OMe OMe
97 98

Abbildung 4-28: (E)- und (2)-p-
Methoxyzimtsaure-
methylester (97, 98)
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4.2.2 Inhaltsgoffe aus dem Dichlor methanextr akt

4.2.21 16a-Acetoxy-24-methylen-3-oxolanost-7,9(11)-dien-21-carbonsiure
(16-O-Acetylpolyporensdure C) (99) und
16a-Acetoxy-24-methylen-3-oxolanost-8-en-21-carbonsaure (100

Eine Fraktion enthielt ein 1:1-Gemisch zweier Verbindungen. Ein Vergleich der
spektroskopischen Daten mit den Literaturwerten wvon 160-Aceoxy-24-methylen-3-
oxolanost-7,9(11)-dien-21-cabonsaure (99) zedgt eindeutig, dass eine dieser beiden
Verbindungen 99 ist %, Es snd aus dem *C-NMR-Spektrum acht Methylgruppen (ale ),
sedhs olefinische (6 10685 [t], 11651 [d], 12116 [d], 141299, 14448 (9], 154829]), €n
Aceoxymethin- (& 7871[d]), ein Carbonsdure- (6 18053 [9]), ein Ester- (6 17079(s]) sowie
ein Ketokohlenstoff (& 21647 [s]) der Verbindung 99 zuzuordnen. Aufgrund der zahlreichen
Signde im 'H-NMR-Spektrum ist dieses wenig aussgekraftig. Zu den verbleibenden
Kohlenstoffsignalen zéhlen vor allem zwei weitere olefinische (6 13345 [g], 13463 [9]), en
Acetoxymethin- (6 7898 [d]), ein Carbonsaure- (& 18077 [s]) und ein Ketokohlenstoff (&
21748 [9]), was auf eine &liche Struktur wie 99 hinweist, die éer ein Lanost-8-en-Gerust
besitzt. Des weiteren sind einige Signale, die der Seitenkette von 99 zugeordnet sind, deutlich
intensiver, was darauf hindeutet, dass einige Signale der Seitenkette von 99 die gleichen
Verschiebungen besitzen, wie die der zweiten Verbindung. Ein Vergleich der Signale der
Ringe A, B und C von 21-Hydroxylanosta-8,24-dien-3-on (23) mit den verbleibenden zegt
eine sehr gute Ubereinstimmung, so dass dieser Verbindung letztendlich die Struktur 16a-
Aceoxy-24-methylen-3-oxolanost-8-en-21-carbonsdure (100 zugeordnet werden konnte.

HOOC,,

™
©
©
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%

Abbildung 4-29: 16-O-Acetylpolyporensaure C (99) und
16a-Acetoxy-24-methylen-3-oxolanost-8-en-21-carbonséure (100)

Beide Verbindungen wurden kbisher nicht als Naturstoffe beschrieben. Es wurde dlerdings die
aus F. pinicola isolierte Polyporensaure C (30) zur 16-O-Acetyl-Verbindung derivatisiert [*3.
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4.2.2.2 16a-Hydroxy-24-methylen-3-oxolanost-7,9(11)-dien-21-carbonsiure
(Polyporensaure C) (30) und
16a-Hydroxy-24-methylen-3-oxolanost-8-en-21-carbonsaure (101)

Eine Fraktion enthielt ein 3:1-Gemisch zweier Verbindungen. Ein Vergleich der
spektroskopischen Daten mit den Literaturwerten wvon 16a-Hydroxy-24-methylen-3-
oxolanost-7,9(11)-dien-21-carbonsaure (Polyporensdure C) (30) zegt eindeutig, dass die im
Unterschuss vorhandene Verbindung 30 ist, die bereits aus vielen Pilzen, u.a. aus F. pinicola,
isoliert wurde 2. Es snd aus dem **C-NMR-Spektrum sieben Methylgruppen (ale s), sechs
olefinische (& 10664 [t], 117.24 [d], 12031 [d], 14243 [g], 14435 [g], 15564 [9]), en
Hydroxymethin- (& 75.98 [d]), ein Carbonsaure- (& 17824 [s]) sowie a@n Ketokohlenstoff (&
21479 [s]) der Verbindung 30 zuzuordnen. Da 30 im Unterschuss vorlag, kénren keine
Signale aus dem *H-NMR-Spektrum eindeutig zugeordnet werden, was bei der im Uberschuss
vorliegenden Verbindung jedoch méglich ist. Es snd im *H-NMR-Spektrum sieben
Methylgruppen (5 x s, 2 x d), ein Hydroxymethin- (& 4.53 [dd]) sowie zwei olefinische
Protonen (5 4.85 [s], 4.98[s]) zu erkennen. Das “*C-NMR-Spektrum zeigt vier olefinische (3
10664 [t], 13300 [g], 13526 [g], 15569 [g]), einen Hydroxymethin- (& 76.17 [d]), einen
Carbonsdure- (0 17837 [s]) sowie a@nen Ketokohlenstoff (& 21583 [g]), was fur ein Lanost-8-
en-Geriist spricht. Die grofRe Ahnlichkeit dieser Verschiebungen mit denen von 30 fiihrt zu
der Erkenntnis, dass es sch herbei um die Verbindung 16a-Hydroxy-24-methylen-3-
oxolanost-8-en-21-cabonsdure (101) handelt. Diese Verbindung wurde zaivor aus dem eng
verwandten Pilz Daedalea dickinsii isoliert %14 ihre NMR-Daten wurden aber bisher nicht
beschrieben.

HOOC, HOOC,,,,'

T
S

,
2,
2

Abbildung 4-30: Polyporensaure C (30) und
16a-Hydroxy-24-methylen-3-oxolanost-8-en-21-carbonséaure (101)
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4.2.2.3 (-)-50,80-Epidioxyergosta-6,22-dien-3p-ol (Ergosterolperoxid) (31)

Das *H-NMR-Spektrum dieser Verbindung zeigt sechs Methylgruppen (2 x s, 4 x d), ein
Hydroxymethinproton (& 3.97 [m]) und vier olefinische Protonen (6 5.14 [dd], 5.22 [d], 6.24
[d] und 651 [d]). Im **C-NMR-Spektrum sind vier olefinische Kohlenstoffe (5 13073 [d],
13230[d], 13520([d], 13542 [d]), ein Hydroxymethin- (0 66.46 [d]) sowie avel oxygenierte
quartéare Kohlenstoffe (& 7943 [,
8216 [s]) zu erkenren und de
Kohlenstoffanzahl betrégt 28 Das
Massnspektrum zeagt en  Signal
grofder Masse bei m/z = 396. Durch
Auswertung zweidimensionaler NMR-
Spektren (HMQC, HMBC) konnten
dle Konrektivitdten bestimmt und
diese Verbindung ads (-)-5a,80-
Epidioxyergosta-6,22-dien-3(3-ol identifiziert werden, das auch als Ergosterolperoxid (31)
bekannt ist und von Tanahahi et al. bereits aus D. quercina isoliert wurde 3. Der

Z
2
a

HO
Abbildung 4-31: (-)-Ergosterolperoxid (31)

Massenpedk bei 396 entspricht damit dem Fragment [M-O;].

4.2.24  3o-Carboxyaceoxy-24-methyl-23-oxolanost-8-en-26-carbonsaure
(3a-Carboxyaceoxyquercinsaure) (3)

Das *H-NMR-Spektrum dieser Verbindung zeigt acht Methylgruppen (5 x s, 3 x d), eine
isolierte Methylengruppe (5 3.45 [s]) sowie én Methinproton (5 4.76 [br. ). Im *C-NMR-
Spektrum sind zwel olefinische Kohlenstoffe (6 13417 [s], 13449 [9]), ein Ester- (0 16674
[s]) und ein Ketokohlenstoff (& 21353 [s]) sowie avel Carbonsauredanheiten (& 17149 [9)],
18141 [s]) zu erkenren. Die Kohlenstoffanzahl betragt 34. Das Massenspektrum zegt ein
Signal grofter Masse bel m/z = 528 Vergleich dieser Daten mit denen der von Chairul et al.

%, aus einer nicht
identifizierten Ganoderma-
Art isolierten 3a-

Carboxyaceoxy-24-
methyl-23-oxolanost-8-en-
26-carbonsdure, die ds 3a-

Carboxyaceoxyquercin-
O OH sdure (3) bekannt st
lieferten eine sehr gute
Ubereinstimmung 7. Die

Abbildung 4-32: 3a-Carboxyacetoxyquercinsaure (3)
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Zuordnung der Signale konnte hier vervollsténdigt werden. Diese Verbindung wurde bereits
von Adam et al. in D. quercina gefunden und ist das Haupttriterpen-Derivat aus dieser
Spezes *¥. Die @solute Konfiguration von 3 wurde von Chairul et al. mittels
Rontgenstrukturanalyse bestimmt 147,

4225 (+)-24-Methylen-3,23-dioxolanost-8-en-26-carbonsiure (Quercinsaure B) (102

Das *H-NMR-Spektrum dieser Verbindung zeigt sieben Methylgruppen (5 x s, 2 x d)
und zwei olefinische Protonen (3 5.95 [g], 6.20 [g]). Im **C-NMR-Spektrum sind vier
olefinische Kohlenstoffe (6 12546 [t], 13331 [s], 13516 [s], 14805 [g]), zwe
Ketokohlenstoffe (6 20183 [s], 217.90 [s]) sowie ene Carbonsdureenheit (6 17831 [g]) zu
erkennen. Die Kohlenstoffanzahl betragt 31.
Das deutet auf ein Lanost-8-en-Gerlist hin, das
mit ener Carbonsdureanheit, sowie zwei
Ketofunktionen funktionalisert ist, von denen
eine, aufgrund der fir Ketogruppen starken
Hochfeldverschiebung, in Konjugation mit
einer Doppelbindung stehen muss Aufgrund
der  Kohlenstoffanzehl von 31, der
Verschiebungen der zweiten Doppelbindung Abbildung 4-33: Wichtige Fernkopplungen in 102
sowie der Prédsenz der erwdhnten zwel
olefinischen Signale im Protonen-NMR-Spektrum, ist es wahrscheinlich, dass diese
Doppelbindung eine Methylengruppe darstellt, die in Triterpen-Derivaten aus Pilzen sehr
haufig in Position 24 lokalisiert ist. Das Massenspektrum zegt ein Signal grofder Mass bel

m/z = 482, was die mégliche Elementarzusammensetzung von CsiHaeO4 bestétigt. Die °C-
Verschiebungen in den Ringen A, B
und C von 21-Hydroxylanosta-8,24-
dien-3-on (23) sind mit denen dieser
Verbindung nahezu identisch, so dass

eine Ketofunktion in Postion 3
lokalisert sein muss Auswertung der
zweidimensionalen NMR-Spektren
ergab die in  Abhbldung 433
dargestellten wichtigen Fern-
kopplungen. Somit ist dieser neue Naturstoff (+)-24-Methylen-3,23-dioxolanost-8-en-26-
carbonsaure, fur die hier der Name Quercinsdure B (102 vorgeschlagen wird. Es wird

. =
“,
%,
K

Abbildung 4-34: (+)-Quercinsaure B (102)
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angenommen, dass die @solute Konfiguration von 102 analog der von 3 ist (vgl. Kap.
4.2.2.4).

4.2.2.6 (+)-3B,123-Dihydroxy-24-methyl-23-oxolanost-8-en-26-carbonsiure
(Quercinsaure C) (103

Das *H-NMR-Spektrum dieser Verbindung zeigt acht Methylgruppen (5 x s, 3 x d) und
zwei Hydroxymethinprotonen (8 3.63 [br. 5], 4.39 [t]). Im **C-NMR-Spektrum sind zwei
olefinische Kohlenstoffe (& 13333 [g], 136.74 [9]), ein Ketokohlenstoff (& 21331 [g]), zwei
Hydroxymethinkohlenstoffe (& 7157 [d], 74.64 [d]) sowie @ne Carbonsdure-Einheit (&
17804 [g]) zu erkenren. Die Kohlenstoffanzahl betragt 31. Das richt fir ein Lanost-8-en-
Gerlst, das wahrscheinlich in Postion 24 ene weitere Methylgruppe besitzt. Im
Massenspektrum sind ein Molekilionen-Signal bel m/z = 502 ein [M-H,0]-Signal bel 484,
ein [M-H,O-Meg]-Signal bei 469 sowie en [M-2 H,O-Meg]-Signal bei 451 zu erkenren. Das
bestdtigt die mdgliche Elementarzusammensetzung von CgiHs0O0s. Zur Strukturaufklérung
wurden zweidimensionde NMR-Spektren aufgenommen (HMQC, HMBC, NOESY). So
konnten die in Abbldung 4-35 g@ezegten Konnektivitéten ermittelt werden (nur die

H\v q

N

Abbildung 4-35: Wichtige Fernkopplungen in 103

wichtigsten sind  abgebil det). Zur Ermittlung der relativen Konfigurationen der
Hydroxygruppen wurde das NOE-Spektrum herangezogen. Das verbleibende Proton an C-3
liegt demnach in raumlicher Ndhe aur Methylgruppe C-28 wnd zum Proton an C-5,
wedhsalwirkt aber nicht mit der Methylgruppe C-29, wonad die Hydroxyfunktion in Position
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3 B-Konfiguration besitzen muss Das Proton an C-12 liegt in raumlicher Nahe aur
Methylgruppe C-30 und zum Proton an C-17, wecdhselwirkt aber nicht mit der Methylgruppe
C-18. Damit komnt auch fur die Hydroxyfunktion an C-12 nur eine -Konfiguration in Frage
(s. Abb. 4-36). Als Schlusdolgerung ergibt sich, dasses sch bei dieser Verbindung um (+)-
3B,123-Dihydroxy-24-methyl-23-oxolanost-8-en-26-carbonsdure handelt, fur die der Name
Quercinsaure C (103) vorgeschlagen wird. Hierbei handelt es sch um einen neuen Naturstoff.
Auch hier wird angenommen, dassdie @solute Konfiguration, vor allem an C-24 wnd C-25,
der von 3 entspricht (vgl. Kap 4.2.2.4).

/ﬂ @) P\"'\a
HO

1 H
N

Abbildung 4-36: Wichtige NOE-Kopplungen in 103

HO

‘1,/,// H

Abbildung 4-37: (+)-Quercinsdure C (103)

4227 12B,23-Epoxy-3a,23-dihydroxy-24-methyllanost-8-en-26-carbonsiure
(3a-Oxepanoquercinsaure C) (104)

Das 'H-NMR-Spektrum dieser leicht verunreinigten Verbindung zedgt adt
Methylgruppen (5 x s, 3 x d) und zwei Methinprotonen (8 4.34[t], 4.74[br. g]). Im **C-NMR-
Spektrum sind zwe olefinische Kohlenstoffe (0 13384 [s], 13485 [g]), zwe stark
tieffeldverschobene  Methinkohlenstoffe (&6 7579 [d], 7973 [d]), en dak
tieffeldverschobener quartérer Kohlenstoff (6 10996 [s]) sowie éne Carbonsdureanheit (&
177.36 [9]) zu erkenren. Die Kohlenstoffanzahl betragt 31. Das Massenspektrum ist aufgrund
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der Verunreinigung nicht aussagekréftig. Zur Strukturbestimmung wurden zweidimensionale
NMR-Spektren aufgenommen (HMQC, HMBC). Die **C-Verschiebungen der Ringe des
Steroidgeriistes zeigen viele Ahnlichkeiten mit denen der Quercinsiure C (103, so dass €in
Lanost-8-en-Geriist angenommen wurde. Das Proton an C-3 besitzt allerdings eine deutlich
andere Verschiebung als das entsprechende in 103 (6 4.74 im Vergleich zu 3.63), und auch
die Kohlenstoffe in Ring A als auch die Methylgruppen 28 und 29 zeigen eher Ahnlichkeit in
ihren Verschiebungen mit denen von 3a-Aceoxylanosta-8,24-dien-21-carbonsdure (22), so
dass angenommen wurde, dass die Hydroxyfunktion in Position 3 a-Konfiguration besitzt.
Das NOESY -Spektrum war nicht eindeutig und konnte leider keinen Beweis dafur liefern.
Aus dem HMBC-Spektrum wurde esichtlich, dass offenbar ein Ringschluss zwischen der
Hydroxygruppe an C-12 in 103 und dem Carbonylkohlenstoff der Ketogruppe in Position 23

--|I|||”H
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Abbildung 4-38: Beobachtete Fernkopplungen in 104

stattgefunden het, woraus ein Halbacedal resultiert. Die a1 deser Erkenntnis flhrenden
Fernkopplungen sind in Abbildung 4-38 dargestellt.

Diese Anayse fuhrt zur Erkenntnis, dass es sch herbei um 123,23-Epoxy-30,23-
dihydroxy-24-methyllanost-8-en-26-carbonsaure  handelt, fur die hier der Name 3a-
Oxepanoquercinsaure C (104) vorgeschlagen wird. Ob es sch bal diesem neuen Naturstoff
um ein Artefakt handelt, das aus 103 wahrend der Extraktion entsteht, konnte nicht geklért
werden. Dagegen spricht die a-Konfiguration in Position 3, die hier zum ersten Mal bel einer
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freien Hydroxylgruppe beobadtet wurde und in Extrakten von z.B. Fomitopsis pinicola nicht
auftritt, wahrend de eergetisch ginstigere [-Konfiguration héaufig vorkomnt. Eine
Epimeriserung, wie se in Sacdariden wvorkommt, ist aufgrund des fehlenden
Ringsauerstoffes ebenfall s unwahrscheinlich.
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Abbildung 4-39: 3a-Oxepanoquercinsaure C (104)

4.3 Isolierung von Inhaltsgoffen aus Daedaleopsis confragaosa
var. tricolor

Die Fruchtkorper von Daedaleopsis confragaosa var. tricolor wurden im Sacdhsenwald
nahe Hamburg gesammelt. Extraktion und Trennung wurden analog der Vorgehensweise bel
Fomitopsis pinicola durchgefihrt (s. Kap. 4.1 und 4.2) mit dem Unterschied, dass die
Fruchtkorper dieser Spezes, die keine Kruste besitzen, nach Zerkleinerung zunachst mit n-
Hexan, dann direkt mit Dichlormethan und zuletzt mit Methanol extrahiert wurden.

4.3.1 Inhaltsgoffe aus dem Dichlor methanextr akt

4.3.1.1 Identifizierung bereits beschriebener Verbindungen

In dieser Spezes konnte éenfalls ein Gemisch aus den Linolsuresterylestern 43-45
isoliert werden (s. Kap. 4.1.3.1). Das Verhdltnis der Verbindungen zueinander war das gleiche
wie in Fomitopsis pinicola. Des weiteren konnte (-)-5a,8a-Epidioxyergosta-6,22-dien-33-ol
(Ergosterolperoxid) (31) (vgl. Kap. 4.2.2.3) aus dieser Spezes isoliert werden.



62 Spezeller Tell

4.3.1.2 3o-Carboxyaceoxy-24-methyl-23-oxolanost-8-en-26-carbonsaure
(3a-Carboxyaceoxyquercinsaure) (3) und
3a-Carboxyacetoxy-24-methylen-23-oxolanost-8-en-26-car bonsaure (105

Eine Fraktion enthielt ein 2,5:1 Gemisch zweier Verbindungen, von denen die im
Unterschuss vorliegende ahand ihrer '°C-Verschiebungen eindeutig as die bereits
beschriebene 3a-Carboxyacdoxyquercinsaure (3) identifiziert werden konnte (s. Kap.
4.2.2.4). Die aweite Komponente ist 3 sehr dhnlich, da nur wenige ausétzliche Signale im *3C-
NMR-Spektrum zu erkennen sind. Das *H-NMR-Spektrum dieser zweiten Verbindung zeigt
adt Methylgruppen (5 x s, 3 x d), ene isolierte Methylengruppe (& 3.46 [g]), en
Methinproton (5 4.76 [br. s]) sowie awei olefinische Protonen (5 5.94 [s], 6.20 [g]). Im *C-
NMR-Spektrum sind vier olefinische Kohlenstoffe (& 12534 [t], 13417 [s], 13447 [9],
14805 [9]), ein Ester- (& 16674 [s]) und ein Ketokohlenstoff (& 20154 [s]) sowie zawel
Carbonsaureanheiten (& 17149 [s], 17976 [s]) zu erkenren. Die Kohlenstoffanzahl betragt
34. Ein einfacher Vergleich der **C-Verschiebungen in der Seitenkette dieser Verbindung mit
denen von Quercinsiure B (102 zegte ane sehr gute Ubereinstimmung. Des weiteren sind
die Signale der Ringe A, B und C im **C-NMR-Spektrum deutlich intensiver als die tbrigen,
so dass angenommen werden kann, dass sch her die Signale beider Verbindungen
Uberlagern, was fur eine ldentitét in diesem Bereich des Molekils gricht. So wurde diese
Verbindung as 3a-Carboxyaceaoxy-24-methylen-23-oxolanost-8-en-26-carbonsdure (105
identifiziert. Diese Verbindung wurde bereits von Chairul et al. aus einer Ganoderma-Art
isoliert [*7. Vergleich der erhatenen Daten mit denen aus der Literatur bestétigte die
Annahme dieser Struktur. Auch hier wurde angenommen, dassdie &solute Konfiguration in
Position 25 de gleiche ist wie die in den ahnlichen Verbindungen aus Daedalea quercina.

)

Abbildung 4-40: 3a-Carboxyacetoxy-24-methylen-23-oxolanost-8-en-26-
carbonséure (105)
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4.4 |nhaltsgoffe aus Gloeophyllum odaratum

Die in dieser Arbeit untersuchten Fruchtkorper von Gloeophyllum odaratum wurden in
Hamfelde bei Hamburg gesammelt. Extraktion und Trennung wurden analog der
Vorgehensweise bei Fomitopsis pinicola durchgeftihrt (s. Kap. 4.1 und 4.2). Da aer die
Fruchtkorper von G. odaratum keine Kruste auf ihrer Oberseite besitzen, wurden sie komplett
in einem Extraktionsschritt aufgeabeitet.

441 Inhaltsgoffeausdem n-Hexanextrakt

4411 4-Methoxyphenylessgsduremethylester (33)

COOMe Das Massnspektrum dieser  Verbindung zegt einen
Molekllpes&k bel m/z = 180 ein Hauptsigna bei 121 und de fur
Aromaten typischen Signale 91 wnd 77 Diese Daten stimmen

33 vollsténdig mit denen des bereits in G. odaratum gefundenen 4-
Methoxyphenylessgsduremethylester  (33)  Uberein, der die

OMe Hauptkomponente des Wasserdampfdestillats dieser Spezes ist
Abbildung 4-41: (2850 Dje MS- as auch die 'H-NMR-Daten stimmten zudem mit
4-Methoxyphenylessig- . : N
Sauf;moe)%&;%re(sgsg'? denen der von Sadfrank & al. synthetisierten Verbindung Uberein

[112

4412 (Z,2)-9,12-Octadecadiensaure (Linolsdure) (106), (Z)-9-Octadecensiure
(Olsaure) (107) und Hexadeansiure (Palmitinsaure) (108

Dieses Gemisch, das sch nach NMR-Analyse ds ein Gemisch mehrerer Fettsduren
darstellte, wurde mit Diazomethanlésung versetzt, um die entsprechenden Methylester zu
erhaten, die sich beser mittels GC-MS-Kopplung untersuchen lassen. Auswertung der
Massenspektren und Vergleich mit bekannten Daten ergab, dass es sch bel den
Hauptbestandteilen (>98%) um die Methylester von (Z,2)-9,12-Octadecaliensiure
(Linolsiure)  (106), (2)-9-Octadecensiure (Olsiure) (107) und Hexadecansiure

O

OH
O

OH
O

/\/\/\/\/\/\/\)J\ 108
OH

Abbildung 4-42: Linolsaure (106), Olsaure (107) und Palmitinséure (108)
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(Palmitinsdure) (108 handelt, die ds Pilzinheltsgoffe gut bekannt sind 12728,

4413 (+)-24-Methylen-3-oxolanosta-7,9(11)-dien-21-carbonsiure
(Dehydroeburiconsaure) (109

Das *H-NMR-Spektrum dieser Verbindung zeigt sieben Methylgruppen (5 x s, 2 x d)
und vier olefinische Protonen (5 4.89[s], 4.94[s], 5.36 [d], 5.53[d]). Im **C-NMR-Spektrum
sind seds olefinische Kohlenstoffe (6 10669 [t], 117.29 [d], 12035 [d], 14249 [g], 14456
[s], 15544 [9]), ein Ketokohlenstoff (& 214.75 [s]) sowie @ne Carbonsaureanheit (& 17806
[s]) zu erkennen. Die Kohlenstoffanzahl betrégt 31. Das richt fur ein Lanosta-7,9(11)-dien-
Gerlst, das wahrscheinlich in Position 24 eine Methylengruppe besitzt. Das Massenspektrum
zdgt einen Molekllpe&k bel m/z = 466. Ein Vergleich dieser Daten mit denen der von Tai et
al. aus dem Pilz Poria cocos isolierten 24-Methylen-3-oxolanosta-7,9(11)-dien-21-

carbonsaure (Dehydroeburiconsdure) (109

HOOG, _ . e
lieferte ene vollstandige Ubereinstimmung

(113 Diese Verbindung ist auch ein Teil des
froher as Agaricolsdure  bekannten
Gemisches aus 24-Methylen-3-oxolanosta-
7,9(11)-dien-21-carbonsaure,  3-Hydroxy-

24-methylen-lanosta-7,9(11)-dien-21-car-
bonsdure und  3-Hydroxy-24-methylen-

ey

4

Abbildung 4-43: (+)-Dehydroeburiconsaure (109) ’ 1
lanost-8-en-21-carbonsaure 4,

4.4.1.4 4-Methoxyphenylessgsiure (18)

Das Massenspektrum dieser Verbindung zegte an Molekilsignal bei m/z = 166, ein
Hauptsignal bei 121 wnd de fir aromatischen Verbindungen charakteristischen Signale bei 78
COOH  und 77. Im *H-NMR-Spektrum sind vier aromatische Protonen (5 7.21

[2H, dt], 6.88 [2H, dt]) zu erkenren, deren Kopplungsmuster auf eine

para-Substitution hindeutet. Des weiteren enthdlt es nur eine isolierte

18 Methylengruppe (0 3.60 [s]) und ene stark tieffeldverschobene
Methylgruppe (& 3.80 [5]). Diese Daten lief3en as einzig mogliche

. OMe Struktur die 4-Methoxyphenylessgsaure (18) zu, die bereits in einer
ﬁ_k;ﬁ;'tﬂﬂﬂﬁpﬁ(;‘;‘j}_ friheren Arbeit aus diesem Pilz isoliert wurde [*2*¢. Die Daten

essigsaure (18)

stimmten auch mit denen der von Li et al. synthetisch hergestellten
Verbindung iberein 113,
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4415 1-(4-Methoxyphenyl)-1,2-ethandiol (110

Eine Fraktion enthielt ein Gemisch aus der bereits identifizierten Substanz 18 und
HO einem bisher unbekannten Inhaltsgoff. Im *H-NMR-Spektrum sind
OH  neben den Signalen von 18 vier aromatische Protonen (3 7.31 [2H,

dt], 6.91 [2H, dt]) zu erkennen, deren Kopplungsmuster auf eine

para-Substitution hindeuten. Des weiteren sind drel Protonensignale,

110 . . :
die offensichtlich in unmittelbarer Néhe von Hydroxylgruppen
OMe lokalisert sind (6 4.79 [dd], 3.74 [dd], 3.68 [dd]) und ale
Abbildung 4-45: miteinander  koppeln, und ene sark tieffeldverschobene
1-(4’-Methoxyphenyl)-
1,2-ethandiol (110) Methylgruppe (& 3.82 [9])

zu finden. Im *C-NMR-
Spektrum sind de ewarteten Aromatensignale (o
15948 [9], 13260 [g], 127.38 [2C, d], 11401 [2C,
d]), ein Hydroxymethylen- (& 68.09 [t]) und en
Hydroxymethinkohlenstoff (& 74.21 [d]) sowie én 110
Methylsignal bei & 5534 (g) zu erkenren. Die
Kopplungsmuster der Protonen deuten auf einen

Aromaten hin, der mit einer Methoxygruppe und

einer Ethyl-1,2-diol-Gruppe substituiert ist. Der
Molekilpegk im Massenspektrum bel m/z = 168 wnd
weitere Pe&ks bel 150 ([M-HO]) und 137 (M- —
CH,OH]) bestétigten diese Annahme. Zur
eindeutigen  Strukturbestimmung  wurde  diese

Verbindung synthetisiert. Dazu wurde kommerziell
erhdtliche (R,S-4-Hydroxymandelsiure mit
etherischer Diazomethanlésung versetzt und der

entstandene 4-Methoxymandelsduremethylester  mit
LiAIH; zu racemischem 1-(4'-Methoxyphenyl)-1,2-
ethandiol reduwziert. Die spektroskopischen und
spektrometrischen  Daten  dieser  Verbindung
stimmten vollstandig mit dem Naturstoff Uberein, so | L

dass diese Verbindung as 1-(4'-Methoxyphenyl)- | I i I i
1,2-ethandiol (110) identifiziert werden konnte. Der 0O 5 10 15 20 min.

Naturstoff wurde daraufhin mittels enantioselektiver ~ Abbildung 4-46: Naturliches (oben) und
racemisches synthetisiertes
GC untersucht und das erhatene Chromatogramm 110 (unten) (6T-2,3-Me-pB-

mit dem der synthetisierten Verbindung verglichen. CD, 170°C)
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Dabei stellte sich heraus, dass der isolierte Naturstoff as racemisches Gemisch vorlag (s.
Abb. 4-46). Da awvischen Extraktion und Isolierung von 110 mehrere Wochen vergangen und
das einzdne Hydroxymethinproton in a-Position zum Aromaten verhdtnismalig aad ist, ist
es mdglich, dasseine Racamisierung stattgefunden hat, was allerdings nicht bewiesen werden
konrte.

4416 4,4,140-Trimethyl-24-oxo-50-chol-8-en-21-carbonsiure-dimethylaceal
(Gloeophyllsdure A-Dimethylaceal) (111)

Das *H-NMR-Spektrum dieser Verbindung zegt sieben Methylgruppen (ale s), von
denen zwei stark tieffeldverschoben sind (6 3.32, 3.33), ein Hydroxymethinproton (& 3.43
[dd]), sowie én weiteres sark tieffeldverschobenes Methinproton (5 4.59 [t]). Im *C-NMR-
Spektrum sind zwei olefinische Kohlenstoffe (& 13388 [s], 13477 [g]), en
Hydroxymethinkohlenstoff (& 77.61 [d]), eine Carbonsduredanheit (& 17818 [s]) sowie an
stark tieffeldverschobener Methinkohlenstoff (& 10435 [d]), an dem sich das erwéhnte
Methinproton befindet, zu erkennen. Die Kohlenstoffanzehl betrégt 29. Ein Vergleich der *C-
Verschiebungen des Steroid-Gertistes von 3p3-Hydroxylanosta-8,24-dien-21-carbonsaure (21)
mit denen dieser Verbindung liefert eine
sshr  gute  Ubereingtimmung,  die HOOC;/A-\H
Kohlenstoffe der Seitenkette sind /"'
alerdings nicht wiederzufinden. Zur

Ermittlung der Konnektivitdten in der
Seitenkette wurden zweidimensionale \’\’\’\4
NMR-Spektren  (HMQC, HMBC)
aufgenommen. Die Fernkopplungen in

OCH,

der Seitenkette sind in Abbildung 4-47  Abbildung 4-47: Wichtige Fernkopplungen in der
dargestellt. Es zeigte sich, dass hier die Seitenkette von 111
Seitenkette offenbar zum 24-Aldehyd
abgebaut wurde, und sich aus diesem das Dimethylacdal gebildet hat. Somit handelt es sch
bel dieser Verbindung um 4,4,14a-Trimethyl-24-oxo-5a-chol-8-en-21-carbonsdure-
dimethylacea, fur das hier der Name Gloeophyllsure A-Dimethylacea (111)
vorgeschlagen wird. Das Massenspektrum belegt diese Annehme durch das Auftreten der
Peéks bel m/z = 445 ([M-OMg)), 444 ([M-OMe-H]), 430([M-OMe-Mg]) und 429(|[M-OMe-
Me-H]). Es ist sehr wahrscheinlich, dass $ch das Acetal aus dem entsprechenden Aldehyd
Gloeophyllsaure A wahrend der langen Extraktion mit Methanol in der relativ sauren

Umgebung gebildet hat, was aber nicht bewiesen werden konrte (s. Abb. 4-48).
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N

HOOC HOOC

2

3 + 2 MeOH
,,,T-| - H,0 '/,/I;-|
(HY 26 25

HO

Gloeophyllsdure A

Abbildung 4-48: Acetalisierung von Gloeophyllséaure A zum entsprechenden Dimethylacetal 111

4.5 Inhaltsqoffe aus Fomesfomentarius

Die in dieser Arbeit untersuchten Fruchtkérper von Fomes fomentarius wurden in den
Harburger Bergen in Hamburg gesammelt. Extraktion und Trennung wurden analog der
Vorgehensweise bei Fomitopsis pinicola durchgefihrt (s. Kap. 4.1 und 4.2).

4.5.1 Untersuchungen der Kruste

Der n-Hexanextrakt der im Vergleich zu Fomitopsis pinicola dickeren und sehr harten
Kruste wurde mittels *H-NMR-Spektroskopie untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass
lediglich aliphatische Verbindungen wie die héufig in Pilzen vorkommenden kurzkettigen
Alkohole, Ketone und Aldehyde sowie Fettsduren in ihm vorhanden waren. Deshalb wurde
auf eine weitere Untersuchung verzichtet. Der Methanolextrakt zegte die intensive purpurne
Farbung des Fomentariols (s. Abb. 3-18) und seiner Derivate. Ein *H-NMR-Spektrum zeigte
ebenfalls keine fur Triterpene und Steroide typischen Signale (Methylgruppen). Daher wurde
auch hier auf eine weitere Untersuchung verzichtet.

4.5.2 Inhaltsgoffe aus dem n-Hexanextrakt der Fruchtkor per ohne
Kruste

4521 Identifizierung bereits beschriebener Verbindungen

In dieser Spezes konnte éenfalls ein Gemisch aus den Linolsduresterylestern 43-45
isoliert werden (s. Kap. 4.1.3.1). Das Verhdltnis der Verbindungen zueinander war das gleiche
wie in Fomitopsis pinicola. Des weiteren konnte (-)-5a,8a-Epidioxyergosta-6,22-dien-33-ol
(Ergosterolperoxid) (31) (vgl. Kap. 4.2.2.3) aus dieser Spezes isoliert werden.
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4.5.2.2

Ergosta-7,22-dien-3-on (37) und Ergost-7-en-3-on (Fungisteron) (112

Eine Fraktion bestand aus enem 3:1-Gemisch zweler Verbindungen. Durch
Krigtallisation konnte der bekannte Pilzinhaltstoff Ergosta-7,22-dien-3-on (37) rein erhalten

s
5

Abbildung 4-49: Ergosta-7,22-dien-3-on (37)

werden ¥, Das konnte durch Vergleich der

spektroskopischen mit den

literaturbekannten Daten gezegt werden
(87118 FEine  Untersuchung  deses
GC die
Anwesenheit einer zweiten Verbindung
(Abb. 4-50), was auch im '°C-NMR-
Spektrum erkennber ist. Aufgrund der

ghrlichen 13¢-

Gemisches  mittels zegte

Polaritéten und

Verschiebungen muss es sch hierbei um eine Verbindung 37 sehr @nliche Struktur handeln.

Durch HPLC an einer analytischen RP-30-
Saule konnte ane kleine Menge (~0.1 mg)
der Ergosta-7,22-dien-3-on (37) sehr
dhrlichen  zweiten  Verbindung
erhaten werden (Abb. 4-51).

konnte eén Massenspektrum aufgenommen
werden. Der Molekilpesk bel m/z = 398
deutete auf eine Verbindung hin, die zvei
Protonen mehr besitzt als 37 (M = 396).
Vergleich der °C-Verschiebungen mit

rein
Davon

denen won 37 lieferte ane vollstandige
Ubereingtimmung in den Ringen A, B und
C. Ebenso lieferte der Vergleich der °C-
Daten mit denen von Ergost-7-en-33-ol
(Fungisterol)  °7  eine  vollstandige
Ubereinstimmung in den Verschiebungen
in Ring D sowie in der Seitenkette. Damit
ist die enzig mogliche Struktur das
Ergosta-7-en-3-on, fir das hier der Name
Fungisteron (112 vorgeschlagen wird.
112 wurde bisher nicht als Naturstoff

beschrieben.

37

I I I I
10 20 30 40

Abbildung 4-50: GC eines Gemisches aus 37 und

einer weiteren Verbindung (DB5, 130-
250° C)
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37

—\/\J\J

\

|
0 10 20 min.

Abbildung 4-51: Praparatives HPLC-Chromatogramm des Gemisches aus
37 und einer weiteren Verbindung (RP-30, MeOH:2-
Propanol, 1:1, 0,7 ml/min.)

)

Abbildung 4-52: Fungisteron (112)
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4.6 Inhaltsgoffe aus Ganoderma lipsiense

Die in dieser Arbeit untersuchten Fruchtkdrper von Ganoderma lipsiense wurden in
Hamfelde und Aumihle (beide bei Hamburg) gesammelt. Extraktion und Trennung wurden
analog der Vorgehensweise bei Fomitopsis pinicola durchgefihrt (s. Kap. 4.1 und 4.2).

4.6.1 Inhaltsgoffeausder Kruste

4.6.1.1 Identifizierung bereits beschriebener Verbindungen

In dieser Spezes konnte eenfalls ein Gemisch aus Ergosta-7,22-dien-3-on (37) und
Ergost-7-en-3-on (Fungisteron) (112) isoliert werden (vgl. Kap. 4.5.2.2). Ergosta-7,22-dien-3-
on konnte bereits von Protiva et al. aus dieser Spezes isoliert werden 7.

4.6.1.2 Ergosta-7,22-dien-3B-ol (26) und Ergosta-5,7,22-trien-33-ol (Ergosterol) (1)

Eine Fraktion enthielt ein Gemisch zweier Verbindungen, die nach Vergleich ihrer **C-
NMR-Daten mit Literaturwerten und mit den Daten von Ergosta-5,7,22-trien-33-ol, das as
Standard vorlag, as Ergosta-7,22-dien-3[3-ol (26) und Ergosta-5,7,22-trien-33-ol (Ergosterol)
(1) identifiziert werden konnten %7, die beide ds haufig auftretende Pilzinhaltsgoffe
bekannt sind [ und auch zuvor aus dieser Spezesisoliert wurden 87,

s 2, g

Abbildung 4-53: Ergosta-7,22-dien-33-ol (26) und Ergosterol (1)

4.6.2 Inhaltsgoffe aus den Fruchtkor pern ohne Kruste

4.6.2.1 (E)-7B,15a-Dihydroxy-3,11,23-trioxolanosta-8,20(22)-dien-26-car bonsiure
(Ganoderensaure A) (42

Das *H-NMR-Spektrum dieser Verbindung zeigt sieben Methylgruppen (6 x s, 1 x d),
zwel Hydroxymethinprotonen (& 4.65 [dt], 4.89 [dd]) sowie ein olefinisches Proton (6 6.11
[s]). Im *C-NMR-Spektrum sind vier olefinische Kohlenstoffe (& 12421 [d], 14025 [g],
15710 [g], 15894 [9]), drel Ketokohlenstoffe (& 19863 [s], 19908 [s], 217.36 [5]), zwel
Hydroxymethinkohlenstoffe (& 68.89 [d], 72.67 [d]) sowie a@ne Carbonsduredanheit (6 18018
[s]) zu erkennen. Die Kohlenstoffanzahl betragt 30. Vergleich dieser Daten mit denen aus der
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Literatur zegte, dasses sch bei dieser Verbindung um die bereits von Nishitoba & al. aus G.
lipsiense ¥ und von Komoda et al. aus Ganoderma lucidum [®® isolierte (E)-7B,150-
Dihydroxy-3,11,23-trioxolanosta-8,20(22)-dien-26-carbonsédure  (Ganoderensdure A) (42
handelt.

=
=
=

..,",,/ g
74

Abbildung 4-54: Ganoderensaure A (42)

4.6.22 (E)-7B-Hydroxy-3,11,15,23tetraoxolanosta-8,20(22)-dien-26-carbonsiure
(Ganoderensiure D) (113

Das *H-NMR-Spektrum dieser Verbindung zeigt sieben Methylgruppen (6 x s, 1 x d),
ein Hydroxymethinproton (5 4.89 [dd]) sowie én olefinisches Proton (& 6.05 [s]). Im *3C-
NMR-Spektrum sind vier olefinische Kohlenstoffe (& 12462 [d], 14132 [s], 15390 [9],
15743 [9]), vier Ketokohlenstoffe (& 19697 [s], 197.96 [g], 21652 [5], 21660 [9]), en
Hydroxymethinkohlenstoff (& 66.31 [d]) sowie é@ne Carbonsdureenheit (& 17987 [s]) zu
erkennen. Die Kohlenstoffanzehl betrégt 30. Vergleich dieser Daten mit denen aus der
Literatur zeigte, dass es sch bei dieser Verbindung um die bereits von Komoda et al. aus
Ganoderma lucidum isolierte (E)-7B-Hydroxy-3,11,15,23-tetraoxolanosta-8,20(22)-dien-26-
carbonséure (Ganoderenssure D) (113 handelt °¥. Diese Verbindung wurde zuvor nicht in G.
li psiense gefunden.

.,"’,/, :
7

Abbildung 4-55: Ganoderensaure D (113)
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4.6.2.3 7pB,20-Dihydroxy-3,11,15,23-tetr aoxolanost-8-en-26-carbonsiure
(GanodersaureN) (114

Das *H-NMR-Spektrum dieser Verbindung zeigt sieben Methylgruppen (6 x s, 1 x d)
und ein Hydroxymethinproton (& 4.85 [dt]). Im *C-NMR-Spektrum sind zwei olefinische
Kohlenstoffe (& 14100 [s], 15765 [g]), vier Ketokohlenstoffe (& 197.79 [s], 21036 [,
21688 [g], 21786 [9]), ein Hydroxymethinkohlenstoff (& 66.32 [d]), ein oxygenierter
quartérer Kohlenstoff (& 7295 [s]) sowie ene Carbonsaureanheit (6 18011 [s]) zu erkenren.
Die Kohlenstoffanzahl betragt 30. Vergleich dieser Daten mit denen aus der Literatur zeigte,
dass es sch bel dieser Verbindung um die bereits von Nishitoba et al. aus Ganoderma
lucidum as Methylester isolierte 7[3,20-Dihydroxy-3,11,15,23-tetraoxolanost-8-en-26-
carbonsdure (Ganodersiure N) (114) handelt . Diese Verbindung wurde zuvor nicht in G.
lipsiense gefunden und de NMR-Daten der frelen Sdure werden hier zum ersten Mal
beschrieben.

"o,', =
» H

Abbildung 4-56: Ganodersaure N (114)
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5 Zusammenfassaing

Extrakte der Baumpilze Fomitopsis pinicola, Daedalea quercina, Daedaleopsis
confragosa var. tricolor, Fomes fomentarius, Ganoderma lipsiense und Gloeophyllum
odaratum wurden auf terpenartige und aromatische Inhaltsgoffe hin untersucht. Die
Auftrenrung  in die enzdnen Komponenten erfolgte  hauptsddilich  durch
Saulenchromatographie an Kieselgel und Gelpermeaionschromatographie an Sephadex LH-
20. Die Identifizierung der Verbindungen erfolgte mittels Massenspektrometrie und ein- und
zweidimensionaler NMR-Spektroskopie. Dabel  wurden insgesamt 13 bisher nicht
beschriebene Triterpen-Derivate, sowie zdilreiche bekannte Verbindungen, von denen einige
noch nicht als Naturstoffe bekannt sind, identifiziert.

Aus dem Baumpilz Fomitopsis pinicola wurden neben drei Linolsduresterylestern und
sedhs bekannten Triterpenen die adit neuen Naturstoffe Pinicolséure B-E, Pinicolol B und C,
Fomitopssiure B sowie Agnosteron isoliert und identifiziert. Des weiteren wurden im
Wasserdampfdestill at zahlreiche Sesquiterpene, die vier Diterpene Cembren A, (Z)-Biformen,
Abietatrien und 7,13-Abietadien, sowie anige diphatische und aromatische Ketone, Alkohole
und Aldehyde gefunden. Letztere waren bereits als Pilzinhaltsgoffe bekannt. Es konnte
mittels geagneter Extraktionsexperimente sowie HPL C-Untersuchungen der Extrakte gezegt
werden, dassin dieser Spezes die Triterpene in einer wacdhsartigen Kruste auf der Oberseite
alterer Fruchtkorper akkumuliert werden, die beinahe voll sténdig aus Triterpenen besteht.

Aus der Spezes Daedalea quercina wurden neben den bekannten Inhaltsdoffen 3a-
Carboxyacdoxyquercinsaure und  Ergosterolperoxid de  Triterpenderivate  16-O-
Acedylpolyporensdure  C, 16a-Aceoxy-24-methylen-3-oxolanost-8-en-21-carbonsdure,
Polyporensdure C und 160-Hydroxy-24-methylen-3-oxolanost-8-en-21-carbonsdure sowie die
drei neuen Naturstoffe Quercinsaure B+C und 3o-Oxepanoquercinsaure C isoliert und
identifiziert. Des weiteren konnten die (E)- und (Z)-p-Methoxyzimtsduremethylester isoliert
werden, die ebenfalls als Pil zinhaltsgoffe bekannt sind.

Aus der Spezes Daedaleopsis confragosa var. tricolor, die zvor nicht auf
Triterpenderivate hin untersucht worden ist, wurden die bekannten Naturstoffe 3a-
Carboxyacedoxyquercinsaure und  3o-Carboxyaceoxy-24-methylen-23-oxolanost-8-en-26-
carbonsdaure ds Hauptkomponenten identifiziert.

Neben dem  bekannten Inhdtsdoff  Ergosta-7,22-dien-3-on  und  de
Linolsauresterylestern konrte in dem Baumpilz Fomes fomentarius der neue Naturstoff
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Fungisteron identifiziert werden. In der Kruste von F. fomentarius konnten keine Triterpene
oder Steroide nadhgewiesen werden.

Aus der Spezes Gloeophyllum odaratum wurden neben drei Linolsduresterylestern und
den bekannten Inhaltsdoffen 4-Methoxyphenylessgsauremethylester, 4-
Methoxyphenylessgsaure, Dehydroeburiconsaure und Trametenolséure B das bisher nicht als
Naturstoff bekannte 1-(4'-Methoxyphenyl)-1,2-ethandiol und der neue Naturstoff
Gloeophyllsaure A-Dimethylaceal isoliert und identifiziert.

Aus der Spezes Ganoderma lipsiense konrnten neben drel Linolséuresterylestern und
den bekannten Inhaltsdoffen Ergosta-7,22-dien-3B-ol und Ergosterol die Triterpene
Ganoderensaure A, die bereits in dieser Spezes gefunden wurde, Ganoderensdure D und
Ganodersaure N isoliert werden, von denen die beiden letzten zuvor in der eng verwandten
Spezes Ganoderma lucidum gefunden wurden. Es gellte sich heraus, dassin der Kruste
lediglich einfache Steroide wie Ergosterol zu finden waren. Die komplexeren Triterpene sind
nur in den Fruchtkorpern zu finden.
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6 Summary

Extrads of the wood-rotting fungi Fomitopsis pinicola, Daedalea quercina,
Daedaeopsis confragosa var. tricolor, Fomes fomentarius, Ganoderma lipsiense and
Gloeophyllum odaratum were investigated for terpenoid and aromatic constituents. Separation
into the single components war caried out using mainly slica gel chromatography and gel
permedion chromatography on Sephadex LH-20. Identification of compounds was performed
by mass edrometry and one- and two-dimensonal NMR spedroscopy. A total of 13
triterpene derivatives, which were not described before, as well as numerous known
compounds, of which some ae unknown as natural products, were identified.

From the wood-rotting fungus Fomitopsis pinicola, amongst three linoleic agd steryl
esters and six known triterpenes, the aght new natural products pinicolic agd B-E, pinicolol
B and C, fomitopsic add B as well as agnosterone were isolated and identified. Furthermore,
numerous sesquiterpenes, the four diterpenes cembrene A, (Z2)-biformene, abietatriene and
7,13-abietadiene, as well as me diphatic and aromatic ketones, alcohols and aldehydes were
found in the hydroditillate. The latter ones were known to be fungal congtituents. Using
applicable extradion experiments and HPLC investigations of the extrads, it was $own, that
in this gedes the triterpenes are acumulated in a waxy crust on top of mature fruiting
bodies, which amost completely consists of triterpenes.

From the spedes Daedadea quercina, amongst the known congtituents 3a-
carboxyacdoxyquercinic add and ergosterol peroxide, the triterpene derivatives 16-O-
acaylpolyporenic agd C, 16a-acdoxy-24-methylen-3-oxolanost-8-en-21-oic  add,
polyporenic acd C and 160-hydroxy-24-methylen-3-oxolanost-8-en-21-oic add, as well as
the three new natural products quercinic acd B+C and 30-oxepanoquercinic add C were
isolated and identified. Furthermore, (E)- and (Z)-methyl p-methoxycinnamate, which are
known to be fungal constituents, were isolated.

From the spedes Daedaleopsis confragasa var. tricolor, which was not investigated for
triterpene derivatives before, the known natural products 3a-carboxyaceoxyquercinic agd
and 30-carboxyaceoxy-24-methylen-23-oxolanost-8-en-26-oic agd were identified as major
congtituents.

Amongst the known constituent ergosta-7,22-dien-3-one and three linoleic agd steryl
esters, the new natural product fungisterone culd be identified in the wood-rotting fungus
Fomes fomentarius. Neither triterpenes nor steroids could be found in the aqust of F.
fomentarius.



76 Summary

In addition to three linoleic acd steryl esters and the known constituents methyl 4-
methoxyphenylacdate, 4-methoxyphenylacdic add, dehydroeburiconic add and trametenolic
add B, 1-(4'-methoxyphenyl)-1,2-ethandiol, which was not known to be anatural product
and the new natural product gloeophyllic add A dimethylacdal were isolated from the
spedes Gloeophyll um odaratum.

From the spedes Ganoderma lipsiense, in addition to three linoleic add steryl esters
and the known constituents ergosta-7,22-dien-33-ol and ergosterol, the triterpenes
ganoderenic aéd A, which was found before in this gedes, ganoderenic acd D and
ganoderic adgd N were isolated, of which the latter two were found before in the dosely
related spedes Ganoderma lucidum. It is emphasized, that only simple steroids like egosterol
can be found in the aqust. The more complex triterpenes can only be found in the fruiting
bodies.
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7 Experimenteller Tell
7.1 Chemikalien, Mesgyerate und Methoden

7.1.1 Reagenzien und L dsungsmittel

Alle Losungs- bzw. Laufmittel wurden von den Firmen Biesterfeld (tedhnische
Losungsmittel), Merck und Sigma-Aldrich bezogen. Zur Verwendung in der
Saulenchromatographie wurden tedinische Lodsungsmittel zuvor bel reduziertem Druck
einma destilliert. Fir die HPLC wurden ,p.a.”- oder ,HPLC grade’-Losungsmittel
verwendet. Extrakte und Untersuchungsldsungen wurden stets mit ,p.a.”-Losungsmitteln
angefertigt. Handelsibliche Reagenzien sowie deuterierte LOsungsmittel  wurden
aus<chliefdlich von den Firmen Merck und Sigma-Aldrich bezogen.

7.1.2 Dunnschichtchromatographie

Fur die Dunnschichtchromatographie wurden beschichtete Platten der Firma Merck
verwendet (Aluminium mit Kieselgel 60 F,s4 bzw. RP-18 Kieselgel F,s4, Schichtdicke jeweils
0,25 mm; Glas mit Kieselgel 60 F,s4, Schichtdicken 0,25 und 2 mm). Die Detektion erfolgte
mittels UV-Licht und durch Anspriihen mit 10% ethanolischer Schwefelséure.

7.1.3 Flusggchromatographie

Fur die flussgchromatographischen Trennungen wurden Glassiulen verschiedener
Grolen verwendet. Als gationdre Phasen wurden Kieselgel (0,040-0,063 mm) der Firma
Maderey-Nagel bzw. Sephadex LH-20 der Firma Pharmada Fine Chemicals verwendet.
Trennungen an Kieselgel wurden bei 0,2 bar Uberdruck und Trennungen an Sephadex bei
Normaldruck durchgefihrt.

7.1.4 Hochlestungsfliissgchromatographie

Fur analytische und praparative HPLC-Trennungen wurde ene Gradientenpumpe L-
6200 Intelli gent-Pump, ein UV-Detektor 655 A und ein Integrator D-2500 (alle Merck-
Hitachi) sowie an Injektorsystem der Firma Rheodyne verwendet. Vor Verwendung wurden
ale Laufmittel ca 5 min. im starken Heliumstrom (20 ml/min.) entgast. Danach wurde der
Heliumstrom auf ein Minimum reduziert, um ein naditrégliches Eindringen von Luft zu
verhindern. Als Trennsdulen kamen zum Einsatz:

* Phenomenex ,Prodigy” ODS, Partikelgrofie 5 um, Porengrof3e 10 nm, Lange: 250 mm,
Innendurchmesser: 4,6 mm
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* Bischoff “Prontosil 200-3-C30", PartikelgrofRe 3 um, Porengréfe 20 nm, Lange: 250 mm,
Innendurchmesser: 4,6 mm

7.1.5 Kapill argaschromatographie

Fur die gaschromatographischen Untersuchungen wurde @n mit einem Splitinjektor und
einer 10 m langen DB5- oder einer 25 m langen CP3I-5CB-Saule bestlickter Fradovap 4160
der Frma Calo Erba verwendet. Die Detektion erfolgte mittels eines
Flammenionisationsdetektors und de Auswertung mit Hilfe e@nes Integrators D-2500 abr
Firma Merck-Hitachi. Als Trégergas wurde Wassrstoff bei einem Druck von 0,5 bar
verwendet.

7.1.6 Enantioselektive K apill ar gaschr omatogr aphie

Fur die durchgeflhrte enantioselektive Gaschromatographie wurde @n mit einem
Splitinjektor und einer 25 m langen ,fused slica® Kapillare, die mit Heptakis(6-O-tert-
butyldimethylsilyl-2,3-di-O-methyl)--cyclodextrin  (6T-2,3-Me-CD, 50% in Polysloxan
OV1701 w/w) belegt war, bestiickter Fradovap 4160 @ Firma Carlo Erba verwendet. Die
Detektion erfolgte mittels eines Flammenionisationsdetektors und de Auswertung mit Hilfe
eines Integrators D-2500 dr Firma Merck-Hitachi. Als Trégergas wurde Wasserstoff bei
einem Druck von 0,5 bar verwendet.

7.1.7 Massnspektrometrie und GC-M S-K opplung

GC-MS-Mesauingen wurden mit einem Sektorfeld-Gerdt VG Anayticd VG 70-250S,
das mit einem Hewlett-Padkard Gaschromatographen HP 5890 gekoppelt war, durchgefiihrt.
Als Tragergas diente Helium. Massenspektren von schwer verdampfbaren Verbindungen
sowie hochauflosende Massenspektren wurden mittels Direkteinlass am gleichen Gerét
aufgenommen. Alle lonisierungen erfolgten durch Elektronensto3bei 70eV.

7.1.8 Wassrdampfdestill ation

Pflanzenmaterial wurde mit fliissgem Stickstoff eingefroren und in einem MOorser
zeakleinert. Das erhaltene Pulver wurde in 1 | Wassr aufgeschlammt und zum Kochen
gebradht. Der austretende Wasserdampf wurde kondensiert und durch 1 ml n-Hexan geleitet,
bevor das Wasser wieder zurlickgefuhrt wurde.

7.1.9 NMR-Spektroskopie

Samtliche NMR-Spektren wurden and den Gerdten WM 400 (*H: 40013 MHz; *°C:
10061 MHz) und DRX 500 (*H: 50013 MHz; **C: 12576 MHz) der Firma Bruker
aufgenommen und mit Hilfe der Programme ,WIN-NMR 6.1" und ,2D-WIN-NMR” der
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Firma Bruker sowie ,CHEMSKETCH 4.0" und , Spedrum-Viewer” der Firma ACDLabs
ausgewertet. Als interne Referenz diente in alen Fallen ein Lésungsmittelsignal dessen
chemische Verschiebung auf TMS bezgen wurde (Chloroform: *H & 7.27 ppm, °C 6 77.04
ppm; Pyridin: *H & 8.72 ppm, °C 5 14950 ppm [H-1 bzw. C-1]).

7.1.10 Polarimetrie

Drehwertbestimmungen wurden am Polarimeter 241 der Firma Perkin-Elmer in einer 1
dm-Kuvette bei 589 nm durchgefihrt.

7.1.11 Schmelzpunktbestimmung

Schmelzpunktbestimmungen wurden am ,, Schmelzpunktbestimmer” der Firma gotec
durchgefihrt. Alle angegebenen Schmelzpunkte sind unkorrigiert.

7.1.12 Herkunft und I dentifizierung des Pflanzenmaterials

Die in dieser Arbeit untersuchten Baumpilzfruchtkérper wurden in Hamfelde bel
Hamburg (Fomitopsis pinicola und Ganoderma lipsiense, beide im Sommer 1998
Gloeophyllum odaratum, Frahjahr 1999, in Salzgitter, Niedersachsen (Daedalea quercina,
Sommer 19998, in Hamburg-Harburg (Fomes fomentarius, Sommer 1998, im llsetal bei
IImenstein, Niedersachsen (Fomitopsis pinicola, Sommer 1999 und in Aumihle bei
Hamburg (Ganoderma lipsiense, Sommer 1998 gesammelt. Fruchtkorper der gleichen Art,
die an verschiedenen Orten im selben Monat gesammelt wurden, wurden vereinigt und
gemeinsam analysiert. Die Fruchtkdrper von F. pinicola aus dem Sommer 1999 zegten eine
grofe Altersdiversitét und wurden teilweise e@nzdn untersucht. Alle Arten wurden anhand
von Literaturdaten bestimmt (4,

7.1.13 Aufarbeitung und Extraktion des Pflanzenmaterials

Material, das nicht sofort untersucht werden konnte, wurde bei -18°C zwischengelagert.
Im ersten Schritt wurde von den Arten F. pinicola, G. lipsiense und F. fomentarius die Kruste
auf der Oberseite ihrer Fruchtkorper mit herkdmmlichen Werkzeugen (S&ge, Messr,
Grobfeile) abgetrennt. Da diese Krusten auf den Arten F. pinicola und G. lipsiense allerdings
sehr dunn und weich sind, wurde immer etwas des unter der Kruste liegenden Tramas mit
abgetrennt. Samtliche so erhaltenen Materiaien wurden daraufhin in flissgem Stickstoff
eingefroren und in einem Moérser zu Pulver zerieben. Diese Pulver wurden daraufhin
zweimal je 6 Tage mit n-Hexan extrahiert. Nach Abfiltration des Pilzmaterials wurde es 6
Tage mit Methanol extrahiert. Die so erhaltenen Losungen wurden bei reduziertem Druck
vom Ldsungsmittel befreit. Die Methanolextrakte, die dlesamt Feststoffgemische waren,
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wurden einen Tag unter Rihren mit Dichlormethan und der darin unlédliche Feststoff
nochmals mit Ethylaceat extrahiert. Alle Hexanextrakte waren Ole. Die so erhaltenen Ole
und Feststoffe wurden bei -18°C gelagert. Die ehadtenen Masen sind in Tabelle 7-1
aufgeflhrt.

Tabelle 7-1: Massen des Materials und der erhaltenen Extrakte (1)

Spedics Materig "Hexanextrakt  Dichlormethan- Ethylacetat- Unlcslicher

[q] extrakt [g] extrakt[g] ~ Ruckstand [g]
F-pmicola 150 g 45 48 angéfcgttigt 0
S
S e 1000 25 15 13 L
F. fom;taen U 300g an;;fcehrtﬂgt 03 03 16
coma e
G. odaratum 4 kg 8.0 2,0 2,6 55
D. quercina ~2 kg 5,0 4,9 0,5 0,5

Die sehr harte Kruste auf F. fomentarius wurde in einer Charge sehr sorgféltig mit einer
Feile dgetrennt, so dasseine vollsténdige Trennung erreicht werden konrte. Dieses Material
wurde bei Raumtemperatur zunadhst mit n-Hexan und dann mit Methanol extrahiert. Von
einem Fruchtkdrper von F. pinicola wurde vorsichtig nur die Kruste entfernt und das
erhatene Materia mit Dichlormethan extrahiert. Fruchtkorper der Spezes Daedaleopsis
confragasa var. tricolor wurden in flissgem Stickstoff eingefroren, zermérsert und das
erhatene Pulver mit n-Hexan, Dichlormethan und zuletzt mit Methanol extrahiert. Die
erhaltenen Massen sind in Tabelle 7-2 aufgefuhrt.

Tabelle 7-2: Massen des Materials und der erhaltenen Extrakte (2)
Spezes M aterial n-Hexan- Dichlormethan- Methanol-
Pe extrakt extrakt extrakt

F. pinicola,

Kruste (rein) 500mg 400mg
F. fomentarius,

Kruste (rein) 109 209 - 129
D. confragosa

var tricolor 4009 129 6,79 329

Bei adlen untersuchten Extrakten werden rur solche Fraktionen erwéhnt, die aur
Isolierung reiner Substanzen fuhrten. Die Reinheitskontrolle efolgte in alen Falen
dinnschichtchromatographisch an  Kieselgelplaiten hauptsadilich mit dem Laufmittel
CHCl3:2-Propanol 9:1, mittels HPLC und in wenigen Fallen gaschromatographisch.
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7.2 Isolierung von Inhaltsdoff en aus Fomitopsis pinicola

Dain F. pinicola triterpenoide Verbindungen in der Kruste konzentriert sind, wurde auf
eine angehende Analyse der Fruchtkorper verzichtet.
7.2.1 n-Hexanextrakt der Kruste

Der rohe n-Hexanextrakt wurde zunédst an 300 gKieselgel sdulenchromatographisch
vorgetrennt (LM: CHCl3 [500 ml], CHCl3:MeOH 39:1 [400 ml], 9:1 [500 ml], 2:1 [500 ml],
1:1[300ml], MeOH [600ml]). Hierbei wurden vier Fraktionen erhalten.

7211 Fraktion 1

Diese Fraktion wurde an 50 gKieselgel (LM: PE:EE 19:1 [150 ml]) in zwel Fraktionen
aufgetrennt (1.1 + 1.2). Fraktion 1.1 bestand aus einem Gemisch der drei Linolsduresterylester
3B-Linolyloxyergost-7-en (43), -ergosta-7,22-dien (44) und ergosta-7,24(28)-dien (45). Die
13C-NMR-Daten sind in Tabelle 7-3 aufgefiihrt.

a4

45
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Tabelle 7-3: 13C-Verschiebungen der identifizierten Linolsauresterylester

C 43(CDCl;) 44(CDCly) 45(CDCly) C 43(CDCl;) 44(CDCl;) 45(CDCly)
1 36.89t 36.89t 36.89t 24 39.10d 42.85d 15687s
2 3479t 3479t 3479t 25 31494 3313d 33844
3 7321d 7321d 7321d 26 17.62q 17.62q 22034
4 3156t 3156t 3156t 27 20554 19.67q 21904
5 4011d 4011d 4011d 28 15.48q 19.98q 10600t
6 20,63t 20,63t 20,63t 1 17347s  17347s  17347s
7 11732d  11736d  117.36d 2 3389t 3389t 3389t
8 13960s  13960s  13953s 3 2511t 2511t 2511t
9 49.31d 49.31d 49.31d 4 29.13t 20.13t 29.13t
10 34255 34255 34255 5 29.13t 20.13t 29.13t
11 2151t 2151t 2151t 6 29.13t 20.13t 29.13t
12 3953t 3943t 3953t 7 29.13t 20.13t 29.13t
13 43395 4331s 4343s g 27.22t 27.22t 27.22t
14 5502s 5509 5502 <] 13010d  13010d  13010d
15 2298t 2298t 2295t 10 12807d  12807d  12807d
16 27.94t 2812t 27.94t 11" 2567t 2567t 2567t
17 56.04d 55.97d 56.04d 12 12795d  12795d  127.95d
18 11.89q 1213q 11.89q 13 13025d  13025d  13025d
19 12.98¢ 12.98¢ 12.98¢ 14 27.22t 27.22t 27.22t
20 36,674 4052d 36.22d 15 29.20t 29.20t 29.20t
21 19.05q 2115¢ 18.87q 16 3156t 3156t 3156t
22 3370t 13570d 3467t 17 2261t 2261t 2261t
23 30.74t 13192d 3112t 18 1411q 1411q 1411q

7.2.1.2 Fraktion 2

Diese Fraktion bestand aus einem Gemisch aus mindestens vier Triagylglycerolen, was
durch DC an RP-18-Kieselgel bewiesen werden konnte (LM: EEAcetonitril 1:1, zweifadhe
Entwicklung im Bederglas ohne Kammersittigung, Laufstrekee 2 x 8 cm,
Zwischentrocknung durch Fénen) 17,

7213 Fraktion 3

Diese komplexe Fraktion wurde an 130 gKieselgel weiter aufgetrennt (LM: PE:EE 4:1
[1000 ml], 1:1 [500 ml], EE [250 ml], EtOH [500 ml]). Hierbel wurden zehn Fraktionen
erhalten (3.1-3.10). Fraktion 3.1 bestand wie schon Fraktion 2 aus dem bekannten Gemisch
aus mindestens vier nicht identifizierten Triacylglycerolen. Fraktion 3.2 wurde ar 30 g
Kieselgel gereinigt (LM: PE:EE 39:1 [400ml]). Hierbei wurden drei neue Fraktionen erhalten
(3.2.1-3.2.3). Fraktion 3.2.2 enthielt nur die neue Verbindung Lanosta-7,9(11),24-trien-3-on
(Agnosteron) (46). Nadh erneuter Auftrennung von Fraktion 3.4 an 40 g Kieselgel (LM:
PE:EE 5:1 [500 ml]) wurden zwei Fraktionen erhalten. Aus Fraktion 3.4.2 kristalli serte nach
einigen Wochen (+)-30-Aceoxylanosta-8,24-dien-21-carbonsdure (22) aus. Aus Fraktion 3.5
kristalliserte schrell (+)-3-Oxolanosta-8,24-dien-21-cabonsaure (Pinicolsaure A) (2) aus.
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Durch weiteres Einengen der Losung und anschlief3ende Kristallisation konnten 500 mg
dieser Verbindung erhalten werden. Durch Auftrennung von Fraktion 3.6 an 100 gKieselgel
konnten zwei neue Fraktionen erhaten werden. Fraktion 3.6.1 enthielt 40 mg eines
Gemisches aus 21-Hydroxylanosta-8,24-dien-3-on (23) und 21-Hydroxylanosta-7,9(11),24-
trien-3-on (24) im Verhdltnis von ca 3:1 und Fraktion 3.6.2 ein Gemisch aus 2 und 23. Nad
Einengen der Losungsmittels kristallisierten aus Fraktion 3.8 40 mg (+)-33-Hydroxylanosta-
8,24-dien-21-carbonsaure (Trametenolsdure B) (21) aus.

Lanosta-7,9(11),24-trien-3-on (Agnosteron) (46)

'H-NMR (40013 MHz, CDCl3):

8 0.60 (3H, s, H-18), 0.88 (3H, s, H-30), 0.92 (3H, d,
J=6.6 Hz, H-21), 1.10 (3H, s, H-29), 1.14 (3H, s, H-
28), 1.21 (3H, s, H-19), 1.62 (3H, s, H-26), 1.70 (3H, s
H-27), 2.78 (1H, dt, J = 14.3, 5.6 Hz, H-2,), 5.11 (1H, t,
J=7.1Hz, H-24), 5.40 (1H, d, J= 5.6 Hz, H-11), 5.51
(1H, d, J= 6.7 Hz, H-7).

13C-NMR (10061 MHz, CDCl5):

Tabelle 7-5
EI-MSm/z (rel. Int.):

422[M]* (28), 407 [M-CHa]" (9), 309(15), 269(17), 257(15), 69 (100).

(+)-3a-Acetoxylanosta-8,24-dien-21-carbonsiure (22)
[a]p?° +5.4 (CHCl3; ¢1.31)

'H-NMR (40013 MHz, CDCl3):

5 0.77 (3H, s, H-18), 0.86 (3H, s, H-28), 0.92 (3H,
s, H-29), 0.94 (3H, s, H-30), 0.98 (3H, s, H-19),
1.59 (3H, s, H-26), 1.68 (3H, s, H-27), 2.07 (3H, s
H-2), 4.67 (1H, br.s, H-3,), 5.10 (1H, t, J= 4.1 Hz,
H-24).

13C-NMR (125.76 MHz, CDCl5):

Tabelle 7-4
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EI-MSnm/z (rel. Int.):

498 [M]* (19), 483 [M-CH3]" (10), 437 [M-H,O-MeCQ]" (18), 424 (35), 423 [M-CHz-

AcOH]" (100), 281 (27), 187 (42), 95 (56), 69 (69), 40 (72).
(+)-3-Oxolanosta-8,24-dien-21-carbonsaure (Pinicolsdure A) (2)

Mp 197201°

[a]p?° +63 (CHCl3; c0.66)

Elementarandyse

Gefunden: C: 79.16%, H:10.37%, O:1047% (berechnet fur CgzoHieOs: C: 79.25%,
H: 10.20%, O: 10.56%).

'H-NMR (400.13 MHz, Pyridin-ds):

5 0.98 (3H, s, H-30), 0.99 (3H, s, H-19), 1.04 (3H, s,
H-28), 1.05 (3H, s, H-18), 1.14 (3H, s, H-29), 1.62
(3H, s, H-26), 1.67 (3H, s, H-27), 2.64 (1H, dt,
J=111, 3.0 Hz, H-20), 5.33 (1H, t, H-24).

13C-NMR (100.61 MHz, Pyridin-ds):

Tabelle 7-4

EI-MSm/z (rel. int):

454[M]" (57), 439[M-CH3]" (100), 421[M-CH3-H,0]" (33), 393 (43), 297 (48), 95(38), 69
(43).
(+)-3B-Hydroxylanosta-8,24-dien-21-carbonsaure (Trametenolsaure B) (21)
Mp 255261°
[a]p?° +39.7 (MeOH; ¢0.23)

'H-NMR (400.13 MHz, Pyridin-ds):

& 1.01 (3H, s, H-18), 1.01 (3H, s, H-28), 1.07 (3H, s,
H-19), 1.07 (3H, s, H-30), 1.24 (3H, s, H-29), 1.62
(3H, s, H-26), 1.66 (3H, s, H-27), 2.65 (1H, dt,
J=10.7, 3.6 Hz, H-20), 3.43 (1H, dd, J=8.7, 7.1 Hz,
H-3,), 5.32 (1H, t, J= 7.1 Hz, H-24) .

13C-NMR (100.61 MHz, Pyridin-ds):

Tabelle 7-4



Experimenteller Teil 85

EI-MSnm/z (rel. Int.):

456 [M]" (20), 441 [M-CH3]" (31), 423 [M-CHs-H,O]" (61), 28 (26), 187 (42), 95
(100), 69 (96).
21-Hydroxylanosta-8,24-dien-3-on (23)
Mp 105110
[a]p?° +66.2 (CHCl3; ¢0.19)
'H-NMR (400.13 MHz, CDCly):

0.73(3H, s, H-18), 0.89(3H, s, H-30), 1.05(3H, s, H-
29), 1.08 (3H, s, H-28), 1.10(3H, s, H-19), 1.59 (3H, s
H-26), 1.67 (3H, s, H-27), 2.39 (1H, ddd, J= 15.8, 6.6,
3.6 Hz), 2.56 (1H, ddd J=158, 11.2, 7.2 Hz), 2.75
(1H, dt, J= 14.7, 6.1 Hz, H-20), 3.66 (1H, dd, J= 112,
4.6 Hz, H-21y), 3.72 (1H, dd, J= 112, 3.0 Hz, H-21y),
5.10 (1H, t, J= 6.6 Hz, H-24).

13C-NMR (100.61 MHz, CDCl5):

Tabelle 7-4

EI-MSm/z (rel. Int.):

440[M]* (8), 425[M-CHa]* (11), 407 [M-CHs-H,O]" (14), 271(14), 245(15), 109(100), 69
(63).

21-Hydroxylanosta-7,9(11),24-trien-3-on (24)

'H-NMR (500.13 MHz, CDCl5):

50.62(3H, s, H-18), 0.91(3H, s, H-30), 1.10(3H, s, H-
29), 1.14 (3H, s, H-28), 1.21 (3H, s, H-19), 1.63 (3H, s,
H-26), 1.70 (3H, s, H-27), 2.78 (1H, dt, J= 1438, 6.0
Hz, H-20), 3.66 (1H, dd, J= 110, 4.7 Hz, H-21,), 3.75
(1H, dd, J=110, 2.3 Hz, H-21;), 5.13 (1H, t, J=6.9
Hz, H-24), 5.41 (1H, d, J= 6.3 Hz, H-11), 5.53 (1H, d,
J=6.3Hz, H-7).

13C-NMR (100.61 MHz, CDCl5):

Tabelle 7-4
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7.2.1.4 Fraktion 4

Nach erneuter Auftrennung an 50 g Kieselgel (LM: PE:EE 1:1 [500 ml], MeOH [100
ml]) und anschlieRender Reinigung an Sephadex LH-20 (LM: CHCl3:MeOH 1:1) konnten 20
mg 21-Carboxyacdoxylanosta-7,9(11),24-trien-3-on (Fomitopssiure B) (47) aus dieser
Fraktion gewonnen werden.

(+)-21-Carboxyaceoxylanosta-7,9(11),24-trien-3-on (Fomitopssaure B) (47)
[a]p?° +36.2 (CHCls; ¢1.36).
'H-NMR (40013 MHz, CDCl3): OH

& 0.61 (3H, s, H-18), 0.88 (3H, s, H-30), 1.08 (3H, s, H- Oﬁo
29), 1.12 (3H, s, H-28), 1.19 (3H, s, H-19), 1.59 (3H, s, 4

H-26), 1.68 (3H, s, H-27), 2.77 (1H, dt, J= 14.3, 5.6 Hz,
H-2.), 3.41 (2H, s, H-2), 4.07 (1H, dd, J= 112, 5.6 Hz,
H-21,), 4.33 (1H, dd, J= 111, 2.6 Hz, H-21;), 5.08 (1H,

t, J= 6.7 Hz, H-24), 5.37 (1H, d, J= 5.6 Hz, H-11), 551 ©
(1H, d, J= 6.1 Hz, H-7).

13C-NMR (100.61 MHz, CDCl5):

Tabelle 7-4

EI-MSm/z (rel. Int.):

480 [M-CO,]" (42), 407 [M-CO,-C3Hs0,]" (34), 309 (52), 269 (38), 109 (50), 95 (48), 69
(100.

HR-MSm/z

480.3615[M -COQ] * (C32H4803 erfordert 480.3603

7.2.2 Dichlor methanextrakt der Kruste

Der rohe Dichlormethanextrakt wurde amnachst an 200 g Kiesege
saulenchromatographisch vorgetrennt (LM: PE:EE 4:1 [S00 ml], 3:1 [21000ml], 2:1 [500 ml],
1:1 [500 ml], 1:2 [500 ml], EE [500 ml], MeOH [500 ml]). Hierbei wurden adt Fraktionen
erhalten (1-8). Aus den Fraktionen 3, 5 und 6 kristalli sierten nach einem Tag weil3e Feststoffe
aus, die getrennt untersucht wurden (3K, 5K und 6K). Aus Fraktion 4 kristallisierten schrell
200 mg Pinicolsdure A (2) aus.
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7.2.21 Fraktion 3

Nadh Auftrennung an 40 g Kieselgel (LM: PE:EE 5:1 [1000 ml]) wurden wvier
Fraktionen erhalten. Fraktion 3.1 enthielt ein Gemisch aus 21-Hydroxylanosta-8,24-dien-3-on
(23) und 221-Hydroxylanosta-7,9(11),24-trien-3-on (24) und Fraktion 3.3 enthielt reine
Pinicolsaure A (2) (vgl. Kap. 6.2.1.3).
7.2.2.2  Fraktion 3K

Aufreinigung deser Fraktion an 100 gKieselgel (LM: PE:EE 6:1 [1000ml]) lieferte 21-
Hydroxylanosta-7,9(11),24-trien-3-on (24) (vgl. Kap. 6.2.1.3).
7.2.2.3 Fraktion 5

Diese Fraktion wurde eneut an 140 gKieselgel (LM: PE:EE 3:1 [2000ml], 2:1 [1000
ml], 1:1 [S00 ml]) in 11 Unterfraktionen aufgetrenrt. Fraktion 5.1 enthielt Pinicolsdure A (2)
(vgl. Kap. 6.2.1.3) und Fraktion 5.3 15mg (+)-Lanosta-7,9(11),24-trien-3(3,21-diol (Pinicolol

A) (25).
(+)-Lanosta-7,9(11),24-trien-3p3,21-diol (Pinicolol A) (25)
Mp 192194
[a]p?° +66.9 (CHCI3; ¢0.53)
'H NMR (40013 MHz, CDCly):

8 0.59 (3H, s, H-18), 0.90 (3H, s, H-28), 0.99 (3H, s,
H-19), 1.01 (3H, s, H-29), 1.26 (3H, s, H-30), 1.62
(3H, s, H-26), 1.69 (3H, s, H-27), 3.26 (1H, dd,
J=112, 4.6 Hz, H-3)), 3.65(1H, dd, J= 117, 5.1 Hz,
H-21), 3.74 (1H, dd, J=112, 2.6 Hz, H-21), 5.13
(1H, t, J= 6.6 Hz, H-24), 5.32 (1H, d, J= 6.1 Hz, H-
11), 5.49 (1H, d, J= 5.1 Hz, H-7).

13C NMR (100.61 MHz, CDCl5):

Tabelle 7-4
EI-MSnm/z (rel. Int.):

440[M]* (28), 409[M-CH,OH]* (6), 311(11), 271(15), 109(75), 69 (100).
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7.2.2.4 Fraktion 6

Eine Auftrennung an 70 g Kieselgel (LM: PE:EE 3:1 [1000 ml], 2:1 [1000 ml], 1:1
[1500 ml], EE [500 ml]) lieferte adit Fraktionen. Fraktion 6.2 enthielt 4 mg der leicht
verunreinigten Verbindung 3-Oxolanosta-7,9(11),24-trien-15a,21-diol (Pinicolol C) (49). Aus
Fraktion 6.4 kristaliserte nadch enigen Wochen 3(3-Hydroxylanosta-8,24-dien-21-
carbonsaure (Trametenolsdure B) (21) in farblosen Nadeln aus (vgl. Kap. 6.2.1.3). Fraktion
6.6 wurde aus Methanol umkristallisiert. Das lieferte 28 mg 3,16-Dioxolanosta-8,24-dien-21-
carbonsaure (Pinicolsdure B) (50). Fraktion 6.7 wurde an 140 gKieselgel (LM: PE:EE 3:1
[1200 ml], 2:1 [1500 ml], 1:1 [1500 ml], EE [600 ml]) in drei Unterfraktionen weiter
aufgetrennt. Fraktion 6.7.3 enthielt 4 mg der leicht verunreinigten Verbindung 16a-Hydroxy-
3-ox0-lanosta-8,24-dien-21-carbonséure (Pinicolsaure E) (53).

3-Oxolanosta-7,9(11),24-trien-15a,21-diol (Pinicolol C) (49)

'H-NMR (40013 MHz, CDCl3):

5 0.66 (3H, s, H-18), 0.96 (3H, s, H-30), 1.09 (3H,
s, H-28), 1.13 (3H, s, H-19), 1.20 (3H, s, H-29),
1.62 (3H, s, H-26), 1.70 (3H, s, H-27), 2.77 (1H,
dt, J= 14.2, 6.1 Hz), 3.62 (1H, dd, J= 112, 4.1
Hz, H-21,), 3.72(1H, dd, J= 11.2, 2.5 Hz, H-21,),
431 (1H, dd, J= 9.1, 6.1 Hz, H-15), 5.11 (1H, tt,
J=7.1, 1.5Hz, H-24), 5.39 (1H, d, J= 6.1 Hz, H-
11), 5.92 (1H, d, J= 6.1 Hz, H-7).

13C-NMR (10061 MHz, CDCl5):

Tabele 7-5

(-)-3,16-Dioxolanosta-8,24-dien-21-car bonsaure (Pinicolsiure B) (50)
Mp 202204
[a]p?° -34.6 (CHCls; c0.15).
'H-NMR (40013 MHz, Pyridin-ds):

0.99 (3H, s, H-19), 1.04(3H, s, H-28), 1.11 (3H,
s, H-30), 1.12 (3H, s, H-18), 1.14 (3H, s, H-29),
1.62 (3H, s, H-26), 1.64 (3H, s, H-27), 2.95 (4H,
m, H-17, H-20, H-22), 5.36 (1H, t, J= 7.1 Hz, H-
24).
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13C-NMR (100.61 MHz, Pyridin-ds):

Tabelle 7-5
EI-MSm/z (rel. Int.):

468[M]* (2), 453[M-CH3]"* (2), 451 (4), 407 (26), 339(36), 272(22), 69 (100).

16a-Hydroxy-3-oxolanosta-8,24-dien-21-car bonsaure (Pinicolsdure E) (53)

'H-NMR (40013 MHz, CDCl3):

0 0.78 (3H, s, H-18), 0.96 (3H, s, H-30), 1.07 (3H, s, Hooc,,
H-29), 1.09 (3H, s, H-28), 1.10 (3H, s, H-19), 1.61 ’
(3H, s, H-26), 1.69 (3H, s, H-27), 414 (1H, t, J= 6.1
Hz, H-16), 5.13 (1H, t, J = 7.1 Hz, H-24).

13C-NMR (10061 MHz, CDCl5): ©

Tabele 7-5

7.2.25 Fraktion 7

Eine Auftrennung an 70 gKieselgel (LM: PE:EE 2:1 [1500ml], 1:1 [500 ml], EE [500
ml]) lieferte adit Fraktionen. Fraktion 7.3 enthielt 7 mg der leicht verunreinigten Verbindung
Lanosta-7,9(11),24-trien-33,15a,21-triol (Pinicolol B) (48). Fraktion 7.5 wurde aus Methanol
umkristallisiert. Es konnten 16 mg 3B-Hydroxy-16-oxolanosta-7,9(11),24-trien-21-
cabonsaure (Pinicolsdure D) (52) gewonren werden. Fraktion 7.8 enthiet 4 mg 3,4-
semlLanosta-4(28),8,24-trien-3,21-dicarbonsaure (Pinicolsdure C) (51).

Lanosta-7,9(11),24-trien-3B,150,21-triol (Pinicolol B) (48)

'H-NMR (40013 MHz, CDCl3):

5 0.66 (3H, s, H-18), 0.96 (3H, s, H-30), 1.09
(3H, s, H-28), 1.13(3H, s, H-19), 1.20 (3H, s,
H-29), 1.62 (3H, s, H-26), 1.70 (3H, s, H-27),
2.77 (1H, dt, J= 14.2, 6.1 Hz), 3.25 (1H, dd, J
= 113, 4.0 Hz, H-3), 3.62 (1H, dd, J = 11.2,
4.1 Hz, H-21), 3.72(1H, dd, J= 112, 2.5 Hz, A
H-21y), 4.31 (1H, dd, J = 9.1, 6.1 Hz, H-15),

5.11(1H, tt, J= 7.1, 1.5 Hz, H-24), 5.39 (1H, d, J= 6.1 Hz, H-11), 5.92(1H, d, J= 6.1 Hz, H-
7).
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13C-NMR (10061 MHz, CDCl5):

Tabele 7-5

(-)-3B-Hydroxy-16-oxolanosta-7,9(11),24-trien-21-carbonsaure (Pinicolsdure D) (52)
Mp 226228
[a]p?°-67.5 (CH,Cl,; c0.06).
'H-NMR (40013 MHz, Pyridin-ds):

5 1.03 (3H, s, H-19), 1.05 (3H, s, H-29), 1.12 (3H,
s, H-18), 1.15 (3H, s, H-30), 1.22 (3H, s, H-29),
1.61 (3H, s, H-26), 1.63(3H, s, H-27), 3.01 (2H, m,
H-17, H-20), 3.45 (1H, dd, J=9.1, 6.6 Hz, H-3)),
5.37 (1H, t, J= 7.1 Hz, H-24), 5.41 (1H, d, J=6.1
Hz, H-11), 5.51 (1H, d, J= 5.6 Hz, H-7).

13C-NMR (100.61 MHz, Pyridin-ds):

Tabelle 7-5
EI-MSm/z (rel. Int.):

468 [M]" (2), 453 [M-CH3]" (9), 435[M-CH3-H,0]" (16), 407 (24), 339 (29), 132 (43), 69
(100.

(+)-3,4-semL anosta-4(28),8,24-trien-3,21-dicar bonsaur e (Pinicolsaure C) (51)
[a]p?° +27.9 (CHCl3; c0.66).

'H-NMR (40013 MHz, CDCl3):

50.81 (3H, s, H-18), 0.97 (3H, s, H-30), 0.99 HooG,
(3H, s, H-19), 1.59 (3H, s, H-26), 1.68 (3H, s,
H-27), 1.77 (3H, s, H-29), 4.69 (1H, br.s, H-
28(2)), 4.90 (1H, br.s, H-28(E)), 5.08 (1H, t,
J=7.1Hz, H-24).

13C-NMR (10061 MHz, CDCl5):

Tabelle 7-5
EI-MSm/z (rel. Int.):

470[M]* (46), 397 [M-CH,CH,COOH]* (78), 255(30), 161(83), 69 (100).
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Tabelle 7-4: *C-Verschiebungen der aus Fomitopsis pinicola isolierten Verbindungen (1)

C 2 (pyr) 21(pyr) 22(CDCl;) 23(CDCl;) 24(CDCl;) 25(CDCl;) 47(CDCly)
1 3578t 3572t 30.39t 36,02t 3656t 3573t 36,61t
2 3450t 2831t 2342t 34,53t 34,76t 27.79t 34.84t
3 21578s  77.60d 77.93d 21773s 216665 78984 21690
4 47.33s 39.14s 36.80's 47.32s 47.41s 3868s 47.49s
5 50.90d 50504 4539d 51.16d 50.63d 4911d 50.69d
6 19.22t 1831t 17.99t 19.39t 2363t 2304t 2367t
7 26.14t 2642t 26,00t 26.291 12006d 12053d  12020d
8 13325s  13389s  13454s  13310s  14273s 14252s  14259s
9 13477s  13477s  13392s  13523s  14461s 14614s  14454s
10 36.70s 37.00s 36935 36.87s 37.17s 37.41s 37.22s
11 20,93t 20,861 20,88t 2104t 117.00d 11596d  117.04d
12 2893t 29.00t 2899t 3042t 37.12t 37.21t 36,92t
13 44.46s 44505s 44.29s 4419s 4348s 43555 4348s
14 4952s 49.45s 4960 49955 50355 5043s 50.38s
15 3052t 3048t 3092t 3081t 3136t 3145t 3138t
16 27.06t 27.10t 27.06t 27.64t 27.43t 2753t 2752t
17 46.96d 47.34d 47.20d 44.38d 4487d 44.92d 4519d
18 16.04 15.99 16.01q 16.11q 15.97 15.804 15.94
19 1828 19.01q 18874 18644 21.99q 22.75q 2203q
20 4864d 4863d 47.68d 42.81d 42.66d 42.73d 39674
21 17822s  17824s  18293s 62471 6243t 6259t 65.881
22 3290t 3291t 3253t 2974t 2971t 2977t 3015t
23 26.35t 26.341 25.941 24,99t 24,93t 2500t 2472t
24 12449d  12450d  12362d  12485d  12482d 12485d  12441d
25 13136s  13132s  13227s  13131s  13136s 13151s  13163s
26 17.35q 17.33q 17674 17674 17674 17.74q 17.68q
27 2540q 2538 2571q 2567 2567 2566 2571q
28 20.83q 15.95( 21.89q 21.24q 2240q 15.98( 22464
29 26.00q 2824 2759q 26.17q 2532 2816 2532
30 24114 2411q 2458 2439 2548 2572q 2545
1 17084s 16747 s
2 21.36q 41.04t
3 16902 s
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Tabelle 7-5: **C-Verschiebungen der aus Fomitopsis pinicola isolierten Verbindungen (2)

C 46(CDCl;) 48(CDCl;) 49(CDCl;)  50(pyr) 51(CDCly)  52(pyr)  53(CDCly)
1 36,66t 3575t 36,62t 3549t 3148t 3569t 36,04t
2 34.89t 27.78t 34,81t 34.26t 29.34t 28.19t 34,55t
3 21688s  7889d 21660s  21560s  18138s  77.56d 217525
4 4752s 3870s 47.44s 47.00s 14746s  3895s 47.41s
5 50.75d 48.95d 5051d 50.78d 47.25d 49.32d 5121d
6 23.70t 2298t 23.64t 19.12t 24,00t 2313t 19.35t
7 11985d  12161d  12127d 26,561 26.62t 12245d 26.25t
8 14298s  140.76s  14097s  13246s  13898s  13965s  13324s
9 14452s  14637s  14490s  13451s  12944s  14638s  13508s
10 37.23s 37.46s 37.29s 36.83s 40.33s 37.59s 36.97s
11 11737d  11577d  11682d 20,05t 2167t 11605d 20,56t
12 37.86t 37.88t 37.86t 2867t 28.49t 3510t 28,99t
13 4378s 4416 4412 4347s 44.10s 42,645 46335
14 50.34s 52.06's 5203s 44115 50.32s 44135 4834s
15 3162t 74.66d 7457d 46.35t 3062t 4645t 42,64t
16 27.91t 39,63t 3962t 217.37s 25.99t 21681s 77.04d
17 50.95d 42.98d 42.99d 57.46d 47.47d 57.32d 56,96
18 15.73q 16.30q 16374 16.86 15.97q 16.24q 17524
19 2209q 2287 22174 18154 2244 22544 18644
20 36.07d 42.36d 42.38d 44.85d 47.07d 44.64d 46.06d
21 1846 q 6245t 6246t 17685s  18404s  17676s  1810ls
22 36.30t 29.761 29,78t 3157t 3215t 3158t 3216t
23 24,97t 2501t 2501t 26.441 25.92t 26.40t 2642t
24 12519d  12461d  12457d  12450d  12358d  12445d  12341d
25 13104s  13173s  13177s  13142s  13232s  13141s  13247s
26 17.67q 17.77q 17.76q 17.40q 17.68q 17.36q 17.71q
27 25764 2574 25724 2547 25704 25534 25744
28 2249q 15.84 22474 20,99 11370t 16.49q 21304
29 2538 28174 25014 2596 2283 28434 26.10q
30 2547 17.25q 2545( 24594 25404 25424 25294
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7.2.3 Wassrdampfdestill at

500 g dr zekleinerten Fruchtkérper wvon F. pinicola wurden einer
Wassrdampfdestill ation  unterzogen. Das  erhdtene  &herische Ol wurde dner
Kieselgdlfiltration an 10 g trockenem Kieselgel mit n-Hexan (60 ml) als Eluent unterzogen.
Dabei wurden zwei Fraktionen erhalten. Polare Verbindungen wurden daraufhin mit 20 ml
Ethylacdat eluiert. Alle drei erhaltenen Fraktionen wurden dann mittels GC-MS untersucht
und de Komponenten durch Vergleich ihrer Massenspekiren und Retentionszeiten mit
Literaturdaten identifiziert %Y. Die identifizieten Verbindungen sind in Tabelle 7-6
aufgefuhrt.

Tabelle 7-6: Fluchtige Inhaltsstoffe aus Fomitopsis pinicola

Verbindung Identifikation % in den Verbindung Identifikation % in den
durch Fraktionen durch Fraktionen
Aliphatische Alkohole, K etone und Aldehyde Terpene
3-Decanon (54) MS 0.2 a-Copaen (74) MS, R, 1.9
3-Undecanon (55) MS 0.4 6-Protoaill uden (75) MS, R, 16
3-Dodecanon (56) MS 11 Sativen (76) MS, R 0.6
n-Heptanal (57) MS 15 Longifolen (77) MS, R 6.3
1-Octen-3-ol (58) MS 49.6 o-Barbaten (78) MS, R 6.2
3-Octanal (59) MS 15 [B-Caryophyllen (79) MS, R 0.9,0.7
(2)-2-Octen-1-ol (60) MS 29 [3-Copaen (80) MS, R 11
1-Octanol (61) MS 3.2 [3-Barbaten (81) MS, R 6.0,0.4
(E,E)-2,4-Decadiena (62) MS 0.5 (E)-B-Farnesen (82) MS, R, 14.7
Aromatische Verbindungen y-Muurolen (83) MS, R 2.0
2-Pentylfuran (63) MS 34 y-Amorphen (84) MS R 0.6
Furfural (64) MS 13 a-Muurolen (85) MS, R 2.0
Benzaddehyd (65) MS 4.0 y-Cadinen (86) MS, R 1.0
Phenylacetaldehyd (66) MS 3.3 o-Cadinen (87) MS, R 6.0, 2.1
4'Metrrf;m?£é'°é339)’$“re MS 01 |transCalamenen(88)  MS,R 4.0
Terpene a-Calacoren (89) MS, R 16
a-Pinen (67) MS, R 115 trans-Nerolidol (90) MS, R 17
Camphen (68) MS, R 55 1-epi-Cubenol (91) MS, R 0.5
Limonen (69) MS, R 0.8 a-Cadinol (92 MS, R 0.2
Campher (70) MS, R 0.2 Cembren A (93) MS, R 0.4
o-Cubeben (71) MS, R 0.5 (2)-Biformen (94) MS, R, 1.0
a-Longipinen (72) MS R 0.9 Abietatrien (95) MS R 0.4
a-Ylangen (73) MS, R 0.5 7,13 Abietadien (96) MS, R 0.1
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3-Decanon (54)

EI-MSm/z (rel. Int.): o
156[M]" (4), 127[M-Et]" (4), 119(4), 113(4), 99 (6), 85(21), M
71(42), 57 [H3sCCH,C=0]" (96), 43 (100 54

3-Undeanon (55)

EI-MSm/z (rel. Int.):
0

170 [M]* (4), 141 [M-Et]* (3), 127 (4), 113 (4), 98 (5), 85 M

(25), 71 (50), 57 [HsCCH,C=0]" (100), 43 (97) o

3-Dodecanon (56)

EI-MSnm/z (rel. Int.):
o)

184[M]* (5), 155[M-Et]* (2), 141(4), 127 (4), 113(5), 99 M

(8), 85(33), 71 (58), 57 [HsCCH.C=0]" (100), 43 (89) o6

n-Heptanal (57)
EI-MSm/z (rel. Int.):

124 [M]* (4), 96 (13), 86 (16), 81 (24), 71 (19), 70 (90), 57 (48), 55 > AP
(60), 44 (93), 41 (100 57

1-Octen-3-0l (58)

EI-MSm/z (rel. Int.): OH
110(2), 99 (3), 85 (5), 72 (16), 57 (100), 43 (20), 41 (20) NN
58
3-Octanol (59)
EI-MSm/z (rel. Int.): OH
129(1), 112 (4), 101(20), 83 (50), 59 (100), 55 (50), 41 (37) A/;))v

(2)-2-Octen-1-al (60)
EI-MSnm/z (rel. Int.):

110(20), 95(10), 82 (18), 81 (33), 67 (35), 57 (100), 55(57), 43 > >~ >—""on
(37), 41 (80) 60
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1-Octanol (61)

EI-MSm/z (rel. Int.):

N NN
112(3), 97 (3), 84 (48), 70 (57), 69 (57), 56 (90), 43(72), 41 (100) 61 >

(E,E)-2,4-Decadienal (62)

EI-MSm/z (rel. Int.):

152[M]* (2), 123[M-CHQ]" (6), 109(5), 95(20), 91 (18), 81 — """

(100, 67 (48), 55 (48), 41 (83), 39 (52) 62
2-Pentylfuran (63)

EI-MSm/z (rel. Int.):

138[M]" (18), 123 (2), 109 (2), 95 (4), 82 (23), 81 (100), 53 (20), 41 Q\/\/\
(19) 63

Furfural (64)

EI-MSm/z (rdl. Int.): @\

96[M]* (100), 95[M-H]* (97), 67 (10), 51 (3), 39 (59)

Benzaldehyd (65)
EI-MSm/z (rel. Int.):

106[M]* (80), 105[M-H]* (85), 78 (24), 77 (100), 51 (75), 39 (21)

Phenylacetaldehyd (66)

EI-MSn/z (re. Int.):

120[M]* (20), 92(25), 91 [C/H-]* (100), 65 (20), 39 (15)

a-Pinen (67)

o~ cHo
64
CHO
65
CHO
66
67

EI-MSm/z (rel. Int.):
136[M]" (5), 121[M-M€]" (16), 105(10), 93(100), 79 (20), 77 (25), 67 (10), [/j %

57 (17), 41 (30)
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Camphen (68)

EI-MSm/z (rel. Int.):
136 [M]"* (11), 121 [M-M€]" (40), 107 (18), 93 (100, 91 (37), 79 (37), 77 Gjﬂ 68

(25), 67 (21), 53 (16), 41 (34), 39 (24)

Limonen (69)

EI-MSm/z (rel. Int.):

136 [M]* (20), 121 [M-Me]* (18), 119 (20), 107 (15), 93 (100), 91 (38), 79 69
(38), 77 (35), 68 (86), 67 (47), 53 (22), 41 (42), 39 (39)

Campher (70)
EI-MSm/z (rel. Int.):

152[M]"* (26), 110(13), 109(38), 108(38), 95 (100), 83 (37), 81 (72), 0
79(10), 77 (10), 69 (25), 67 (29), 55 (40), 41 (75), 39 (40) 70

a-Cubeben (71)
EI-MSm/z (rel. Int.):

204[M]" (20), 189[M-Mé]* (1), 174(3), 162(15), 161[M-CaH:]* s‘
(100), 133(12), 121(10), 120(26), 119(90), 105(97), 93 (31), 91 71

(43), 81(33), 79 (20), 77 (22), 69 (30), 55 (37), 43 (33), 41 (70) H

a-Longipinen (72)
EI-MSm/z (rel. Int.):

204[M]* (18), 189[M-M€]* (10), 161[M-CsH7]"* (20), 147(10),
133(43), 119(100), 107(35), 105(55), 93 (40), 91 (40), 79(22),
77(20), 69(20), 55 (29), 41 (42)

a-Ylangen (73

EI-MSnm/z (rel. Int.):

Conll T

204 [M]* (50), 189 [M-Mg]* (20), 175 (3), 161 [M-CsH-]* (67),
147 (19), 133 (27), 120 (50), 119 (66), 107 (48), 105 (100), 94
(72), 93(52), 91 (64), 79(39), 69 (22), 55 (39), 41 (68)

73




Experimenteller Teil 97

a-Copaen (74)

EI-MSm/z (rel. Int.): H

204[M]* (21), 189[M-M€]* (6), 161[M-CsH;]* (87), 147(5), 136 %
(10), 133 (18), 121 (20), 120(25), 119(100), 117 (10), 107 (22), 4
106 (17), 105 (98), 94 (22), 93 (58), 91 (58), 81 (30), 79 (36), 69 H

(23), 67 (20), 55 (41), 43 (42), 41(75)

6-Protoilluden (75)

EI-MSm/z (rel. Int.):

204[M]* (30), 189[M-Mg]* (25), 175(100), 161(29), 147(18),
133(38), 119(84), 105(55), 91 (34), 77 (21), 69 (21), 67 (10),
55(27), 41 (53)

Sativen (76)
EI-MSnm/z (rel. Int.):

204 [M]* (37), 189 [M-Me]* (25), 175 (10), 161 (76), 147 (18), 133
(43), 119 (45), 108 (100), 105 (57), 93 (63), 91 (63), 79 (40), 67 (27),
55 (35), 41 (61)

Longifolen (77)
EI-MSm/z (rel. Int.):

204 [M]" (38), 189 [M-M¢]* (55), 175 (20), 161 (100), 147 (35), 135
(44), 133(49), 119(50), 107 (60), 105 (64), 95 (50), 94 (63), 93 (61),
91(67), 79 (50), 67 (28), 55 (36), 41 (64)

(+)—a-Barbaten (78)

EI-MSnm/z (rel. Int.):

204 [M]" (10), 189 [M-M€]* (6), 175 (2), 161 (3), 147 (3), 136
(5), 123 (19), 109 (30), 108 (83), 107 (48), 96 (39), 95 (63), 94
(37), 93(100), 91 (35), 91 (35), 77 (19), 67 (13), 55(20), 39 (56)
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B-Caryophyllen (79)
EI-MSm/z (rel. Int.): H

204 [M]* (4), 189 [M-Me]* (7), 176 (3), 175 (5), 161 (18), 148 " Vi
(18), 147 (18), 134 (12), 133 (45), 121 (19), 120 (21), 119 (21),
109(13), 107 (29), 105(33), 95 (17), 94 (15), 93 (63), 91 (47), 81
(30), 79 (48), 77 (30), 69 (68), 55 (38), 41 (100), 39 (40)

79

H

[3-Copaen (80)
EI-MSm/z (rel. Int.):

204 [M]* (17), 189 [M-Me]* (5), 161 [M-CsH4]* (100), 147 (8),
133(18), 119(30), 105(44), 91 (40), 81 (24), 79 (23), 77 (18), 55
(20), 41(38)

(-)-B-Barbaten (81)

EI-MSm/z (rel. Int.): }

204[M]* (6), 189[M-Mg]* (10), 175(4), 161(10), 133(10), 119
(15), 111 (35), 108 (75), 96 (85), 95 (68), 94 (46), 93 (100), 81
(75), 79 (43), 77 (24), 69 (26), 55 (37), 41 (42)

(E)-B-Farnesen (82
EI-MSm/z (rel. Int.):

204[M]" (7), 189[M-Me]* (2), 161 (19), 133 (20), 120(16), 109
(4), 107 (6), 105(10), 93 (52), 81 (20), 79 (18), 69 (100), 67 (20),
55(20), 41 (72)

y-Muurolen (83
EI-MSm/z (rel. Int.): H

204[M]" (22), 189 [M-Me]* (6), 161 [M-CsH]* (100), 133(23),
119(44), 105(57), 93 (47), 91 (40), 79 (38), 55 (20), 41 (42) 83
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y-Amorphen (84)
EI-MSm/z (rel. Int.):

204 [M]" (33), 189 [M-Me]* (20), 175 (9), 161 [M-CsH;]* (100),

133(33), 119(62), 105(83), 91 (68), 79 (52), 65 (30), 67 (32), 55 84
(48), 41(86)
a-Muurolen (85)
EI-MSm/z (rel. Int.): H
204[M]* (28), 189[M-Me]* (8), 161[M-CsH]* (49), 147(8), 133
(17), 119 (24), 105 (100), 93 (41), 81 (28), 79 (21), 77 (20), 55 85

(19), 41 (37) H

y-Cadinen (86)
EI-MSm/z (rel. Int.):

204[M]* (14), 189[M-M€]* (4), 176(2), 162(16), 161(100), 148
(5), 135(10), 134(12), 133(20), 121(10), 120(12), 119(37), 105
(52), 93 (38), 91 (40), 81 (28), 79 (33), 77 (19), 69 (15), 55 (20),
41(39)

o-Cadinen (87)
EI-MSm/z (rel. Int.): P
204 [M]* (41), 189[M-Me€]* (16), 161 [M-CsH,]* (100), 134(58),
119 (52), 109(33), 105(50), 95 (55), 93 (46), 91 (48), 81(31), 79 87
(28), 77(31), 69 (41), 55 (41), 41 (77) H
trans-Calamenen (88) .
EI-MSm/z (rel. Int.): :
202[M]* (9), 160(12), 159[M-CsH;]* (100), 144(6), 131(8), 129 38

(8), 128(8), 115(3), 105(7), 91 (4)
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a-Calacoren (89)

EI-MSm/z (rel. Int.):

200[M]" (20), 183(9), 157 [M-CsH4]"* (100), 142 (45), 141 (22),
115(10), 105(2), 91 (3) 89

trans-Nerolidol (90)

EI-MSm/z (rel. Int.):

204 [M-H,0]* (1), 189 [M-H,O-M€]* (2), 161 (8), 136 (16),
123(10), 107(26), 93 (55), 81 (24), 71 (40), 69 (100), 55 (28),
43(37), 41(78)

(R)-90

1-epi-Cubenoal (91)
EI-MSm/z (rel. Int.):

204[M-H,0]"* (23), 189[M-H,O-Me]* (7), 179(21), 161[M-H,O-
CaH-]" (68), 119(100), 105(55), 95 (25), 81 (37), 69 (35), 55 (38),
41(63) 5

a-Cadinol (92
EI-MSm/z (rel. Int.):

222[M]* (2), 207[M-Mé]* (5), 204[M-H,O]" (30), 189[M-H20-
Mel* (7), 164 (23), 161[M-H20-CsH;]* (41), 137 (19), 121(70),
109 (38), 108 (20), 105 (40), 95 (100), 81 (48), 79 (39), 69 (33),
55 (42), 43 (77), 41 (59)

92

Cembren A (93)
EI-MSm/z (rel. Int.):

272 [M]* (6), 257 [M-Me]* (14), 229 (3), 215 (3), 201 '{
(4), 189(10), 175(7), 161(16), 147 (20), 133(29), 121 /| — /™ "
(44), 107 (55), 93 (80), 81 (67), 68 (100), 67 (63), 55 N

(39), 53(34), 41 (55)
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(2)-Biformen (94)

EI-MSm/z (rel. Int.):

272 [M]* (17), 257 [M-M€]* (23), 243 (3), 229(3), 216 (11), 201
(15), 191 (7), 177 (8), 175(8), 161 (10), 147 (20), 135 (55), 121
(40), 119 (43), 109 (41), 107 (53), 105 (45), 95 (78), 93 (70), 91
(53), 81 (100), 79 (81), 69 (65), 55 (63), 41 (89)

94

Abietatrien (95)

EI-MSm/z (rel. Int.):

270 [M]* (24), 255 [M-Me]* (100), 239 (1), 227 (5), 213 (10),
199 (14), 185 (43), 173 (80), 159 (81), 143 (23), 129 (30), 117
(23), 69 (59), 55 (20), 43 (36), 41 (39)

7,13-Abietadien (96)
EI-MSnm/z (rel. Int.):

272 [M]* (40), 257 [M-Me]* (23), 229 (60), 207 (10), 201 (9),
187 (13), 173 (14), 159 (15), 148 (37), 136 (58), 105 (78), 91
(65), 81 (62), 69 (50), 55 (68), 44 (76), 43 (80), 41 (100)

7.3 Isolierung von Inhaltsdoffen aus Daedalea quercina

7.3.1 n-Hexanextrakt

Der rohe n-Hexanextrakt wurde aunddst an 400 gKieselgel sdulenchromatographisch
vorgetrennt (LM: CHCI3; [2000 ml], CHCl;:MeOH 39:1 [800 ml], 19:1 [800 ml], 9:1 [500
ml]) Hierbel wurden zwolf Fraktionen erhalten.

7.3.1.1 Fraktion4

Diese Fraktion wurde a 40g Sephadex LH-20 (LM: CHCI;:MeOH, 1:1)
gelpermedionschromatographisch gereinigt. Dabel wurde en 15:1-Gemisch von (E)- und (2)-
p-Methoxyzimtsauremethylester (97, 98) erhaten. Das (E)-lsomer wurde aur eindeutigen
Strukturaufklarung zusétzlich synthetisiert.
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(E)-p-M ethoxyzimtsduremethylester (97)

'H-NMR (40013 MHz, CDCl3):

COOMe
5380 (3H, s, OMe), 3.85 (3H, s, COOMe), 6.32(1H, d, J= 162 Hz, H-8),
6.92 (2H, dt, J= 9.1, 1.6 Hz, H-3, H-5), 7.49 (2H, dt, J= 9.1, 1.6 Hz, H-2, H-
6), 7.66 (1H, d, J= 16.2 Hz, H-7). 97
13C-NMR (10061 MHz, CDCl5):
OMe

8 5161 (g, COOMe), 55.41 (g, OMe), 11436 (d, C-3, C-5), 11531 (d, C-8),
12716 (s, C-1), 12975 (d, C-2, C-6), 14456 (d, C-7), 15374 (s, C-4), 16143 (s, C-9).

EI-MSm/z (rel. Int.):

192[M]* (72), 161[M-OMe]* (100), 133[M-COOM€|* (38), 118(13), 89 (19).

(2)-p-M ethoxyzimtsauremethylester (998)

'H-NMR (40013 MHz, CDCl3):

Z ScooMe

5 3.80 (3H, s, OMe), 3.85(3H, s, COOMe), 5.85 (1H, d, J= 12.7 Hz, H-8),
6.86 (1H, d, J=12.7 Hz, H-7), 6.90 (2H, d, J= 8.7 Hz, H-3, H-5), 7.70 (2H, 98

d, J=8.7 Hz, H-2, H-6). N
e

EI-MSm/z (rel. Int.):

192[M]* (69), 161[M-OM€]* (100), 133[M-COOMe]* (44), 118(21), 89 (32).

7.3.1.2 Herstelung von Diazomethanldsungen

Alle in dieser Arbeit verwendeten DiazomethanlGsungen wurden durch Unterschichten
von Diethylether mit 1M wasgiger KOH-Losung und vorsichtigem Zugeben won
kommerziell erhdtlichem N-Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin dargestellt. Die organische
Phase mit dem gelésten Diazomethan wurde daraufhin abdekantiert und entweder sofort
eingesetzt oder zur spateren Verwendung bei —18°C gelagert.

7.3.1.3 Synthesevon (E)-p-M ethoxyzimtsauremethylester (97)

Kommerziell  erhditiche  (E)-p-Methoxyzimtsdure  wurde as  Chloroform
umkristallisiert. 5 mg der erhaltenen farblosen Nadeln wurden in wenig Diethylether gelost
und solange mit etherischer Diazomethanldsung umgesetzt, bis eine schwade Gelbféarbung
bestehen Hieb. Zuletzt wurde das Lésungsmittel im schwadhen Stickstoffstrom entfernt und
der erhdtene (E)-p-Methoxyzimtsduremethylester im  Vakuum  getrocknet. Die
spektroskopischen und spektrometrischen Daten stimmten mit denen des isolierten
Naturstoffes Uberein.
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7.3.2 Dichlor methanextr akt

Der rohe Dichlormethanextrakt wurde amnachst an 500 g Kiesege
sdulenchromatographisch vorgetrennt (LM: PE:EE 6:1 [1500 ml], 4:1 [1000 ml], 2:1 [1000
ml], 1:1 [2000ml]) Hierbei wurden neun Fraktionen erhalten.

7.3.21 Fraktion 5

Fraktion 5 wurde an 140 gKieselgel weiter aufgetrennt (LM: PE:EE 2:1 [1500 ml]).
Hierbel wurden sieben Unterfraktionen erhaten. Fraktion 5.3 enthielt ein Gemisch aus 16a-
Aceoxy-24-methylen-3-oxolanost-7,9(11)-dien-21-cabonsaure  (16-O-Acetylpolyporensaure
C) (99 und 16a-Acetoxy-24-methylen-3-oxolanost-8-en-21-carbonsaure (100), Fraktion 5.5
55 mg 5a,8a-Epidioxyergosta-6,22-dien-33-ol (Ergosterolperoxid) (31) und Fraktion 5.7 ein
Gemisch aus Polyporensdure C (30) und 160-Hydroxy-24-methylen-3-oxolanost-8-en-21-
carbonsdure (101).

16a-Acetoxy-24-methylen-3-oxolanosta-7,9(11)-dien-21-carbonsaure

(16-O-Acetylpolyporensiure C) (99)
Hoog,

13C-NMR (100.61 MHz, CDCl5):

Tabele 7-7

4, H

16a-Acetoxy-24-methylen-3-oxolanost-8-en-21-carbonsaure (100

13C-NMR (100.61 MHz, CDCl5):

HOOG,

Tabele 7-7
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16a-Hydroxy-24-methylen-3-oxolanosta-7,9(11)-dien-21-carbonsaure

(Polyporensaure C) (30)
Hooc,,

13C-NMR (100.61 MHz, Pyridin-ds):

Tabele 7-7

16a-Hydroxy-24-methylen-3-oxolanost-8-en-21-carbonsaure (101)
'H-NMR (40013 MHz, Pyridin-ds):

HOOC,

50.98(3H, d, J=3.1 Hz), 0.99 (3H, d, J= 3.1 Hz),
1.00 (3H, s, H-29), 1.05 (3H, s, H-18), 1.13 (3H, s,
H-19), 1.14 (3H, s, H-28), 1.46 (3H, s, H-30), 4.53
(1H, dd, J= 7.6, 6.6 Hz, H-16), 4.85(1H, s, H-31,),
4.98 (1H, s, H-31). o

13C-NMR (100.61 MHz, Pyridin-ds):

Tabele 7-7

(-)-50,80-Epidioxyergosta-6,22-dien-33-ol (Ergosterolperoxid) (31)
[a]?° —20.0 (CHCls, c0.2).

'H-NMR (40013 MHz, CDCl3):

& 0.82 (3H, d, J= 12,6 Hz, H-26), 0.82 (3H, s,
H-18), 0.83 (3H, d, J = 17.1 Hz, H-27), 0.88
(3H, s, H-19), 0.91 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-21),
1.00 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-28), 3.97 (1H, m, H-

3), 5.14 (1H, dd, J = 153, 8.2 Hz, H-23), 5.22
(1H, dd, J= 15.2, 7.6 Hz, H-22), 6.24 (1H, d, J no
= 8.7 Hz, H-7), 651 (1H, d, J= 8.7 Hz, H-6).

>
Z
2

13C-NMR (10061 MHz, CDCl5):

Tabelle 7-9
EI-MSm/z (rel. Int.):

396[M-0,]" (30), 363 (15), 81 (41), 69 (100).
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7.3.2.2 Fraktion 8

Fraktion 8 wurde an 140 gKieselgel weiter aufgetrennt (LM: PE:EE 1:1 [1500ml], EE
[1000ml]). Hierbei wurden 8 Unterfraktionen erhalten. Fraktion 8.2 wurde an 40 gKieselgel
weiter aufgetrennt (LM: CHCl3:MeOH 49:1 [400 ml], 1:1 [100 ml]). Fraktion 8.2.3 enthielt
14 mg 24-Methylen-3,23-dioxolanost-8-en-26-carbonsdure (Quercinsaure B) (102 und
Fraktion 8.2.7 50 mg der leicht verunreinigten Verbindung 123,23-Epoxy-3a,23-dihydroxy-
24-methyllanost-8-en-26-carbonsdure  (3a-Oxepanoquercinsdure C) (104). Fraktion 8.5
enthielt 30 mg der leicht verunreinigten Verbindung 3a-Carboxyaceoxy-24-methyl-23-
oxolanost-8-en-26-carbonsdure (3a-Carboxyaceaoxyquercinsaure) (3) und Fraktion 8.8 10mg
3B,123-Dihydroxy-24-methyl-23-oxolanost-8-en-26-carbonsaure (Quercinsaure C) (103).

(+)-24-M ethylen-3,23-dioxolanost-8-en-26-carbonsiure (Quercinsdure B) (102
[a]?° +37.5 (CHCl3, ¢1.0).

'H-NMR (40013 MHz, CDCly):

5 0.77 (3H, s, H-18), 0.90 (3H, d, J= 8.1 Hz,
H-21), 0.91 (3H, s, H-30), 1.07 (3H, s, H-28),
1.10 (3H, s, H-29), 1.13 (3H, s, H-19), 1.36
(3H, d, J= 7.2 Hz, H-27), 5.95 (1H, s, H-31y),
6.20 (1H, s, H-31y).

13C-NMR (100.61 MHz, CDCl5):

Tabelle 7-7
EI-MSm/z (rel. Int.):

482[M]* (8), 467[M-Me|* (23), 449[M-Me-H,O]"* (13), 325(87), 151(100), 69 (94).

12B3,23-Epoxy-3a,23-dihydroxy-24-methyllanost-8-en-26-car bonsaure
(3a-Oxepanoquercinsaure C) (104)

'H-NMR (40013 MHz, CDCl3):

0.76 (3H, s, H-18), 0.84(3H, s, H-29), 0.89 (3H, s, H-28),
0.98 (3H, d, J = 8.2 Hz, H-21), 0.99 (3H, s, H-19), 0.99
(3H, s, H-30), 1.10 (3H, d, J= 6.7 Hz, H-31), 1.24(3H, d, J
= 7.1 Hz, H-27), 2.65 (1H, m, H-17), 4.34 (1H, t, J= 8.1

Hz, H-12), 4.74 (1H, br. s, H-3).
HOY
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13C-NMR (10061 MHz, CDCl5):

Tabele 7-7

3a-Carboxyacetoxy-24-methyl-23-oxolanost-8-en-26-car bonsiur e
(3a-Carboxyaceoxyquercinsaure) (3)

'H-NMR (40013 MHz, CDCl3):

8 0.74 (3H, s, H-18), 0.87 (3H, d, J =
7.6 Hz, H-21), 0.89 (3H, s, H-29), 0.93
(3H, s, H-30), 0.94 (3H, s, H-28), 1.00
(3H, s, H-19), 1.09 (3H, d, J= 7.1 Hz,
H-31), 1.21 (3H, d, J = 6.9 Hz, H-27),
3.45 (2H, s, H-2), 4.76 (1H, br. s, H-
3).

13C-NMR (10061 MHz, CDCl5):

Tabelle 7-7
EI-MSm/z (rel. Int.):

528[M-CO,]" (9), 513[M-CO,-M¢€]" (13), 453(80), 435(21), 309(52), 153(71), 43 (100).
(+)-3B,123-Dihydroxy-24-methyl-23-oxolanost-8-en-26-carbonsiure
(Quercinsaure C) (103

[a]?° + 86.0 (CH,Cl,, c0.05).

'H-NMR (40013 MHz, Pyridin-ds):

5 0.92 (3H, s, H-28), 0.94 (3H, s, H-30), 1.05
(3H, s, H-18), 1.08 (3H, s, H-19), 1.15(3H, d,
J = 6.9 Hz, H-31), 1.23 (3H, s, H-29), 1.34
(3H, d, J= 7.2 Hz, H-27), 1.35(3H, d, J= 7.3
Hz, H-21), 2.57 (1H, dd, J= 17.3, 10.1 Hz, H-
20), 2.86 (1H, dd, J = 17.6, 6.9 Hz, H-22.),
3.17 (2H, m, H-24, H-25), 3.63 (1H, br. s, H-
3), 439 (1H, t, J= 7.9 Hz, H-12).

13C-NMR (100.61 MHz, Pyridin-ds):

Tabele 7-7
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EI-MSm/z (rel. Int.):

502 [M]* (7), 484 [M-H,0]" (11), 469 [M-H,O-Me]* (100), 451 [M-2 H,O-Me]* (47), 325
(38), 309(31), 69 (74).

Tabelle 7-7: 13C-Verschiebungen der aus Daedalea quercina isolierten Verbindungen

c 3 30 99 100 101 102 103 104
(CDCly) (pyr) (CDCl;)  (CDCly) (pyr) (CDCly) (pyr) (CDCly)
1 3070t 3638t 3670t 3607t 3572t 3610t 3055t 3179t
2 2323t 3454t 3475t 3450t 3429t 3463t 2649t 2318t
3 8050d  21479s 21647s 21748s 21583s 21790s 7464d  79.73d
4 36.86s  47.08s  4748s  4742s  4695s  4743s  37.76s  36.78s
5 4536d  5064d 5067d 5118d 5090d  5128d  4418d  4521d
6 1801t 2347t 2366t 1930t 1922t 1944t 1817t  17.81t
7 2507t  12031d 12116d 2630t 2627t 2635t 2583t 2558t
8 13417s 14243s 14129s 13345s 13300s 13331s 13333s 13485s
9 13449s 14435s 14448s 13463s 13526s 13516s 13674s 13384s
10 3686s  37.13s  3728s  3695s  3669s  3694s  3689s  36.78s
11 2093t  11724d 11651d 2058t 2051t 2108t 3462t 2945t
12 3089t 3585t 3543t 2895t 2925t 3090t 7157d  75.79d
13 4459s  4463s  4382s  4512s  4582s  4469s  5204s  5265s
14 5003s  4896s  4855s  4816s  4848s  5006s  4936s  49.18s
15 3082t 4395t 4092t 4028t 4331t 2840t 3127t 3094t
16 2837t  7598d 7871d  7898d  7617d 2108t 2561t 2362t
17 5026d 57.20d 5306d 5291d 5693d 5072d 5038d  42.99d
18 1580q  1720q 1711q 1738q 1744q 1594q 1044q 1179q
19 1897q  2196q 2200q 1863q 1822q 1973q 190l1q 1886q
20 3268d  4812d  4607d  4620d  4827d  3396d 2991d  2807d
21 1345q 17824s 18053s 18077s 17837s 1871q 2255q 1965
22 4876t 3104t 2994t 3005t 3118t 4469t 4821t 4074t
23 21353s 3283t 3166t 3166t 3283t 20183s 21331s 10996
24 4813d  15564s 15482s 15482s 15569s 14805s  4846d  50.61d
25 4079d  3373d  3402d  3402d 3373d  4019d 4158d  4225d
26 18141s 2163q 21.85q 2185q 2163q 17831s 17804s 177.36s
27 1426q  2148q 2190q 2190q 2148q 1589q 1441q 1368q
28 2178q  2163q 2242q 2127q 2093q 2132q 2221q 2182q
29 2764q  2595q 2533q 2619q 2600q 2620q 2868q 2758
30 2429q  2524q 2565q 2485q 2500q 2441q 2382q 2471q
31 1982q 10664t 10685t 10685t 10664t 12546t 1326q  1301q
T 166745 17079s  17079s
2 40,78t 2133q  2133q
3 171495
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7.4 Isolierung von I nhaltsdoffen aus Daedaleopsis confragosa
var. tricolor

7.4.1 Dichlor methanextrakt

Der rohe Dichlormethanextrakt wurde amnachst an 450 g Kiesege
saulenchromatographisch vorgetrennt (LM: CHCIl3; [1500 ml], CHCl3:MeOH 39:1 [800 ml],
19:1[800ml], 9:1 [1000ml], 1:1 [1000ml]) Hierbei wurden 13 Fraktionen erhalten.

74.11 Fraktion 1

Fraktion 1 enthielt ein Gemisch der drei Linolsauresterylester 3(3-Linoleoyloxyergost-7-
en, -ergosta-7,22-dien und -ergosta-7,24(28)-dien (43-45) (vgl. Kap 6.2.1.1).
7.4.1.2 Fraktion 2

Diese Fraktion enthielt ein Gemisch aus mindestens vier Triagylglycerolen (vgl. Kap
6.2.1.2).
7.4.1.3 Fraktion 7

Fraktion 7 bestand aus 5a,80-Epidioxyergosta-6,22-dien-33-ol (Ergosterolperoxid) (31)
(vgl. Kap 6.3.2.1).
7.4.1.4  Fraktion 9

Fraktion 9 wurde an 75 gKieselgel weiter aufgetrennt (LM: CHCl3:MeOH 49:1 [1000
ml], 19:1 [800 ml]). Hierbei wurden sedhs Unterfraktionen erhalten. Fraktion 9.6 lieferte 10
mg reine 3a-Carboxyaceoxy-24-methyl-23-oxolanost-8-en-26-carbonsdure (3a-
Carboxyaceoxyquercinsaure) (3) (vgl. Kap 6.3.2.2).

7415 Fraktion 10

Fraktion 10 wurde an 75 gKieselgel weiter aufgetrennt (LM: CHCI3:MeOH 14:1 [1000
ml]). Hierbei wurden drei Unterfraktionen erhalten. Fraktion 10.3 enthielt 110 mg eines
Gemisches aus  3a-Carboxyaceoxy-24-methyl-23-oxolanost-8-en-26-carbonsdure  (3a-
carboxyaceaoxyquercinsdure) (3) und 3a-Carboxyacdoxy-24-methylen-23-oxolanost-8-en-
26-carbonsdure (105 im Verhdltnis 1:2,5.
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3a-Carboxyacetoxy-24-methylen-23-oxolanost-8-en-26-car bonsaure (105

'H-NMR (40013 MHz, CDCl3):

& 0.74(3H, s, H-18), 0.89 (3H, s, H-29),
0.90(3H, d, J= 7.6 Hz, H-21), 0.93 (3H,
s, H-30), 0.94 (3H, s, H-28), 1.00 (3H, s,
H-19), 1.36 (3H, d, J = 7.2 Hz, H-27), °

3.46 (2H, s, H-2'), 4.76 (1H, br. s, H-3),
o"
5.94 (1H, s, H-31y), 6.20 (1H, s, H-31,).
o]

13 OH
C-NMR (10061 MHz, CDCl3):

Tabelle 7-8
7.5 Isolierung von Inhaltsdoffen aus Gloeophyllum odaratum

7.5.1 n-Hexanextrakt

Der rohe n-Hexanextrakt wurde aunadst an 400 gKieselgel sdulenchromatographisch
vorgetrennt (LM: PE:EE 24:1 [1000 ml], 15:1 [1000 ml], 9:1 [1000 ml], 4:1 [500 ml], 3:1
[500ml], 2:1[500ml], 1:1 [500ml], EE [300ml]) Hierbel wurden 15 Fraktionen erhalten.
75.1.1 Fraktionen 3und 4

Diese Fraktionen enthielten ein Gemisch aus mindestens vier Triacylglycerolen (vgl.
Kap 6.2.1.2).

75.1.2 Fraktion 8

Diese Fraktion enthielt 15 mg 4-Methoxyphenylessgsauremethylester (33).

4-M ethoxyphenylessgsauremethylester (33)

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl5): COOMe

53.58 (2H, 9), 3.69 (3H, 9), 3.80 (3H, 9, 6.87 (2H, dt, J = 8.6 Hz, 2.5 H2),
7.21(2H, dt, J= 8.6, 2.5 H2). 33

EI-MSm/z (rel. Int.):

180[M]* (18), 121[C/Hs(OME)]" (100), 91 (5), 77 (10). oMe

75.1.3 Fraktion 12

Diese Fraktion enthielt 800 mg eines Gemisches aus verschiedenen freien Fettsiuren.
Diese Fraktion wurde mit etherischer Diazomethanldsung umgesetzt und das erhaltene
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Substanzgemisch mittels GC-MS untersucht. Die Auswertung der Massenspektren der
Fettsduremethylester ergab, dass es sch hauptsadilich um (Z,2)-9,12-Octadecaliensdure
(Linolsaure)  (106), (2)-9-Octadecensiure (Olsiure) (107) und Hexadecansiure
(Palmitinsdure) (108) handelt.

(Z,2)-9,12-Octadecadiensduremethylester (Linolsduremethylester)
EI-MSm/z (rel. Int.):

294[M]" (5), 263[M-OM€]" (3), 95 (41), 81 (69), 67 (100), 55 (69), 41 (83).

(Z2)-9-Octadecensiauremethylester (Olsauremethylester)
EI-MSm/z (rel. Int.):

296[M]* (2), 265[M-OMé]* (8), 264[M-OMe-H]* (19), 222(9), 87 [C4H:0,]" (38), 83 (42),
74[C4Hs05]" (61), 69 (65), 55 (100), 41 (95).

Hexadecansauremethylester (Palmitinsduremethylester)

EI-MSnm/z (rel. Int.):

270[M]* (5), 239[M-OMe]* (3), 227(5), 143(10), 87 [C4H:0,]" (63), 74[CsHe05]" (100).

O

WWWOMG

(@]
\/\/\/W/\/\/\)LOM

O

/\/\/\/\/\/\/\)J\OMe

75.14 Fraktion 15

e

Aus dieser Fraktion kristalisierten innerhalb weniger Tage 12 mg 24-Methylen-3-
oxolanosta-7,9(11)-dien-21-carbonséure (Dehydroeburiconsaure) (109 in weil3en Kristallen
aus.
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24-M ethylen-3-oxolanosta-7,9(11)-dien-21-carbonsaure
(Dehydroeburiconsaure) (109

Mp 220225
[a]?° +20.0 (CHCl3; ¢0.1)

'H-NMR (400.16 MHz, Pyridin-ds):

HOOG,

50.99 (3H, s, H-18), 1.01 (3H, d, J= 3.6 Hz, H-26),
1.02 (3H, s, H-30), 1.03 (3H, d, J = 4.1 Hz, H-27),
1.06 (3H, s, H-29), 1.12 (3H, s, H-19), 1.13 (3H, s,
H-28), 4.89 (1H, s, H-31), 4.94 (1H, s, H-31,), 5.36
(1H, d, J= 6.1 Hz, H-11), 553 (1H, d, J= 6.1 Hz, °

H-7).

“,
2,
K

13C-NMR (100.61 MHz, Pyridin-ds):

Tabelle 7-8
EI-MSnm/z (rel. Int.):

466[M]* (25), 309(49), 295(22), 269(29), 55 (100).

7.5.2 Dichlor methanextr akt

Der rohe Dichlormethanextrakt wurde amnachst an 350 g Kiesege
saulenchromatographisch vorgetrennt (LM: CHCI3; [1500 ml], CHCl;:MeOH 39:1 [800 ml],
19:1[800ml], 9:1 [1000ml], 1:1 [800mI]) Hierbei wurden 8 Fraktionen erhalten.

75.21 Fraktion 7

Fraktion 7 wurde an 75 gKieselgel weiter aufgetrennt (LM: PE:EE 3:2 [1000ml], 1:1
[500ml], 1:2 [500ml], EE [500ml]). Hierbel wurden 6 Unterfraktionen erhalten. Fraktion 7.2
bestand aus 15 mg 4-Methoxyphenylessgsaure (18). Fraktion 7.4 wurde an 16 g Kieselgel
weiter aufgetrennt (LM: CHCl3:MeOH 29:1 [300 ml]). Fraktion 7.4.3 enthielt ein Gemisch
aus 4-Methoxyphenylessgsaure (18) und 1-(4'-Methoxyphenyl)-1,2-ethandiol (110). Zum
endguitigen Beweis wurde 1-(4' -Methoxyphenyl)-1,2-ethandiol synthetisiert (s. Kap. 6.5.2.2).
Fraktion 7.4.1 wurde gelpermeaionschromatographisch an Sephadex LH-20 gereinigt (LM:
CHCI3:MeOH 1:1). Dabei wurden 15 mg reines 4,4,14a-Trimethyl-24-oxo-5a-chol-8-en-21-
carbonsaure-dimethylacea (Gloeophyllsdure A-Dimethylacea) (111) erhalten.
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4-M ethoxyphenylessgsaure (18)

Mp 8083

IH-NMR (40013 MHz, CDCl3): cooH

0 7.21(2H, dt, J= 8.6, 1.5 Hz), 6.88 (2H, dt, J= 8.6, 1.5 Hz), 3.80 (3H, 9), 3.60
(2H, s).

13C-NMR (10061 MHz, CDCl5): OMe

& 17805 (s, Ar-CH,-COOH), 15889 (s, C-4), 13043 (d, C-2 + C-6), 12537 (s, C-1), 11411
(d, C-3 + C-5), 55.28 (g, Ar-OCHs), 40.15 (t, Ar-CH,-COOH).

EI-MSm/z (rel. Int.):

166[M]" (25), 121[C/Hs(OME)]" (100), 78 (16), 77 (16).

1-(4' -M ethoxyphenyl)-1,2-ethandiol (110
'H-NMR (50013 MHz, CDCl5):

HO
87.31(2H, dt, J=8.6, 1.5 Hz), 6.91(2H, dt, J= 8.6, 1.5 H2), 4.79(1H, dd, OH
J=82,38Hz),3.82(3H, 9, 3.74(1H, dd, J= 114, 3.8 Hz), 3.68 (1H, dd,
J=114,82H2). 110
C-NMR (10061 MHz, CDCl3): OMe

515948 (s, C-4), 13260 (s, C-1), 127.38(d, C-2, C-6), 11401 (d, C-3, C-5), 74.21(d, C-1'),
68.09 (t, C-2'), 55.34 (g, OMe).

EI-MSm/z (rel. Int.):

168 [M]* (4), 150 [M-H,O]* (5), 137 [M-CH,OH]* (100, 121 (27), 109 (21), 94 (22), 77
(30).

4,4,14a-Trimethyl-24-oxo-5a-chol-8-en-21-carbonsaur e-dimethylaceal
(Gloeophyllsdure A-Dimethylaceal) (111)
Mp 20521C.

'H-NMR (500.13 MHz, CDCl5):

HOOG,

& 1.01(3H, s, H-27), 1.02 (3H, s, H-19), 1.06 (3H, s,
H-18), 1.07 (3H, s, H-25), 1.24 (3H, s, H-26), 2.44
(I1H, m, H-17), 261 (1H, m, H-20), 3.32 (3H, s,
OMe), 3.33 (3H, s, OMe), 3.43 (1H, dd, J= 85, 7.2
Hz, H-3), 459 (1H, t, J= 5.2 Hz, H-24).
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13C-NMR (12576 MHz, CDCl5):

Tabelle 7-8
EI-MSm/z (rel. Int.):

445[M-OM€]* (21), 444[M-OMe-H]* (61), 430 [M-OMe-Me]* (34), 429 [M-OMe-Me-H]*
(100), 411(61), 397 (45), 379(66), 71 (98).

7522 Synthesevon (R,S)-1-(4'-M ethoxyphenyl)-1,2-ethandiol (110

50 mg (0,30 mnmol) raceamische 4-Hydroxymandelsdure wurden in CH,Cl,:MeOH (1:1)
gelost und so lange mit etherischer Diazomethanldsung umgesetzt bis Uber Nadit ene
Gelbfarbung bestehen Hieb. Das Losungsmittel wurde entfernt und der entstandene 4-
Methoxymandelsauremethylester (56 mg, 0,29 mmol, 97%) in 1 ml trockenem 1,2-
Dimethoxyethan gelost und bei Raumtemperatur zu einer gerthrten Suspension von 14 mg
(0,37 mmol) LiAlH4 in 10 ml trockenem 1,2-Dimethoxyethan gegeben. Diese Suspension
wurde 15 h bei Raumtemperatur gertihrt. Danadh wurden zunachst 0,5 ml waésgige ges.
NH,4CI-Losung und schliefdlich 1 ml 1,2 M Salzsaure hinzugegeben. Das Losungsmittel wurde
im Vakuum entfernt und der feste Rickstand mit Dichlormethan extrahiert. Nach
Abdekantieren der organischen Phase wurde der Riickstand in 1,2 M Salzsaure aufgenommen
und dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Es wurden so 34 mg (0,20 mmol,
70%)  1-(4'-Methoxyphenyl)-1,2-ethandiol ~ erhalten.  Die  spektroskopischen  und
spektrometrischen Daten stimmten mit denen des isolierten Naturstoffes tberein.
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Tabelle 7-8: **C-Verschiebungen verschiedener Verbindungen

C 105(CDCly) 109 (pyr) 111 (pyr)
1 30.69t 36.40t 35.72t
2 2322t 3453t 28.32t
3 80.47d 21475s 77.61d
4 36.85s 47.065s 39.14s
5 45.35d 50.58d 50.50d
6 18.00t 23.48t 18.32t
7 2597t 12035d 26.43t
8 13417s 14249 13388s
9 13447s 14456s 13477s
10 36.83s 37.09s 37.00s
11 20.94t 117.29d 20.87t
12 30.88t 3557t 29.02t
13 4458s 4381s 4449s
14 50.02s 50.01s 4945s
15 3081t 3112t 30.48t
16 28.45t 26.83t 26.98t
17 50.72d 47.69d 47.34d
18 15.81 ¢ 15.83¢ 16.02q
19 18.96 q 21.94¢ 19.03¢
20 34.05d 4866d 4856d
21 19.67 q 17806s 17818s
22 44,66t 3132t 30.76t
23 20154s 32.33t 2756t
24 148055 15544s 10435d
25 40.31d 33.82d 15.96q
26 179765 21.49¢ 2824
27 15.84 ¢ 2158 24.10q
28 21.78¢ 21.62q
29 27.65¢ 25.23¢
30 24.28¢ 25.21q
31 12534t 10669t
1 166745
2 40.78t
3 17149s
Ome? 51.89¢
OMe" 5257
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7.6 Isolierung von Inhaltsdoffen aus Fomes fomentarius

7.6.1 n-Hexanextrakt der Fruchtkor per

Der rohe n-Hexanextrakt wurde zunédst an 200 gKieselgel sdulenchromatographisch
vorgetrennt (LM: PE:EE 49:1 [1000ml], 24:1 [500 ml], 9:1 [S00 ml], 6:1 [S00ml], 4:1 [S500
ml], EE [400ml]) Hierbei wurden adht Fraktionen erhalten.

7.6.1.1 Fraktion 1

Fraktion 1 enthielt ein Gemisch der drel Linolsduresterylester 33-Linolyloxyergost-7-en
(43), -ergosta-7,22-dien (44) und ergosta-7,24(28)-dien (45) (vgl. Kap 6.2.1.1).
7.6.1.2 Fraktion 4

Diese Fraktion enthielt ein Gemisch aus mindestens vier Triagylglycerolen (vgl. Kap
6.2.1.2).
7.6.1.3 Fraktion 6

Diese Fraktion enthielt als Hauptkomponente Ergosta-7,22-dien-3-on (37), das durch
Kristallisation aus n-Hexan:Ethylacdat rein erhalten wurde. Eine kleine Menge aner zweiten
Komponente wurde mittels RP-HPLC an einer RP-30 Phase (s. Kap. 6.1.4) aus dem Gemisch
von der Hauptkomponente agetrennt (LM: MeOH:2-Propanol 1:1, Flusgyeschwindigkeit: 0,7
ml/min, Detektion: Brechungsindex), so dassein Massenspektrum angefertigt werden konnte.
Diese zawveite Komponente konnte ds Ergost-7-en-3-on (Fungisteron) (112) identifiziert
werden.

Ergosta-7,22-dien-3-on (37)

'H-NMR (40013 MHz, CDCl3):

%, g

5 0.58 (3H, s, H-18), 0.83 (3H, d, J= 6.6 Hz, H-26),
0.85 (3H, d, J= 6.1 Hz, H-27), 0.92 (3H, d, J= 7.2
Hz, H-28), 1.02 (3H, s, H-19), 1.03 (3H, d, J= 7.1
Hz, H-21), 2.43 (1H, dt, J= 14.2, 6.1 Hz), 5.19 (3H,
m, H-22, H-23, H-7).

13C-NMR (100.61 MHz, CDCl5):

Tabele 7-9
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EI-MSnm/z (rel. Int.):

396 [M]* (28), 381 [M-Me]* (10), 353 [M-CsH-]* (13), 298 (22), 271 (44), 269 (100), 244
(16), 229(20).

Ergost-7-en-3-on (Fungisteron) (112

13C-NMR (100.61 MHz, CDCl5):

Tabele 7-9
EI-MSm/z (rel. Int.):

398 [M]* (88), 383 [M-Mé€]* (24), 271 (84), 229
(51), 95 (76), 40 (100).

7.6.1.4 Fraktion 7

Diese Fraktion wurde an 60 g Kieselgel gereinigt (LM: PE:EE 2:1 [1200ml]). Hierbei
wurden 20 mg 5a,8a-Epidioxyergosta-6,22-dien-3(3-ol (Ergosterolperoxid) (31) erhalten (vgl.
Kap 6.3.2.1).

7.7 lsolierung von Inhaltsdoffen aus Ganoderma li psiense

7.7.1 n-Hexanextrakt der Kruste

Der rohe n-Hexanextrakt wurde zunédst an 200 gKieselgel sdulenchromatographisch
vorgetrennt (LM: PE:EE 49:1 [1000ml], 24:1 [500 ml], 9:1 [S00 ml], 6:1 [S00ml], 4:1 [500
ml], EE [400ml]) Hierbei wurden vier Fraktionen erhalten.

7.7.1.1 Fraktion 1

Nadh Auftrennung an 40 g Kieselgel (LM: PE:EE 24:1 [500 ml]) wurden drei
Fraktionen erhalten. Fraktion 1.1 enthielt ein Gemisch verschiedener Triagylglycerole (vgl.
Kap 6.2.1.2). Fraktion 1.2 bestand aus einem Gemisch aus Ergosta-7,22-dien-3-on (37) und
Ergost-7-en-3-on (112 (vgl. Kap. 6.6.1.3).

7.7.2 Dichlor methanextrakt der Kruste

Der rohe Dichlormethanextrakt wurde anadst an 40 g Sephadex LH-20
gelpermedionschromatographisch vorgetrennt (LM: CHCI3:MeOH 1:1 [1500 ml]). Dabel
wurden vier Fraktionen erhalten.
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7.7.21 Fraktion 2

Nadh Auftrennung an 40 gKieselgdl (LM: PE:EE 5:1 [500 ml], 4:1 [500 ml], 3:1 [500
ml], EE [200 ml]) wurden vier Fraktionen erhaten. Fraktion 2.3 enthielt 30 mg eines
Gemisches der beiden Verbindungen Ergosta-7,22-dien-33-ol (26) und Ergosta-5,7,22-trien-
3B-ol (Ergosterol) (1).

Ergosta-7,22-dien-33-ol (26)

%, g

13C-NMR (10061 MHz, CDCl5):

Tabele 7-9

Ergosta-5,7,22-trien-33-ol (Ergosterol) (1)

13C-NMR (10061 MHz, CDCl5):

Tabele 7-9

7.7.3 Dichlormethanextrakt der Fruchtkor per

Der rohe Dichlormethanextrakt wurde amnachst an 140 g Kiesege
saulenchromatographisch vorgetrennt (LM: PE:EE 4:1 [1500 ml], 2:1 [500 ml], 1:1 [1000
ml], EE [500ml]). Hierbei wurden elf Fraktionen erhalten.

7.7.3.1 Fraktion 11

Nadh Auftrennung an 120 gKieselgel (LM: CHCI3:MeOH 9:1 [1000 ml]) wurden elf
Unterfraktionen erhalten. Fraktion 11.5 wurde daraufhin an 30 g Kieselgel gereinigt (LM:
CHCI3:MeOH 24:1 [500 ml], 9:1 [250 ml]). Dabei wurden 10 mg (E)-7B-Hydroxy-
3,11,15,23-tetraoxolanosta-8,20(22)-dien-26-carbonsdure (Ganoderensdure D) (113) erhalten.
Fraktion 11.7 wurde an 35 g Kieselgel aufgereinigt (LM: CHCl;:MeOH 39:1 [400 ml], 29:1
[300 ml]). Dabel wurden 15 mg 7[3,20-Dihydroxy-3,11,15,23-tetraoxolanost-8-en-26-
carbonsdure (Ganodersdure N) (114) erhaten. Fraktion 11.8 enthielt 30 mg der reinen
Substanz (E)-7(3,15a-Dihydroxy-3,11,23-trioxolanosta-8,20(22)-dien-26-carbonsiure (Gano-
derensdure A) (42).
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(E)-7B,15a-Dihydroxy-3,11,23-trioxolanosta-8,20(22)-dien-26-carbonsiure
(Ganoderensidure A) (42

'H-NMR (40013 MHz, CDCl3):

50.79(3H, s, H-18), 1.09(3H, s, H-29), 1.12 (3H, s, H-
28), 1.23 (3H, d, J= 7.2 Hz, H-27), 1.25 (3H, s, H-19),
1.33(3H, s, H-30), 2.10 (3H, s, H-21), 4.65 (1H, dt, J=
7.1, 2.0 Hz, H-7), 4.89 (1H, dd, J= 8.1, 7.7 Hz, H-15),
6.11(1H, s, H-22).

13C-NMR (10061 MHz, CDCl5):

Tabelle 7-9
(E)-7B-Hydroxy-3,11,15,23-tetraoxolanosta-8,20(22)-dien-26-carbonsiure
(Ganoderensidure D) (113

[a]?° +94.1 (CHCl3; c0.8)

'H-NMR (40013 MHz, CDCly):

50.89 (3H, s, H-18), 1.11(3H, s, H-29), 1.14 (3H, s, H-
28), 1.25(3H, d, J= 7.2 Hz, H-27), 1.26 (3H, s, H-19),
1.41 (3H, s, H-30), 2.18(3H, s, H-21), 4.89(1H, dd, J=
9.7, 8.2 Hz, H-7), 6.05 (1H, s, H-22).

13C-NMR (10061 MHz, CDCl5):

Tabelle 7-9
EI-MSm/z (rel. Int.):

512[M]* (9), 260(34), 69 (56), 43 (100).

7B,20-Dihydroxy-3,11,15,23-tetraoxolanost-8-en-26-carbonsiure
(GanodersaureN) (114

'H-NMR (40013 MHz, CDCl3):

5 1.11 (3H, s, H-28), 1.12 (3H, s, H-29), 1.17 (3H,
s, H-18), 1.24 (3H, d, J = 7.2 Hz, H-27), 1.25 (3H,
s, H-19), 1.35 (3H, s, H-30), 1.40 (3H, s, H-21),
4.85(1H, dt, J= 9.7, 8.1 Hz, H-7).
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13C-NMR (10061 MHz, CDCl5):

Tabelle 7-9
Tabelle 7-9: 13C-Verschiebungen der aus Fomes fomentarius und Ganoderma lisiense isolierten
Verbindungen
C 1 26 31 37 112 42 113 114
(CDCl3) (CDCl3) (CDCls) (CDCls) (CDClz) (CDClz) (CDCl3) (CDCly)
1 3841t 3717t 3469t 3880t 3880t 3547t 3562t 3567t
2 3203t 2967t 3008t 3814t 3814t 3423t 3427t 34.29t
3 7050d 7110d 6646d 21198s 21198s 217.36s 21660s 21688s
4 40.83t 3802t 3690t 4427t 4427t 46.63s 4679s 46.79s
5 13982s 4030d 8216s 4290d 4290d 4870d 4890d 4888d
6 11963d 3151t 13542d 3008t 3008t 2891t 2767t 27.59t
7 116.32d 11749d 13073d 11702d 11698d 6889d 66.31d 66.32d
8 14141s 13961s 7943s 13953s 13960s 15894s 15743s 157.65s
9 46.28d 4948d 51.08d 4888d 4888d 14025s 14132s 14100s
10 3706s 3425s 3696s 3443s 3443s 3804s 3836s 3823s
11 2115t 2157t 2340t 2172t 2172t 19908s 19796s 197.79s
12 3911t 3949t 3974t 3935t 3945t 5039t 4893t 5045t
13 4285s 4333s 4456s 4329s 4338s 4813s 4596s 4529s
14 5459s 5514s 5168d 5503d 5496d 5336s 5864s 59.71s
15 23.03t 2296t  20.63t 2294t 2298t 7267d 21652s 217.86s
16 2833t 2813t 2864t 2811t 2792t 3177t 3784t 3620t
17 5577d 5599d 56.20d 5596d 5596d 5215d 4973d 49.29d
18 1208q 1212q 1287q 1217q 1192g 1900g 19059g 1924q
19 16.31q 1307q 1817q 1247q 1247q 1986q 1814q9q 1812¢q
20 4046d 4052d 3974d 4049d 36.65d 15710s 15390s 7295s
21 21159 2115q 2088 2114 1903q 2130q 2101g 26.58q
22 13560d 13571d 13520d 13559d 3366t 12421d 12462d 5256t
23 13191d 13191d 13230d 13200d 3071t 19863s 19697s 21036s
24 4285d 4285d 4277d 4284d 39.08d 4750t 4753t 4745t
25 3312d 3312d 3306d 3311d 3149d 3547d 3464d 34.33d
26 1967q 19679 1964q 1966q 2054g 18018s 17987s 18011ls
27 1998q 1998q 1995q 1997q 1761g 1706g 1704qg 1687q
28 17.63q 1763q 1756q 17.62q 1547q 2067q 2078qg 20.76q
29 2743q 27.05q 27.00q
30 1938q 24.70q 25.08q
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8 Gefahrstoffanhang

Tabelle 8-1: Gefahrenkennzeichnung verwendeter gefahrlicher Substanzen

Substanz
Methanol
Chloroform
Ethylaceat
Petrolether 60-70°
n-Hexan
Aceonitril
2-Propanadl
Esdsgsdure (10(6)
Dichlormethan
Wasserstoff
Trifluoressgsaure (100%)
d-Chloroform
ds-Pyridin
d,-Methanal
Lithiumaluminiumhydrid
1,2-Dimethoxyethan
SalzsAure (37%)
Ammoniumchlorid
Diazomethan
Diethylether

N-Methyl-N' nitro-N-
nitrosoguanidin

Kaliumhydroxid

Gefahrensymbol
FT
Xn
F, Xi
F
Xn, F, N
FT

Xn

Xn
F, Xn
FT

FT

Xn
T, E
F+, Xn
Xi, N

R-Satze
11-23/25
22-38-40-48/20/22
11-36-66-67
11

11-38-48/20-51/53-62-65-67

11-23/24/25
11
10-35
20-40
12
20-35
22-38-40-48/20/22
11-20/21/22
11-23/25
15
60-61-11-19-E20
34-37
22-36
24/25-34-45
12-19-22-66-67
5-36/38

35

S-Satze
7-16-24-45
36/37
16-26-33
9-16-29-33
9-16-29-33-36/37-61-62
16-27-45
7-16
23.2-26-45
24
9-16-33
9-26-27-28.1-45
36/37
26-281
7-16-24-45
7/8-24/25-43.6
53-16-24/25-37-45
26-36/37/39-45
22
9-16-29-33
18

26-37/39-45
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9 Spektrenanhang

3B-Linolyloxyergost-7-en (43), 3B-Linolyloxyergosta-7,22-dien (44) und
3B-Linolyloxyergosta-7,24(28)-dien (45)

'H-NMR (40013 MHz, CDCl3):

43
44
45
SR T TR T s T e T s

13C-NMR (10061 MHz, CDCl5):

\\\\\\ IR LN o o L RN LR R R RN AR e
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
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Agnosteron (46)

'H-NMR (40013 MHz, CDCl3):

M .

55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5

13C-NMR (10061 MHz, CDCl5):
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Fomitopssiure B (47)

'H-NMR (40013 MHz, CDCl3):

wm _

55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5

13C-NMR (10061 MHz, CDCl5):

WHWIJM{IMWJMMMMMLH‘MMH.ﬂ‘lNmm%llhu‘}l“ MMMMI\MN‘MM ”M“\wIl\um{Mwmu\IWMM\Mm\MuIMW\H M\.‘\Mh ‘MuM\l\Mwl‘\L VLWMM ‘M W‘WAM\I MQ\MI\\M\

200 150 100 50
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Pinicolol B (48)

'H-NMR (40013 MHz, CDCl3):

55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5

13C-NMR (10061 MHz, CDCl5):

T T T T T T T T T T T T T T
150 100 50



Spektrenanhang 127

Pinicolol C (49)

'H-NMR (40013 MHz, CDCl3):

?
£
;f

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5

13C-NMR (10061 MHz, CDCl5):

LN B L B B B LI ) E B B B LN B L B B B T T T T T T T T
200 150 100 50
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Pinicolsaure B (50)

'H-NMR (400.13 MHz, ds-Pyridin):

T I TTTrTTTTTT I TTTrTTTTTT I TTrTTTT rrorTT I TTTrTTTTTT I TTTrT7TTTT I rrrTrTTTTT I TTTTT7TT
5.5 5.0 4.5 3.5 3.0 2.5 2.0

4.0 1.5 1.0

*C-NMR (10061 MHz, ds-Pyridin):
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Pinicolsdure C (51)

'H-NMR (40013 MHz, CDCl3):

HOOG,

13C-NMR (10061 MHz, CDCl5):
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Pinicolsaure D (52)

'H-NMR (400.13 MHz, ds-Pyridin):

55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0

*C-NMR (10061 MHz, ds-Pyridin):

L e s e e e e M B s s — T
200 150 100 50
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Pinicolsdure E (53)

'H-NMR (500.13 MHz, CDCl5):

HOOG,,

5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0

13C-NMR (12576 MHz, CDCl5):

200 150 100

H il
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Quercinsdure B (102

'H-NMR (40013 MHz, CDCl3):

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0

13C-NMR (10061 MHz, CDCl5):




Spektrenanhang 133

Quercinsdure C (103

'H-NMR (500.13 MHz, ds-Pyridin):

*C-NMR (10061 MHz, ds-Pyridin):

LI B E R B LI B E R B T T [ T T T T T T T T T T T T
200 150 100 50
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3a-Oxepanoquercinsdure C (104

'H-NMR (40013 MHz, CDCl3):

OH
HOOC,,

\\\\‘\-.

HO

5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0

13C-NMR (10061 MHz, CDCl5):

L e L i N B et
150 100 50
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Gloeophyllsdure A — Dimethylacetal (111)

'H-NMR (400.13 MHz, ds-Pyridin):

*C-NMR (10061 MHz, ds-Pyridin):

L i B e e A L e e A
150 100 50
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