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1 Einleitung

In der traditionellen chinesischen Medizin spielen Baumpilze (Holz zersetzende
Basidiomyceten) seit mehr als 2000 Jahren eine wichtige Rolle. Zum Beispiel schrieb man
Ling-Zhi (Ganoderma lucidum) heilende FEigenschaften zu. In Erzdhlungen wurden
Aktivitidten gegen Hepatitis, Nierenentziindungen, Neurasthenie, Schlaflosigkeit, Bronchitis,
Asthma und gegen Magengeschwiire erwéhnt ™ Im Buch Ben Cao Gang Mu (Chinesisches
Buch iiber die Natur aus dem Jahre 1578 A.D.) wird beschrieben, dass ,.fortdauernde
Einnahme von Ling-Zhi Gewichtsabnahme und eine lingere Lebensdauer zur Folge hate!"!,
Die Verwendung von Heilpilzen in Europa ist im Vergleich zu China recht gering. Es gibt
jedoch schon von Plinius dem Alterem (23-79 n. Chr.) Berichte iiber den Gebrauch von
Fomitopsis officinalis (vormals Agaricus albus genannt) aus dem ersten Jahrhundert. Er
beschreibt unter anderem Linderung von Atemnot bei Einnahme dieses Pilzes mit Milch, die
Behandlung von Tuberkulose, fiebersenkende Eigenschaften und sogar die Behandlung von
Epilepsie.

Dioskurides, ein Arzt zur Zeit der Herrschaft von Kaiser Nero, beschrieb auch die
Behandlung von Wunden mit diesem Pilz. Der Pilz galt bis ins 17. Jahrhundert als
Allheilmittel, wurde jedoch im 18. Jahrhundert durch pflanzliche Heilmittel abgelGst.
Wihrend in Fernost Heilpilze einen festen Bestandteil der dortigen traditionellen Medizin
bildeten, blieb im Westen die Bedeutung von Heilpilzen recht gering'”.

In den letzten zwei Dekaden wurden vermehrt Extrakte aus Pflanzen und Pilzen, denen man
heilende Eigenschaften zuschrieb, untersucht. Aus biologisch aktiven Extrakten wurden
diverse Sekundirmetabolite isoliert und identifiziert, um eventuell neuartige Pharmazeutische
Erzeugnisse herzustellen (z.B. Ganoderenséduren aus dem Pilz Ganoderma lucidum) =
Sekundirmetabolite sind Naturstoffe, die aus dem Metabolismus entstehen, jedoch nicht
essentiell fiir das normale Wachstum, die Entwicklung oder die Vermehrung des Organismus
sind. Sie sind hauptsichlich Lock-, Abwehrstoffe oder Regulatoren.

Die Untersuchung von Sekundéirmetaboliten, generell die Naturstoffforschung, dient in erster
Linie der Identifizierung neuartiger Substanzen. In manchen Fillen wird die Identifizierung
von bekannten und unbekannten Substanzen bzw. die chemische Zusammensetzung eines
Organismus zur hierarchichen Einordnung in biologische Systeme verwendet
(Chemotaxonomie). In manchen Fillen ist die Erkennung sog. chemischer Rassen innerhalb
der Arten (Chemodeme) m(iglich[3 !

1.1 Pilzinhaltsstoffe

Die Isolierung von Naturstoffen aus Pilzen sorgte vor allem durch die Isolierung von
Penicillin und dessen nachweislich antibiotische Wirkung in den 20er Jahren des letzten
Jahrhunderts fiir Aufsehen. Seitdem haben sich die Methoden der Extraktion und Analyse
kontinuierlich verbessert'™™. Vor allem der Pilz Ganoderma lucidum (Glanzender
Lackporling), der wie oben erwihnt, bereits vor langer Zeit in China als Medikament
verwendet wurde, war Gegenstand der Untersuchungen. Uber 100 Triterpenoide wurden
isoliert und auf biologische Aktivitit getestet. Die bereits bekannten Eigenschaften gegen
Bronchitis, Asthma, Hyperlipdmie wurden zum Teil bestitigt.

Dariiber hinaus konnte die Wirkung gegen einigen Krebsarten, Arteriosclerose,
Magengeschwiire, Schlaflosigkeit, AIDS und andere Krankheiten bestétigt werden!.
Besonders hervorzuheben in diesem Zusammenhang sind die Ganoderische-Sduren V, W, X,
Y und Z (s. Abb. 1-1), die stark gegen Hepatoma-Zellen wirken".
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Ganoderische Saure V: R1=0, R2=0-OH Ganoderische Saure X: R1=a-OH, R2=R4=R5=H
R3=R5=R6, R4=a-OAc R3=a-OAc, R6=COOH,
R7=COOH R7=CH,

Ganoderische Saure W: R1=0-OAc, R2=a-OH Ganoderische Saure Y: R1=0-OH, R2=R3=R4=R5=H
R3=R5=R6=H, R4=0Ac R6=COOH, R7=CH,

R7=COCH

Ganoderische Saure Z: R1=3-OH
R2=R3=R4=R5=R6=H,
R7=COOH

Abb. 1-1 Biologisch Aktive Triterpensiduren aus G. lucidum

Neben Triterpenen wurden auch biologisch aktive Sesquiterpene, wie z.B. das von W.
Steglich isolierte antibiotisch wirksame Pleurotellol (s. Abb. 1-2), identifiziert'®. Weitere
wichtige Inhaltsstoffe sind Monoterpene, Aldehyde, Ketone, Fettsduren, Alkaloide und

aromatische Verbindungen”'m].

O,

.,,II

OH

ADbD. 1-2 Pleurotellol
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2 Problemstellung

Die Isolierung und Identifizierung von neuen Naturstoffen kommt der Grundlagenforschung
zugute, weil sie Hinweise auf Biosynthesewege der jeweiligen Spezies liefert. Die
Untersuchung der biologischen Aktivitit von neuen Substanzen liefert wertvolle
Informationen iiber bakterizide, bakteriostatische, antibiotische, anticancerogene und weitere
Wirksamkeiten. Naturstoffe konnen auch fiir die Pharmaindustrie selbst, oder als Vorldufer
fiir andere Substanzen (Stichwort: Lead-Structure), von Bedeutung fiir die Herstellung von
Medikamenten sein. Viele Baumpilze sind jedoch noch nicht oder nur wenig untersucht
worden. Gegenstand dieser Arbeit war die Untersuchung von Inhaltsstoffen
(Sekundirmetabolite) der Holz zersetzenden Basidiomyceten Ganoderma Iucidum,
Spongiporus leucomallellus, Bjerkandera adusta, Laetiporus sulphureus, Schizophyllum
commune, Datronia mollis, Stereum hirsutum, Ganoderma applanatum, Pycnoporus
cinnabarinus und Spongiporus caesiust. Durch den Einsatz chromatographischer Methoden
und moderner instrumenteller Analytik sollten fliichtige und nichtfliichtige Substanzen isoliert
und identifiziert werden. Bei ausreichendem Material wurde versucht, unbekannte Substanzen
zu isolieren und ihre Struktur mittels Massenspektroskopie und
Kernmagnetresonanzspektroskopie aufzukldren. Chromatographische Methoden sollten bei
der Isolierung der Substanzegemische verwendet werden.

Ferner sollten Agardiffusionstests der unbekannten Substanzen mit einer Reihe von
Mikroorganismen durchgefiihrt werden, um eine evtl. vorhandene bakterizide, fungizide,
bakteriostatische oder fungistatische Wirkung nachzuweisen. Bekannte Substanzen, bei denen
noch keine Ergebnisse im Agardiffusionstest mit den ausgewdhlten Mikroorganismen
vorliegen, sollten gleichfalls untersucht werden. Tests iiber cytotoxische Eigenschaften sollten
auch durchgefiihrt werden.
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3 Allgemeiner Teil

3.1 Baumpilze

Vor allem Basidiomyceten mit hymenialen Fruchtkorpern (z.B. Poriales), zum Teil aber auch
Ascomyceten (z.B. Ceratocystis) und Fungi imperfecti sind am Abbau von Holz beteiligt.
Einige dieser Holzzerstorer befallen als Parasiten bereits lebende Stimme, z.B. Phellinus pini
und Heterobasidion annosum, die Kiefer und Fichte befallen, sowie den Buchen und Birken
befallenden Phellinus fomentarius. Viele Pilze leben saprophytisch nur auf abgestorbenem
Holz (z.B. Trametes- und Gloeophyllum-Arten). Auch kann parasitischer Befall von
saprophytischer Lebensweise auf abgestorbenem Holz ausgehen, wie bei Armillaria mellea,
der in abgestorbenen Baumstiimpfen lebt und an ihnen seine Fruchtkorper bildet aber von hier
auf physiologisch geschwichte Bdaume iiberzugehen vermag (,,Schwiche-Parasiten). Die
Holzzerstérung durch Pilze geschieht als Destruktions- (Braun-), als Korrosionsfaule (Wei3-)
oder als Moderfiule. Bei der Braunfiule verzehrt der Pilz vorzugsweise die Cellulose, so dass
der Ligninanteil des Holzes iibrig bleibt. Das Holz wird braun, querrissig und zerfillt wiirfelig
(z.B. Coniophora). Bei der Korrosionsfiule bauen die Pilze Lignin und Cellulose ab, wobei
sie Phenoloxidasen in das Substrat ausscheiden. Das morsche Holz wird infolge von
Bleichungsvorgéingen weill und lidngsfaserig (z.B. Phellinus ignarius). Erst in neuerer Zeit
wird die Moderfdule als dritter Typ der Holzzerstorung stiarker beachtet. Die Moderfiaule wird
vorwiegend durch Kleinpilze mit kleinen Fruchtkorpern (z.B. Ascomyceten) oder ohne
Hauptfruchtform (Fungi imperfecti) verursacht. Diese Féule stellt eine langsam verlaufende
Braunfiule dar. Am besten kann man diese Faule am Beispiel von Chaetomium-Arten zeigen,
deren Hyphen die Sekundédrwand der Tracheiden bzw. Holzfasern angreifen .

Einige dieser genannten Pilze sind gefahrliche Lager- und Bauholz-Zerstorer, wie Coniphora
cerebella und Serpula lacrymans (Braunfiduleerreger).

Manche Baumpilze sind jedoch sehr niitzlich. Einige von ihnen sind essbar, wie der seit alter
Zeit in Japan intensiv angebaute Shii-Take-Pilz (Lentinus edodes), der seit einigen Jahren mit
groBem Erfolg in Europa in GroB3betrieben angebaute Austernpilz (Pleurotus ostreatus) oder
das Stockschwammchen (Kuehneromyces mutabilis)'?.

Baumpilze werden jedoch nicht nur als Lebensmittel geziichtet. Der in der traditionellen
chinesischen Medizin bekannte Ling-Zhi (Ganoderma lucidum) wurde seit langer Zeit gegen
Bronchitis, Asthma, Hyperlipamie, Diabetes, etc verwendet'"®!. Auch der ebenfalls in China
bekannte Affenkopfpilz (Hericium erinaceus) gilt sowohl als Delikatesse als auch als
Medikament gegen Magen- und Darmbeschwerden. In-vitro-Versuche von Extrakten dieses
Pilzes haben starke antimutagene Aktivitit gezeigt'”'.

3.2 Terpene

Terpene lassen sich formal als Oligomere des Kohlenwasserstoffs Isopren [2-Methyl-1,3-
butadien] auffassen und aus Isopreneinheiten zusammengesetzt denken. Je nach Zahl dieser
Basiseinheiten teilt man sie ein in Monoterpene (C)o, 2 Isopreneinheiten), Sesquiterpene (Cs,
3 Isopreneinheiten), Diterpene (Cao, 4 Isopreneinheiten), Sesterpene (Css), Triterpene (Csp)
und Tetraterpene (Cas) (Abb. 3-4). Die Steroide leiten sich von den Triterpenen ab,
Carotinoide besitzen Tetraterpen-Struktur. Die Isopentylen-Basiseinheiten konnen entweder
Kopf-Schwanz- oder Kopf-Kopf-verkniipft sein (Abb. 3-1).
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R R

Kopf-Schwanz-Anordnung

R

Kopf-Kopf-Anordnung

Abb. 3-1 Verkniipfung der Isopentylen-Einheiten

Das Kriterium des Aufbaus des Kohlenstoffskelettes der Isoprenoide wurde urspriinglich von
O. Wallach (1887) ! aufgestellt und spiter von L. Ruzicka (1922) el als ,,biogenetische
Isoprenregel formuliert und gibt seitdem wertvolle Anregungen zur Konstitutionsermittlung
komplexer Terpene.

Biosynthese: Mittelpunkt ist die Mevalonsiure 7). 181191 gie aus 3 Molekiilen AcetylCoA
entsteht. Zwei Einheiten AcetylCoA treten zunichst zu AcetoacetylCoA (Abb. 3-2)
zusammen, eine dritte Einheit wird durch eine aldolartige Reaktion zum 3-Hydroxy-3-
methylglutarsdurederivat angefiigt. Reduktive Abspaltung von CoA gibt Mevalonséiure.
Zweifache Phosphorylierung von Mevalonsidure gibt das entsprechende Pyrophosphat.
Decarboxylierung und Wasserabspaltung fiihrt schlieBlich zu Isopent-3-enylpyrophosphat
(aktives Isopren, 1IPP), das durch eine Isomerase in das stabilere 3,3-
Dimethylallylpyrophosphat DMAPP (Prenol) umgelagert wird.

\WSCOA AcCoA SCoA AcCoA )\/ﬂ 'NADH h
(0] 0 ') COOH - COASH COOH

c SCoA
AcetylCoA AcetoacetylCoA
Zlmgf;féyoﬁethyl (R)-Mevalonsaure
CI),
’/ OH .| O_ﬁ):o
ATP AP ATP "A\ o
COOH ('? (l?
COOH —P—0O—P—
v 0-f-0-7-0" (" Vo
" o] 0 H
5-Phospho-mevalonséure 5-Pyrophospho- .
mevalonsaure 3-Phospho-5-pyrophospho-

mevalonsaure

\/\’/ Isomerase PPO
-H,PO, \/Y

- CO, Isopentenylpyrophosphat 3,3-Dimethylallylpyrophosphat

Abb. 3-2 Biosynthese von Mevalonséiure und den Isopreneinheiten
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3,3-Dimethylallylpyrophosphat DM APP lisst sich unter Austritt von Pyrophosphat nucleophil
substituieren; als Nucleophil wirkt die Doppelbindung des Isopentenylpyrophosphats. Durch
Kopf-Schwanz-Kondensation entsteht (E)-2-Geranylpyrophosphat oder (2)-2-
Nerylpyrophosphat.

Durch  Verkniipfung mit einer weiteren IPP-Einheit gelangt man zu den
Fa[gg]esylpyrophosphaten, welche die Vorstufen zu den Sesquiterpenen darstellen (Abb. 3-
3

Tetraterpene Steroide
(Carotinoide)

A A

Geranylgeranyl- Triterpene
pyrophosphat

Sesquiterpene

A A

Plastochinone
Ubichinone

Diterpene Farnesylpyro- Squalen

v

phosphat
. \ /

Geranylpyro-

Monoterpene

phosphat Kautschuk
A Guttapercha

Isopentenylpyro- Mevalonat Acetyl-
phosphat CoA

Abb. 3-3 Gesamtiibersicht {iber die Biosynthese der Terpenoide

Ende der achtziger Jahre des letzten Jahrhunderts wurden Versuche mit BC-markierten
Substanzen verwendet, um die Biosynthesewege der Terpene nachvollziehen zu kdnnen (21
221 Man fand heraus, dass auch ein Mevalonat-unabhéngiger Biosyntheseweg besteht: der
Desoxylulose-Biosyntheseweg. Die Ausgangssubstrate sind Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-
phosphat (Abb. 3-4).
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OH OH
OHOH 2-C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat
4-(CDP)-2-C-Methyl-D-erythritol-
2-phosphat
pnospha Dehydratasen

Reduktasen )\/\
H\/\OPP @ 7 N OPP 3,3-Dimethylallylpyrophosphat
_— Isomerase
OH T~

OPP Isopentenylpyrophosphat
1-Hydroxy-2-methyl-
2-(E)-butenyl-4-
diphosphat

Abb. 3-4 Desoxyxylulosephosphat Biosyntheseweg

DXPS: Desoxyxylulose-5-phosphatsynthase

DXPR: Desoxyxylulose-5-phosphat-5-phosphatreduktoisomerase
CDP-MES: Cytidindiphospho methyl-D-erythritolsynthase
CDP-ME Kinase: Cytidindiphospho methyl-D-erythritol kinase
IspH: 4-Hydroxy-3-methylbut-2-enyldiphosphatreduktase

In einer Thiamin-abhingigen transketolaseartigen Reaktion wird eine aus Pyruvat stammende
C2-Einheit auf Glycerinaldehyd-3-phosphat {ibertragen, wobei 1-Desoxy-D-xylulose-5-
phosphat (DXP) gebildet wird. Katalysiert wird dieser Schritt durch das Enzym DXP-
Synthase. Im darauf folgenden Schritt wird DXP in 2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat
(MEP) durch DXP-Reduktoisomerase umgewandelt. Durch die folgende Reaktion, die
Cytidin-5"-triphosphatabhingig ist, wird aus MEP 4-(Cytidin-5"-diphospho)-2C-methyl-D-
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erythritol. Nach Phosphorylierung (ATP-abhingig) der C-2 Hydroxyl-gruppe liegt 2-
Phospho-4-(cytidin-5""-diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol vor, welches weiter in 2-C-
Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat umgewandelt wird. Durch reduktive Ringoffnung
entsteht  1-Hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl-4-diphosphat. Das Enzym 4-Hydroxy-3-
methylbut-2-enyldiphosphatreduktase (IspH) katalysiert dann die Umwandlung in IPP und
DMAPP im Verhiltnis 5:1%.

Da im Laufe dieser Arbeit vornehmlich Terpene aus der Gruppe der Triterpenoide isoliert
wurden, soll hier auf deren in Pilzen Biogenese eingegangen werden.

Die Dimerisierung zweier Farnesylpyrophosphatmolekiile fithrt zum Squalen (Abb. 3-5),
einem acyclischen Triterpenkohlenwasserstoff. Squalen wird durch eine Squalen-2,3-
epoxidase und Luftsauerstoff zu 2,3-Epoxysqualen umgesetzt. In Pilzen wird das 2,3-
Epoxysqualen mittels einer 2,3-Epoxysqualencyclase unter Wanderung zweier
Methylgruppen zum Lanosterol cyclisiert. Aus Lanosterol werden durch Oxigenierungen,
Isomerisierungen, Cyclisierungen, Reduktionen und Abbaureaktionen die zahlreichen
Triterpene und Triterpenderivate gebildet, die in Baumpilzen gefunden werden'*",

2X X S A

OPP,
Farnesylpyrophosphat
NS N NN AN AN N
Squalen
O, + NADPH
Squalen-2-3-epoxydase K
OH- + NADP+

2,3-Epoxysqualen

2,3-Epoxysqualencyclase H

Lanosterol

Abb. 3-5 Biogenese des Lanosterols in Tieren und Pilzen
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Eine wichtige triterpenoide Substanz in Pilzen ist Ergosterol, das unerlésslich fiir den Bau der
Pilzmembranen ist. In Fadenpilzen, zu denen auch die Baumpilze gehoren, wird Lanosterol
mittels einer C-24-Sterolmethyltransferase und S-Adenosylmethionin in Position 24
methyliert (Abb. 3-6). Das entstandene 24-Methylen-24,25-dihydrolanosterol wird mittels
einer Cytochrom P-450 Oxidase unter Abspaltung von Formiat demethyliert. Darauthin wird
die a-stindige Methylgruppe an C-4 abgebaut. Nach Epimerisierung an Position 4 wird dann
auch die verbleibende Methylgruppe entfernt, und es entsteht Fecosterol. Durch
Doppelbindungsisomerisierung und Reduktionen, die von Spezies zu Spezies variieren
konnen, entsteht letztendlich Ergosterol[24].

24-Methylen-24,25-dihydrolanosterol
Lanosterol

T o)

14-Demethyl-24-methylen- 14-Demethyl-24-methylen-
24,25-dihydrolanosta-8,14-dien 24,25-dihydrolanosterol

4,14-Demethyl-24-methylen- 4,14-Demethyl-24-methylen-
24,25-dihydro-4B-lanosterol 24,25-4a-lanosterol

Ergosterol

Fecosterol

Abb. 3-6 Biosynthese von Ergosterin in Baumpilzen
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3.2.1 Nomenklatur und Stereochemie steroidartiger Verbindungen

Fiir die Nomenklatur der recht komplexen Triterpene, hat es sich bewihrt, fiir bestimmte
Grundgeriiste Trivialnamen zu verwenden. Die fiir die vorligende Arbeit wichtige
Nomenklatur und Nummerierung der Grundgeriiste werden in Abbildung 3-7 gezeigt'zﬂ.

Die Struktur der hier behandelten Triterpenoide leitet sich vom Gonan ab, einem
perhydrierten 1,2-Cyclopentanophenantren. Die Ringe werden mit A, B, C und D
durchnummeriert.

Je nach Verkniipfung der Ringe unterscheidet man zwischen der 5 o-Reihe (A/B, B/C, C/D
trans verkniipft) und 5 B-Reihe (A/B cis, B/C und C/D trans—verkniipft[26]. In Abbildung 3-8
sind die fiir die Arbeit wichtigen Grundgeriiste mit ihrer Stereochemie (5 ®-Reihe) dargestellt.
Da ein System anellierter Cyclohexanringe wie das der Steroide (Triterpene) bei
groBBtmoglicher Zahl von Sessel-Konformationen thermodynamisch stabil ist, gibt es fiir jede
Position des Steroidgeriistes eine endgiiltige Beziehung zwischen konfigurationeller (o oder
B) und konformationeller (a oder e) Orientierung eines Liganden[26].

27

H Ergostan

Abb. 3-7 Nomenklatur einiger Grundgeriiste, Nummerierung der Kohlenstoffe und
Bezeichnung der Ringe

CH, H CH, R CH, H CH, R

Lanostan Ergostan

Abb. 3-8 Stereochemie des Lanostan- und Ergostan-Ringsystems
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3.3 Untersuchte Pilzarten

3.3.1 Taxonomische Zuordnung

Die taxonomischen Zuordnungen sind in Tabelle 3-1 aufgelistet.

Tabelle 3-1: Taxonomische Zuordnung der untersuchten Spezies

Spezies Familie Gattung Ordnung Unterklasse Klasse

Ganoderma
lucidum Ganodermataceae Ganoderma

Ganoderma
applanatum

Spongiporus Spongiporus
leucomallellus

Spongiporus
caesius

Bjerkandera Bjerkandera
adusta Polyporaceae s. lat. Aphyllophorales | Hymenomycetidae Basidiomycetes

Laetiporus Laetiporus
sulphureus

Datronia Datronia
mollis

Pycnoporus Pycnoporus
cinnabarinus

Stereum Corticiaceae s. lat. | Stereum
hirsutum

Schizophyllum | Schizophyllaceae Schizophyllum Schizophyllales
commune

[27], [28]

4 Spezieller Teil

4.1 Identifizierung fliichtiger und nichtfliichtiger Inhaltsstoffe von
Baumpilzen

4.1.1 Ganoderma lucidum

Dieser Pilz ist nieren- bis halbkreisformig, 5 bis 20 cm breit und 1 bis 3 cm dick. Die
Oberseite ist konzentrisch gefurcht und zeigt eine glidnzende, diinne gelborange bis
rostbraune, manchmal schwarzbraune Lackkruste. Der Rand ist zur Wachstumszeit weif3
geféarbt. Der Stiel sieht aus wie ein lackierter Finger, mit weilllicher Spitze emporwachsend.
Spéter biegt er sich ab und verbreitet sich, wobei der Hut gebildet wird. Er kann bis 25 cm
lang werden. Der einjdhrige Pilz wichst meist saprophytisch (Weilfduleerreger) an Eichen
und Buchen, selten an anderen Laub- und Nadelholzern. Fruchtkorper kommen meist von Juli
bis Oktober vor.

Synonyme:- [27]

Wie schon in Abschnitt 1.1 erwihnt, ist Ganoderma lucidum seit langer Zeit als Heilpilz
beliebt. Man verwendet in der neueren Zeit Extrakte zur Vorbeugung oder zur Behandlung
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mancher Krebsarten. Selbst eine Wirkung gegen AIDS konnte nachgewiesen werden'™. Daher
ist dieser Pilz einer der weltweit meistuntersuchten Pilze. Aus diesem Pilz wurden schon iiber
100 Triterpenoide isoliert. Besonders die Ganoderische-Sduren sind hier hervorzuheben (s.
Abb. 4-1). Biologische Aktivititen wurden von vielen der isolierten Substanzen bestimmit.
Ganoderische Sédure B (Abb. 4-2) zeigt zum Beispiel Aktivitit gegen Bluthochdruck.
Ganoderiol F zeigt Aktivitit gegen HIV 51 Auch Polysaccharide zeigten biologische
Aktivitit. Es wurden Polysaccharide isoliert, die immunstimulierend wirken (Bao [29]).

Das itherische Ol dieses Pilzes ist bisher jedoch nicht untersucht worden. In Abschnitt 4.1.1.1
dieser Arbeit wird die Zusammensetzung des itherischen Ols besprochen.

Abb. 4-1 Ganoderma lucidum (Curt.:
Fr.) Foto: ©Andy Overall ©**

Ganoderische-Saure B Ganoderiol F

Abb. 4-2 Aus Ganoderma lucidum isolierte Triterpene

4.1.1.1 Fliichtige Inhaltsstoffe

Im itherrischem Ol von Ganoderma lucidum findet man mit insgesamt 17.9% Anteil (die
prozentualen Angaben hier sind stets Prozentwerte der Gesamtfliche des Chromatogramms)
die Monoterpene R-(-)-Linalool, S-(+)-Carvon (Enantiomere durch enantioselektive GC
bestimmt, s. Abschnitte 4.1.1.2 und 6.12.1.1.1) und trans-Anethol, die die Hauptkomponenten
bilden. Ihre prozentualen Anteile betragen 4.4% respektive 4.4% und 9.1%. Mit einem Anteil
von 4.6% im Ol enthalten ist Phenylpropan.

Eine recht grole Anzahl von weiteren Monoterpenen wie o-Pinen (1.1%), 1,8-Cineol (1.2%),
Fenchon (0.7%), o-Cymen, o-Thujon, ®-Pinenepoxid, Campher, trans-Pinocarveol, Menthon
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(0.3%), Isopinocamphon, Pinocarvon, Isomenthon, Borneol, Terpinen-4-ol (2.1%), Dillether,
a-Terpineol (2.7%), Piperiton und Geranial sind im i#therischen Ol dieses Pilzes enthalten.
Bei den Sesquiterpenen sind besonders o-Bisabolol und trans-a-Bergamoten mit Anteilen
von ca. 2.0% und 1.8% zu nennen.

Wie bei vielen anderen Pilzen findet man im étherischen Ol freie Fettsiuren' . n-Tetradecan-
, n-Pentadecan-, n-Hexadecan- und Linolsidure stellen zusammen einen Anteil von 8.5% dar.
In kleineren Mengen sind auch n-Octan-, n-Nonan- und n-Dodecansidure enthalten.

Es wurden 3 Substanzen identifiziert, die zum ersten Mal in Baumpilzen nachgewiesen
wurden. Es handelt sich um Cedrol, Cuparen, Isopinocamphon und Borneol. Cedrol wurde
schon als fliichtige Substanz des Pilzes Penicillium italicum identifiziert [3”, der vor allem in
Innenrdumen der menschlichen Gesundheit schaden kann. Cuparen ist aus Fusarien bekannt
(32, SPME-Untersuchungen an der Triiffelart Tuber borchii zeigten Isopinocamphon und
Borneol als Bestandteile der fliichtigen Komponenten dieses Pilzes 331

Phenylpropan ist als Bestandteil von Erdol oder Kohle beschrieben™, und ist noch nicht als
Substanz aus der belebten Natur identifiziert worden.

(E)-Nerolidol, 1-Hepten-3-on, p-Methylanisol, ar-Curcumen, Undecanal, trans-Pinocarveol,
Pinocarvon, trans-o-Bergamoten, trans-Anethol, Estragol, o-Pinenepoxid, Dillether, Carvon,
Geranial, Isomenthon, o-Ylangen, Daucen, Bisabololoxid B, B-Bisabolen, a-Bisabolol, 3-
Iron, Fenchylacetat, und 2-Himalachen-7f3-ol sind bislang in Pilzen ebenfalls unbekannt.
Interessant in diesem Zusammenhang sind die biologischen Aktivititen einiger dieser
fliichtigen Komponenten. Es ist erwiesen, dass trans-Anethol expektorante Eigenschaften
besitzt. Es wird daher von der pharmazeutischen Industrie genutzt'3 >l Isomenthon und
Piperiton sind antiasthmatische Wirkstoffe®®. a-Bisabolol besitzt antiphlogistische sowie
spasmolytische Eigenschaften[3 7l Bisabololoxid B ist ebenfalls ein Spasmolytikum[38].
Weitere Inhaltsstoffe wie z.B. Carvon, Linalool und 1,8—Cineol'39]’ 49 pesitzen antimikrobielle
Eigenschaften.

[10]
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(E)-Nerolidol (0]

1-Hepten-3-on
p-Methylanisol
/WMO ar-Curcumen

Undecanal o _
(@)

| T
trans-o-Bergamoten trans-Anethol
Estragol
trans-Pinocarveol  Pinocarvon
(0]
(0]
Phenylpropan

Isomenthon

Geranial
Dillether Carvon
a-Pinenepoxid OH
(0]
OH
a-Ylangen
Bisabololoxid B .
Daucen p-Bisabolen a-Bisabolol
OH e}

;&O\{O );;@? w
Fenchylacetat

y 2-Himalachen-78-ol p-Iron

Abb. 4-3 Fliichtige Substanzen aus G. lucidum

Abbildung 4-4 zeigt das GC-FID-Chromatogramm. Die Substanzen wurden anhand ihrer
Retentionszeiten und Massenspektren identifiziert™".

Die identifizierten Verbindungen sind in Tabelle 4-1 aufgefiihrt. Fiir die Substanzen, die in
Mengen unter 0.1% vorliegen, werden keine Retentionszeiten im CG-FID angegeben.
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| | 2-Pentylfuran  Linalool

trans-Anethol

Phenylpropan
ylprop / n-Pentadecansiure
) ¢ Carvon

/ o-Bisabolol
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Abb.4-4 GC-FID-Chromatogramm des #therischen Ols von Ganoderma lucidum

Tabelle 4-1 Fliichtige Substanzen und deren prozentuale Anteile aus G. lucidum

" Kovits-Index

" Relativer prozentualer Anteil der fliichtigen Substanzen basierend auf GC-FID; mit + markierte Substanzen
sind in einer Menge kleiner als 0.1% enthalten

Peak |Substanz GC-MS GC-FID
No. KI M* R, %
1 2-Heptanon 871 114 +
2 n-Heptanal 882 114 7.79 0.7
3 n-Nonan 906 128 +
4 o-Pinen 936 136 9.56 1.1
5 1-Hepten-3-on 956 112 +
6 6-Methyl-5-heptene-2-on 972 126 11.24 1.2
7 2-Pentylfuran 981 138 11.66 2.8
8 p-Methylanisol 1004 122 12.57 0.4
9 Phenylacetaldehyd 1012 120 13.08 1.6
10 1,8-Cineol 1024 154 13.50 1.2
11 (E)-2-Octenal 1034 126 13.65 1.0
12 Phenylpropan 1065 120 15.34 4.6
13 Fenchon 1069 152 15.94 0.7
14 0-Cymen 1076 134 +
15 n-Nonanal 1076 142 16.59 2.0
16 R-(-)-Linalool 1086 154 16.74 4.4
S-(+)-Linalool 1.5
17 o-Thujon 1089 152 +
18 o-Pinenepoxid (Isomer) 1116 152 +
19 Campher 1123 152 +
20 trans-Pinocarveol 1126 152 +
21 Menthon 1136 154 19.48 0.3
22 n-Nonanol 1149 144 19.78 1.1
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23 Isopinocamphon 1151 152 +
24 Pinocarvon 1137 152 +
25 Isomenthon 1146 154 +
26 Borneol 1150 154 +
27 n-Octansiure 1156 144 +
28 Terpinene-4-ol 1164 154 20.37 2.1
29 Dillether 1176 152 +
30 a-Terpineol 1176 152 20.95 2.7
31 Estragol 1175 148 +
32 n-Decanal 1180 156 21.53 0.8
33 R-(-)-Carvon 1214 150 23.03 0.9
S-(+)-Carvon 4.4
34 Piperiton 1226 152 +
35 (E)-2-Decenal 1240 154 +
36 Gernaial 1244 152 +
37 n-Nonansiure 1263 158 24.45 0.3
38 trans-Anethol 1263 148 25.04 9.1
39 2-Undecanon 1273 170 25.43 1.8
40 Undecanal 1290 170 25.87 0.4
41 (E,E)-2,4-Decadienal 1291 152 26.56 0.8
42 o-Ylangen 1376 204 +
43 Daucen 1380 204 +
44 Geranylaceton 1430 194 +
45 trans-a-Bergamoten 1430 204 33.59 1.8
46 Isobazzanen 1442 204 +
47 (E)-B-Farnesen 1446 204 +
48 ar-Curcumen 1473 202 34.53 0.8
49 B-Iron 1566 206 +
50 Cuparen 1498 202 +
51 -Bisabolen 1503 204 35.86 0.9
52 8-Cadinen 1520 204 +
53 -Bazzanen 1519 204 +
54 n-Dodecansiure 1554 200 +
55 (E)-Nerolidol 1547 222 +
56 Cedrol 1603 222 +
57 2-Himachalene-7--ol 1642 222 41.67 0.5
58 Bisaboloxid B 1654 238 42.05 0.9
59 a-Bisabolol 1673 222 42.69 1.2
60 Tetradecansiure 1748 198 45.59 1.4
61 Drimenol 1750 222 45.88 0.5
62 Pentadecansiure 1823 242 49.59 3.5
63 n-Hexadecansiure 1951 256 53.08 2.1
64 Linolsdure 2095 280 58.56 1.1
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4.1.1.1.1 Bestimmung des Enantiomerenverhdltnisses von Linalool und Carvon

Die gaschromatographische Analyse der Enantiomeren wurde mit den in Abschnitt 6.2.4.2
genannten S#ulen durchgefiihrt. Es wurde fiir die Analyse von Linalool eine Methode von
Kriiger 421 als Basis fiir die Methodenentwicklung verwendet. Die Bedingungen fiir die
Enentiomerentrennung sind in Tabelle 6-6 aufgefiihrt. Die Retentionzeiten von R-(-)- und S-
(+)-Linalool betrugen 61 min. respektive 64.6 min. Der a-Wert der Trennung betrug o=1.060
[Ri S-(+)/R¢ R-(-)].

Fir die Analyse von Carvon wurde eine Methode von Konig W1 als Basis fiir die
Methodenentwicklung verwendet. Die Retentionszeiten fiir S-(+)- und R-(-)-Carvon betrugen
18.8 min respektive 19.1 min. Der o-Wert der Trennung betrug 0=1.016 [R; R-(-)/R; S-(+)].
Durch Coinjektion der Enantiomere mit der Probe konnten sowohl R-(-)- und S-(+)-Linalool

bzw. R-(-)- und S-(+)-Carvon identifiziert werden. Die Abbildungen 4-5 und 4-6 zeigten die
Trennung der Enantiomere von Linalool und Carvon.

Synthese )
’ / Synthese
/ (+)
(+)
/ -)
Linalool (rac) ; Synthetisches
“ Gemisch:
\ Il 38.2%/61.8%
i | \
|
Natur Natur
il ]
P AUV 1
PO ¥ ,“v\,\’\

Abb. 4-5 Bestimmung der Enantiomerenverhiltnisse von Linalool und Carvon im dtherischen
Ol von G. lucidum
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4.1.1.2 Nichtfliichtige Inhaltsstoffe

Mittels semi-priparativer HPLC (Abb. 4-6) wurden aus dem n-Hexanextrakt des
Fruchtkdrpers von G. lucidum einige Substanzen isoliert, deren Massenspektren auf
Steroidester hindeuteten. Es wurde die in Abschnitt 6.2.3 genannte RP-18-Séule verwendet.
Die Detektion erfolgte mittels UV-Detektion bei einer Wellenline von A=210 nm. Als
Elutionsmittel wurde Acetonitril/ter-Butylmethylether (60/40, v/v) bei einem FluB3 von 1
ml/min verwendet s. Abschnitt 6.12.1.2.1.

4.1.1.2.1 Ergosta-7,22-dien-3 B-ylpentadecanoat

Die NMR-Daten der Substanz sind in Tabelle 4-2 aufgefiihrt. Wichtige 'H-'"H-COSY- und
HMBC-Kopplungen sind in Tabelle 4-3 aufgefiihrt.
Bei der fraglichen Substanz handelt es sich um Ergosta-7,22-dien-3f3-ylpentadecanoat.

Ergosta-7,22-dien-3fB-yllinoleat (I)

Ergosta-7,22-dien-3B-ylpentadecanoat (II)

Ergosta-7,22-dien-3B-ylpalmitat (IIT)

\J\J'J h\‘\'v\,\j\ v \/'V\:\/q/v,,»f"\,ﬂ\

[ (I [ 1
u 'l

Abb. 4-6 HPLC-Trennung der Steroidester aus G. lucidum

Die Substanz besall negative optische Drehung ([06]58920= () 9.5 (c=0.06 Benzol)). Der
Schmelzpunkt betrug 91 °C. Das EI-Massenspektrum (Abb. 4-7) der Substanz zeigte einen
Molpeak bei 622 m/z. Der m/z-Wert des hochaufgelosten Molpeaks betrug 622.5674, was die
Summenformel C43H740, (Berechneter Wert: 622.5688 m/z) liefert. Aus der Molmasse geht
hervor, dass 7 Doppelbindungséquivalente vorhanden sind.

Charakteristisch fiir ein Monoensteroidringsystem ist das Signal bei 255 m/Z Y,
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Wyllie und Djerassi 451 machten MS-Versuche mit deuterierten Steroiden, die

Doppelbindungen in der Seitenkette besitzen. Das Fragmention 495 m/z (65%) entspricht
einem der dort postulierten Fragmente, an der die Doppelbindung an Position 22 beteiligt ist.
Nach Ionisierung befindet sich die Ladung an C-22 oder C-23. Das Proton an Position C-17
wandert zum C-22 oder C-23. Gleichzeitig wandert die Methylgruppe C-18 an Position C-17.
Die Ladung befindet sich nun in Position C-13. Der Methinwasserstoff an Position C-14
wandert zum Kohlenstoff mit dem freien Elektron an Position C-22 oder C-23, wobei sich
eine Doppelbindung zwischen C-13 und C-14 bildet. Gleichzeitig verliert das Steroidgeriist
die Seitenkette. Die Ladung befindet sich schlieBlich am C-17 (Abb. 4-8).
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+ z

Abb. 4-8 Verlust der Seitenkettevon Ergosta-7,22-dien-33-ylpentadecanoat
gemil Wyllie und Djerassi

we!

495 m/z

Eine Mc-Lafferty-Umlagerung mit anschlieBender Fragmentierung (s. Abb. 4-9) fiihrt zum
Verlust des Fettsidurerestes, wobei das Fragmention 380 m/z (20%) gebildet wird.
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380 m/z

Abb. 4-9 McLafferty-Umlagerung von Ergosta-7,22-dien-33-ylpentadecanoat

Allylspaltung und o-Spaltung liefern das Fragmention 125 m/z (44%) (Abb. 4-10). Das
Fragmention 255 wm/z (Basispeak) kann durch Allylspaltung oder o-Spaltung mit
anschlieBender McLafferty-Umlagerung und Fragmentierung stattfinden.

Derivatisierungen der Verbindung wurden durchgefiihrt, um weitere Informationen zu
erhalten. Mit Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH) wurde eine Umesterung durchgefiihrt[46].
Nach der Reaktion lagen Pentadecansdure als Methylester und das Steroid unverestert vor.
Dadurch  konnte  nach  Einengen der Probe durch Zugabe von  N-
Methyltrimethylsilyltrifluoroacetamid (MSTFA) das Steroid zum TMS-Ether derivatisiert
werden. Mittels GC-MS-Analyse unter Verwendung der Datenbank MassLib"*” wurden
sowohl der Methylester von Pentadecansdure und der TMS-Ether von Ergosta-7,22-dien-38-
ol identifiziert. Bei dem Naturstoff handelt sich demnach tatséchlich um Ergosta-7,22-dien-
3B-ylpentadecanoat.

In kleinen Mengen enthalten war eine weitere Substanz zu erkennen (siehe Abschnitt
4.1.1.2.2).
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A\

)3/

125 m/z 125 m/z

Abb. 4-10 Allylspaltung (links) und o-Spaltung (rechts) von Ergosta-7,22-dien-3(-
ylpentadecanoat

Das 'H- und HMQC-Spektrum zeigten die Anwesenheit von 2 Methyl-Singuletts (& 12.6,
13.4), 4 Methyl-Dubletts (& 0.89-0.95, 1.01, 1.11) und ein Methyl-Multiplett (3 0.89-0.95).
Das 13C—PENDANT—Spektrum zeigte einen olefinischen quartdren Kohlenstoff (& 139.5), 3
olefinische Methin-Kohlenstoffe (8 117.9, 132.3, 136.3) und ein Ester-Carbonyl-Kohlenstoff
(0 172.7). Da zwei C-C-Doppelbindungen und eine C-O-Doppelbindung erkannt wurden,
miissen die vier restlichen Doppelbindungsédquivalente zu den Ringen gehoren. Es handelt
sich hier um einen Steroidester. Da der Hinweis aus dem Massenspektrum vorliegt, dass es
sich um ein Monoensteroidringsystem handelt, spielen die Fernkopplungen besonders des
Methin-Wasserstoffs in Position 5 eine grof3e Rolle (Abb. 4-11).

Abb. 4-11 Beobachte Fernkopplungen im A-B-Ringsystem

Das HMBC-Spektrum zeigte eine deutliche Kopplung zu dem olefinischen Kohlenstoff in
Position 7 und auch zu einem Methin-Kohlenstoff bei 4.93 ppm, dessen grofie
Tieffeldverschiebung einen Hinweis auf die Position der Esterfunktion gibt. Wiederum gibt es
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unter anderem eine Kopplung mit einer der Singulet-Methylgruppen. Die Fernkopplung des
Methin-Wasserstoffatoms an Position 3 mit einem Ester-Kohlenstoff bestitigt die Vermutung,
dass das Steroid an dieser Position verestert ist. Wichtig ist die Kopplung des Methin-
Wasserstoffs an Position 14 (Abb. 4-12) ebenfalls mit dem olefinischen Kohlenstoffatom an
Position 7, sowie die Kopplung mit dem Kohlenstoff einer Singulett-Methylgruppe, deren
Wasserstoffatome eine Fernkopplung mit einem Methin-Kohlenwasserstoff an Position 17
aufweisen.

Abb. 4-12 Beobachte Fernkopplungen im C-D-Ringsystem

Das 'H-'"H-COSY zeigt eine starke Kopplung mit einem weiteren Methin-Wasserstoffatom,
was auf eine °J -Kopplung deutet (Abb. 4-13). Dieses Wasserstoffatom an Position 20 koppelt
stark mit einer Dublett-Methylgruppe und einem olefinischen Wasserstoffatom, was zu dem
Schluss fiihrt, dass sich die zweite Doppelbindung an Position 22 befindet. Der restliche Teil
der Seitenkette ist analog zu der Seitenkette eines Ergostansteroids. Man beobachtet
Fernkopplungen einer Dublett-Methylgruppe mit dem olefinischen Kohlenstoff an Position
23, sowie mit dem Methin-Kohlenwasserstoff an Position 25, welcher starke Kopplungen im
'H-'"H-COSY mit zwei Dublett-Methylgruppen zeigt (C-26, C-27). Das NOESY-Spektrum
zeigt die relative Konfiguration im Molekiil, die mit der relativen Konfiguration des Ergostan-
Ringsystems iibereinstimmt.

N

mm= 1H-1H-COSY-Kopplungen
—> Fernkopplungen

Abb. 4-13 'H-'"H-COSY- und Fernkopplungen der Seitenkette

Es handelt sich hier um einen neuen Steroidester, nimlich: Ergosta-7,22-dien-3[3-
ylpentadecanoat (Abb. 4-14). Die Substanz ist bisher weder synthetisiert noch als Naturstoff
isoliert worden.
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Abb. 4-14 Ergosta-7,22-dien-33-ylpentadecanoat
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Tabelle 4-2 'H- und *C-NMR-Daten von Ergosta-7,22-dien-3[-ylpentadecanoat

Atom Nr. Ergosta-7,22-dien-3f3-ylpentadecanoat
(CsDe¢)
5'H M (J) 8"C
1 1.65,0.93 m 37.4
2 1.40,1.67 m 30.2
3 4.93 m 73.3
4 1.54,1.93 m 28.05
5 1.53 m 49.70
6 1.66,1.38 m 30.0
7 5.19 brs 117.9
8 - - 139.5
9 1.27 40.4
10 - - 34.4
11 1.41 m 22.0
12 1.97,1.17 m 40.1
13 - - 33.7
14 1.81 - 55.6
15 1.69 m 25.8
16 1.57 m 23.5
17 1.25 m 56.4
18 0,60 s 12.6
19 0.75 s 13.4
20 2.05 m 41.2
21 1.11 d(6.70) 21.5
22 5.27 m 136.3
23 5.27 m 132.3
24 1.92 m 43.5
25 1.50 m 33.6
26 0.89-0.95 d(6.87) 19.2 -21.9
27 0.89-0.95 d(6.87) 19.2 -21.9
28 1.01 d(6.90) 18.0
29 - - -
30 - - -
31 - - -
1(F. a) - - 172.7
2 2.27 m 35.3
3-14 1.14-1.44 m 28.7-34.5
(F. a)
15 (F. a) 0.92 m 20.55




Spezieller Teil 25

Tab. 4-3 'H-'"H-COSY- und HMBC-Kopplungen

Wichtige Kopplungen
'H-'H-COSY HMBC
Proton(en) koppeln mit: Proton(en): Koppeln mit
Proton(en) Kohlenstoff(e)
H;-25 H,;-24 Hs-19 C-5,C-9,C1
H;-24 H,;-23 H;-5 C-7,C-3
H;-23 H;-22 H;-3 C-1
H;-20 H;-17 H;-7 C-14
H,-7 H,-6 H:-9 C-12
H;-9 H»-11 H;-14 C-18,C-16
H;-5 H,-6,H,-4 Hs-18 C-12,C-14,C17
H;-3 H»-2,H,-4 H;-17 C-21,C15
H’3-15 H"»-14 Hs-21 C-22
H;-23 C-28,C-25
H;-26,H3-27 C24

4.1.1.2.2 Ergosta-7-en-3 B-yllinoleat

Ergosta-7-en-3B-yllinoleat coeluierte zum Teil mit Ergosta-7,22-dien-3f3-ylpentadecanoat
(siehe Abschnitte 4.1.1.2.1 und 6.12.1.2.1). Im Massenspektrum von Ergosta-7,22-dien-3[3-
ylpentadecanoat erkennt man einen Molpeak mit 660 m/z. Nach Umesterung mit TMSH und
anschlieBender Silylierung mit MSTFA konnte man mittels GC-MS Linolsdure und den
TMS-Ether von Ergosta-7-en-3[3-ol identifizieren. Diese Substanz wurde bereits in dem Holz
zersetzenden Basidiomyceten Fomitopsis pinicola identifiziert. Nun wurde die Substanz
jedoch auch erstmalig in Ganoderma lucidum identifiziert"*®.

Abb. 4-15 Ergosta-7-en-3f-yllinoleat

4.1.1.2.3 Ergosta-7,22-dien-3 B-ylpalmitat

Ergosta-7,22-dien-3p3-ylpalmitat wurde ebenfalls aus dem n-Hexanextrakt mittels semi-
praparativer HPLC isoliert (sieche Abschnitte 4.1.1.2.1 und 6.12.1.2.1). Eine negative optische
Drehung der Substanz konnte gemessen werden.

Der Schmelzpunkt betrug 92 °C. Das EI-Massenspektrum der Substanz zeigte einen Molpeak
bei 636 m/z (72%). Auch hier ist wie bei der vorherigen Substanz der Peak 255 m/z
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(Basispeak) enthalten, was auf ein Monoensteroidringsystem deutet. Das Fragmention mit der
Masse 380 m/z (12%) ist hier ebenfalls enthalten.

Die Daten aus dem Massenspektrum sowie der 'H- und 13-NMR-Spektren deuten auf eine
Verbindung mit 7 Doppelbindungsiquivalenten. Mit zwei C-C-Doppelbindungen und einer
C-0O-Doppelbindung kommt man auch hier auf eine Anzahl von vier Ringen. Es wurden alle
Konnektivititen, die bei Ergosta-7,22-dien-3B-ylpentadecanoat beschrieben wurden, auch hier
bestitigt. Die Substanz wurde mit TMSH umgeestert und anschlieBend mit MSTFA silyliert.
Mittels GC-MS-Analyse konnten Palmitinsduremethylester und der TMS-Ether von Ergosta-
7,22-dien-3B3-ol identifiziert werden. Ein Vergleich der erhaltenen Spektren mit denen von
Ergosta-7,22-dien-3B-ylpalmitat (Abb. 4-16) lieferte eine vollstindige Ubereinstimmung.
Diese Verbindung wurde bereits zuvor aus G. lucidum isoliert*”’.

Abb. 4-16 Ergosta-7,22-dien-33-ylpalmitat

4.1.1.2.4 Ergosta-7,22-dien-3 Byllinoleat

Ergosta-7,22-dien-3B-yllinoleat wurde gleichfalls mittels semi-préparativer HPLC aus dem n-
Hexanextrakt isoliert (sieche Abschnitte 4.1.1.2.1 und 6.12.1.2.1). Im EI-Massenspektrum
konnte man einen Molpeak von 660 m/z (10%) beobachten. Die Fragmentionen 380 m/z
(20%) und 255 m/z (52%) sind auch im Spektrum vorhanden, was wiederum auf einen
Fettsdureester von Ergosta-7,22-dien-3B3-ol hindeutet. In diesem Fall erkennt man jedoch im
1H—NMR—Spektrum 7 olefinische Methin-Protonen. Es sind 4 C-C-Doppelbindungen
vorhanden. Die Informationen aus dem Massenspektrum und den NMR-Spektren fiihrten zu
der Summenformel CyH760,. Es handelt sich um eine Substanz mit 9
Doppelbindungsédquivalenten. Abziiglich der aus den NMR-Spektren erkannten C-C- und C-
O-Doppelbindungen (fiinf Doppelbindungen) ergeben sich 4 Ringe. Auch hier konnten alle
Konnektivititen aus den beiden vorherigen Substanzen bestitigt werden. Eine Umesterung
mit TMSH mit anschliefender GC-MS-Analyse fiihrte zur Identifizierung von Linolséure. Ein
Vergleich der erhaltenen Spektren mit denen des bekannten Ergosta-7,22-dien-33-yllinoleats
(Abb. 4-17) lieferte eine vollstindige Ubereinstimmung. Auch diese Verbindung ist zuvor

ebenfalls in Ganoderma lucidum nachgewiesen worden""".
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Abb. 4-17 Ergosta-7,22-dien-3f-yllinoleat

4.1.2 Spongiporus leucomallellus

Dieser Pilz hat 2-5cm breite Fruchtkorper. Sie sind resupinat oder mit 1-3 cm abstehenden
Hutkanten. Sie sind oft verwachsen oder dachziegelig und sehr weich. Junge Fruchtkorper
sind filzig-faserig mit weiBlicher Farbe. Mit fortschreitendem Alter sind sie rostgelb gefleckt
und schwach zoniert. Der Pilz ist Saprophyt an feuchtem, schon etwas dlterem Kiefernholz
(Braunfiuleerreger), besonders an am Boden liegenden Faulstimmen, die er durch eine
Braunfiule zersetzt. Er ist iiberall in Kiefernwildern im Herbst vorhanden, seltener wichst er
auch an Fichte oder an Laubhdlzern in Mischwildern.
Synonyme: - Tyromyces leucomallellus Murr.

- Tyromyces gloeocystidiatus Kotl. & Pouz.

- Postia leucomallella (Murill) Jilich [12}, {27]
In Abschnitt 4.1.2.1 dieser Arbeit wird die Zusammensetzung des itherischen Ols
besprochen.

Abb. 4-17 Spongiporus leucomallellus
(Murill) David "%

4.1.2.1 Fliichtige Inhaltsstoffe

Die Hauptkomponente im étherischen Ol von S. leucomallellus ist R-(-)-1-Octen-3-ol (37.5%;
Enantiomere bestimmt durch enantioselective GC s. Abschnitte 4.1.2.1.1, 6.12.1.1.1 und
6.12.2.1.1), eine weit verbreitete fliichtige Komponente in Pilzen, die den typischen
Pilzgeruch verursacht. Das Monoterpen R-(-)-Linalool ist mit einem Anteil von 15.8% an
zweiter Stelle, gefolgt von 1-Hepten-3-on (5.1%) und (Z)-Nerolidol (2.9%).

(E)-B-Ocimen sowie a-Copaen sind bisher nicht in Baumpilzen nachgewiesen worden. Eine
Identifizierung von (E)-B-Ocimen wurde in Untersuchungen des Pilzes Penicillium roqueforti
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mittels Festphasen-Mikroextraktion (SPME: solid-phase microextraction) und anschlieSender
gaschromatographischer Analyse berichtet"!, o-Copaen wurde aus dem Pilz Aspergillus
fumigatus identifiziert”?.

In Pilzen noch nicht nachgewiesene Substanzen sind hier die Sesquiterpene o-Muurolen,
Cyclofarnesa-5(14),8,10-trien, Sandvicen und T-Cadinol (Abb. 4-19).

OH
o-Muurolen T-Cadinol Sandvicen
N
Cyclofarnesa-5(14),8,10-trien

Abb. 4-19 Fliichtige Substanzen aus S. leucomallellus

Abbildung 4-20 zeigt das GC-FID-Chromatogramm. Die Substanzen wurden anhand ihrer
Retentionszeiten und Massenspektren identifiziert™".

Die identifizierten Verbindungen sind in Tabelle 4-3 aufgefiihrt. Fiir die Substanzen, die in
Mengen unter 0.1% vorliegen, werden keine Retentionszeiten im CG-FID angegeben.

T -
* / Linalool

l] | 1-Octen-3-ol (E,E)-2,4-Decadienal

. \ ‘ 1-Hepten-3-on (Z)-Nerolidol

~

\ | €7 3-Octanon
| T
" kel JAJJ}tlJJwL_UMMLMAM; | JLA,’LNJW_«__J‘L,,J\oﬁ‘;h_ﬂu_,

OFFS 2

Abb. 4-20 GC-FID-Chromatogramm des itherischen Ols von Spongiporus leucomallellus



Spezieller Teil 29

Tabelle 4-3 Fliichtige Substanzen und deren prozentuale Anteile aus S. leucomallellus

" Kovits-Index

* Relativer prozentualer Anteil der fliichtigen Substanzen basierend auf GC-FID; mit + markierte Substanzen
sind in einer Menge kleiner als 0.1% enthalten

Peak |Substanz GC-MS GC-FID
No. KI' M* R, %
1 (E)-2-Heptenal 942 112 +
2 o-Pinen 936 136 +
3 Camphen 950 136 +
4 1-Hepten-3-on 956 112 10.88 5.1
5 R-(-)-1-Octen-3-ol 962 128 11.31 37.5
S-(+)-1-Octen-3-ol 29
6 3-Octanon 969 128 11.71 2.3
7 2-Pentylfuran 981 138 12.02 2.4
8 Phenylacetaldehyd 1012 120 +
9 Limonen 1025 136 +
10 (E)-B-Ocimen 1029 136 +
11 (E)-2-Octenal 1034 126 14.32 1.6
12 1-Nonen-3-ol 1058 142 15.29 0.9
13 cis-Linalooloxid (furanoid) 1072 170 +
14 n-Nonanal 1076 142 16.66 0.8
15 R-(-)-Linalool 1086 154 16.83 15.8
S-(+)-Linalool 1.5
16 (E)-2-Nonenal 1139 154 19.24 0.9
17 n-Octansiure 1156 144 +
18 2-Decanon 1176 156 +
19 o-Terpineol 1176 154 +
20 n-Decanal 1180 156 21.61 0.2
21 (E,E)-2,4-Nonadienal 1188 138 21.77 0.3
22 (E)-2-Decenal 1240 154 24.17 0.7
23 2,4-Decadienal 1270 152 25.66 0.7
24 2-Undecanon 1273 152 25.93 0.2
25 (E,E)-2,4-Decadienal 1291 152 26.63 1.7
26 o-Copaen 1379 204 +
27 Sandvicen 1399 204 +
28 Geranylaceton 1430 194 +
29 Isobazzanen 1442 204 +
30 Cyclofarnesa-5(14),8,10-trien 1441 204 +
31 B-Barbaten 1445 204 +
32 o-Muurolen 1496 204 +
33 (Z)-Nerolidol 1522 222 38.03 2.9
34 T-Cadinol 1633 222 +
35 n-Tetradecansiure 1748 198 45.94 0.6
36 n-Pentadecansidure 1823 242 49.63 1.6
37 n-Hexadecansiure 1951 256 53.13 1.8
38 Linolsdure 2095 280 58.63 0.9
39 n-Tetracosan 2400 338 +
40 Dotriacontan 3200 450 +
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4.1.2.1.1 Bestimmung des Enantiomerenverhdaltnisses von Linalool und 1-Octen-3-
ol

Die gaschromatographische Analyse der Enantiomeren wurde mit den in Abschnitt 6.2.4.2
genannten Siulen durchgefiihrt. Die Analyse der Enantiomeren von Linalool wurde analog zu
denAbschnitten 4.1.1.1.1 und 6.12.1.1.1 durchgefiihrt.

Das erhaltene angereicherte 1-Octen-3-o0l mufite fiir die Methode nach Konig et al. 531 zum
TFA-Derivat ¥ derivatisiert werden.

Die Retentionszeiten betrugen 9.7 min. respektive 10 min. Der a-Wert der Trennung betrug
0=1.030 [R¢ R-(-)/R; S-(+)].

Durch Coinjektion konnten beide Enantiomere in S. leucomallellus zugeordnet werden.

Die Trennung der Enantiomeren von 1-Octen-3-ol (TFA-Derivat) zeigt Abbildung 4-21.

(X / )

1-Octen-3-ol (TFA-
Derivat)

Gemisch:
R-(-)/S-(+)=
57.1%/42.9%

N

[
=

S.P :382[

Abb. 4-21 Enantiomerentrennung von 1-Octen-3-ol (TFA-Derivat) im itherischen Ol von S.
leucomallellus
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4.1.2.2 Nichtfliichtige Inhaltsstoffe

4.1.2.2.1 Ergosta-7,22-dien-3 3ol

Aus dem Dichlormethanextrakt wurde Ergosta-7,22-dien-33-ol mittels semi-priparativer
HPLC isoliert. Abbildung 4-22 zeigt das Chromatogramm der Isolierung. Es wurde die in
Abschnitt 6.2.3 genannte RP-18-Sédule verwendet. Als Elutionsmittel wurde Acetonitril/tert-
Butylmethylether (80/20, v/v) bei einem Flufl von 1 ml/min verwendet. Die Detektion erfolgte
mittels UV-Detektion bei einer Wellenldne von A=210 nm (s. Abschnitt 6.12.2.2.1).

Da keine NMR-Daten der Substanz in Deuteriobenzol vorliegen, werden sie in Tabelle 4-4
aufgefiihrt.

Ergosta-7,22-dien-3[3-ol

I I 1 I I | | I | | I I | I I
e = ]

-

Abb. 4-22 HPLC-Trennung von Ergosta-7,22-dien-3B-ol aus S. leucomallellus

Das EI-MS-Spektrum zeigte als Molpeak 398 m/z an. Mit einer Intensitiit von 36% beobachtet
man ein Fragmention bei 255 m/z, was auf ein Monoensteroidringsystem deutet. Das 'H-
NMR-Spektrum dieser Verbindung weist 45" Protonen auf. Im 13C—PENDANT—Spektrum
wurden die Signale von 28 Kohlenstoffen identifiziert.

Durch Auswertung zweidimensionaler NMR-Spektren ("H-'"H-COSY, HMBC) konnten alle
Konnektivititen bestimmt und diese Verbindung als Ergosta-7,22-dien-33-ol (Abb. 4-23)
identifiziert werden. Da zum Zeitpunkt der Isolierung noch keine NMR-Daten vorlagen,
werden die chemischen Verschiebungen in C¢Dg in Tab. 4-4 vorgestellt. Die NMR-Daten
CDCl; wurden von Ramirez et al. > beschrieben. Dieses Steroid ist schon seit langem als
Pilzinhaltsstoff bekannt und kommt in den meisten Pilzen vor'®'.

¢ Hydroxylproton wegen Signalverbreitung nicht sichtbar.)
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Abb. 4-23 Ergosta-7,22-dien-3f-ol
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Tabelle 4-4 'H- und *C-NMR-Daten von Ergosta-7,22-dien-3f-ol

Atom Nr. | Ergosta-7,22-dien-3f-ol
(CeDs)
3H M@ [°C
1 1.66, |m 37.5
0.89
2 1.30, |m 31.9
1.66
3 335 |m 70.8
4 1.15, |m 38.5
1.55
5 1.57 |m 50.0
6 1.69 |m 30.1
7 5.24 |bs 118.0
8 - - 139.5
9 123 |m 40,5
10 - - 344
11 1.43 |m 21.8
12 1.98, |m 39.9
1.18
13 - - 43.6
14 1.82 |- 55.6
15 1.49 |m 21.9
16 1.59 |m 23.3
17 1.23 |m 56.3
18 0.60 |s 12.2
19 0.75 |s 13.2
20 206 |m 40.6
21 111 |d(6.46) [21.4
22 5.26 |m 136.3
23 527 |m 132.1
24 1.89 |m 43.4
25 1.49 |m 334
26 0.90- |d(6.82) |19.6-
0.94 20.6
27 0.90- |d(6.82) |19.6-
0.94 20.6
28 1.01 |d(6.6) 17.9

4.1.2.2.2 Lanosta-8(9),24(28)-dien-3 -0l

Lanosta-8(9),24(28)-dien-3B-ol wurde mittels semi-priparativer HPLC aus dem
Dichlormethanextrakt von Fruchtkérpern von S. leucomallellus isoliert (s. Abb. 4-24). Es
wurden gleiche HPLC-Bedingungen wie unter Abschnitt 4.1.2.2.1 und 6.12.2.2.1 verwendet.
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Ergosterin

Lanosta-8(9),24(28)-dien-3[3-ol

"

[T T T T T T T e O I A N S Y O A R N
n s ]

Abb. 4-24 HPLC-Trennung von Ergosterin und Lanosta-8(9),24(28)-dien-3f-ol aus S.
leucomallellus

Im EI-Spektrum konnte man einen Molpeak von 440 m/z beobachten und einen Basispeak
von 425 m/z, was auf den Verlust einer Methylgrup%)e hindeutet. Im 1H—NMR—Spektrum
konnte man die Signale von 51 Protonen erkennen. Im 3 C-PENDANT-Spektrum wurden die
Signale von 31 Kohlenstoffen identifiziert. Mittels 2D-NMR Methoden konnten die
Konnektivitidten sowie die relative Konfiguration ermittelt werden. Ein Vergleich mit den
Literaturdaten des aus Fomes officinalis isolierten Triterpens Lanosta-8(9),24(28)-dien-3[-ol
(Eburicol, Abb. 4-25) zeigte Ubereinstimmung[57].

¢ Hydroxylproton wegen Signalverbreitung nicht sichtbar.)

Abb. 4-25 Lanosta-8(9),24(28)-dien-3-ol (Eburicol)
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4.1.2.2.3 Ergosterin

Ergosterin wurde mittels semi-priparativer HPLC isoliert (siehe Abschnitt 4.1.2.2.2 und
6.12.2.2.2). Der Molpeak der Substanz wurde bei 396 m/z mit einer Intensitit von ca. 69%
beobachtet. Das Fragmention 381 m/z (3.7%) entsteht durch den Verlust einer Methylgruppe.
Mit einer Intensitit von 33% erkennt man ein Fragmention bei 363 m/z und bei 337 ([M-
C3H7O)+)[58] m/z. Das Fragmention bei 253 m/z (50%) deutete auf einen
Diensteroidringsystem hin!*!. Das 1H—NMR—Spektrum der Verbindung zeigt die Signale von
43 Protonen’. Das " C-PENDANT-Spektrum zeigt wiederum die Signale von 28
Kohlenstoffen. Konnektivititen und relative Konfiguration der Substanz wurden mit Hilfe
von 2D-NMR Methoden bestimmt. Da das Massenspektrum eine sehr gute Ubereinstimmung
mit dem Massenspektrum von Ergosterin zeigte, wurde das 1H—NMR—Spektrum der
Standardsubstanz Ergosterin gemessen. Eine Ubereinstimmung war gegeben, so dass
Ergosterin (Abb. 4-26) als Inhaltsstoff von S. leucomallellus identifiziert werden konnte.
Ergosterin ist wie auch Ergosta-7,22-dien-3B-ol ein in Pilzen hiufig vorkommendes
Steroid®®. Da keine vollstindigen NMR-Daten dieser Substanz vorliegen, werden die
chemischen Verschiebungen und Multiplizititen im Lésungsmittel Deuterobenzol in Tabelle
4-5 aufgefiihrt.

¢ Hydroxylproton wegen Signalverbreitung nicht sichtbar.)

HO

Abb. 4-26 Ergosterin
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Tabelle 4-5 'H- und "*C-NMR-Daten von Ergosterin

Atom Nr. | Ergosterin (CDCl5)
SH MO |"C

1 131 |m 38.67

2 1.50, |m 32.04
1.88

3 3.63 |m 70.85

4 2.28, |m 41.52
2.46

5 - - 140.13

6 5.57 |brs 119.94

7 5.38 |brs 141.76

8 - - 141.76

9 197 |- 46.72

10 - - 37.50

11 1.60, |m 21.60
1.72

12 1.27 |\m 39.34

13 - - 43.23

14 1.89 |m 55.19

15 1.38, |m 23.40
1.65

16 1.30, |m 28.89
1.76

17 1.26 |m 56.21

18 0.63 |s 12.46

19 094 |s 16.64

20 203 |m 41.09

21 1.03 [d(6.68) |21.47

22 5.18 |m 135.71

23 521 |m 132.43

24 1.85 |m 43.47

25 146 |m 33.77

26 0.79- |d(6.98) [20.15
0.85

27 0.79- [d(6.98) |20.37
0.85

28 091 [d(6.84) |18.04

4.1.2.2.4 Ergosterolperoxid

Ergosterolperoxid, ebenfalls aus dem Dichlormethanextrakt isoliert (s. Abbildung 4-27;
HPLC-Bedingungen sieche Abschnitt 4.1.2.2.2 und 6.12.2.2.2), zeigt einen Molpeak im EI-MS
bei 428 m/z.
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5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-
6,9(11),22-trien-3f3-o0l

Ergosterolperoxid

)

Abb. 4-27 HPLC-Trennung von Ergosterolperoxid und 5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-
6,9(11),22-trien-3B3-ol aus S. leucomallellus

Das Fragmention mit 410 m/z wird durch Verlust von Wasser gebildet ([M-H,O]"). Basispeak
ist hier 396 m/z, was eine Differenz zum Molpeak von 32 m/z darstellt (siehe unten).
Ansonsten zeigt es groBe Ahnlichkeit mit dem Massenspektrum von Ergosterin. Im 'H-NMR-
Spektrum erkennt man die Signale von 43 Protonen*. Im 13C—PENDANT—Spektrum erkent
man die Signale von 28 Kohlenstoffen. Aus dem 'H- und "C-NMR- und den EI-MS-
Spektrum kommt man auf eine Summenformel von C,7H4,0s. Es handelt sich um eine
Substanz mit 7 Doppelbindungséiquivalenten. Da die Substanz zwei Doppelbindungen besitzt,
miissen fiinf Ringe vorliegen. Anhand der vorliegenden Daten aller Spektren konnte die
Substanz als Ergosterolperoxid (Abb 4 28) identifiziert werden. Ein Vergleich mit
Literaturdaten zeigte Uberelnstlmmung . Die groBe Ahnlichkeit der EI-MS-Spektren von
Ergosterolperoxid und Ergosterin beruht auf der Abspaltung von O, ([M-0,]": 396 m/z) mit
gleichzeitiger Riickbildung des Diensystems.

¢ Hydroxylproton wegen Signalverbreitung nicht sichtbar.)
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HO

Abb 4-28 Ergosterolperoxid

4.1.2.2.5 5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-3 -ol

Auch 5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-33-ol konnte mittels semi-priparativer
HPLC aus dem Dichlormethanextrakt isoliert werden (s. Abschnitt 4.1.2.2.4; HPLC-
Bedingungen siehe Abschnitt 4.1.2.2.2 und 6.12.2.2.2). Das Massenspektrum der Substanz
weist einen Molpeak bei 426 m/z auf. Das nichste Fragmention und gleichzeitig Basispeak ist
394 m/z, was eine Differenz zum Molpeak von 32 m/z bedeutet. Der hochaufgeloste Molpeak
(426.3145 m/z; berechneter Wert: 426.3133 m/z) ergab die Summenformel C,3H4,03, eine
Substanz mit 8 Doppelbindungsiquivalenten. Im 1H—NMR—Spektrum erkennt man 41
Protonen". Im " C-PENDANT-Spektrum kann man hingegen 28 Kohlenstoffe erkennen. Mit
Hilfe der 2D-NMR-Spektren konnten die Konnektivititen bestimmt werden. Die Verbindung
konnte als 5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-33-ol (Abb. 4-29) identifiziert
werden. Von der Substanz liegen keine vollstindigen NMR-Daten vor’. In Tab. 4-6 werden
die chemischen Verschiebungen und Multiplizititen vorgestellt. Es handelt sich hier um ein
relativ stabiles Peroxid. Die Tatsache, dass man selbst im EI-MS einen Molpeak beobachten
kann verdeutlicht das.

Interessant bei Naturstoffen mit einer Peroxidgruppe ist die damit verbundene biologische
Aktivitdt. Artemisininin ist eine biologisch aktive Substanz mit einer Peroxidgruppe, die
gegen Malaria eingesetzt wird®). Auch die hier isolierte Substanz zeigte bereits schwache
Aktivitdt gegen Krankheiten wie Lungen-, Eierstock-, Haut- und Dickdarmkrebs®".

Es gibt bis heute keine Daten iiber antimikrobielle Eigenschaften oder anticancerogene
Eigenschaften gegen Cervix-Karzinom und Leukdmie. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
Untersuchungen diese Eigenschaften betreffend durchgefiihrt. Die Ergebnisse werden in
Abschnitt 4.2 ausfiihrlich vorgestellt.

¢ Hydroxylproton wegen Signalverbreitung nicht sichtbar.)
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Abb. 4-29 5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-33-ol
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Tabelle 4-6 'H- und ">C-NMR-Daten von 5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-

3pB-ol

Atom Nr. | 5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-3[3-ol

(CDCl5)

S'H M (J) e
1 1.54 m 33.29
2 1.71 m 31.38
3 3.93 m 66.26
4 1.72,2.02 m 36.81
5 - - 82.40
6 6.0 d(8.27) 135.87
7 6.39 d(8.67) 130.68
8 - - 78.11
9 - - 144.21
10 - - 38.52
11 5.23 m 119.05
12 1.89, 2.03 m 41.73
13 - - 44.71
14 1.94 m 48.84
15 1.46,1.72 m 21.42
16 1.24,1.63 m 29.13
17 1.08 m 56.08
18 0.61 S 13.19
19 0.94 S 25.60
20 1.94 m 40.44
21 0.95 d(6.63) 21.07
22 5.10 m 135.92
23 5.22 m 132.43
24 1.87 m 43.59
25 1.47 m 33.67
26 0.88-0.92 d(6.85) 20.06
27 0.88-0.92 d(6.85) 20.52
28 0.98 d(7.07) 18.09
4.1.2.2.6 Eburiconsdure

Eburiconsdure  wurde ebenfalls mittels semi-priaparativer HPLC aus dem
Dichlormethanextrakt isoliert. Die in Abschnitt 6.2.3 genannte Kieselgelsdule wurde
verwendet, sowie Dichlormethan/Methanol (90/10, v/v) als Eluenten (Abb. 4-30). UV-
Detektion erfolgte bei einer Wellenlinge von A=254 nm im UV-Detektor verwendet. Der
FluB betrug 1 ml/min (s. auch Abschnitt 6.12.2.2.4).
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Eburiconsiure

5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-
6,9(11),22-trien-3f3-o0l

Abb. 4-30 HPLC-Trennung von Eburiconsdure aus S. leucomallellus

Das EI-MS-Spektrum zeigt einen Molpeak bei 470 m/z. Das beobachtete Fragmention bei 455
m/z ist das Resultat des Verlustes einer Methylgruppe. Das Fragmention 437 m/z (Basispeak)
ensteht durch den Verlust einer Methylgruppe mit anschlieBendem Verlust von Wasser (M-
CH3-H,O"). Anhand der vorliegenden Daten aller Spektren konnte die Substanz als
Eburiconsdure (Abb. 4-31) identifiziert werden. Ein Vergleich mit Literaturdaten konnte dies
bestﬁtigenlﬁz].

Abb. 4-31 Eburiconsiure
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4.1.2.2.7 Spongiporensdure A

Spongiporensdure A wurde mittels semi-préaparativer HPLC isoliert. Verwendet wurde eine
RP-18-Sdule (Abschnitt 6.2.3) und als Eluent Methanol/Wasser (80/20, v/v) bei einem Fluss
von 1 ml/min. Die Detektion erfolgte bei A=254 nm (s. auch Abschnitt 6.12.2.2.5). Abbildung
4-32 zeigt die HPLC-Trennung der beiden Substanzen, die kleineren Peaks bei 5.4 und 6.3
min. repriasentieren Substanzen, die nicht in ausreichenden Mengen isoliert werden konnten.

Spongiporensiure B

Spongiporensiure A

Abb. 4-32 HPLC-Trennung von Spongiporensiure A und B aus S. leucomallellus

Eine positive optische Drehung der Substanz konnte bestimmt werden ([o®20= (+) 59
(c=0.18 Methanol)). Der Schmelzpunkt betrug 182 °C. Im EI-Massenspektrum liegt der
Molpeak bei 496 m/z (10%) gefolgt vom Fragmention 478 m/z (19%). Diese Differenz betrigt
18 m/z, was bei der vorliegenden Fragmentierung auf einen Wasserverlust hindeutet.
Wasserabspaltung wurde schon oft bei Carbonsiduren mit einer Doppelbindung in B-y-Position
beobachetet'®*®*!. Weitere wichtige Fragmente sind 423 m/z (40%) [M-C3HsO,]", 327 m/z
(8%) [M-CoH303]" und 169 m/z [M-C,H3,0,]". Der abgespaltene Rest C3HsO, konnte einen
aliphatischen Rest mit einer Carboxygruppe darstellen. Beim Fragmention 169 m/z scheint es
sich um die Seitenkette der Substanz zu handeln. CoH ;303 kdnnte die oben genannte Stelle im
Molekiil sein, die eine Doppelbindung in B-y-Position besitzt. Solche Seitenketten sind aus
Triterpenoiden aus Baumpilzen bereits bekannt. Zu nennen wiren die Seitenketten aus den
Substanzen Quercinsdure B und 3a-Carboxyacetoxy-24-methylen-23-oxolanost-8-en-26-
carbonsiure ** (Abb. 4-33). Diese Seitenkette wiirde mit dem Fragmention iibereinstimmen.
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COOH

R O

Abb. 4-33 Mogliche Seitenkette der Substanz

Im ESI-MS-Spektrum konnte man ein Peak bei 519 m/z ((M+Na']) erkennen. Der m/z-Wert
des hochaufgelosten Na-Addukt-Ions (519.3102 m/z; Berechneter Wert: 519.3086 m/z) fiihrte
zu einer Summenformel von C3;H440sund 10 Doppelbindungsidquivalenten.

Ein ATR-IR-Spektrum der Substanz wurde aufgenommen. Es konnten charakteristische IR-
Banden erkannt werden. Bei einer Wellenzahl von 1706 cm™ befindet sich die
Carbonylbande. Charakteristisch fiir Doppelbindungen ist die Bande bei 1667 cm™. Im 'H-
NMR-Spektrum konnte man 6 Methylgruppen (4 x s, 2 x d), 2 olefinische Methylengruppen
(0 4.82, 4.77, 6.37, 6.02) und 2 olefinische Methinprotonen (3 5.34, 5.24) erkennen. Im Be-
NMR-Spektrum konnte man einen Ketokohlenstoff bei 202.3 ppm, 2 Carboxykohlenstoffe bei
177.5 ppm und 177.4 ppm, 8 olefinische Kohlenstoffe, wobei es sich um zwei Methin- (113.0,
118.8 ppm), zwei Methylen- (121.1, 125.2 ppm) und vier quartire Kohlenstoffe (138.4, 142.7,
150.1, 151.0 ppm) handelt, erkennen.

Bei sieben Doppelbindungen miissen die restlichen 3 Doppelbindungsidquivalente Ringen
zugeordnet werden. Bei Auswertung der im HMBC-Spektrum sichtbaren Fernkopplungen
erkennt man nur eine Kopplung zwischen den Protonen einer Singulett-Methylgruppe mit
einem Methinkohlenstoff (Abb. 4-34), was typisch fiir ein Lanostan-Triterpen ist. Bei den
Protonen handelt es sich um die Methylgruppe am C-19 und die Methingruppe am C-5. Diese
Methylgruppe koppelt auch mit mit einem quartiren olefinischen Kohlenstoff und einem
Methylenkohlenstoff, dessen Protonen wiederum mit einem Carboxylkohlenstoff koppeln.
Benachbart zu dieser Methylengruppe ist ebenfalls eine Methylengruppe. Eine starke
Kopplung wird im 'H-"H-COSY beobachtet. Das Methinproton koppelt im HMBC-Spektrum
mit einem olefinischen Methylenkohlenstoff, einem Methylkohlenstoff und einem
olefinischen Methinkohlenstoff. Es handelt sich hier also um einen 3,4-seco-Ring.

Im TOCSY-Spektrum erkennt man die Zugehorigkeit des Methinprotons zu einem
Spinsystem, dem eine Methylengruppe (C-6) und das zuvor genannte olefinische Proton
angehoren (C-7). Das 'H-'"H-COSY zeigt deutlich die Kopplung des Methinprotons mit der
Methylengruppe. Das olefinische Methinproton zeigt eine Fernkopplung mit dem quartiren
olefinischen Kohlenstoff, der mit der Singulett-Methylgruppe koppelte (C-9) (Abb. 4-34).
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=== 1H-1H-COSY Kopplungen
—> Fernkopplungen

Abb. 4-34 Wichtige 'H- ' H-COSY- und Fernkopplungen des seco-Ring-A und des B-Rings

Das zugehorige Methinproton (C-11) koppelt ebenfalls mit dem quartiren olefinischen
Kohlenstoff der zuvor genannten Methingruppe (C-7) und mit 2 quartidren Kohlenstoffen (C-
10, C-13). Das Spektrum des C-D-Ringsytems entspricht dem des typischen Lanostan-
Ringsystems mit Fernkopplungen der Singulett-Methylgruppe am C-18 mit dem quartiren
Kohlenstoff C-14, dem Methylenkohlenstoff C-12 und dem Methinkohlenstoff C17. Die
Singulett-Methylgruppe am C-28 koppelt mit dem quartiren Kohlenstoff C-13, dem
olefinischen quartiren Kohlenstoff C-8 und dem Methylen Kohlenstoff (Abb. 4-35).

== 1H-1H-COSY Kopplungen
— Fernkopplungen

Abb. 4-35 Wichtige 'H-'H-COSY- und Fernkopplungen des C-D-Ringsystems

Das 'H-'H-COSY- und das TOCSY-Spektrum zeigt, dass das Methinproton am C-17 Teil
eines Spinsystems zusammen mit den Methylenprotonen an C-16 und C-15 im Ringsystem
einerseits und mit dem Methinproton am C-20 und den Methylenprotonen am C-22
andererseits ist. Abbildung 4-36 zeigt die wichtigsten 'H-'"H-COSY- und Fernkopplungen in
der Seitenkette.
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= 1H-1H-COSY Kopplungen
— Fernkopplungen

Abb. 4-36 Wichtige 'H-'"H-COSY- und Fernkopplungen der Seitenkette

Man erkennt Fernkopplungen der Methylprotonen am C-21 mit den C-17 und C-22
Kohlenstoffen. Das Methinproton am C-20 zeigt eine Fernkopplung mit einem
Ketokohlenstoff. Weitere Kopplungen mit diesem Kohlenstoff zeigen olefinische
Methylenprotonen (am C-31) und einem weiteren Methinproton (am C-25). Das Ende der
Seitenkette wird von der Fernkopplung der C-27 Methylprotonen mit dem
Carboxykohlenstoff C-26 angezeigt. Im NOESY-Spektrum erkennt man anhand der
Kopplungen die relative Konfiguration des Molekiils. Diese entspricht weitgehend der des
Lanostan-Ringsystems. Das Signal des Methinprotons am C-5 weicht ein wenig von der
iblichen Konfiguration ab (Abb. 4-37). Es gibt eine schwache Kopplung mit der C-19-
Methylgruppe. Bei einer trans-Konfiguration kénnte eine solche Kopplung nicht beobachtet
werden. Das Methinproton muss annéhernd cis-Konfiguration besitzen.

NMR-Kopplungen und NMR-Daten sind in Tab. 4-7 und 4-8 und 4-9 aufgelistet.

Abb. 4-37 Wichtige NOE-Wechselwirkungen in Spongiporensdure A (Molekiil-Modell:
MOPAC, AM1 (CS Chem3D Pro® Version 5.0; 1999))

Es handelt sich hier um eine neue Substanz: (+)-23-Ox0-3,4-seco-lanosta-
4(28),7(8),9(11),24(31)-tetraen-3,26-dicarbonsédure (Abb. 4-38). Der Name Spongiporensiure
A wird vorgeschlagen.
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Abb. 4-38 Spongiporensidure A

Tabelle 4-7 Wichtige 'H-"H-COSY- und HMBC-Kopplungen von Spongiporensidure A

Wichtige Kopplungen
'H-'H-COSY HMBC
Proton(en) Kopplung mit: Proton(en) Kopplung mit:
Proton(en) Kohlenstoff(en)

H3-27 H;-25 H;-5 C-29,C-30,C-19,C-7,
H;-21 H;-20 Hs-19 C-1,C-9
H;-20 H;-17 H»-1 C-3
H,-16 H,-15 H,-7 C-14,C-9
H;-11 H,-12 H;-11 C-13,C-8
H,-7 H,-6 Hs-18 C-17,C-14
H,-1 H,-2 H3-28 C-15,C-8,C-13

H;-17 C-15,C21,C-22

H,-22 C-24

H,-31 C-23,C-25

H3-27 C-26,C-24
Tabelle 4-8 Wichtige TOCSY-Kopplungen von Spongiporensidure A

Wichtige Kopplungen
TOCSY

Proton(en) Kopplung mit: Proton(en)
H;-27 H;-25
H,-22 Hi-20,H3-21,H;-17,H,-16,H,-15
H,-12 H;-11
H,-7 H,-6,H;-5
H»-1 H,-2
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Tabelle 4-9 NMR-Daten fiir Spongiporensidure A

Atom Nr. | Spongiporensdure A (ds-
Pyridin)
8H |[M(@J) [8"°C
1 2.58, |m 31.0
2.50
2 1.90, |m 37.2
2.14
3 - - 177.5
4 - - 150.1
5 234 |m 51.5
6 206, |m 29.4
2.55
7 5.24 brs 118.8
8 - - 142.7
9 - - 138.4
10 - - 39.5
11 534  |brs 121.1
12 216 |m 39.6
13 - - 45.4
14 - - 51.3
15 1.62 |m 32.0
16 250 |m 29.0
17 1.66 |m 52.3
18 0.69 |s 17.6
19 1.09 |s 23.1
20 229 |m 34.7
21 1.07 |d(6.4) |20.5
22 274, |m 45.7
2.85
23 - - 202.3
24 - - 151.0
25 4.13 q(7.3) |42.0
26 - - 177.4
27 1.56 |d(7.1) |17.6
28 097 |s 25.1
29 482, |s 113.0
4.77 s
30 1.72  |s 23.0
31 6.37, |s 125.2
6.02 |s

4.1.2.2.8 Spongiporensdiure B

Spongiporensidure B wurde aus dem Dichlormethanextrakt anfangs mittels semi-préiparativer
HPLC isoliert (siche Abschnitt 4.1.2.2.7 und 6.12.2.2.5). Eine positive optische Drehung der
Substanz konnte bestimmt werden. Der Schmelzpunkt betrug 218 °C ([06]58920= (+) 145
(c=0.02 methanol)). Das EI-MS-Spektrum zeigte einen Peak bei 370 m/z (42%). Eine Masse,
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die jedoch im Kontrast zu der Summenformel von C3HuOs (512 m/z, 10
Doppelbindungsédquivalente) stand, zu der man aufgrund der NMR-Spektren kam. Es wurde
ein ESI-MS-Spektrum aufgenommen, wobei sich der Negativ-lon-Modus als die
Ionosierungsmethode der Wahl herausstellte. Das erhaltene Spektrum zeigte einen Peak bei
511 m/z. Bei dem Peak bei 511 m/z handelt es sich um [M-H], was fiir Carbonséuren typisch
in diesem Ionisierungsmodus ist. Der m/z-Wert des hochaufgelosten Ions (511.2999 m/z;
Berechneter Wert: 511.3059 m/z) bestitigte die vorgeschlagene Summenformel.

Die Substanz scheint entweder zu labil oder zu schwer fliichtig fiir EI-MS zu sein. Im 'H-
NMR-Spektrum kann man 6 Methylgruppen (5 x s, 1 x d), 2 olefinische Methylengruppen (&
4.68, 4.62, 5.96, 6.25) und 2 olefinische Methinprotonen (8 5.32, 5.39) erkennen. Im HMBC-
Spektrum konnte man einen Ketokohlenstoff bei 202.3 ppm, 2 Carboxykohlenstoffe bei 177.9
ppm und 177.7 ppm, 8 olefinische Kohlenstoffe [zwei olefinische Methin- (111.4, 117.7
ppm), zwei Methylen- (120.0, 125.5 ppm) und vier quartidre Kohlenstoffe (137.6, 142.1,
149.20, 150.3 ppm)] und einen oxygenierten Kohlenstoff bei 75.3 ppm feststellen. Da sieben
Doppelbindungen erkannt wurden, muss die Substanz drei Ringe besitzen. Es handelt sich
hier ebenfalls wie bei Spongiporensdure A um ein 2,4-seco-Lanostan Triterpen. Sdmtliche
Kopplungen von Spongiporensidure A konnen auch hier beobachtet werden. Fernkopplungen
CI) des C-17-Methinprotons mit der C-21-Methylgruppe und der C-22-Methylengruppe
konnen beobachtet werden, jedoch gehdren die Protonen nicht zu einem Spinsystem wie bei
Spongiporensdure A. Man kann auch im 1H—IH—COSY—Spektrum keine starke Kopplung des
C-17 Methinprotons mit einem benachbarten Methinproton des C-20 Kohlenstoffs
beobachten. Eine starke Fernkopplung zeigt die Methylengruppe C-16 mit C-20. Die
chemische Verschiebung des C-20-Kohlenstoffs liegt bei 75.3 ppm, in einem Bereich der
chemischen Verschiebung von Kohlenstoffen an die ein Sauerstoff gebunden ist°® Es
handelt sich um einen oxygenierten Kohlenstoff. Die starke Tieffeldverschiebung des
Methylkohlenstoffs C-21 (26.0 ppm) deutet ebenfalls darauf hin. Aufgrund der vorhandenen
NMR- und MS-Daten muss der C-20 Kohlenstoff eine Hydroxylgruppe tragen. Abbildung 4-
39 veranschaulicht die 'H-'"H-COSY- und Fernkopplungen im besprochenen Bereich. Die im
NOESY-Spektrum von Spongiporensidure A beobachteten Kopplungen entsprechen denen
dieser Verbindung. Die vorliegende Verbindung besitzt die gleiche relative Konfiguration.
NMR-Kopplungen und NMR-Daten sind in Tab. 4-0 und 4-11 aufgelistet.

Es handelt sich hier um (+)-20-Hydroxy-23-o0x0-3,4-seco-lanosta-4(28),7(8),9(11),24(31)-
tetraen-3,26 dicarbonsdure (Abb. 4-40), eine neue Substanz fiir die der Name
Spongiporensdure B vorgeschlagen wird.

= 1H-TH-COSY-Kopplungen

— Fernkopplungen

Abb. 4-39 Wichtige "H-"H-COSY- und Fernkopplungen in Spongiporensiure B
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Abb. 4-40 Spongiporensiure B
Tabelle 4-10 Wichtige Kopplungen von Spongiporensiure B
Wichtige Kopplungen
'H-'H-COSY HMBC
Proton(en) Kopplung mit: Proton(en) Kopplung mit:
Proton(en) Kohlenstoff(en)
H;-27 H;-25 H;-5 C-29,C-30,C-19,C-7,
H,-16 H,-15 Hs-19 C-1,C-9
H;-11 H,-12 H»-1 C-3
H;-7 H,-6 H;-7 C-14,C-9
H;-5 H,-6 H;-11 C-13,C-8
H,-1 H,-2 H3-18 C-17,C-14
H;-28 C-15,C-8,C-13
H;-21 C-20
H;-17 C-15,C-20,C21,C-22
H,-22 C-20,C-24
H,-31 C-23,C-25
H3-27 C-26,C-24
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Tabelle 4-11 NMR-Daten fiir Spongiporensiure B

Spongiporensdure B (ds-
Methanol)

§'H M) [3"°C
2.24, m 30.7
1.72

1.84, m 36.2
1,58

- - 177.9
- - 149.2
2.29 m 51.2
2.60, m 28.8
2.04

5.32 br s 117.7
- - 142.1
- - 137.6
- - 38.4
5.39 brs 120.0
2.37, m 38.9
2.30

- - 44.8
- 50.6
1.75 m 31.2
1.97 m 22.3
2.12 m 53.5
0.84 ) 17.9
0.99 b 214
- - 75.3
1.35 ) 26.0
2.90 m 49.4
- - 202.3
- - 150.3
3.59 q(6.0) |41.5
- - 177.7
1.30 d6.1) |15.5
0.90 s 33.9
4.68, ) 111.4
4.62 )

1.67 ) 21.1
6.25, ) 125.5
5.96 s
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4.1.3 Bjerkandera adusta

Bjerkandera adusta hat einen halbkreisformigen bis rosettigen Fruchtkorper. Er ist 3-7 cm
breit und bis zu 4 cm vom Substrat abstehend. Die Dicke betrigt 2-6 mm. Frisch ist der
Fruchtkorper ledrig, weich zidh, und biegsam. Im trockenen Zustand ist er sehr hart. Die
Fruchtkorper sind oft in seitlich verwachsenen Reihen oder dachziegelig geschichtet groB3ere
Flachen iiberwachsend angeordnet. Die Oberseite ist haarig-faserig, hellbraun bis nussbraun,
manchmal dunkler gezont.

Bjerkandera adusta ist ein sehr hiufiger Pilz, der iiberall in Laubwéldern als Saprophyt
(Weillfauleerreger) totes Holz aller Art (besonders Laubholzarten) besiedelt. Bisweilen
wichst er auch als Wundparasit an rindengeschédigten lebenden Baumen. Man findet ihn das
ganze Jahr iiber.

Synonyme: - [27]

Fliichtige Substanzen von auf bestimmten Medien geziichteten Pilzen wurden bereits
untersucht ). Aromatische Verbindungen (z.B. Benzaldehyd), Lactone (z.B. 4-Butanolid),
Alkohole (1-Octen-3-o0l) und weitere Substanzen wurden identifiziert. Der Pilz ist jedoch, was
terpenoide Substanzen anbetrifft, bislang kaum untersucht worden.

Abb. 4-41 Bjerkandera adusta (Willd.:
Fr.) Foto: © André Biemans [68)

4.1.3.1 Fliichtige Inhaltsstoffe

Im itherischen Ol von Bjerkandera adusta (Tabelle 4-3) stellt R-(-)-1-Octen-3-ol mit 22.7%
die Hauptkomponente dar. Mit 11.3% vertreten ist n-Hexadecanséure, gefolgt von 1-Hepten-
3-on (8.0%). Weitere Komponenten mit einem hohen Anteil am Ol sind 2-Pentylfuran (7.7%),
(E,E)-2,4-Decadienal (6.4%) und n-Pentadecansiure (4.8%).

Zwei Komponenten sind bisher in Baumpilzen unbekannt. Es handelt sich dabei einerseits um
2-Butylfuran, das als fliichtige Substanz des Triiffel-dhnlichen Pilzes Mesophellia glauca
bekannt ist'®’ und andererseits um a-Cadinol. Eine Substanz, die in den Schimmelpilzen
Trichoderma harzianum und Trichoderma hamatum identifiziert wurde!”"),

Unbekannt in Pilzen ist m-Cymen (Abb. 4-42).
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m-Cymen

Abb. 4-42 Fliichtige Substanz aus B. adusta

Abbildung 4-43 zeigt das GC-FID-Chromatogramm. Die Substanzen wurden anhand ihrer

Retentionszeiten und Massenspektren identifiziert'*"

Die identifizierten Verbindungen sind in Tabelle 4-12 aufgefiihrt. Fiir die Substanzen, die

unter 0.1% vorliegen, werden keine Retentionszeiten im CG-FID angegeben.

£

w < 1-Octen-3-ol

N

‘ LJ
|
\mku‘,_m W AM’__J “_WU_ML_M‘M_«

Hexadecansidure

" 1-Hepten-3-on Pentadecansédure

1 (E.E)-2.4-Decadienal
(E) 2-Octenal

(ST

Abb.

4-43 GC-FID-Chromatogramm des itherischen Ols von Bjerkandera adusta

Tabelle 4-12 Fliichtige Substanzen und deren prozentuale Anteile aus B. adusta
* Kovits-Index
™ Relativer prozentualer Anteil der fliichtigen Substanzen basierend auf GC-FID; mit + markierte Substanzen

sind in einer Menge kleiner als 0.1% enthalten

Peak | Substanz GC-MS GC-FID

No. KI m* R, %

2 2-Heptanon 871 114 +

3 2-Butylfuran 869 124 +

4 Tricyclen 963 136 +

5 (E)-2-heptenal 942 112 +

6 o-Pinen 936 136 +

7 Camphen 950 136 +

8 1-Hepten-3-on 956 112 10.96 8.0

9 R-(-)-1-Octen-3-o0l 962 128 11.31 22.7
S-(+)-1-Octen-3-ol 3.7
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10 3-Octanon 969 128 11.40 1.2
11 2-Pentylfuran 981 138 11.77 7.7
12 3-Octanol 981 130 +
13 5-Ethylcyclopenten-1- 1010 124 +
carbaldehyd

14 m-Cymen 1013 134 +
15 1,8-Cineol 1024 154 +
17 (E)-2-Octenal 1034 126 14.38 4.4
18 1-Nonen-3-ol 1058 142 +
19 n-Nonanal 1076 142 16.72 1.3
20 Campher 1123 152 +
21 n-Nonanol 1149 144 +
22 2,4-Nonadienal 1170 138 +
23 n-Decanal 1180 156 +
24 (E,E)-2,4-Nonadienal 1188 138 +
25 (E)-2-Decenal 1240 154 +
26 2,4-Decadienal 1270 152 25.71 1.9
27 (E,E)-2,4-Decadienal 1291 152 26.67 6.4
28 trans-dauca-4(11),8-dien 1529 204 +
29 (E)-Nerolidol 1553 222 +
30 o-cadinol 1643 222 +
31 n-Tetradecansiure 1748 228 +
32 Hexadecanal 1782 240 +
33 n-Pentadecansiure 1823 242 49.72 4.8
34 n-Hexadecansiure 1951 256 53.27 11.3
35 Linolsdure 2095 280 58.74 49

4.1.3.2 Nichtfliichtige Inhaltsstoffe

4.1.3.2.1 Ergosterolperoxid

Ergosterolperoxid konnte mittels semi-prdparativer HPLC wie in Abschnitt 4.1.2.2.4 isoliert
werden. Das Massen- sowie das 1H—NMR—Spektlrum zeigten eine gute Ubereinstimmung mit

Literaturdaten™”",

4.1.3.2.2 5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-3 -0l

Ebenfalls analog zu Abschnitt 4.1.2.2.5 konnte 5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-
trien-3B-ol isoliert werden. Auch hier gab es eine gute Ubereinstimmung des

Massenspektrums und des 1H—NMR—Spektrums mit der zuvor isolierten Substanz (Abschnitt
4.1.2.2.5).

4.1.3.2.3 Cholesterin

Nach Fraktionierung des Dichlormethanextraktes mittels Sdulenchromatographie erhielt man
eine Fraktion, die silyliert und anschliefend mittels GC-MS analysiert wurde. Mehrere TMS-
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Ether von Steroiden konnten identifiziert werden. Das MS zeigte eine deutliche
Ubereinstimmung mit dem Massenspektrum des TMS-Ethers von Cholesterin. GC-FID-
Analysen der Fraktion, der Standardsubstanz und einer Coinjektion bestitigten Cholesterin
(Abb. 4-44) in der Fraktion. Cholesterin wurde bereits aus Basidiomyceten identifiziert"".
Zum ersten Mal wurde hier die Substanz in Bjerkandera adusta gefunden.

HO

ADbD. 4-44 Cholesterin

4.1.3.2.4 Stigmasterin

Die GC-MS-Analyse zeigte den TMS-Ether eines Steroids mit einem Molpeak bei 484 m/z.
Das Fragmention bei 469 m/z deutlich die Abspaltung einer Methylgruppe. Das Fragmention
bei 255 m/z deutet auf ein Monoensteroidringsystem'*". Das Massenspektrum zeigte eine gute
Ubereinstimmung mit der Massenspektrum des TMS-Ethers der Referenzsubstanz
Stigmasterin (Abb. 4-45). Bei gaschromatographischer Analyse mit Coinjektion von
Standardsubstanz und Analyt konnte Stigmasterin als Inhaltsstoff von B. adusta bestitigt
werden. Stigmasterin ist bereits aus den Basidiomyceten Leccinum quercinum und Hydnum
repandum bekannt'*!. Zum ersten Mal wurde hier die Substanz in B. adusta gefunden.

Abb. 4-45 Stigmasterin

4.1.3.2.5 Stigmast-5-en-3 ol

Die GC-MS-Analyse zeigte den TMS-Ether eines Steroids mit einem Molpeak bei 484 m/z.
Man erkennt einen Fragmention bei 471 m/z ((M-CH;3]"). Hier ebenfalls zu erkennen ist das
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Fragmention bei 255 m/z, was auf ein Monoensteroidringsystem deutet*!!. Ein Vergleich mit
dem Massenspektrum der Referenzsubstanz —Stigmast-5-en-3-ol (Abb. 4-46) nach
vorausgegangener Silylierung zeigte gute Ubereinstimmung. Bei gaschromatographischer
Analyse mit Coinjektion von Standardsubstanz und Analyt konnte Stigmast-5-en-3f-ol als
Inhaltsstoff von B. adusta bestitigt werden. Die Substanz ist bereits aus dem Basidiomyceten
Clitocybe aurantica, Clitocybe candida, Clitocybe cinerascens, Clitocybe geotropa und
Clitocybe nebularis'™ identifiziert worden. Auch hier wurde diese Substanz zum ersten Mal
als Inhaltsstoff von Bjerkandera adusta identifiziert.

HO

Abb. 4-46 Stigmast-5-en-3[3-ol

4.1.3.2.6 Ergosta-7,22-dien-3 ol

Das Massenspektrum des TMS-Ethers des in in Abschnitt 4.1.2.2.1 isolierten Steroids
Ergosta-7,22-dien-3[3-ol glich dem Massenspektrum eines der Peaks der silylierten Fraktion.
Nach Silylierung der zuvor isolierten Substanz und Coinjektion mit der Fraktion wurde
Ergosta-7,22-dien-3[-ol als Inhaltsstoff dieses Pilzes bestitigt.

4.1.4 Laetiporus sulphureus

Der Pilz wichst meist dachziegelartig und besitzt ficher- bis halbkreisférmige Fruchtkorper,
die 10-50 cm breit werden konnen. Die Dicke betrdgt 1-4 cm. Bei jungen Fruchtkorpern ist
die Oberflidche leuchtend schwefelgelb bis orangegelb, samtig und unregelméBig wellig. Alte
Fruchtkorper sehen blassgelb oder grauweill aus. Das Fleisch ist bei jungen Fruchtkérpern
weich saftig und elastisch. Bei ilteren ist es jedoch hart, trocken oder briichig. Der Pilz
kommt vornehmlich von Mai bis September vor. Er lebt parasitisch an Laub- (besonders
Eiche), seltener an Nadelbdumen. Er ist einjdhrig. Der Pilz verursacht im befallenen Holz eine
intensive Braunfiule. Dabei werden Splintholz und Rinde kaum angegriffen, so dass der
Baum trotz offensichtlichen starken Befalls gesund aussieht. Erst nach einigen Jahren bricht
der Baum zusammen. Am umgestiirzten Baum fruktifiziert der Pilz noch in den folgenden
Jahren. Der Pilz ist gut gekocht essbar.

Synonyme: - 121, (271

Es wurden bisher 4 Triterpene aus diesem Pilz isoliert (Abb. 4-48). Sie zeigen Apoptose-
induzierende Wirkung in Leukédmie Zellen™.
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Abb. 4-47 Laetiporus sulphureus
(Bull.: Fr.) Murr.

Foto: © Pamela Kaminski ">

.
~

3-Oxosulfurenséure Eburiconsaure Sulfurenséure

HoOC,

HO

15a-Hydroxytrametenolsaure

Abb. 4-48 Aus Laetiporus sulphureus bisher isolierten Substanzen

4.1.4.1 Fliichtige Inhaltsstoffe

Laetipurus sulphureus enthielt keine signifikante Menge an itherischem Ol. Eingesetzt
wurden 62.8 g Probenmaterial (s. Abschnitt 6.10). In Spuren enthalten waren n-Nonanal, n-
Hexadecansidure und Linolsdure. Der Pilz wird hiufig als aromatisch beschrieben®”!. Die
geringe Menge an itherischem Ol konnte jahreszeitlich oder altersbedingt sein.
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4.1.4.2 Nichtfliichtige Inhaltsstoffe

4.1.4.2.1 Eburiconsdure

Eburiconsdure wurde aus den Dichlormethanextrakt mittels semi-priparativer DC mit
anschlieender semi-priparativer HPLC isoliert werden. Das Massen- und das 'H-NMR-

Spektrum zeigten gute Ubereinstimmung mit den Daten der Standardsubstanz'®*.

4.1.4.2.2 Trametenolsdure B

Trametenolsdure B wurde aus dem Dichlormethanextrakt mittels
Diinnschichtchromatographie isoliert. Das EI-MS-Spektrum zeigte ein Molekiilion bei 456
m/z. Mittels ESI-MS wurde ein Ion bei 479 m/z (IM+Na]*) beobachtet. Der m/z-Wert des
hochaufgeldsten Na-Addukt-Ions (479.3518 m/z; berechneter Wert: 479.3500 m/z) fiihrte zu
einer Summenformel von C3oHsg3O3;, eine Substanz mit 7 Doppelbindungsidquivalenten.
Anhand der vorliegenden Daten aller Spektren konnte die Substanz als Trametenolsdure B
(Abb. 4-49) identifiziert werden. Diese Substanz ist noch nicht als Inhaltsstoff des
Baumpilzes Laetiporus sul‘z)hureus,'76'78l aber schon zuvor aus dem Baumpilz Fomitopsis

pinicola isoliert und identifiziert worden""".

HOOC,

HO

T

-
-

ADD. 4-49 Trametenolsidure B

4.1.4.2.3 Ergosta-7,22-dien-3-on

Aus dem Dichlormethanextrakt konnte Ergosta-7,22-dien-3-on (Abb. 4-55) identifiziert
werden. Es wurde die GC-MS-Analyse einer silylierten Fraktion durchgefiihrt. Als einzige
Substanz zeigte diese Substanz im Massenspektrum keinen Peak bei 73 m/z (Verlust der
Trimethylsilylgruppe), es handelt sich also um ein Triterpenoid ohne Hydroxylgruppe oder
andere silylierbare Gruppen. Der Molpeak betrigt 396 m/z. Fragmentionen wie 381 m/z
konnen sowohl von einer Allyl- als auch von einer 6-Fragmentierung herriithren (Abb. 4-50,
4-51). Der Basispeak 269 m/z stammt aus der in Abschnitt 4.1.1.2.1 beschriebenen
Fragmentierung (Abb. 4-52) nach Wyllie und Djerassi (1968)"*!. Weitere wichtige Fragmente
sind 109 m/z, das aus einer Retro-Diels-Alder Reaktion (Abb. 4-53) stammen kann, sowie 55
m/z, das ein Acyliumion (Abb. 4-54) darstellt, was typisch fiir ein Keton ist. Ergosta-7,22-
dien-3-on ist schon als Inhaltsstoff von Holz zersetzenden Basidiomyceten (Ganoderma
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applanatum) identifiziert worden'””. Ein Vergleich mit den massenspektrometrischen Daten
zeigte eine befriedigende Ubereinstimmungm]’ (801

CHye

125 m/z

381 m/iz

353 m/z

Abb. 4-50 Wichtige Allylspaltungen von Ergosta-7,22-dien-3-on

CHye

4

381 m/z
381 m/z

Abb. 4-51 Wichtige o-Spaltungen von Ergosta-7,22-dien-3-on
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269 m/z

Abb. 4-52 Fragmentierung von Ergosta-7,22-dien-3-on nach Wyllie und Djerassi (1968)

@)
109 m/z

Abb. 4-53 Retro-Diels-Alder-Spaltung von Ergosta-7,22-dien-3-on

e, +OE/=

55 m/z

Abb. 4-54 a-Spaltungen und Bildung des Acyliumions
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@)

Abb. 4-55 Ergosta-7,22-dien-3-on

4.1.4.2.4 Cholesterin

Mittels GC-MS-Analyse konnte Cholesterin in der silylierten Fraktion identifiziert werden.
Die Retentionszeit und das Massenspektrum des TMS-Ethers zeigten gute Ubereinstimmung
mit der Retentionszeit und dem Massenspektrum von Cholesterin. Einspritzungen des
Standards, der Fraktion und eines Gemischs aus beiden bestétigten das Vorhandensein von
Cholesterin in der Fraktion. Cholesterin wird hier zum ersten Mal als Inhaltstoff von
Laetiporus sulphureus identifiziert.

4.1.4.2.5 Ergosta-7,22-dien-3 ol

Das Massenspektrum eines TMS-Ethers einer mittels GC-MS-Analyse untersuchten Substanz
zeigte einen Molpeak bei 470 m/z. Das Fragmention 255 m/z deutet auf ein
Monoensteroidringsystem[44]. Das Massenspektrum zeigte eine gute Ubereinstimmung mit
dem Massenspektrum des in Abschnitt 4.1.2.2.1 isolierten Steroids Ergosta-7,22-dien-3f-ol
nach Silylierung. Bei gaschromatographischer Analyse mit Coinjektion von Standardsubstanz
und Analyt konnte Ergosta-7,22-dien-3B-ol als Inhaltsstoff von L. sulphureus identifiziert
werden.

4.1.4.2.6 Ergosta-7-en-3-ol

Die Retentionszeit und die GC-MS-Daten dieser Substanz stimmten mit denen von Ergosta-7-
en-3B3-ol (Abb. 4-56) aus Abschnitt 4.1.1.2.2 iiberein. Eine Coinjektion am GC konnte dies
bestitigen. Diese Substanz ist zuvor aus dem Holz zersetztenden Pilz Lenzites trabea
identifiziert worden™"!.
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HO

Abb. 4-56 Ergosta-7-en-33-ol

4.1.4.2.7 Ergosterin

Die GC-MS-Analyse des TMS-Derivates zeigte gute Ubereinstimmung des Massenspektrums
eines Peaks mit dem Massenspektrum des TMS-ethers von Ergosterin. Coinjektion bestétigte
Ergosterin als Inhaltsstoff dieses Basidiomyceten.

4.1.4.2.8 Lanosta-8(9),24(28)-dien-3 -0l

Auch hier gab es gute Ubereinstimmungen im Massenspektrum des TMS-Ethers eines Peaks
mit dem Massenspektrum des TMS-Ethers von Lanosta-8(9),24(28)-dien-33-o0l, das zuvor
isoliert wurde (s. Abschnitt 4.1.2.2.2). Durch Coinjektion der Fraktion und des Standards
sowie separate Injektionen konnte der Peak als TMS-Ether von Lanosta-8(9),24(28)-dien-3[3-
ol identifiziert werden. Hier wird diese Substanz zum ersten Mal als Inhaltsstoff von
Laetiporus sulphureus identifiziert.

4.1.4.2.9 3-Phenylpropanol

Mittels Sédulenchromatographie wurde eine polarere Fraktion erhalten, in der zusitzlich zu
den bereits identifizierten Substanzen eine Substanz enthalten war, deren Massenpektrum
(nach Silylierung) gute Ubereinstimmungen mit dem Massenspektrum des TMS-Ethers von
3-Phenylpropanol (Abb. 4-57) zeigte. Da 3-Phenylpropanol als Standardsubstanz verfiigbar
war, wurde eine bestimmte Menge der Standardsubstanz silyliert. Die Injektion des Standards,
der Fraktion und Coinjektion der beiden bestitigte 3-Phenylpropanol als Inhaltsstoff von
Laetiporus sulphureus. Diese Substanz wurde zuvor aus dem Holz zersetzenden
Basidiomyceten Gloeophyllum odoratum identifiziert™®. Erstmals wurde 3-Phenylpropanol
als Inhaltsstoff von Laetiporus sulphureus identifiziert.

OH

Abb. 4-57 3-Phenylpropanol
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4.1.5 Schizophyllum commune

Die muschel-ficherféormigen Fruchtkdrper von Schizophyllum commune sind oft gelappt,
lederartig, zdh und mit verschmélerter Basis am Substrat angewachsen. Die Oberflidche ist
filzig-striegelig, trocken weilllich, feucht schmutzig graubrdunlich und undeutlich gezont. Der
Rand ist etwas eingebogen und gekerbt. Bei alten Fruchtkérpern oft gelappt und
eingeschnitten. Die Fruchtkorper besitzen Pseudolamellen, die von der Anwachstelle
facherformig ausstrahlen, verschieden lang sind und eine lings gespaltene Schneide (rosa-
fleischfarben bis fleischbraunlich) besitzen. Bei Trockenheit 6ffnet sich diese Scheide und
rollt sich iiber das Hymenium; sie schlie3t sich bei Feuchtigkeit wieder. Das ockerfarbene
Fleisch ist sehr diinn und z#h. Schizophyllum commune ist weit verbreitet und kommt
ganzjdhrig meist gesellig an totem Laub- und Nadelholz vor (WeiBfduleerreger). Er ist
sonnigen Standorten besonders angepasst. Bei Trockenheit schrumpft er zusammen, bis er
knochenhart ist, bei Feuchtigkeit lebt er auch nach Monaten wieder auf. In China wird er als
Heilpilz gegen Leukorrho und zur Stirkung des Korpers verwendet!®).

Synonyme: - %

Dieser Pilz ist bislang noch nicht auf Sekundédrmetabolite hin untersucht worden.

Abb. 4-57 Schizophyllum commune
(Fr.: Fr.)
Foto: © Michael Wood **

4.1.5.1 Fliichtige Inhaltsstoffe

Das Ol von Schizophyllum commune zeigt als Hauptkomponenten 1-Hepten-3-on (21.1%), R-
(-)-1-Octen-3-ol (9.4%), Linolsdure (9.9%), n-Hexadecansdure und a-Bisabolol (2.2%).
Bisher nicht bekannte fliichtige Komponenten des itherischen Ols von Baumpilzen stellen die
Substanzen Tetradecanal, Hexadecanal und Piperiton dar. Die beiden erstgenannten
Substanzen wurden bereits in Cercospora arachidola identifiziert™'. Piperiton wurde aus
dem besonders auf saurem Boden wachsenden Basidiomycenten Boletus erythropus
identifiziert*.

Substanzen, die zum ersten Mal als Pilzinhaltsstoffe in S. commune nachgewiesen wurden,
sind: o-Thujen, (Z,E)-a-Farnesen, B-Curcumen, (E)-y-Bisabolen, frans-Dauca-4(11),8-dien,
Globulol, (Z)-Heptadec-8-en und 6,10,14-Trimethylpentadeca-2-on (Abb. 4-59).

Dieses itherische Ol enthilt wie das von Ganoderma lucidum das antiphlogistische sowie

spasmolytische a-Bisabolol und das Antiasthmatikum Piperiton.
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L 4@ l

6,10,14-Trimethylpentadecan-2-on
trans-Dauca-4(11),8-dien

J OH (E)-y-Bisabolen
NS A 7
(Z,E)-o-Farnesen |

Gilobulol
P P NP 0 g B-Curcumen

(2)-Heptadec-8-en

o-Thujen

Abb. 4-59 Fliichtige Substanzen aus S. commune

Abbildung 4-60 zeigt das GC-FID-Chromatogramm. Die Substanzen wurden anhand ihrer

Retentionszeiten und Massenspektren identifiziert'*").

Die identifizierten Verbindungen sind in Tabelle 4-13 aufgefiihrt. Fiir die Substanzen, die in

Mengen unter 0.1% vorliegen, werden keine Retentionszeiten im GC-FID angegeben.

/ 1-Hepten-3-on
/ 1-Octen-3-ol

Linolsaure

= n-Hexandecansiure

= |
) ‘\ o-Bisabolol \

J IUW ML MJWMWJMMNJLJLMLJULM

Abb. 4-60 GC-FID-Chromatogramm des itherischen Ols von Schizophyllum commune
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Tabelle 4-13 Fliichtige Substanzen und deren prozentuale Anteile aus S. commune
" Kovits-Index
* Relativer prozentualer Anteil der fliichtigen Substanzen basierend auf GC-FID; mit + markierte Substanzen

sind in einer Menge kleiner als 0.1% enthalten.

Peak |Substanz GC-MS GC-FID
No. Kl M* R, %
1 2-Heptanon 871 144 +
2 n-Nonan 906 128 +
3 Tricyclen 936 136 8.95 0.3
4 a-Thujen 936 136 9.20 1.9
5 Benzaldehyd 941 106 9.29 2.3
6 1-Hepten-3-on 956 112 10.43 21.1
7 R-(-)-1-Octen-3-ol 962 128 10.79 94
S-(+)-1-Octen-3-ol 1.0
8 3-Octanon 969 128 10.90 3.7
9 B-Pinen 978 136 +
10 2-Pentylfuran 981 138 11.48 0.5
11 Phenylacetaldehyd 1012 120 11.53 34
12 (E)-2-Octenal 1034 126 12.67 1.4
13 2-Nonanon 142 +
14 n-Nonanal 1076 142 13.86 1.0
15 n-Undecan 1100 156 +
16 n-Nonanol 1149 144 +
17 n-Decanal 1180 156 16.16 0.7
18 n-Dodecan 1200 170 16.31 0.5
19 Piperiton 1226 152 +
20 n-Tridecan 1292 184 +
21 n-Tetradecan 1392 198 +
22 Geranylaceton 1430 194 +
23 o-Guaien 1440 204 +
24 ar-Curcumen 1473 202 32.40 1.2
25 Germacren D 1479 204 +
26 (Z,E)-o-Farnesen 1477 204 33.57 1.8
27 n-Pentadecan 1500 212 34.00 0.6
28 B-Curcumen 1503 204 34.71 0.8
29 4-Cadinen 1520 204 35.19 0.5
30 (E)-y-Bisabolen 1521 204 35.37 0.7
31 trans-Dauca-4(11),8-dien 1529 204 +
32 (E)-Nerolidol 1553 222 36.23 0.8
33 Tetradecanal 1596 194 39.51 0.5
34 Globulol 1589 204 40.91 0.2
35 a-Bisabolol 1613 204 42.11 2.2
36 (Z)-Heptadec-8-en 1666 238 +
37 n-Tetradecansiure 1748 228 45.32 1.5
38 Hexadecanal 1782 222 +
39 n-Octadecan 1792 254 +
40 6,10,14-Trimethylpentadeca-2-on | 1817 250 +
41 Pentadecansiure 1823 242 48.99 2.4
42 Palmitoleinsidure 1911 254 51.69 1.
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43 n-Hexadecansdure 1951 256 52.56 8.5

44 Linolsdure 2095 280 58.02 9.9

4.1.6 Datronia mollis

Der Fruchtkorper ist resupinat bis effuso-reflex, kann bis zu einem Meter lang werden und ist
15 cm breit. Die Hutkanten sind schmal, bis 1.5 cm abstehend und lederig. Die Oberfldche der
Hutkanten ist dunkelbraun bis fast schwarz, feinfilzig und eng zoniert. Kommt ganzjéhrig in
Laub-, Auen- und Nadelwildern an liegenden Asten und Stiimpfen verschiedener berindeter
oder entrindeter Laubholzer, seltener Nadelholzer vor. Der Pilz ist einjdhrig und ein
Weilfauleerreger.

Synonyme: - Antrodia mollis (Sommerf.: Fr.) !
Dieser Pilz ist bislang nicht auf Sekundirmetabolite hin untersucht worden.

271

Abb. 4-61 Datronia mollis (Sommerf.:
Fr.)

Foto: © Laurent Galliot "

4.1.6.1 Fliichtige Inhaltsstoffe

Hauptkomponenten im itherischen Ol von Datronia mollis sind n-Nonanal (9.4%), R-(-)-1-
Octen-3-ol (5.1%), (E,E)-2,4-Decadienal (4.6%), B-Barbaten (2.6%) und a-Pinen (2.3%).
Linolsduremethylester wurde bereits in einem Holz zersetzenden Ascomyceten
identifiziert™. Erstmals nachgewiesene Substanzen in Pilzen in dem itherischen Ol dieses
Pilzes sind der Alkohol 1-Nonen-3-ol, der Monoterpenalkohol Terpinen-4-ol, die
Sesquiterpene Gymnomitra-3(15),4-dien, Carota-5,8-dien, der Aromat p-Methylanisol und 5-
Ethylcyclopent-1-en-carbaldehyd (Abb. 4-62). Ethylcyclopent-1-en-carbaldehyd wurde
bereits als Reaktionsprodukt der Erwidrmung von fleischidhnlichen Matrices, die Cystein,
Ribose und mehrfach ungesittigten Fettsduren enthielten, identifiziert™".
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o Ob fOg

1-Nonen-3-ol

Gymnomitra-3(15),4-dien Carota-5,8-dien
Terpinen-4-ol

I
0

5-Ethylcyclopent-1-en-carbaldehyd

Abb. 4-62 Fliichtige Substanzen aus D. mollis

Abbildung 4-63 zeigt das GC-FID-Chromatogramm. Die Substanzen wurden anhand ihrer
Retentionszeiten und Massenspektren identifiziert'*").

Die identifizierten Verbindungen sind in Tabelle 4-14 aufgefiihrt. Fiir die Substanzen, die in
Mengen unter 0.1% vorliegen, werden keine Retentionszeiten im CG-FID angegeben.

/ o-Pinen
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'
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Abb. 4-63 GC-FID-Chromatogramm des itherischen Ols von Datronia mollis
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Tabelle 4-14 Fliichtige Substanzen und deren prozentuale Anteile aus D. mollis

" Kovits-Index

* Relativer prozentualer Anteil der fliichtigen Substanzen basierend auf GC-FID; mit + markierte Substanzen
sind in einer Menge kleiner als 0.1% enthalten

Peak | Substanz GC-MS GC-FID
No. KI M* R, %
1 1-Hexanol 102 +
2 n-Nonan 906 128 8.09 0.1
3 Tricyclen 927 136 9.00 0.3
4 o-Pinen 936 136 9.26 2.30
5 Benzaldehyd 941 106 9.44 0.7
6 Camphen 950 136 +
7 1-Hepten-3-on 956 112 10.55 0.5
8 R-(-)-1-Octen-3-ol 962 128 11.40 5.1
S-(+)-1-Octen-3-ol 0.1
9 2-Pentylfuran 981 138 11.56 1.3
10 3-Octanol 981 130 11.67 0.9
11 p-Methylanisol 1004 122 +
12 A 3-Caren 1012 136 +
13 5-Ethylcyclopentene-1- 1010 124 +
carbaldehyd
14 Phenylacetaldehyd 1012 120 12.73 2.5
15 Limonen 1025 136 13.17 0.2
16 (E)-2-Octenal 1034 126 13.91 1.5
17 Acetophenon 1036 120 +
18 1-Nonen-3-ol 1058 142 14.90 0.6
19 n-Nonanal 1076 142 16.36 9.4
21 (E)-2-Nonenal 1139 140 18.77 1.1
22 Terpinene-4-ol 1164 154 +
23 n-Octanséure 1156 144 +
24 n-Decanal 1180 156 21.13 0.4
25 (E,E)-2,4-Nonadienal 1188 138 21.25 0.5
26 (E)-2-Decenal 1240 154 23.71 2.0
27 n-Nonanséure 1263 158 +
28 2,4-Decadienal 1270 152 25.17 2.2
29 (E,E)-2,4-Decadienal 1291 152 26.22 4.6
30 Daucen 1380 204 +
31 Gymnomitra-3(15),4-dien 1413 202 +
32 o-Barbaten 1414 204 31.21 0.7
33 B-Cedren 1424 204 +
34 Geranylaceton 1430 194 +
35 Isobazzanen 1442 204 +
36 B-Barbaten 1445 204 32.57 2.6
37 B-Acoradien 1465 204 +
38 Carota-5,8-dien 1465 204 +
39 (E,Z)-o-Farnesen 1475 204 +
40 Cuparen 1498 202 +
41 B-Bazzanen 1519 204 +
42 (Z)-Nerolidol 1522 222 37.53 1.1
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43 trans-Dauca-4(11),8-dien 1529 204 +
44 Aromadendra-4,9-dien 1534 202 +
45 1-epi-Cubenol 1623 222 40.12 0.3
46 Pentadecanal 1702 226 43.39 0.1
47 n-Tetradecansidure 1748 228 45.45 0.2
48 n-Pentadecansiure 1823 242 49.08 0.1
49 Palmitoleinsdure 1923 254 52.17 0.4
50 n-Hexadecansidure 1958 256 52.63 0.3
51 Linolsiduremethylesther 2046 294 56.80 +
52 Methyloleat 2082 296 57.11 +
53 Linolsdure 2095 280 58.31 0.1

4.1.7 Stereum hirsutum

Stereum hirsutum besitzt einen ledrig, elastisch-zdhen, halbrunden bis ficherférmigen
Fruchtkorper. Er steht bis 3 cm vom Substrat ab, 14uft am Substrat herab oder liegt resupinat
auf der Unterseite des Substrats an. Die Fruchtkorper wachsen rasig-dachziegelig, sie sind oft
seitlich verwachsen und bilden wellig-geschwungene Reihen, dabei iiberziehen sie ganze Aste
und Stamme. Die Oberseite ist zottig-striegelig, konzentrisch gezont, gelborange und
gelbbraun. Die Unterseite mit einem Hymenium frisch lebhaft ockerfarben bis gelborange.
Der Hutrand ist zur Wachstumszeit geblich-orange. Das Fleisch ist diinn, zdh und
hellbraunlich. Der Pilz kommt ganzjéhrig an totem berindetem oder unberindetem Holz vor,
besonders an Stimmen von Fiche, Rotbuche und anderen Laubholzern (Weilifauleerreger).
Synonyme: - [27]

Aus diesem Pilz wurden einige Aromaten mit Alkinylseitenketten, tricyclische Sesquiterpene,

Fettsduren, Antioxidantien und eine Diketopiperazin isoliert (Abb. 4-65) (90941,

Abb. 4-64 Stereum hirsutum (Willd.)
Pers.

Foto: © A. J. Silverside *”
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Abb. 4-65 Einige isolierte Substanzen aus Stereum hirsutum

4.1.7.1 Fliichtige Inhaltsstoffe

Stereum  hirsutum war, was fliichtige Substanzen anbetrifft, Gegenstand einiger
Untersuchungen. Aquino et al. B21 identifizierten einige freie Fettsduren wie n-
Hexadecansiure, Palmitoleinsdure, Olsdure und Linolsdure. In Abschnitt 4.1.7 wurden bereits
einige identifizierte bzw. isolierte fliichtige Substanzen aus diesem Pilz besprochen. Zur
Zusammensetzung des #therischen Ols gibt es bisher keine Informationen. Wie man aus
Tabelle 4-6 entnehmen kann, stellt (E,E)-2,4-Decadienal mit 24.4% die Hauptkomponente
dar. Mit 7.6% ist (Z,Z2)-2,4-Decadienal die zweite Hauptkomponente, gefolgt von 1-Hepten-3-
on (6.6%), Pentylfuran (6.5%) und (E)-2-Octenal (5.6%).

6-Methyl-5-hepten-2-on wurde bereits aus dem bodenbewohnenden Basidiomyceten Suillis
grevillei identifiziert”®.

(Z)-Asaron und B-Tonon konnten hier zum ersten Mal als fliichtige Inhaltsstoffe von Pilzen
identifiziert werden (Abb. 4-66).

(2)-Asaron B-lonon

Abb. 4-66 Fliichtige Substanzen aus S. hirsutum

Abbildung 4-67 zeigt das GC-FID-Chromatogramm. Die Substanzen wurden anhand ihrer
Retentionszeiten und Massenspektren identifiziert*".
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Die identifizierten Verbindungen sind in Tabelle 4-15 aufgefiihrt. Fiir die Substanzen, die in
Mengen unter 0.1% vorliegen, werden keine Retentionszeiten im CG-FID angegeben.

1-Hepten-3-on
/ 2-Pentylfuran
/ (E)-2-Octenal
/ (E)-2-Nonenal
/ 2,4-Decadienal
/ é (E,E)-2.4-Decadienal
NERE!
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Abb.4-67 GC-FID-Chromatogramm des therischen Ols von Stereum hirsutum

[Tabelle 4-15 Fliichtige Substanzen und deren prozentuale Anteile aus S. hirsutum

| Kovits-Index

" Relativer prozentualer Anteil der fliichtigen Substanzen basierend auf GC-FID; mit + markierte Substanzen
sind in einer Menge kleiner als 0.1% enthalten

Peak |Substanz GC-MS GC-FID

No. KI' M* R, %
1 2-Heptanon 871 114 +

2 (E)-2-Heptenal 942 112 9.43 2.7
3 Camphen 950 136 +

v 1-Hepten-3-on 956 112 10.48 6.6
5 6-Methyl-5-hepten-2-on 978 126 10.86 1.9
6 3-Octanon 969 128 10.93 1.5
7 2-Octanon 964 128 +

8 B-Pinen 978 136 +

9 2-Pentylfuran 981 138 11.31 6.5
10 A 3-Caren 1010 136 +
11 m-Cymen 1013 134 +
12 Limonen 1025 136 +
13 (E)-2-Octenal 1034 126 13.85 5.6
14 2-Nonanon 1074 142 +
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15 n-Nonanal 1076 142 16.16 2.5
16 Campher 1123 152 +
17 (E)-2-Nonenal 1139 140 +
18 n-Nonanol 1149 144 +
19 2,4-Nonadienal 1170 138 +
20 o-Terpineol 1176 154 +
21 n-Decanal 1180 156 +
22 (E,E)-2,4-Nonadienal 1188 138 21.16 2.7
23 B-Cyclocitral 1195 152 +
24 (E)-2-Decenal 1240 154 23.61 2.2
25 2,4-Decadienal 1270 152 25.09 7.6
26 (E,E)-2,4-Decadienal 1291 152 26.12 24.4
27 (+)-Himalacha-2,4-dien 1433 204 +
28 B-TIonon 1468 192 +
29 z-Asaron 1584 208 +

4.1.8 Ganoderma applanatum

Der Fruchtkorper ist rundlich bis nierenférmig, bis 30 cm breit, 2-5 cm dick (Anwachstelle)
und 4-15 cm vom Holz abstehend. Finzeln oder dachziegelig iiber- und nebeneinander
wachsend. Die Oberseite ist konzentrisch gefurcht oder unregelmifig hockerig, matt. Junge
Fruchtkorper haben eine hellbraune Farbe. Sporenreif sind sie mit einem rostbraunen Staub
bedeckt. Alte Fruchtkorper sind graubraun gefdrbt. Wihrend des Wachstumsstadiums ist der
Rand weil3 gefirbt. Der ganzjdhrig an Laubhdlzern, selten Nadelhdlzern vorkommt. Es
handelt sich hier um einen Weillfduleerreger.

Synonyme: Ganoderma lipisiense (Batch: Pers.) Atk. [27]

Einige fliichtige Komponenten konnten bereits identifiziert werden. Abraham und Berger
konnten einige Alkohole (z.B. 2-Methyl-1-propanol), Ketone (z.B. 1-Phenylethanon) und
Monoterpene (z.B. Linalool) identifizieren. Fildt et al.”® konnten 1-Octen-3-ol und 3-
Octanon mittels Headspace-Analysen am lebenden Fruchtkorper identifizieren. Auflerdem
konnte eine Vielzahl von Triterpenen isoliert werden. Viele auch in Ganoderma lucidum
enthaltene Triterpene, wie die zuvor genannten Ganoderische-Sduren, wurden isoliert. Die

sogenannten Applanoxidische-Sauren wurden aus Ganoderma applanatum isoliert (Abb. 4-
69) (991 11001

[97]

Abb. 4-68 Ganoderma applanatum
(Pers.:Wallr.) Pat.

Foto: © Nathan Wilson !
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Applanoxidische-Saure A

Abb. 4-69 Ein aus Ganoderma applanatum isoliertes Triterpen

4.1.8.1 Fliichtige Inhaltsstoffe

Im itherischen Ol von Ganoderma applanatum ist R-(-)-1-Octen-3-ol die Hauptkomponente
mit 15.7%. Weitere Hauptkomponenten sind Phenylacetaldehyd (15.4%), (E,E)-2,4-
Decadienal (7.4%), (E)-2-Octenal (7.2%) und (E)-2-Nonenal (5.1%).

Abbildung 4-70 zeigt das GC-FID-Chromatogramm. Die Substanzen wurden anhand ihrer
Retentionszeiten und Massenspektren identifiziert™*".

Die identifizierten Verbindungen sind in Tabelle 4-16 aufgefiihrt. Fiir die Substanzen, die in
Mengen unter 0.1% vorliegen, werden keine Retentionszeiten im CG-FID angegeben.

1-Octen-3-ol

/ Phenylacetaldehyd
<« /

(E)-2-Octenal

/ (E)-2-Nonenal
/ 2.4-Decadienal

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

| 1 uu‘Mw .

4785 11:12
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Abb. 4-70 GC-FID-Chromatogramm des itherischen Ols von Ganoderma applanatum

Tabelle 4-16 Fliichtige Substanzen und deren prozentuale Anteile aus G. applanatum

" Kovits-Index

™ Relativer prozentualer Anteil der fliichtigen Substanzen basierend auf GC-FID; mit + markierte Substanzen
sind in einer Menge kleiner als 0.1% enthalten

Peak |Substanz GC-MS GC-FID
No. KI' M* R, %
1 2-Heptanon 871 114 7.14 0.9
2 n-Heptanal 882 114 7.38 1.2
3 o-Fenchen 941 136 9.23 1.0
4 (E)-2-Heptenal 942 112 9.32 34
5 1-Hepten-3-on 956 112 10.38 2.1
6 R-(-)-1-Octen-3-ol 962 128 10.73 15.7
S-(+)-1-Octen-3-ol 1.6
7 3-Octanon 969 128 +
8 2-Octanon 964 128 +
9 n-Octanal 981 128 11.19 3.7
10 2-Pentylfuran 981 138 11.37 2.1
11 5-Ethylcyclopenten-1- 1010 124 +
carbaldehyd
12 Phenylacetaldehyd 1012 120 12.54 154
13 (E)-2-Octenal 1034 126 13.72 7.2
14 2-Nonanon 1074 142 +
15 n-Nonanal 1076 142 16.05 3.3
16 (E)-2-Nonenal 1139 140 18.58 5.1
17 2,4-Nonadienal 1170 138 20.24 2.0
18 2-Decanon 1176 156 20.45 0.7
19 (E,E)-2,4-Nonadienal 1188 138 21.07 3.2
20 (E)-2-Decenal 1240 154 +
21 2,4-Decadienal 1270 152 24.97 3.1
22 (E,E)-2,4-Decadienal 1291 152 25.95 7.4

4.1.9 Pycnoporus cinnabarinus

Der Fruchtkorper ist konsolenférmig, halbrund bis fiacherférmig, 2-10 cm breit am Holz
angewachsen, 0.5-2 cm dick und 2-6 cm vom Substrat abstehend. Die Oberfldche ist runzelig
uneben, hockerig, bisweilen undeutlich konzentrisch gezont und frisch lebhaft orange-
zinnoberrot (Farbstoff: Cinnabarin!'"; Abb. 4-72). Der Pilz kommt ganzjihrig an Stimpfen
und auf toten Asten und Stimmen vieler Laubholzarten (WeiBfiuleerreger) vor, aber sehr
selten an Nadelholz. Der Zinnoberschwamm ist eine lichtliebende Art und wichst gern an
sonnenexponierten Standorten.

Synonyme: 127
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Abb. 4-71 Pycnoporus cinnabarinus
(Jacq.: Fr.) Karst.

Foto: © Raymond Boyer """

OH
COOH
H,N /N
O O
Cinnabarin

Abb. 4-72 Isolierte Substanz aus Pycnoporus cinnabarinus

4.1.9.1 Fliichtige Inhaltsstoffe

2-Pentylfuran ist die Hauptkomponente (9.2%) des dtherischen Ols von Pycnoporus
cinnabarinus. Man findet auch mit 7.6% (E)-B-Farnesen, mit 5.2% R-(-)-1-Octen-3-ol, mit 5.9
% n-Octansdure und mit 3.4% (E)-2-Octenal.

Tricyclen, Dodecanal und (E)-B-Caryophyllen sind bisher noch nicht in Pilzen identifiziert
worden (Abb. 4-73).

OVVVV\A/

Tricyclen Dodecanal

(E)-B-Caryophyllen

Abb. 4-73 Fliichtige Substanzen aus P. cinnabarinus

Abbildung 4-74 zeigt das GC-FID-Chromatogramm. Die Substanzen wurden anhand ihrer
Retentionszeiten und Massenspektren identifiziert™*").

Die identifizierten Verbindungen sind in Tabelle 4-17 aufgefiihrt. Fiir die Substanzen, die in
Mengen unter 0.1% vorliegen, werden keine Retentionszeiten im CG-FID angegeben.
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Abb. 4-74 GC-FID-Chromatogramm des itherischen Ols von Pycnoporus cinnabarinus

Tabelle 4-17 Fliichtige Substanzen und deren prozentualen Anteile aus P. cinnabarinus

" Kovits-Index

" Relativer prozentualer Anteil der fliichtigen Substanzen basierend auf GC-FID; mit + markierte Substanzen
sind in einer Menge kleiner als 0.1% enthalten

Peak | Substanz GC-MS GC-FID
No. KI m* R, %
1 2-Heptanon 871 114 +
3 Tricyclen 927 136 8.98 0.8
4 o-Pinen 936 136 9.37 1.5
5 1-Hepten-3-on 956 112 10.42 0.8
6 R-(-)-1-Octen-3-o0l 962 128 10.74 5.2
S-(+)-1-Octen-3-ol 0.6
7 3-Octanon 969 128 10.82 0.4
8 2-Octanon 964 128 +
9 Sabinen 973 136 +
10 2-Pentylfuran 981 138 11.21 9.2
11 n-Octanal 981 128 +
12 p-Methylanisol 1004 122 +
13 A 3-Caren 1010 136 +
14 5-Ethylcyclopenten-1- 1010 124 +
carbaldehyd
15 Phenylacetaldehyd 1012 120 12.59 3.6
16 m-Cymen 1013 134 +
17 Limonen 1025 136 +
18 (E)-2-Octenal 1034 126 13.75 3.4
19 2-Nonanon 1074 142 +
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20 n-Nonanal 1076 142 16.09 2.1
21 o-Thujon 1089 +
22 (E)-2-Nonenal 1139 140 18.63 1.3
23 n-Octansiure 1156 144 20.49 3.8
24 (E,E)-2,4-Nonadienal 1188 138 21.11 1.1
25 (E)-2-Decenal 1240 154 23.57 0.3
26 n-Nonansiure 1263 158 24.74 0.7
27 2,4-Decadienal 1270 152 25.06 0.5
28 2-Undecanon 1273 170 25.30 0.7
29 (E,E)-2,4-Decadienal 1291 152 25.98 2.3
30 Dodecanal 1389 184 +
31 o-Barbaten 1414 204 +
32 Isocaryophyllen 1409 204 +
33 B-Duprezianen 1423 204 +
34 Geranylaceton 1430 194 32.38 4.5
35 Isobazzanen 1442 204 +
36 (E)-B-Farnesen 1446 204 33.03 7.6
37 B-Acoradien 1465 204 +
38 ar-Curcumen 1473 202 +
39 (E,Z)-a-Farnesen 1475 204 +
40 (E)-Nerolidol 1553 222 +
41 (E)-Dendrolasin 1566 218 37.95 1.2
43 n-Heptadecan 1700 240 +
44 n-Pentadecansidure 1823 242 +
45 n-Hexadecansidure 1951 256 +

4.1.10 Spongiporus caesius

Der Fruchtkorper ist halbrund, 2-6 cm breit, 0.5-1 cm dick. Die Oberseite ist zottig. Junge
Fruchtkorper sind weiBlich, éltere bldulich. Das Fleisch ist weich und weiflbldulich. Kommt
ganzjihrig an Stiimpfen und toten Stimmen von Nadel (Braunfiuleerreger), selten Laubholz,
meist an Fichte vor. Der Piklz hat Ahnlichkeit mit dem vorzugsweise an toten Asten der
Rotbuche wachsenden Spongiporus subcaesius (Fastblauer Saftporling).
Synonyme: - Postia caesia (Schrad.: Fr.) Karst.

- Oligoporus caesius (Schrader.: Fr.) Gilbert. & Ryv.
Friher wurden 3-Heptanon, 6-Methylheptan-3-on, 1-Octen-3-ol und Methyl2,4-
dihydroxybenzoat identifiziert! 1041,

[27]

Abb. 4-75 Spongiporus caesius
(Schrad.: Fr.) David
Foto: © Johan Duinkerken %!
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4.1.10.1 Fliichtige Inhaltsstoffe

Bei der Untersuchung des itherischen Ols von Spongiporus caesius (Tabelle 4-9) konnte die
Hauptkomponente nicht identifiziert werden. Ihr prozentualer Anteil betrigt 27.9%. Sie zeigt
einen Molpeak bei 204 m/z und einen Basispeak bei 71 m/z (Abb. 4-76). Obwohl der
Basispeak nicht eindeutig einem Fragment zugeordnet werden konnte, weisen weitere
Fragmentierungen Ahnlichkeiten mit dem des Sesquiterpenkohlenwasserstoffs (Z)-o-
Bisabolen auf. So ist das Fragmention 109 m/z ebenfalls bei der unbekannten Substanz
vorhanden, was auf eine Allylspaltung bei (Z)-a-Bisabolen hindeutet (IM-C7H;11%). Auch das
Fragmention 93 m/z, welches bei (Z)-o-Bisabolen den Basispeak darstellt “06], ist deutlich
sichtbar und hat die zweithdchste Intensitéit nach 71 m/z. Es handelt sich hier moglicherweise
um einen Bisabolen-Sesquiterpenkohlenwasserstoff, der strukturelle Gemeinsamkeiten mit
(Z)-a-Bisabolen besitzt.

unknow n  #774 ("P171204d.jdx"). [4/12/17]
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Abb. 4-76 Massenspektrum der Hauptkomponente im Ol von S. caesius

Die zweite Hauptkomponente ist Striatol (s. Abb. 4-80), mit einem Anteil von 16.5%.

Die dritte Hauptkomponente ist ebenfalls eine unbekannte Substanz, mit einem Anteil von
4.1% des itherischen Ols. Man erkennt im Massenspektrum der Substanz den Basispeak mit
109 m/z (Abb. 4-77), der bei Eudesm-3-en-6-ol (Abb. 4-78) ebenfalls sichtbar ist. Bei
Eudesm-3-en-6-ol ist das Fragmention das Ergebnis des Verlustes von Wasser (Abb. 4-78),
der Isopropylgruppe und einer anschlieBender Retro-Diels-Alder-Fragmentierung. Des
Weiteren erkennt man, dass das erste Fragmention bei Eudesm-3-en-6-ol aus einer
Wasserabspaltung stammt ([M-H,O]"). Das zweite Fragmention stammt hingegen aus dem
Verlust einer Methylgruppe.

Bei der unbekannten Substanz ist die Reihenfolge der Fragmentierung vertauscht. Die
unbekannte Substanz spaltet erst eine Methylgruppe ab und danach Wasser. Die
Hydroxylgruppe in der unbekannten Substanz muf} also eine sterisch ungiinstigere Position
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besitzen. Es handelt sich hier moglicherweise um ein oxygeniertes Eudesman-Sesquiterpen,
dass strukturelle Gemeinsamkeiten mit Eudesm-3-en-6-ol (Abb. 4-79) besitzt.
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Abb. 4-77 Massenspektrum der drittenHauptkomponente im Ol von S. caesius
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Abb. 4-78 Massenspektrum von Eudesm-3-en-6-ol
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1

ADbD. 4-79 Eudesm-3-en-6-ol

Mit 2.8% findet man R-(-)-1-Octen-3-ol als eine der Hauptkomponenten.

Identifizierte Substanzen, die zum ersten Mal in Pilzen identifiziert wurden sind o-
Chamigren, Isobornylacetat und Striatol (Abb. 4-80).

Die unbekannten Substanzen konnten aufgrund der geringen Menge an Pilzmaterial nicht
isoliert werden.

O doy e

a-Chamingren Isobornylacetat Striatol

Abb. 4-80 Fliichtige Substanzen aus S. caesius

Abbildung 4-81 zeigt das GC-FID-Chromatogramm. Die Substanzen wurden anhand ihrer
Retentionszeiten und Massenspektren identifiziert*").

Die identifizierten Verbindungen sind in Tabelle 4-18 aufgefiihrt. Fiir die Substanzen, die in
Mengen unter 0.1% vorliegen, werden keine Retentionszeiten im CG-FID angegeben.

,'ﬂ <4 Unbekannt

| \ Striatol

{ o-Chamingren
: ol -Octen-3-ol
\ /Z—Pentylfuran /Unbekannt

0FFS

nbekeu%A ‘: ‘
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e

Abb. 4-81 GC-FID-Chromatogramm des itherischen Ols von Spongiporus caesius
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Tabelle 4-18 Fliichtige Substanzen und deren prozentuale Anteile aus S. caesius
*' Kovits-Index
* Relativer prozentualer Anteil der fliichtigen Substanzen basierend auf GC-FID; mit + markierte Substanzen

sind in einer Menge kleiner als 0.1% enthalten

Peak |Substanz GC-MS GC-FID
No. KI' M* R, %
1 n-Nonan 906 128 +
2 o-Pinen 936 136 +
3 (E)-2-Heptenal 942 112 +
4 Camphen 950 136 +
5 1-Hepten-3-on 956 112 11.01 1.1
6 R-(-)-1-Octen-3-ol 962 128 11.34 2.8
S-(+)-1-Octen-3-ol 0.7
7 2-Pentylfuran 981 138 11.79 2.3
8 5-Ethylcyclopenten-1- 1010 124 +
carbaldehyd
9 p-Cymen 1015 134 +
10 Limonen 1025 136 +
11 (E)-2-Octenal 1034 126 14.46 0.7
12 n-Nonanal 1076 142 16.76 0.8
13 n-Undecan 1100 156 +
14 (E)-2-Nonenal 1139 154 19.38 0.6
15 n-Nonanol 1149 144 +
16 Terpinene-4-ol 1164 154 +
17 n-Decanal 1180 156 21.73 0.2
18 Isobornylacetat 1276 196 +
19 2-Undecanon 1273 152 +
20 Undecanal 1290 170 +
21 Unbekannt 1392 30.85 2.6
22 Sandvicen 1399 204 31.38 1.5
23 Unbekannt 1424 32.34 2.0
24 Cyclofarnesa-5(14),8,10-trien 1441 204 33.43 1.5
25 Striaten 1458 204 +
26 Unbekannt 1490 204 35.41 27.9
27 o-Chamigren 1503 204 36.02 2.6
28 8-Cadinen 1520 204 +
29 Striatol 1550 222 37.23 16.5
30 Unbekannt 1669 222 42.93 4.1
31 n-Tetradecansiure 1748 228 +
32 n-Pentadecansiure 1823 242 49.72 1.1
33 n-Hexadecansiure 1951 256 52.75 1.5
34 Olsiure 2068 282 58.73 0.8




Spezieller Teil 81

4.2 Biologische Tests

Wie schon in Abschnitt 1.1 besprochen, zeigten Triterpenoide (Triterpensduren) von
Ganoderma lucidum Aktivitit gegen bestimmte Krebsarten und dariiber hinaus gegen HIVP,
Sterolperoxide besitzen (sieche Abschnitt 4.1.2.2.5) anticancerogene FEigenschaften gegen
Lungen-, Eierstock-, Haut- und Dickdarmkrebs®!.

Die Triterpensdure 5,24-Hydroxycucurbitadien-3f3-0l-26-carbonsiure isoliert aus dem
Basi<[1}(())7r]nyceten Russula lepida, besitzt fungizide Eigenschaften, besonders gegen niedere
Pilze" ™.

Daher wurden die Substanzen Spongiporensdure A, Trametenolsdure B und 5,8-Epidioxy-24-
methylcholesta-6,9(11),22-trien-33-ol auf antimikrobielle und anticancerogene (Leukidmie
und Mamma-Carzinom) Eigenschaften hin untersucht werden.

4.2.1 Agardiffusionstests

5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-3f-ol, Trametenolsidure B und
Spongiporensdure A wurden nach der Methode von Anke et al.'"®! auf antimikrobielle
Aktivitit getestet.

In Tabelle 4-19 erkennt man, dass Trametenolsdure B und 5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-
6,9(11),22-trien-3f-ol keine antimikrobielle Aktivitit aufweisen.

Spongiporensdure A besitzt die stirkste Aktivitit gegen das gram-negative Bakterium P.
vulgaris. Man erkennt bei 10pg/Rondel einen Hemmbhof von 9 mm, bei 50 pg/Rondel sind es
bereits 13 mm. Verglichen mit dem unter gleichen Bedingungen getesteten Antibiotikum
Streptomycinsulfat, das bei Sug/Rondel einen Hemmhof von 12 mm zeigte (Tab. 4-20), kann
man von einer mittleren Aktivitit von Spongiporensidure A sprechen. Die Substanz konnte
evtl. als ,,Lead-Structure” beim Einsatz gegen P. vulgaris von interesse sein. Ein Hemmhof
unter 9 mm wurde bei 5 pg/Rondel bei den gram-positiven Stibchen B. subtilis und B. brevis
beobachtet. Bei 50ug/Rondel konnte man fiir B. subtilis und B. brevis Hemmhofe von 10
respektive 11pg/Rondel feststellen. Verglichen mit Penicillin G, das unter gleichen
Bedingungen getestet wurde, zeigte die Substanz recht schwache Wirkungen. Bei B. brevis
und B. subtilis wurden bei einer Konzentration von 0.15 pg/Rondel von Penicillin G
Hemmbhofe von 12 mm beobachtet.

Beim Schimmelpilz P. variotii zeigte sich ein inkompletter Hemmhof von 12 mm bei
50ug/Rondel. Bei Amphotericin B wird jedoch schon bei 5 pg/Rondel ein 10 mm Hemmhof
beobachtet, somit ist die beobachtete Wirkung eine recht schwache.

Einen Hemmhof unter 9 mm wurde bei 50 pg/Rondel von Spongiporensidure A bei A.
calcoaceticus beobachtet. Auch hier kann man nur von einer geringen Wirkung sprechen, da
im Vergleich Amphotericin B bei Sug/Rondel ein Hemmbhof von 10 mm aufweist.

Um festellen zu konnen, ob bakterizide/bakteriostatische bzw. fungizide/fungistatische
Aktivitdten vorliegen, muf3 als néchster Schritt die Minimale Hemmkonzentration mit Hilfe
des Reihenverdiinnungstests bestimmt werden, was im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr
durchgefiihrt werden konnte.



Spezieller Teil 82

Tab. 4-19 Agardiffusionstests von Spongiporensdure A, Trametenolsiure B und 5,8-
Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-33-ol

Agardiffusionstest Hemmhof (mm) bei pg/Rondell

1 2 3

Testorganismen 50 ug 10 ug 50 ug 10 ug 50 ug 10 ug
Staphylococcus aureus - - - - - -
Proteus vulgaris 13 9 - - - -
Acinetobacter + - - - - _
calcoaceticus

Candida albicans - - - - - _
Aspergillus fumigatus - - - - - -
Bacillus subtilis 10 + - - - -
Bacillus brevis 11 + - - - -

Micrococcus luteus - - - - - _

Enterobacter dissolvens - - - - - -

Penicillium notatum - - - - - _

Paecilomyces variotii 12i - - - - -

Mucor miehei - - - - - -

Nematospora coryli - - - - - -

1: Spongiporensidure A
2: Trametenolsdure B
3: 5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-33-ol

Kontrolle

Tab. 4-20 Agardiffusionstests mit bekannten antimikrobiellen Substanzen

Organismus Substanz Menge (ug/Rondell) | Hemmhof (mm)
Bacillus brevis Penicillin G 0.15 12
0.25 16
Bacillus subtilis 0.15 12
0.25 16
Proteus vulgaris Streptomycinsulfat 5.0 12
10 13
Acinetobacter Ampicillin 2.5 7
calcoaceticus
5.0 10
Paecilomyces variotii | Amphotericin B 5.0 10
10 13

Legende zu den Agardiffusionstests
+: Hemmhof < 9 mm

i: Inkompletter Hemmhof

-: Kein Hemmbhof

4.2.2 Cytotoxische Tests

Die Cytotox-Tests! 191 yon 5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-33-0l wurden mit

den Zelllinien Jurkat (Akute T-Zell Leukimie bei Menschen) und HeLa-S3 (Cervix
Carcinom/Mamma-Carzinom bei Menschen) durchgefiihrt. Es wurden 1, 5, 10, 25 und 30
pg/ml der Substanz eingesetzt. Man beobachtet bei den Jurkat Zellen bereits bei 5 pg/ml eine
Verringerung der Zellanzahl (Tab. 4-21) im Vergleich zur Kontrolle (Tab 4-23). Bei 10 pg/ml
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ist die Zellzahl bei ca. 10% der Kontrolle. Bei 25 pg/ml gibt es keine Krebszellen mehr. Bei
den HeLa-S3-Zellen, erkennt man bis 10 pg/ml keine nennenswerte Anderung der Zellzahl im
Vergleich zur Kontrolle. Erst ab 25 pg/ml hat sich die Zahl auf 10-15% im Vergleich zur
Kontrolle reduziert. Bei 30 ug/ml gibt es keine Krebszellen mehr. Somit betragen die 1Cqo-
Werte von 5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-33-ol bei Jurkat Zellen 10 pg/ml
und bei HelLa-S3-Zellen 25 pg/ml (Tab 4-22). Wenn man diese 1Cop-Werte mit den Werten
der anti-cancerogenen Substanz Daunomycin vergleicht, erkennt man, dass Daunomycin im
Vergleich zu 5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-3B-ol bei den Jurkat Zellen
eine um Faktor 10 stirkere Aktivitit besitzt (ICqo: 1.0 pg/ml). Gegeniiber den HeLa-S3-Zellen
ist die Aktivitit noch schwicher. Wihrend der ICyp-Wert von 5,8-Epidioxy-24-
methylcholesta-6,9(11),22-trien-33-ol bei 25 pg/ml liegt, betrigt der ICoy Wert von
Daunomycin bei 1.0 pg/ml. Man kann zusammenfassend sagen, dass 5,8-Epidioxy-24-
methylcholesta-6,9(11),22-trien-33-ol eine schwache anticancerogene Aktivitit gegen Jurkat-
und HeLa-S3-Zellen besitzt"' '], Spongiporensdure A und Trametenolsdure B zeigten
keinerlei Aktivitit gegen diese Zelllinien.

Tab. 4-21 Cytotox-Tests von 5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-3f-ol

Cytotox-Test

Zellzahl relativ zur Kontrolle (%)

Jurkat Hela-S3

Substanz | 1 5 10 25 30 1 5 10 25 30
(ng/ml)

- + 10 0 0 - - - 10-15 | O

Legende zu den Cytotox-Tests
+: Beginnende Beeintrichtigung
-: Keine Beeintrichtigung: 100% der Kontrolle

Tab. 4-22 ICy von 5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-33-ol

Cytotox pg/ml
5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-3[3-ol
ICQ()

Zelllinien

Jurkat 10

HeLa-S3 25

Positivkontrolle

Tab. 4-23 1Cqy von Daunomycin

Zelllinie 1Csp (ug/ml) I1Cyo (ug/ml)

Jurkat 0.5 1.0

HeLa-S3 0.25 1.0
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5 Zusammenfassung

Die Baumpilze Ganoderma lucidum (Curt.: Fr.), Spongiporus leucomallellus (Murill) David,
Bjerkandera adusta (Willd.: Fr.), Laetiporus sulphureus (Bull.: Fr.) Murr., Schizophyllum
commune (Fr.: Fr.), Datronia mollis (Sommerf.: Fr.), Stereum hirsutum (Willd.), Ganoderma
applanatum (Pers.:Wallr.) Pat., Pycnoporus cinnabarinus (Jacq.: Fr.) Karst. und Spongiporus
caesius (Schrad.: Fr.) David wurden auf fliichtige und nichtfliichtige Inhaltsstoffe hin
untersucht. Die Identifizierung der fliichtigen Inhaltsstoffe erfolgte mittels GC-MS und GC-
FID nach Gewinnung des itherischen Ols durch Wasserdampfdestillation.

Identifizierung von nichtfliichtigen Komponenten aus G. lucidum, S. leucomallellus, B.
adusta and L. sulphureus erfolgte durch sdulenchromatographische Auftrennung des
Rohextrakes und Gewinnung mehrerer Fraktionen an Kieselgel durch GC-FID und GC-MS
nach Derivatisierung. Coinjektion mit Standardsubstanzen bestétigten die Ergebnisse.

Nach vorausgegangener Sdulenchromatographie an Kieselgel von Losungsmittelextrakten
verschiedener Polaritit wurden Substanzen mittels semi-priaparativer HPLC an RP18- oder
Normalphasenséulen bzw. mittels DC isoliert.

Die Strukturaufkldrung einzelner Verbindungen erfolgte durch Massen-, IR- und ein- und
zweidimensionaler NMR-Spektroskopie.

In den hier untersuchten Pilzen konnten 50 bislang als Pilzinhaltsstoffe bislang nicht bekannte
fliichtige Substanzen identifiziert werden, von denen 17 erstmals als Inhaltsstoffe von
Baumpilzen beschrieben werden.

Unter den 27 identifizierten bzw. isolierten nichtfliichtigen Substanzen sind 21 nicht aus der
jeweiligen Spezies bekannt. Antimikrobielle und anticancerogene Aktivititen von drei
Substanzen konnten bestimmt werden. Dariiber hinaus konnte die Zusammensetzung des
dtherischen Ols von neun Baumpilzen zum ersten Mal angegeben werden.

Aus dem Baumpilz G. lucidum wurden vier Steroidester isoliert. Es handelt sich um Ergosta-
7,22-dien-3B-ylpalmitat, FErgosta-7,22-dien-3f-yllinoleat, Ergosta-7en-33-yllinoleat und
Ergosta-7,22-dien-3-ylpentadecanoat. Die ersten beiden genannten Substanzen sind bereits
aus G. lucidum bekannt. Ergosta-7en-3fB-yllinoleat ist zum ersten Mal aus G. lucidum isoliert
worden. Ergosta-7,22-dien-3B-ylpentadecanoat ist ein neuer Naturstoff.

Aus dem itherischen Ol konnten 24 in Pilzen unbekannte fliichtige Substanzen identifiziert
werden. Es handelte sich um (E)-Nerolidol, 1-Hepten-3-on, p-Methylanisol, ar-Curcumen,
Undecanal, trans-Pinocarveol, Pinocarvon, trans-o-Bergamoten, Phenylpropan, trans-
Anethol, Mstragol, a-Pinenepoxid, Dillether, Carvon, Geranial, Isomenthon, o-Ylangen,
Daucen, Bisabololoxid B, [-Bisabolen, a-Bisabolol, p-Iron, Fenchylacetat und 2-
Himalachen-7f3-ol.

Aus S. leucomallellus, der bisher noch nicht auf Sekundirmetabolite hin untersucht wurde,
konnten die bekannten Substanzen Lanosta-8(9),24(28)-dien-3B-ol, Ergosta-7,22-dien-3-ol,
Ergosterin, Ergosterolperoxid, 5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-33-0ol und
Eburiconsdure isoliert und identifiziert werden. Erstmals wurden die vollstindigen NMR-
Daten von Ergosterin und 5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-33-ol angegeben.
Zwei neue Substanzen, die der seltenen Gruppe der 3,4-seco-lanostan Triterpene angehoren,
konnten aus diesem Baumpilz isoliert werden. Es handelte sich um (+)-23-Oxo0-3,4-seco-
lanosta-4(28),7(8),9(11),24(31)-tetraen-3,26-dicarbonsédure und (+)-20-Hydroxy-23-0x0-3,4-
seco-lanosta-4(28),7(8),9(11),24(31)-tetraen-3,26-dicarbonsédure. Da diese seco-Triterpenoide
neue Substanzen sind, wurden die Namen Spongiporensidure A fiir (+)-23-Oxo0-3,4-seco-
lanosta-4(28),7(8),9(11),24(31)-tetraen-3,26-dicarbonsdure und Spongiporensdure B fiir (+)-
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20-Hydroxy-23-o0x0-3,4-seco-lanosta-4(28),7(8),9(11),24(31)-tetraen-3,26-dicarbonséure
vorgeschlagen. Ferner wurden aus dem itherischen Ol vier in Pilzen bislang unbekannte
fliichtige Komponenten (a-Muurolen, T-Cadinol, Sandvicen und Cyclofarnesa-5(14),8,10-
trien) identifiziert.

B. adusta ist zuvor noch nicht auf Terpenoide hin untersucht worden.

Die Steroide Cholesterin, Ergosta-7,22-dien-3B-ol, Stigmasterin und Stigmast-5-en-3[-ol
konnten identifiziert werden. Ergosterolperoxid und 5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-
6,9(11),22-trien-3f-ol konnten isoliert und identifiziert werden.

Dariiber hinaus konnte m-Cymen zum ersten Mal als Pilzinhaltsstoff identifiziert werden.

Aus L. sulphureus konnten die im Pilz bekannte Eburiconsidure und die nicht bekannte
Trametenolsidure B isoliert und identifiziert werden. Des weiteren wurden die Triterpenoide
Ergosta-7,22-dien-3-on,  Cholesterin,  Ergosterin,  Ergosta-7,22-dien-3B-o0l, Lanosta-
8(9),24(28)-dien-3B-ol, Ergosta-7-en-3B-ol und die aromatische Verbindung 3-
Phenylpropanol erstmals in dieser Art identifiziert.

Aus S. commune konnten die fliichtigen Substanzen 6,10,14-Trimethylpentadecan-2-on,
trans-Dauca-4(11),8-dien, (E)-y-Bisabolen, (Z,E)-o-Farnesen, Globulol, B-Curcumen, (Z)-
Heptadec-8-en und a-Thujen als fliichtige Susbstanzen in Pilzen iiberhaupt zum ersten Mal
im #therischen Ol identifiziert werden.

Aus dem Baumpilz D. mollis wurden die fliichtigen Substanzen 1-Nonen-3-ol, Gymnomitra-
3(15),4-dien, Carota-5,8-dien, Terpinen-4-ol und Ethylcyclopent-1-en-carbaldehyd zum
ersten Mal in Pilzen identifiziert.

Aus S. hirsutum wurden (Z)-Asaron und B-Ionon erstmals als Inhaltsstoffe von Pilzen
identifiziert.

Fiir G. applanatum wurde erstmals die Zusammensetzung des itherischen Ols angegeben.

Aus P. cinnabarinus wurden erstmals die fliichtigen Susbtanzen Tricyclen, Dodecanal und
(E)-B-Caryophyllen als Inhaltsstoffe von Pilzen identifiziert.

Im itherischen Ol von S. caesius wurden o-Chamingren, Isobornylacetat und Striatol zum
ersten Mal als fliichtige Komponenten in Pilzen identifiziert.

Die aus S. leucomallelus isolierten Substanzen Spongiporensdure A und 5,8-Epidioxy-24-
methylcholesta-6,9(11),22-trien-33-ol und die aus L. sulphureus isolierte Trametenolsiure B
wurden auf biologische Aktivitit hin getestet. Spongiporensidure A zeigte eine schwache
antimikrobielle Aktivitit gegen die gram-negativen Bakterien A. calcoaceticus, B. subtilis, B.
brevis, dem gram-negativen Bakterium P. vulgaris und dem Schimmelpilz P. variotii.
Trametenolsidure B zeigte keinerlei Aktivitét.
5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-3B-0l zeigte in cytotoxischen Tests eine
schwache anticancerogene Aktivitit gegen Jurkat- und HeLa-S3-Zellen.

Agardiffusionstests von Spongiporensdure A, Trametenolsdure B und 5,8-Epidioxy-24-
methylcholesta-6,9(11),22-trien-33-ol ~ wurden  mit  ausgewihlten  Stimmen  von
Mikroorganismen durchgefiihrt. Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-33-ol wurde
zusitzlich auf anticancerogene Wirkung hin getestet.
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Summary

The volatile and non-volatile secundary metabolites from the wood rotting fungi Ganoderma
lucidum (Curt.: Fr.), Spongiporus leucomallellus (Murill) David, Bjerkandera adusta (Willd.:
Fr.), Laetiporus sulphureus (Bull.: Fr.) Murr., Schizophyllum commune (Fr.: Fr.), Datronia
mollis (Sommerf.: Fr.), Stereum hirsutum (Willd.), Ganoderma applanatum (Pers.:Wallr.)
Pat., Pycnoporus cinnabarinus (Jacq.: Fr.) Karst. und Spongiporus caesius (Schrad.: Fr.)
David were analyzed. The identification of volatile compounds from the essential oil was
performed by GC-MS and Gc-FID analysis.

Identification of non-volatile components from Ganoderma lucidum, Spongiporus
leucomallellus, Bjerkandera adusta and Laetiporus sulphurous was performed after
fractionation of the extracts upon repeated column chromatography on silica gel and
subsequent derivatization followed by GC-FID and GC-MS analysis. Co-injection with
standard substances was performed in order to to confirm the results. Non-volatile compounds
were isolated by semi-preparative HPLC on either normal phase or RP-18 HPLC columns,
respectively, or thin layer chromatography (TLC).

Structure elucidation of target compounds was carried out by using MS (EI, ESI), NMR (1D,
2D) and IR techniques. Biological activity data (antimicrobial and anticancerogenic) of
spongiporic acid A, trametenolic acid B and 5,8-epidioxi-24-methylcholesta-6,9(11),22-
triene-33-ol are given here.

A total of 50 volatile compounds are reported for the first time as fungal metabolites among
which 17 were found first to be metabolites from wood rotting fungi.

Among the 27 isolated and/or identified non-volatile compounds 21 are either unknown as
natural compounds or unknown in the species analyzed. The antimicrobial and
anticancerogenic activities of 3 compounds are reported here for the first time.

From the wood rotting fungus G lucidum, two steroid esters, ergosta-7,22-diene-3[3-yl
palmitate and ergosta-7,22-diene-3fB-yl linoleate already known in this species, and one new
steroid ester plus one known steroidester but new for this fungus were isolated. The new
steroid ester was identified as ergosta-7,22-diene-3p3-yl pentadecanoat. Ergosta-7-ene-3[3-yl
linoleate has been isolated fort he first time from G. lucidum. From the essential oil, 24
volatile compounds could be identified for the first time as fungal constituents. These
compounds were (E)-nerolidol, 1-hepten-3-one, p-methylanisol, ar-curcumene, undecanal,
trans-pinocarveol, pinocarvone, trans-o-bergamotene, phenylpropane, trans-anethol, estragol,
a-pinene epoxide, dillether, carvon, geranial, isomenthone, o-ylangene, daucene, bisabolol
oxide B, B-bisabolene, a-bisabolol, B-irone, fenchyl acetate, und 2-himalachene-73-ol.

From S. leucomallellus, whose secondary metabolites have not been investigated before,
lanosta-8(9),24(28)-diene-3B-ol, ergosta-7,22-diene-3B-o0l, ergosterol, ergosterol peroxide,
5,8-epidioxi-24-methylcholesta-6,9(11),22-triene-3B-ol and eburicoic acid could be isolated
and identified. The complete NMR-data of ergosterol and 5,8-epidioxi-24-methylcholesta-
6,9(11),22-triene-3f-ol is given here. Two novel compounds, that belong to the rare group of
the 3,4-seco-lanosta-triterpenes, could be isolated from this wood rotting fungus. These were
(+)-23-0x0-3,4-seco-lanosta-4(28),7(8),9(11),24(31)-tetraene-3,26 dicarboxylic acid and (+)-
20-hydroxy-23-0x0-3,4-seco-lanosta-4(28),7(8),9(11),24(31)-tetraene-3,26 dicarboylic acid.
The names spongiporic acid A and spongiporic acid B are proposed for (+)-23-ox0-3,4-seco-
lanosta-4(28),7(8),9(11),24(31)-tetraene-3,26 dicarboxylic acid and (+)-20-hydroxy-23-oxo-
3.4-seco-lanosta-4(28),7(8),9(11),24(31)-tetraene-3,26 dicarboylic acid, respectively.
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In the essential oil, four volatile compounds (o-muurolene, T-cadinol, sandvicene and
cyclofarnesa-5(14),8,10-triene) are reported to be chemical constituents of fungi for the first
time.

There are no previous reports on terpenoids of B. adusta. The Steroids cholesterol,
stigmasterol and stigmast-5-ene-33-ol (B-sitosterol) could be identified. Ergosterol peroxide
and 5,8-epidioxi-24-methylcholesta-6,9(11),22-triene-3f-ol were isolated and identified.
m-Cymene has been identified for the first time as a volatile constituent of fungi.

From L. sulphureus eburicoic acid and trametenolic acid B were isolated and identified.
Trametenolic acid B has not been reported before from L. sulphureus. In addition ergosta-
7,22-diene-3-on, cholesterol, ergosta-7,22-3[3-ol, lanosta-8(9),24(28)-diene-3[3-ol, ergosta-7-
ene-3B-ol and 3-phenyl propanol were identified for the first time in L. sulphureus.

The bis-nor-diterpenoid 6,10,14-trimethylpentadecane-2-one as well as trans-dauca-4(11),8-
diene, (E)-y-bisabolene, (Z,E)-a-farnesene, globulol, B-curcumene, (Z)-heptadec-8-ene, and
a-thujene could be identified for the first time in the essential oil of Schizophyllum commune
as volatile constituents in fungi.

From the wood rotting mushroom D. mollis the volatile constituents 1-nonen-3-ol,
gymnomitra-3(15),4-diene, carota-5,8-diene, terpinene-4-ol and ethylcyclopentene-1-
carbaldehyde were identified for the first time in fungi.

From S. hirsutum, (Z)-asarone and B-ionone were also identified to be constituents of fungi.

The composition of the essential oil of G. applanatum and the relative percentage of
individual components is reported here for the first time.

From P. cinnabarinus the volatile components tricyclene, dodecanal, and (E)-B-caryophyllene
are reported for the first time as fungal constituents.

The essential oil of S. caesius revealed the presence of oi-chamingrene, isobornylacetate and
striatol. These substances are also reported for the first time as fungal constituents.

Biological testing of the triterpenoids spongiporic acid A and 5,8-epidioxi-24-methylcholesta-
6,9(11),22-triene-3pB-ol isolated from S. leucomallellus and trametenolic acid B isolated from
L. sulphureus was performed. Spongiporic acid A showed weak activity against the gram-
negative bacteria A. calcoaceticus, B. subtilis, B. brevis, the gram-positive bacterium P.
vulgaris und and the fungus P. variotii. Trametenolic acid B showed no activity.

In cytotoxical testing 5,8-epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-triene-3B-ol showed weak
anticancerogenic activity against Jurkat and HeLa-S3 cells.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Chemikalien, Messgerite und Methoden

6.1.1 Extraktionsmethoden

6.1.1.1 Wasserdampfdestillation

Fiir die Extraktion von leichtfliichtigen Substanzen eignet sich die Wasserdampfdestillation
besonders gut. Das Prinzip der Wasserdampfdestillation beruht darauf, da} hochsiedende, mit
Wasser nur wenig oder nicht mischbare bzw. nicht in Wasser losliche Stoffe von
eingeblasenem Wasserdampf ausgetrieben werden konnen. Die Wasserdampfdestillation
bietet wegen des geringen Aufwandes eine gute Moglichkeit zur Gewinnung fliichtiger
Substanzen''*h 114,

Pilzmaterial wurde mit fliissigem Stickstoff eingefroren und in einem Morser zerkleinert. Das
erhaltene Pulver wurde in 11 Wasser aufgeschlammt und zum Kochen gebracht. Der
austretende Wasserdampf wurde kondensiert und durch 1 ml Hexan geleitet, bevor das
Wasser wieder zuriickgefiihrt wurde.

6.1.1.2 Extraktions mittels Losungsmittel

Die Extraktion mit Hilfe von Losungsmitteln gehort neben der Wasserdampfdestillation zu
den iltesten Methoden, um niedermolekulare Inhaltsstoffe aus einer festen Matrix (Zellulose,
Lignin, etc.) zu gewinnen. Das Losungsmittel muf sich nach der Polaritit der zu
extrahierenden Stoffgruppe richten. Nach Abfiltrierung fester Bestandteile und Entfernung
des Losungsmittels erhélt man den Extrakt!" "],

6.1.2 Reagenzien und Losungsmittel

Technische Losungsmittel wurden von der Firma Biesterfeld bezogen. Zur Verwendung in
der Sédulenchromatographie wurden sie zuvor bei reduziertem Druck einmal destilliert. Fiir die
HPLC wurden ,,HPLC gradient grade“-Losungsmittel der Firma Roth verwendet. Losungen
zur Untersuchung wurden stets mit Losungsmitteln der Qualitétsstufe ,,p.a.* der Firma Merck
angefertigt. Deuterierte LOsungsmittel wurden von der Firma Deutero bezogen
(Deuterierungsgrad>99%). Die Reagenzien TMSH und MSTFA wurden bei Fluka bzw.
Macherey und Nagel bezogen. Trifluoressigsdureanhydrid, Triethylamin, Natriumsulfat
(wasserfrei), Ammoniaklosung (25%), Anisaldehyd, Essigsdure (99-100%) und
Schwefelsdure (95-98%) wurden bei Merck bezogen.

6.2 Chromatographische Trennmethoden

Dem russischen Botaniker Michail Tswett gelang im Jahre 1903 die erste chromatographische
Trennung“lﬁ]’ [,
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Chromatographie ist ein physikalisches Verfahren, das die Auftrennung eines Stoffgemisches
durch unterschiedliche Verteilung seiner Einzelbestandteile zwischen einer stationidren und
einer mobilen Phase erlaubt.

Man kan[?mChromatographie anhand des Trennprinzips oder nach den verwendeten Phasen
einteilen" .

6.2.1 Diinnschichtchromatographie

Eine maximal 300 pm dicke Schicht der stationdren Phase (Kieselgel, Umkehrphasen,
Cellulose, Aluminiumoxid, Kieselgur oder Polyamid: Korngroe ca. 12 um Durchmesser)
wird auf einem flachen Trédger aus Glas, Kunststoff oder Aluminiumfolie aufgebracht. Die
Entwicklung des Chromatogramms erfolgt unter Benutzung eines LOsungsmittels
(Linearentwicklung) aufsteigend in der Trogkammer. Die Detektion erfolgt mittels UV-Licht
verschiedener Wellenlidngen oder nach Derivatisierung mit Spriihreagenzien, die die Spots
sichtbar machen'""".

Fir die Diinnschichtchromatographie wurden beschichtete Platten der Firma Merck
verwendet (Aluminiumplatten 20 x 20 cm, Kieselgel Gyss, Schichtdicke 0.2 mm). Die
Detektion erfolgte mittels UV-Licht bei 254 nm oder mittels Anisaldehyd-Reagenz (siehe
Abschnitt 6.12.1.1.1).

6.2.2 Fliissigchromatographie

Bei der Fliissigkeitschromatographie werden im Prinzip die gleichen Materialien wie fiir die
DC verwendet. Meist benutzt man Partikelgr68en von 15 um bis 500 um. Aufgeschlimmte
Suspensionen werden in eine Glassdule (manchmal auch Teflon- oder Edelstahlsdulen) mit
Hahn gegeben. Die Trennung findet unter dem hydrostatischen Druck der iiber der stationiren
Phase stehenden Fliissigkeit oder bei einem durch eine Pumpe erzeugten leichten Uberdruck
bis ca. 3 bar statt!''" 8],

Sdulenchromatographische Trennungen wurden an Kieselgel 60 (0.040-0.063 mm) der Firma
Merck durchgefiihrt. Trennungen wurden bei 0.2 bar Uberdruck durchgefiihrt.

6.2.3 Hochleistungsfliissigchromatographie

Da die Trennleistung einer Sdule mit abnehmender Korngrof3e der stationdren Phase zunimmt,
wurde die HPLC-Methode entwickelt. Die KorngroBe der stationdren Phase betrdgt 3-10 pum.
Aufgrund der kleinen Partikelgrofe, die zu einem groem Stromungswiderstand fiihrt, muf3
man unter hohem Druck arbeiten (ca. 100-400 bar), der von einer Doppelkolbenpumpe
erzeugt wird. Die Detektion der Substanzen erfolgt meist mittels UV/VIS-, RI-, Polarimetrie-
oder Fluoreszenz-Detektoren' ",
Fiir semi-préparative HPLC-Trennungen wurde eine Gradientenpumpe Merck Hitachi L-6200
Intelligent Pump, als Injektor ein Rheodyne-Injector 7125 mit einer 50 ul Schleife bestiickt,
ein UV-Detektor Merck Hitachi 655 A Variable Wavelenght Detektor und ein Integrator
Merck Hitachi D-2500 verwendet. Vor Verwendung wurden alle Laufmittel fiir 30 min. in
einem Ultraschallbad Bandelin Sonorex RK 100 H entgast.
Als Trennsédulen kamen zum FEinsatz:

- Macherey und Nagel EC 250/4, Nucleosil 100-5, C18 mit einer Partikelgroe von 5

um, einer Lange von 250 und einem Innendurchmesser von 4 mm.
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- Khnauer Si 60, LiChrosorb, Serial No. 7902067 mit einer Partikelgro3e von 7 pm, einer
Linge von 250 und einem Innendurchmesser von 4 mm.

6.2.4 Gaschromatographie

Die Gaschromatographie ist eine Methode zur Trennung von Stoffgemischen, die gasformig
vorliegen oder sich unzersetzt verdampfen lassen (u. U. nach Derivatisierung), wobei als
mobile Phase ein Gas dient. Es gibt zwei Methoden; die am meisten verwendete Gas-Fliissig-
Chromatographie und die Gas-Fest-Chromatographie. Als Materialien fiir die stationire Phase
der Gas-Fliisssig-Chromatographie werden schwerfliichtige Substanzen verwendet, die bei
der Arbeitstemperatur fliissig sind, wie z.B Paraffine, Silicondle, Apiezonfette, Wachse,
polymere Ether, modifizierte Cyclodextrine (zur Enantiomerentrennung)[43].

Als mobile Phase verwendet man entweder Wasserstoff, Helium oder Stickstoff.

Die Probe wird in einem Split-, On-column-, PTV-Injektor, etc. injiziert“ls].

Als Detektoren werden meistens Flammenionisations-, Waérmeleitfahigkeits- und
Elektroneneinfangdetektoren verwendet!''”],

Retentionsindex

Bezieht das Retentionsverhalten eines Analyten auf die homologe Reihe der Alkane. Der
Analyt muss dabei nicht zwingend ein Alkan sein. Es wird zwischen den zwei benachbarten
Gliedern der Alkan-Reihe interpoliert, zwischen deren Retentionszeiten die des Analyten
liegt. Die Lage eines Analytpeaks wird also relativ zu einem benachbarten Alkan-Paar (der
Retentionzeit benachbart) angegeben! 191, 1201

6.2.4.1 Kapillargaschromatographie

Es wurde ein Carlo Erba HRGC Gaschromatograph mit Split-Injektor (Splitverhéltnis 1/30),
bestiickt mit einer 25 m langen CPSil-5-CB-Sdule (Polydimethylsiloxan) mit einem
Innendurchmesser von 0.25 mm, verwendet. Die Detektion erfolgte mittels eines
Flammenionisationsdetektors. Zur Auswertung wurde ein Merck Hitachi Integrator D-2500
verwendet. Als Triagergas wurde Wasserstoff bei einem Fluss von 2 ml/min verwendet.

6.2.4.2 Enantioselektive Kapillargaschromatographie

Das Trennprinzip beruht darauf, dass die Antipoden mit chiralen stationdren Phasen
unterschiedlich starke diastereomere Wechselwirkungen eingehen. Die unterschiedlich
stabilen diastereotope Komplexe fithren zu unterschiedlichen Retentionszeiten der
Enantiomere'*’!,

Cyclodextrine besitzen definierte Hohlrdume. In diesen Hohlrdumen kénnen durch van-der-
Waals-Wechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen Gast-Molekiile inkludiert
werden.

Aufgrund der unterschiedlichen Reaktivititen der Hydroxylgruppen in den Positionen 2,3 und
6 der Glucose-Einheiten und durch den Einsatz unterschiedlicher Schutzgruppen wurden
Cyclodextrine hergestellt, an denen Enantiomere nahezu aller Stoffklassen, die fliichtig bzw.

unzersetzt verdampfbar sind, mittels Kapillargaschromatographie getrennt werden konnen' .
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Fiir die Analysen wurde ein Carlo Erba Carlo Erba Fractovap Series 2150 Gaschromatograph
mit Split-Injektor (Splitverhéltnis 1/30) eingesetzt. Es wurden Cyclodextrinsdulen verwendet,
die eine Linge von 25 m und ein Innendurchmesser von 0.25 mm besitzen. Als Trigergas
diente Wasserstoff. Fiir die Analysen von 1-Octen-3-ol, Carvon und Linalool wurden als
Sdule Oktakis(3-O-butyryl-2,6-di-O-pe)-y-CD respektive Oktakis(6-me-2,3-pe)-y-CD und
Heptakis(6-O-me-2,3-di-O-pe)-B-CD als stationire Phasen verwendet. Die Detektion erfolgte
mittels eines Flammenionisationsdetektors. Zur Auswertung wurde ein Merck Hitachi
Integrator D-2500 verwendet.

6.3 Massenspektrometrie

Massenspektrometrie ist die Bezeichnung fiir ein physikalisches Verfahren, das Ionen
entsprechend ihrem Verhiltnis Masse/Ladung auftrennt. Ein Massenspektrometer besteht aus
3 Teilen: Ionenquelle, Analysator und Detektor. Die Ionenquelle ist eine Einrichtung zur
Erzeugung von Ionen. Es gibt mehrere lonisierungsmoglichkeiten wie Elektronenstof3-
Ionisation (EI), Chemische-Ionisation (CI), Fast Atom Bombardment Ionisation (FAB),
Electro Spray Ionisation (ESI), Atmospheric Pressure Chemical Ionisation (APCI),
Atmospheric Pressure Photo Ionisation (APPI) und Matrix Assisted Laser Desorption
Ionisation (MALDI) Als Analysatoren werden Quadrupol-Analysatoren, Flugzeit-
Analysatoren (Time of Flight) und Doppelsektorfeld-Analysatoren verwendet. Als Detektor
wird meistens ein Sekundirelektronenvervielfacher verwendet !'*'"'#%],

Direkteinla EI-MS-Messungen wurden an einem Sektorfeld-Gerdt MAT 311A (Finnigan)
durchgefiihrt. GC-MS-Messungen wurden mit einem Sektorfeld-Gerdt VG Analytical VG 70-
250S, das mit einem Hewlett-Packard Gaschromatographen HP 5890 gekoppelt war,
durchgefiihrt. Als Trigergas diente Helium. Alle Ionisierungen erfolgten durch
Elektronenstof} bei 70 eV. ESI-MS-Messungen wurden an einem Sektorfeldgerit MAT 95 XL
der Firma ThermoFinnigan durchgefiihrt, das mit einer Spritzenpumpe bestiickt ist.

6.4 NMR-Spektroskopie

Die kermagnetische Resonanz beruht auf der Wechselwirkung zwischen dem magnetischen
Moment (u) des Atomkerns und magnetischen Feldern. Das magnetische Moment des Kerns
ist mit dem Kernspin (I) verkniipft. AusschlieBlich Kerne mit einem I#0 haben ein
magnetisches Moment (z.B. 1H, Bc: 1/2; 2H, N 1). Die Position des NMR-Signals (z.B.
Resonanzfrequenz) wird chemische Verschiebung genannt. Die chemische Verschiebung ist
von der elektronischen Umgebung des Kerns abhéngig, somit ist eine Zuordnung der Signale
zu den Atomen des Molekiils moglich [130-1321

Simtliche NMR-Spektren wurden mit den Geriten AMX-400 ('H: 400.13 MHz; "°C: 100.61
MHz) und DRX 500 ('H: 500.13; "°C: 125.76 MHz) der Firma Bruker aufgenommen. Die
Messungen erfolgten bei Raumtemperatur (300 K). Die 13C—Signale wurden iiber PENDANT-
Experimente zugeordnet. PENDANT-Experimente wurden mit Hilfe des NMR-Spektrometers
AMX-400 durchgefiihrt. Alle 2D-Experimente wurden mit Hilfe des NMR-Spektrometers
DRX 500 durchgefiihrt.

Ausgewertet wurde mit Hilfe der Programme ,,WIN-NMR 6.1 und ,2D-WIN-NMR* der
Firma Bruker. Als interner Standard diente Tetramethylsilan (6 = 0 ppm)
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6.4.1 'H-Experiment

1H—Verschiebungen lassen auf einige funktionelle  Gruppen schlieBen. Die
Signalmultiplizititen der 1H—Signale geben Aufschluss dariiber, wieviele benachbarte
Protonen vorliegen. Es lassen sich somit Teilstrukturen bestimmen. Da das Integral eines
Signals im 1H—NMR—Spektrum proportional zur Anzahl der Protonen ist, kann man aus den
Integralen die Anzahl der Protonen bestimmen, die dieses Signal hervorrufen!®®.

6.4.2 “C-Experiment

Das Isotop C besitzt eine natiirliche Haufigkeit von 1.1%. Wegen des geringen natiirlichen
Vorkommens, des kleinen gyromagnetischen Verhiltnisses und wegen der zahlreichen und
zum Teil groen 13C—lH—Kopplungen, die zu Auspaltungen fiihren, ist die Signalintensitit sehr
gering.

Die zentrale und auch heute noch stindig verwendete Routinemethode ist die 'H-

Breitbandentkopplung'“'.

6.4.3 DEPT- und PENDANT-Experimente

Die DEPT- (Distortionless Enhancement by Polarisation Transfer)®” und PENDANT-
(Polarisation Enhancement During Attached Nucleus Testing)'m] Pulssequenzen erlauben es,
die Multiplizitit von *C-Signalen zu bestimmen. Bei den beiden Experimenten werden die
Signale bestimmte Multiplizitit in verschiedener Phase erhalten. Wéhrend im DEPT-
Experiment quartire Kohlenstoffe nicht erfa3t werden ist dies im PENDANT-Experiment
moglich.

6.4.4 'H-'"H-COSY-Experiment

Das 'H-'H-COSY (Correlated Spectroscopy) Experiment gehort zur 2D-NMR-
Spektroskopie. In 1D-NMR-Experimenten wird das Signal als Funktion einer Zeitvariablen
aufgenommen. Ein 2D-NMR setzt sich aus Priparation, Evolution (t;), Mischung und
Detektion (t;) zusammen. Man Kkann durch das 'H-'H-COSY Experiment skalare
homonucleare 2JH,H, 3JH,H aber auch "Jyy Kopplungen (Abb. 6-1) (mit n>3) nachweisen.
Somit kdnnen Zusammenhéngende Spinsysteme erkannt werden®.

H. R H H H

He _R H H H —
Y R R R RM/H
H R R R R &

2J-Kopplung  3J-Kopplung 4J-Allylische-Kopplung  4J-W-Kopplung

5J-Homoallylische-Kopplung

Abb. 6-1 Wichtige 1H—IH—Kopplungen
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6.4.5 TOCSY-Experiment

TOCSY (TOtal Correlation SpectroscopY) stellt ein weiteres homonucleares
Korrelationsexperiment dar. Alle Protonen innerhalb eines Spinsystems koppeln miteinander.
Dieses Verfahren hat sich bei der Untersuchung von Peptiden, Polyethern und mehrfach
glykosylierten Verbindungen bewihrt 133

6.4.6 Inverse Spektroskopie; HMQC- und HMBC-Experimente

Das HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence)-Experiment zeigt 'J-Kopplungen,
zeigt also welche Methyl-, Methylen- und Methin-Gruppen voliegen. Beim HMBC
(Heteronuclear Multiple Bond Correlation)-Experiment werden ’J- und 3J—Kop%)lungen
beobachtet, was sehr wichtig fiir die Bestimmung der Konnektivititen im Molekiil ist! 31,

6.4.7 NOESY-Experiment

Der Unterschied des NOESY-Experimentes im Vergleich mit den anderen hier erlduterten
2D-Verfahren (COSY, HMBC) besteht darin, dass hier keine Beziehungen zwischen Kernen
sichtbar gemacht werden, die iiber skalare Spin-Spin-Kopplungen, d.h. iiber Bindungen,
miteinander in Wechselwirkung treten, sondern Wechselwirkungen zwischen koppelnden
Kerndipolen, die direkt iiber den Raum iibertragen werden (Entfernung kleiner als 5 A).
Dieser Magnetisierungstransfer iiber den Raum erfolgt iiber den Kern-Overhauser-Effekt
(NOE). Am hiufigsten wird das homonukleare 1H—lH—NOESY—Experiment durchgefiihrt, um
Beziehungen zwischen Protonen (iiber den Raum) aufzudecken. Vorteilhaft ist die Aufnahme
eines NOESY-Spektrums, wenn Beziehungen zwischen Protonen vermutet werden, die zwar
iber viele Bindungen voneinander getrennt (keine Signale im COSY-Spektrum), aber sich
rdumlich sehr nahe sind"*?.

6.5 Polarimetrie

Drehwertbestimmungen wurden am Polarimeter 341 der Firma Perkin-Elmer in einer 1 dm-
Kiivette bei 589 nm bei einer Temperatur von 20°C durchgefiihrt.

6.6 Schmelzpunktbestimmung

Schmelzpunktbestimmungen wurden am ,,Schmelzpunktbestimmer* der Firma Apotech
durchgefiihrt. Alle angegeben Schmelzpunkte sind unkorrigiert.

6.7 ATR(Attenuated Total Reflection)-IR-Spektroskopie

Durch Absorption von Strahlung im infraroten Bereich des elektromagnetischen Spektrums
werden in einem Molekiil unterschiedliche Schwingungen (Schwingungsspektroskopie) von
Atomen und von funktionellen Gruppen angeregt. Eine Methode, die auf innerer Reflexion
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basiert, stellt die der abgeschwichten Totalreflexion (ATR) dar. Féllt Licht durch ein Medium
mit relativ hohem Brechungs-Index (dem ATR-Kristall) unter einem grofleren als dem
kritischen Einfallswinkel (Grenzwinkel der Totalreflexion) auf die Grenzfliche zu einem
Medium mit kleinerem Brechungsindex (die Probe), so wird die Strahlung an dieser
Grenzflidche fast vollstindig reflektiert. Bei der Totalreflexion dringt die Strahlung etwas in
das angrenzende Medium ein'?*.

Das IR-Spektrum von Spongiporensidure A wurde am IFS 28 Spektrometer mit einer ATR-
Einheit: Golden Gate (Diamant), einfache Reflektion aufgenommen

6.8 Agardiffusionstests

Bei dem Agardiffusionstest wird eine Substanzlosung auf einem Auftragepunkt eines mit
einem Mikroorganismus beimpften Agargels aufgetragen. Die Substanz diffundiert in das
Agar, wihrend dieser bebriitet wird. Je nach dem wie empfindlich ein Mikroorganismus auf
die Substanz reagiert, kann man anhand des sichtbaren Hemmhofs eine bakterizide-
/fungizide- oder bakterio-/fungistatische-Wirkung nachweisen. In speziellen Fillen kann man
auch auf Nutritive-(Fiitterungstest), mutagene-Wirkung(,,Ames-Test*) oder auf die
Interaktion mit weiteren Substanzen priifenms].

Die Tests wurden beim IBWF e. V. (Kaiserslautern) nach der Methode von Anke et al.!"¥? fiir
die Substanzen Spongiporensidure A und Trametenolsdure B durchgefiihrt. Bakterien wurden
auf ,nutrient” Agar (Difco, Detroit, USA), Pilze auf einem Agar, welches pro Liter 4 g
Hefeextrakt, 10 g Malzextrakt und 4 g Glucose beiinhaltet, zum Wachsen gebracht. Das
Inokulum hatte 5 x 10° Zellen bzw. Sporen pro ml. Die Testsubstanzen wurden auf sterile
Filterpapierscheiben mit einem Durchmesser von 6 mm aufgetragen und auf die Agarplatten
gelegt. Die Platten fiir Acinetobacter calcoaceticus, Penicillium notatum und Nematospora
coryli wurden bei 27 °C, die restlichen Mikroorganismen bei 37 °C 24 Stunden lang
inkubiert. Tabelle 4-1 zeigt die Durchmesser der Hemmhofe fiir Spongiporensiure A,
Trametenolsidure B und Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-33-ol bei 50 und 10
pg/Rondell. Tabelle 4-2 zeigt die die Durchmesser der Hemmhofe bei bekannten
antimikrobiellen Substanzen (Positivkontrolle). Die Ergebnisse werden in Abschnitt 4.2.1
besprochen.

6.9 Cytotox-Tests

Cytotoxicitdt wird definiert als Ausmall, welches ein Agens besitzt eine spezifische
zerstorende Eigenschaft bei gewissen Zellen hervorzurufen oder der Besitz einer solchen
Eigenschaft. Verwendet wird dieser Begriff insbesondere in Bezug auf die Lyse von Zellen
durch Immunphinomene und antineoplastische Arzneimittel. Cytotoxische Tests dienen
letztendlich dem Nachweis dieser Eigenschaften (von z.B. anticancerogenen Substanzen).
Ziel solcher Tests ist die Bestimmung der Inhibitorkonzentration bei der bei 50 bzw. 90%
(ICs0; ICqp) der Zellen Lyse im Vergleich mit der Kontrolle beobachtet wurde. Als Inhibitor
wird jede Substanz bezeichnet, die eine chemische Reaktion, Wachstum oder andere
biologische Aktivitit behindert!"*®!,

Die Tests wurden beim IBWF nach der Methode von Zapf et al.'"! fiir die Substanzen
Spongiporensiure A und 5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-3[3-ol
durchgefiihrt. Als Krebszellen wurden T-Zell Leukidmie Zellen (ATCC TIB 152, akute T-Zell
Leukdmie, human) und Mamma Carzinom Zellen HeLa-S3 (ATCC CCL 2.2, Cervix
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Carcinom human, Mamma Carzinom) verwendet. Jurkat-Zellen (Suspensionszellen) wurden
in RPMI-Medium, HeLa-S3-Zellen (adhirente Zellen) in DMEM-Medium mit 10% fotalem
Kalbserum, 65 und 100 pg/ml Penicillin G und Streptomycinsulfat kultiviert. Inkubation fand
bei 37°C, 90% Luftfeuchtigkeit und 5% CO, statt. Der Cytotoxizititstest wurde in
Mikrotiterplatten mit 3 x 10* bis 1 x 10° cellen/ml durchgefiihrt. Nach 48 Stunden wurden die
Zellen unter dem Lichtmikroskop untersucht und gezihlt. Tabelle 4-3 zeigt die Ergebnisse zu
den Cytotox-Tests fiir 5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-33-ol. Tabelle 4-4
zeigt die Inhibitor-Konzentrationen, bei denen 90% der Zellen relativ zur Kontrolle abgetotet
wurden. In Abschnitt 4.2.2 werden die Ergebnisse besprochen.

6.10 Herkunft und Identifizierung des Pilzmaterials

Ganoderma lucidum (Curt.: Fr.) wurde am 1.12.2000 bei der Firma Fungi Perfecti (Olympia
WA, USA) kéuflich erworben. Die Pilze Spongiporus leucomallellus (Murill) David,
Bjerkandera adusta (Willd.: Fr.), Schizophyllum commune (Fr.: Fr.), Datronia mollis
(Sommerf.: Fr.), Stereum hirsutum (Willd.), Ganoderma applanatum (Pers.:Wallr.) Pat.,
Pycnoporus cinnabarinus (Jacq.: Fr.) Karst. und Spongiporus caesius (Schrad.: Fr.) David
wurden von Prof. W. A. Konig gesammelt und identifiziert (s. Tab. 6-1). Laetiporus
sulphureus (Bull.: Fr.) Murr. wurde von mir am 2.11.02 gesammelt. Die Pilze wuchsen an
einer toten Fiche. Eine Identifizierung wurde von PD Dr. W. Schultze, Institut fiir Pharmazie,
Universitdt Hamburg durchgefiihrt (s. Tab. 6-1).

Tab. 6-1 Herkunftsinformationen zu den untersuchten Pilzen

Pilz Baum Ort Datum Identifiziert von
Spongiporus Kiefer Nahe Trittau 06.10.01 Prof. Dr. W. A. Konig
leucomallellus

Bjerkandera Rotbuche Sachsenwald 070.4.01 | Prof. Dr. W. A. Konig
adusta

Schizophyllum Fichte Lonsee 11.10.01 | Prof. Dr. W. A. Konig
commune

Datronia mollis | Buche Nahe Aumiihle | 22.04.01 | Prof. Dr. W. A. Ko6nig
Stereum Buche Salach 12.10.01 | Prof. Dr. W. A. Konig
hirsutum

Ganoderma Buche Nahe 23.9.01 Prof. Dr. W. A. Konig
applanatum Kummerfeld

Pycnoporus Birke Nahe Bad | 15.7.02 Prof. Dr. W. A. Konig
cinnabarinus Grund

Spongiporus Fichte Nahe Trittau 06.10.01 | Prof. Dr. W. A. Konig
caesius

Laetiporus Eiche Wandsbeker 02.11.02 | PD Dr. W. Schultze
sulphureus Geholz

6.11 Aufarbeitung und Extraktion des Pilzmaterials

Material, das nicht sofort untersucht werden konnte, wurde bei -18°C zwischengelagert. Von
den Arten Schizophyllum commune, Datronia mollis, Stereum hirsutum, Ganoderma
applanatum und Pycnoporus cinnabarinus wurden aufgrund geringem Ausgangsmaterial nur
Waserdampfdestillate ~ gewonnen. Es  wurden 0.5 ml »n-Hexan in  der
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Wasserdampfdestillationsvorlage vorgelegt. Die Fruchtkérper von G. lucidum, S.
leucomallellus, B. adusta und L. sulphureus wurden zur Isolierung nichtfliichtiger Substanzen
mit fliisssigem Stickstoff eingefroren und in einem Morser zerkleinert. Die erhaltenen Pulver
wurden in einem 500 ml-Becherglas tiberfiihrt und mit 400 ml Losungsmittel aufgeschlammt
und 15 min. lang in ein Ultraschallbad gestellt. Nach Filtration wurde das Losungsmittel bei
reduziertem Druck entfernt. Der Filterriickstand wurde zwei weitere Male so behandelt. Bei
Spongiporus leucomallellus, Bjerkandera adusta und Laetiporus sulphureus wurde
Dichlormethan und bei Ganoderma lucidum n-Hexan verwendet. Die Mengen, die zur
Untersuchung der fliichtigen und nichtfliichtigen Komponenten verwendet wurden, sind in
Tabellen 6-2 und 6-3 aufgelistet.

Tab. 6-2 Mengen des Materials zur Identifizierung fliichtiger Komponenten

Spezies Material [g]
Ganoderma lucidum 28.9
Spongiporus leucomallellus 71.4
Bjerkandera adusta 53.4
Laetiporus sulphureus 62.8
Schizophyllum commune 159.0
Datronia mollis 112.1
Stereum hirsutum 61.1
Ganoderma applanatum 75.00
Pycnoporus cinnabarinus 105.8
Spongiporus caesius 121.7

Tab. 6-3 Mengen des Materials zur Isolierung terpenoider Substanzen

Spezies Material [g]
Ganoderma lucidum 275.8
Spongiporus leucomallellus 400.1
Bjerkandera adusta 429.0
Laetiporus sulphureus 2058.6

6.12 Identifizierung und Isolierung von Inhaltsstoffen

6.12.1 Ganoderma lucidum

6.12.1.1 Wasserdampfdestillat

28.87 g der zerkleinerten Fruchtkorper von G. lucidum wurden einer Wasserdampfdestillation
unterzogen. Das erhaltene itherische Ol wurde dann mittels GC-FID und GC-MS untersucht.
Die Bedingungen fiir die GC-FID- und die GC-MS-Analyse sind in den Tabellen 6-4 und 6-5
aufgelistet.
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Tab. 6-4 GC-Bedingungen fiir die GC-FID-Analyse

Injektor-Temperatur 200°C

Detektor-Temperatur | 250°C

Temperaturprogramm | Anfangstemperatur: 50°C
Heizrate: 3°C/min.
Endtemperatur: 250°C

Tab. 6-5 GC-Bedingungen fiir die GC-MS-Analyse

Injektor-Temperatur 200°C

Temperaturprogramm | Anfangstemperatur: 80°C
Heizrate: 10°C/min.
Endtemperatur: 270°C

Die Retentionszeiten und Massenspektren der fliichtigen Verbindungen wurden mit einer
Datenbank verglichen, die Retentionszeiten uns Massenspektren von Reinsubstanzen enthilt,
die unter exakt diesen GC-MS Bedingungen untersucht wurden™'!. Die identifizierten

Verbindungen sind in Tabelle 4-1 (Abschnitt 4.1.1.1) aufgefiihrt.

6.12.1.1.1 Bestimmung des Enantiomerenverhiiltnisses von Linalool und Carvon

Fiir die Bestimmung des Enantiomerenverhéltnisses von Linalool und Carvon im &therischen
Ol, wurden die beiden Substanzen mittels DC (s. Abschnitt 6.2.1) isoliert. Die Substanzen
wurden mittels DC (s. Abschnitt 6.2.1) isoliert. Das nach Bedarf verdiinnte itherische Ol
wurde bandenformig aufgetragen. Die Vergleichssubstanzen Linalool (rac) und Carvon (rac)
wurden am Rand aufgetragen. Als Laufmittel wurde Hexan/Ethylacetat (80/20; v/v)
verwendet. Die Laufstrecke betrug 6 cm. Zur Detektion wurde die DC-Platte mit einer
Glasplatte bedeckt, wobei nur die Vergleichssubstanzen detektiert wurden. Die Detektion
erfolgte mit Anisaldehyd—Reagenz*. Die Spots wurden mit einem Bleistift markiert. Die R¢-
Werte von Linalool und Carvon betrugen 0.28 respektive 0.38. Die Banden wurden mit einer
Schere ausgeschnitten und in einem 50-ml-Rundkolben {iiberfiihrt, der 20 ml Dichlormethan
zum Extrahieren enthielt. Nach 15 min. wurden 5 ml in ein 7 ml Vial iiberfiihrt und auf 1 ml
mittels eines Stickstoffflusses auf 1 ml eingeengt und analysiert. Bei Bedarf wurde weiter
eingeengt.

Die Bedingungen fiir die Enantiomerentrennung sind in Tabelle 6-6 aufgefiihrt.

Tab. 6-6 GC-Bedingungen fiir die Enantiomerentrennung von Linalool

Injektor-Temperatur 200°C

Detektor-Temperatur | 200°C

Druck 0.5 kp/cm?
Temperaturprogramm | Anfangstemperatur: 40°C, 20min isotherm
Heizrate: 1°C/min.

Endtemperatur: 160°C

Zum Herstellen des Reagenzes wurden 0.5 ml Anisaldehyd mit 10 ml Essigsdure (98%), 85 ml Methanol und 5
ml Schwefelsdure (95-98%) in der angegebenen Reihenfolge gemischt. Nach Bespriihen der betreffenden Stelle
der DC-Platte wurde mit einem Heifluftfon die bespriihte Stelle erhitzt, bis die Spots von Linalool und Carvon
gut sichtbar waren.
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Fiir die Enantiomerentrennung von Carvon wurde die in Abschnitt 6.2.4.2 genannte Siule
verwendet. Es wurde isotherm bei 100°C gearbeitet. Sdulenvordruck sowie Temperaturen des
Injektors und Detektors sind die gleichen wie bei der Trennung von Linalool.

Durch Coinjektion der Enantiomere mit der Probe konnten sowohl R-(-)- und S-(+)-Linalool
bzw. R-(-)- und S-(+)-Carvon identifiziert werden (Abschnitt 4.1.1.1.1).

6.12.1.2 n-Hexanextrakt

Rohe n-Hexanextrakte wurde zunidchst an 200 g Kieselgel sdulenchromatographisch
vorgetrennt (LM: n-Hexan [200 ml], n-Hexan/Ethylacetat (95/5, v/v) [200 ml], n-
Hexan/Ethylacetat (90/10, v/v) [200 ml], n-Hexan/Ethylacetat (80/20, v/v) [200 ml], n-
Hexan/Ethylacetat (70/30, v/v) [200 ml], n-Hexan/Ethylacetat (60/40, v/v) [200 ml] und n-
Hexan/Ethylacetat (50/50, v/v) [200 ml]. Es wurden acht Fraktionen erhalten. Fraktion 1
enthielt nur wenig Niederschlag. Fraktion 2 enthielt ein gelbes Ol und einen weiBen
Niederschlag. Nur Fraktion 2 wurde niher untersucht. Die Fraktionen 3-8 enthielten die in
Abschnitt 4.1.1 beschriebenen bekannten Triterpene und Triterpensduren und wurden nicht
weiter analysiert.

6.12.1.2.1 Fraktion 2

Die Fraktion wurde an 50 g Kieselgel (LM: n-Hexan/Ethylacetat (98/2, v/v) [150 ml] in zwei
Fraktionen aufgetrennt. Mittels semi-préaparativer HPLC konnten aus der ersten Unterfraktion
Ergosta-7,22-dien-33-ylpentadecanoat, Ergosta-7,22-dien-3p3-ylpalmitat, Ergosta-7,22-dien-
3B-yllinoleat und Ergosta-7-en-33-yllinoleat isoliert werden. Es wurde die in Abschnitt 6.2.3
genannte RP-18-Sdule verwendet. Die Detektion erfolgte mittels UV bei einer Wellenline
von A=210 nm. Als Elutionsmittel wurde Acetonitril/zert-Butylmethylether (60/40, v/v) bei
einem FluB von 1 ml/min verwendet. Es wurden 30 pl der Fraktion injiziert. Die zweite
Unterfraktion enthielt Spuren von Ergosta-7,22-dien-3[3-ol.

6.12.1.2.2  Derivatisierungen

Als erste Derivatisierung fiir die GC-MS-Analyse wurde die Umesterungsmethode nach
Schulte und Weber'*®! modifiziert durchgefiihrt. 100pg der Fraktion bzw. 50 pg der isolierten
Substanz Ergosta-7,22-dien-3-ylpentadecanoat wurden in einem 2 ml Schraubdeckel-Vial in
100 pl bzw. 50 pl fert-Butylmethylether gelost. Nach Zugabe von 50 ul TMSH-Reagenz
(Fluka) wurde das Vial verschlossen, kurz geschiittelt und 30 min stehen gelassen. Es wurde 1
pl in den Gaschromatographen injiziert (s.u.). Die Fettsduremethylester konnten dadurch
identifiziert werden. Die GC-Bedingungen und die Bedingungen der GC-MS-Trennung
werden in Abschnitt 6.12.1.1 aufgefiihrt.

Zur Identifizierung der Sterole als TMS-Ether (2. Derivatisierung) wurde die Fraktion unter
Stickstoffflul getrocknet. Es wurden 100 pl bzw. 50 ul MSTFA-Reagenz (Macherey und
Nagel) zugegeben. Nach VerschlieBen des Vials wurde nach 30 min 1 pl der Losung
eingespritzt. Die Bedingungen der GC-FID- und GC-MS-Analyse der TMS-Ether sind in
Tabellen 6-9 und 6-10 aufgefiihrt. Die Retentionszeiten von Ergosta-7,22-dien-33-ol und
Ergosta-7-en-33-ol betrugen bei der GC-FID-Analyse 52.2 min respektive 55.3 min und bei
der GC-MS-Analyse 16.7 min respektive 17.8 min.
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Tab. 6-9 GC-Bedingungen fiir die GC-FID-Analyse der TMS-Ether

Injektor-Temperatur 250°C

Detektor-Temperatur | 310°C

Temperaturprogramm | Anfangstemperatur: 100°C
Heizrate: 5°C/min.
Endtemperatur: 300°C

Tab. 6-10 GC-Bedingungen fiir die GC-FID-Analyse der TMS-Ether

Injektor-Temperatur 250°C

Temperaturprogramm | Anfangstemperatur: 130°C
Heizrate: 20°C/min.
Endtemperatur: 300°C

6.12.2 Spongiporus leucomallellus

6.12.2.1 Wasserdampfdestillat

71.36 g der zerkleinerten Fruchtkérper von S. leucomallellus wurden einer
Wasserdampfdestillation unterzogen. Das erhaltene #therische Ol wurde dann mittels GC-MS
untersucht und die Komponenten durch Vergleich ihrer Massenspektren und Retentionszeiten
mit Literaturdaten identifiziert'*'!!. Die identifizierten Verbindungen sind in Tabelle 4-3 (s.
Abschnitt 4.1.2.1) aufgefiihrt.

6.12.2.1.1 Bestimmung des Enantiomerenverhidiltnisses von 1-Octen-3-ol

Die Analyse der Enantiomeren von 1-Octen-3-ol wurde analog zu Abschnitt 6.12.1.1.1
durchgefiihrt. Zur Anreicherung von 1-Octen-3-ol wurde das chromatographische System von
Abschnitt 6.12.1.1.1 verwendet. Als Vergleichssubstanz wurde 1-Octen-3-ol (rac) verwendet.
Die Detektion erfolgte mit Anisaldehyd-Spriihreagenz (sieche Abschnitt 6.12.1.1.1). Der R¢-
Wert betrug 0.35. Das erhaltene angereicherte 1-Octen-3-ol muflite fiir die Methode nach
Konig et al 531" zum TFA-Derivat °*' derivatisiert werden. Die Losung mit dem
angereichertem 1-Octen-3-0l wurde auf 0.5 ml eingeengt. 0.1 ml einer 0.05 M
Triethylaminlosung in Dichlormethan und 10 pl Trifluoressigsdureanhydrid wurden
zugegeben. Das 7-ml-Vial wurde zugeschraubt und 30 min. stehen gelassen. Danach wurde 1
ml einer 5%igen wiBrigen Ammoniaklosung zugegeben. Das wieder verschlossene Vial
wurde 5 min. geschiittelt. Die wiBrige Phase wurde entnommen und verworfen. Die
organische Phase wurde nach Zugabe von 3 ml Dichlormethan mit Natriumsulfat (wasserfrei)
getrocknet. Die wasserfreie organische Phase wurde auf 0.5 ml eingeengt. Es wurde 1 pl in
den Gaschromatographen (s. Abschnitt 6.2.4.1) eingespritzt. Es wurde isotherm bei 60°C und
einem Druck von 0.4 kp/cm? gearbeitet.

Durch Coinjektion der Enantiomere mit der Probe konnten sowohl R-(-)- und S-(+)-1-Octen-
3-ol identifiziert werden (Abschnitt 4.1.2.1.1).
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6.12.2.2 Dichlormethanextrakt

Der rohe Dichlormethanextrakt wurde an 200 g Kieselgel sdulenchromatographisch
vorgetrennt (LM: n-Hexan [200 ml], n-Hexan/Ethylacetat (90/10, v/v) [200 ml], n-
Hexan/Ethylacetat (80/20, v/v) [200 ml], n-Hexan/Ethylacetat (70/30, v/v) [200 ml], n-
Hexan/Ethylacetat (60/40, v/v) [200 ml] und n-Hexan/Ethylacetat (50/50, v/v) [200 ml]. Es
wurden sieben Fraktionen erhalten. Die Fraktionen 4, 5 und 6 enthielten jeweils einen weiflen
Niederschlag und wurden zum Isolieren von Reinsubstanzen verwendet.

6.12.2.2.1 Fraktion 4

Fraktion 4 enthielt eine weille Substanz, die leicht in ter-Butylmethylether 16slich war. Die
Losung hatte eine gelbliche Farbe. Mittels semi-priaparativer HPLC konnte Ergosta-7,22-dien-
3p-ol isoliert werden. Hierzu wurde die in Abschnitt 6.2.3 genannte RP-18-S#ule verwendet.
Als Elutionsmittel diente Acetonitril/ter-Butylmethylether (80/20, v/v) bei einem Fluf3 von 1
ml/min verwendet. Die Detektion erfolgte mittels UV-Detektion bei einer Wellenlidne von
A=210 nm. Injiziert wurden 20 ul der in 5 ml zert-Butylmethylether gelosten Fraktion.

6.12.2.2.2 Fraktion 5

Die Fraktion 5 enthielt einen weillen Niederschlag. Auch hier lie3 sich die Fraktion in fert-
Butylmethylether leicht 16sen. Semi-praparative HPLC wurde hier ebenfalls zur Isolierung
von zwei Substanzen verwendet. Die gleichen HPLC-Bedingungen wie bei Fraktion 4 wurden
hier angewandt. Es konnten Ergosterin und Lanosta-8(9),24(28)-dien-3[3-ol isoliert werden.
Zwei Substanzen, die nach 4.9 min. und 5.3 min. eluierten, wurden zusammen gesammelt.
Die Losung wurde verdiinnt, bis eine hinreichende Trennung gelang (s. Abschnitt 6.12.2.2.3)

6.12.2.2.3 Fraktion 5.1

Die in Abschnitt 6.12.2.2.2 gewonnene Fraktion wurde 1/3 mit ters-Butylmethylether
verdiinnt. Die gleichen HPLC-Bedingungen wurden hier zum isolieren zweier Substanzen
verwendet. 20 ul der Fraktion wurden injiziert. Es konnten Ergosterolperoxid und 5,8-
Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-33-ol isoliert werden. Die vollstindigen NMR-
Daten von 5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-33-ol in Deuteriobenzol sind
erstmals in Tabelle 6-13 aufgefiihrt.

6.12.2.2.4 Fraktion 6

Fraktion 6 enthielt einen weilen Niederschlag. Auch hier konnte die Fraktion in fert-
Butylmethylether gelost werden. Es wurde eine HPLC-Methode zum trennen zweier
Substanzen in der Fraktion entwickelt. Der Einsatz der in Abschnitt 6.2.3 genannten
Kieselgelsdule mit Dichlormethan/Methanol (90/10, v/v) als Eluent hat sich als Methode der
Wahl erwiesen. Es wurde hier eine Wellenlidnge von A=254 nm im UV-Detektor verwendet.
Der FluB} betrug 1 ml/min, das Injektionsvolumen 20 pl. Es wurde eine Substanz isoliert, die
sich als sehr schwer 16slich in vielen Losungsmitteln erwies. Als Losungsmittel eigneten sich
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fir die NMR-Analyse deuteriertes DMSO und deuteriertes Pyridin. Es handelte sich um
Eburiconséure.

6.12.2.2.5 Fraktion 7

Die Fraktion enthielt einen weilen Niederschlag, der in Methanol 16slich war. Es wurden
zwei Substanzen mittels semi-priaparativer HPLC isoliert. Verwendet wurde eine RP-18-Séule
(Abschnitt 6.2.3) und als Eluent Methanol/Wasser (80/20, v/v) bei einem Fluss von 1 ml/min.
Die Detektion erfolgte bei A=254 nm. Das Injektionsvolumen betrug 20 ul. Die Substanz, die
als zweite eluierte, war #dhnlich schlecht 16slich wie Eburiconsidure. Bei Einsatz des bei
Triterpensduren hiufig verwendeten Losungsmittels Deuteriopyridin 16ste sich die Substanz
rasch. Die Substanz, die als erstes eluierte 10ste sich ausreichend in deuteriertem Methanol.
Die NMR-Daten der Substanzen sind in Tabelle 4-9 und 4-11 aufgefiihrt. Es handelte sich bei
der zuerst eluierenden  Substanz um  (+)-20-Hydroxy-23-ox0-3,4-seco-lanosta-
4(28),7(8),9(11),24(31)-tetraen-3,26-dicarbonsdure (Spongiporensdure B) und der néchsten
um (+)-23-0x0-3,4-seco-lanosta-4(28),7(8),9(11),24(31)-tetraen-3,26-dicarbonsiure
(Spongiporensédure A) (NMR-Kopplungen siehe Tab. 4-7, 4-8 und 4-10).

Es wurden ESI-MS-Spektren der beiden Substanzen aufgenommen. Spongiporensdure A
wurde im Positiv-lonen-Modus gemessen. Das Ion 519 m/z wurde beobachtet und stellt das
Natrium-Addukt von Spongiporensiure A dar ([M+Na]"). Der hochaufgeloste Peak lieferte
den Wert 519.3110 m/z (Berechneter Wert: 519.3086 m/z), daraus lieS sich die
Summenformel C31H4Os5 ermitteln.

Spongiporensdure B wurde im Negativ-lonen-Modus gemessen. Das Ion 511 m/z stellt [M-H]
von Spongiporensdure B dar. Der hochaufgeloste Peak lieferte den Wert 511.2999 m/z
(Berechneter Wert: 511.3059 m/z), daraus lie3 sich die Summenformel C3;H44O¢ ermitteln.
Es wurden die Drehwerte von Spongiporensidure A und B bestimmt. Spongiporensiure A
besal einen positiven Drehwert von [06]58920= +) 59 (c=0.18 Methanol) und
Spongiporensdure B einen Drehwert von [0]°*50= (+) 145 (c=0.02 methanol). Die
Schmelzpunkte betrugen fiir Spongiporensdure A und B 182°C respektive 218°C. Die
Ausbeute an Spongiporensidure B war geringer als bei Spongiporensidure A. Es wurde eine
DC-Methode entwickelt, mit der die beiden Substanzen gut getrennt werden konnten.
Dadurch konnte eine grofBere Menge an Spongiporensdure B gewonnen werden, um NMR-
Spektren mit besserem Signal/Rausch-Verhiltniss zu erhalten. Verwendet wurden
Kieselgelplatten, wobei als Eluent Dichlormethan/Methanol (90/10, v/v) diente. Die
Laufstrecke betrug 6 cm. Es wurden 10 pl der in 15 ml gelosten Fraktion bandenformig auf
lcm aufgetragen. 10 Banden wurden pro platte aufgetragen.

Die Detektion erfolgte mittels UV-Licht bei 254 nm. Die R-Werte betrugen 0.32 respektive
0.16 fiir Spongiporensidure A und B jeweils.

6.12.3 Bjerkandera adusta

6.12.3.1 Wasserdampfdestillation

53.36 g der zerkleinerten Fruchtkorper von B. adusta wurden einer Wasserdampfdestillation
unterzogen. Das erhaltene itherische Ol wurde dann mittels GC-MS untersucht und die
Komponenten durch Vergleich ihrer Massenspektren und Retentionszeiten mit Literaturdaten
identifiziert*". Die identifizierten Verbindungen sind in Tabelle 4-12 (s. Abschnitt 4.1.2.1)
aufgefiihrt.
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Die Bestimmung des Enantiomerenverhiltnisses von 1-Octen-3-ol wurde entsprechend
Abschnitt 6.12.2.1.1 durchgefiihrt.

6.12.3.2 Dichlormethanextrakt

Der rohe Dichlormethanextrakt wurde an 200 g Kieselgel sdulenchromatographisch
vorgetrennt (LM: n-Hexan [200 ml], n-Hexan/Ethylacetat (90/10, v/v) [200 ml], n-
Hexan/Ethylacetat (80/20, v/v) [200 ml], n-Hexan/Ethylacetat (70/30, v/v) [200 ml], n-
Hexan/Ethylacetat (60/40, v/v) [200 ml] und n-Hexan/Ethylacetat (50/50, v/v) [200 ml]. Es
wurden sieben Fraktionen erhalten. In den Fraktionen 4 und 5 wurde jeweils ein weier
Niederschlag beobachtet. Diese Fraktionen wurden zur weiteren Untersuchung ausgewdhlt.

6.12.3.2.1 Fraktion 4

In dieser Fraktion konnten nach Silylierung (sieche Abschnitt 6.12.1.2.2) und anschlieBender
GC-FID- und -MS-Analyse die TMS-Ether von Cholesterin, Stigmasterin, -Sitosterin und
Ergosta-7,22-dien-33-ol identifiziert werden. Es wurden Referenzsubstanzen (Cholesterin,
Stigmasterin, Stigmast-5-en-3B-ol (B-Sitosterin)) und das in Abschnitt 6.12.2.2.1 isolierte
Ergosta-7,22-dien-3-ol gemifl Abschnitt 6.12.1.2.2 silyliert und mittels GC und GC-MS
analysiert. Die Retentionszeiten der TMS-Ether von Cholesterin, Stigmasterin und Stigmast-
5-en-3f-ol bei der GC-MS-Analyse betrugen 15.3, 17.2 und 17.7 min. Die Retentionszeit von
Ergosta-7,22-dien-33-ol wird in Abschnitt 6.12.1.2.2 aufgefiihrt.

Die Retentionszeiten von Cholesterin, Stigmasterin und Stigmast-5-en-3f3-ol bei der GC-FID-
Analyse betragen 49.3, 53.4 und 55.6 min. Die Retentionszeit von Ergosta-7,22-dien-3f3-ol
wird in Abschnitt 6.12.1.2.2 aufgrfiihrt. 30 pl der silylierten Fraktion aus B. adusta wurden
7.5 pl, 8 pl, 7ul und 6 pul der TMS-Ether-Losungen von Cholesterin, Stigmasterin, Stigmast-
5-en-3fB-ol und Ergosta-7,22-dien-3B-ol fiir die Conjektion zugegeben. Durch Coinjektion
konnten die Substanzen als Inhaltsstoffe von Bjerkandera adusta bestitigt werden.

6.12.3.2.2 Fraktion 5

Die Fraktion 5 enthielt 3 mg eines weillen Niederschlags. Die Fraktion lie sich in fert-
Butylmethylether leicht 16sen. Es wurden die HPLC Parameter wie bei der Isolierung von
Substanzen der Fraktion 5 aus S. leucomallellus in Abschnitt 6.12.3.2.2 verwendet. Mittels
semi-priaparativer HPLC konnten zwei Substanzen isoliert werden. Die MS- und NMR-Daten
bestitigten die Isolierung von Ergosterolperoxid und 5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-
6,9(11),22-trien-3[3-ol.

6.12.4 Laetiporus sulphureus

6.12.4.1 Dichlormethanextrakt

Der rohe Dichlormethanextrakt wurde an 200 g Kieselgel sdulenchromatographisch
vorgetrennt (LM: n-Hexan [200 ml], n-Hexan/Ethylacetat (90/10, v/v) [200 ml], n-
Hexan/Ethylacetat (80/20, v/v) [200 ml], n-Hexan/Ethylacetat (70/30, v/v) [200 ml], n-
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Hexan/Ethylacetat (60/40, v/v) [200 ml] und n-Hexan/Ethylacetat (50/50, v/v) [200 ml]. Es
wurden sieben Fraktionen erhalten. In den Fraktionen 3,4,5 und 7 war jeweils ein weier
Niederschlag enthalten. Diese Fraktionen wurden weiter untersucht

6.12.4.1.1 Fraktion 3

Bei der Fraktion handelte es sich um eine gelbe Fliissigkeit, in der sich eine geringe Menge
eines weillen Niederschlags befand. Nach Silylierung (sieche Abschnitt 6.12.1.2.2) und
anschlieBender GC-MS-Analyse zeigte das Massenspektrum eines Peaks einen Molpeak bei
396 m/z. Die Substanz besitzt keine silylierbaren funktionellen Gruppen (z.B. Hydroxyl-,
Carboxyl-, Amingruppen, etc.), da das Fragmention 73 m/z nicht beobachtet wurde. Das
Massenspektrum zeigt eine gute Ubereinstimmung mit dem Massenspektrum von Ergosta-
7,22-dien-3-on. Im Abschnitt 4.14.23 werden die vorgeschlagenen
Fragmentierungsmechanismen fiir diese Substanz besprochen.

6.12.4.1.2 Fraktion 4

Aus dieser Fraktion konnten nach Silylierung (siehe Abschnitt 6.12.1.2.2) und anschlieBender
GC-MS- und -FID-Analyse die TMS-Ether von Cholesterin, Ergosta-7,22-dien-3-ol,
Ergosterin  und Lanosta-8(9),24(28)-dien-3B-ol identifiziert werden. Es wurden
Referenzsubstanzen (Cholesterin, Ergosterin) und die in den Abschnitten 6.12.2.2.1 und
6.12.2.2.2 vorgestellten Substanzen Ergosta-7,22-dien-3B-ol und Lanosta-8(9),24(28)-dien-
3B-ol geméB Abschnitt 6.12.1.2.2 silyliert und mittels GC-MS und GC-FID analysiert. Die
Retentionszeiten der TMS-Ether von Ergosterin und Lanosta-8(9),24(28)-dien-3B-ol der GC-
MS-Analyse betrugen 16.5 und 19.8 min.

Die Retentionszeiten von Cholesterin und Ergosta-7,22-dien-33-ol bei der GC-MS-Analyse
werden in Abschnitte 6.12.4.1.2 und 6.12.1.2.2 genannt.

Die Retentionszeiten bei der GC-FID-Analyse von Ergosterin und Lanosta-8(9),24(28)-dien-
3[-ol betragen 51.6 respektive 57.5 min. Die Retentionszeiten von Cholesterin und Ergosta-
7,22-dien-3B-ol werden in Abschnitte 6.12.1.2.2 und 6.12.3.2.1 genannt. 30 pl der Losung der
silylierten Fraktion aus L. sulphureus wurden 8 pl, 7 pl, 7ul und 8 pul TMS-Ether von
Cholesterin, Ergosta-7,22-dien-3[3-ol, Ergosterin und Lanosta-8(9),24(28)-dien-3[-ol jeweils
zugegeben. Durch Coinjektion konnten die Substanzen als Inhaltsstoffe von Laetiporus
sulphureus bestitigt werden.

6.12.4.1.3 Fraktion 5

Diese Fraktion wurde ebenfalls wie in Abschnitt 6.12.1.2.2 silyliert. Es konnten hier die zuvor
identifizierten  Steroide  Ergosterin und  Ergosta-7,22-dien-3B-ol  aufgrund ihrer
Retentionszeiten und Massenspektren bei der GC-MS-Analyse identifiziert werden.

Die in Abschnitt 6.12.1.2.2 identifizierte Substanz Ergost-7-en-3f-ol konnte im GC-FID als
TMS-Ether von Ergost-7-en-33-ol durch Vergleich des Massenspektrums der Reinsubstanz
und Coinjektion identifiziert werden.

Bei einer Retentionszeit von 11.0 min im GC-FID und 3.3 min im GC-MS wurde der TMS-
Ether einer aromatischen Substanz identifiziert.Es handelte sich um das TMS-Ether von 3-
Phenylpropanol. Das Massenspektrum der Reinsubstanz zeigte eine gute Ubereinstimmung



Experimenteller Teil 104

mit dem Massenspektrum der Probe. Coinjektion mit der silylierten Reinsubstanz bestitigten
3-Phenylpropanol als Inhaltsstoff von L. sulphureus.

6.12.4.1.4 Fraktion 7

Die Fraktion enthielt einen weillen Niederschlag, der sich leicht in einem Gemisch von
Dichlormethan/Methanol (90/10, v/v) l6sen lieB. Es wurde eine DC-Methode mit
Kieselgelplatten entwickelt, um die Substanzen zu trennen. Als Laufmittel wurde das oben
genannte Gemisch verwendet. Die Laufstrecke betrug 6 cm. Es wurden 10 pl der in 15 ml
gelosten Fraktion aufgetragen. Die Detektion erfolgte mittels UV-Licht bei 254 nm. Es
wurden 5 Spots beobachtet. Es konnten 2 Substanzen isoliert werden, sie besallen Ri-Werte
von 0.50 respektive 0.53. Die EI-MS-Spektren der isolierten Substanzen zeigten jeweils einen
Molpeak bei 456 und 470 m/z. Das Massenspektrum der Substanz mit dem Ry-Wert 0.53
zeigte eine sehr gute Ubereinstimmung mit dem Massenspektrum von Eburiconsiure (s.
Abschnitt 4.1.2.2.6. Durch Vergleich der 1H—NMR—Spektren konnte Eburiconséure
identifiziert werden.

Es wurden ESI-MS-Spektren im Positiv-Ionen-Modus der beiden Substanzen aufgenommen.
Die Ionen 479 und 493 m/z wurden beobachtet. Der Peak 493 m/z stellt das Natrium-Addukt
von Eburiconsiure dar ([M+Na]"). Der gemessene Wert 479.3518 m/z stellt das Natrium-
Addukt einer Substanz mit der Summenformel C3;gH4303 dar (Berechneter Wert: 479.3500).
Mit Hilfe dieser ermittelten Summenformel und des 1H—NMR—Spektrums konnte die Substanz
als Trametenolsédure B identifiziert werden.

6.12.5 Schizophyllum commune

6.12.5.1 Wasserdampfdestillat

159 g der zerkleinerten Fruchtkorper von S. commune wurden einer Wasserdampfdestillation
unterzogen. Das erhaltene itherische Ol wurde dann mittels GC-MS untersucht und die
Komponenten durch Vergleich ihrer Massenspektren und Retentionszeiten mit Literaturdaten
identifiziert'*". Die identifizierten Verbindungen sind in Tabelle 4-13 (s. Abschnitt 4.1.5.1)
aufgefiihrt.

Die Bestimmung des Enantiomerenverhéltnisses von 1-Octen-3-ol wurde wie in Abschnitt
6.12.2.1.1 durchgefiihrt.

6.12.6 Datronia mollis

6.12.6.1 Wasserdampfdestillation

112.07 g der zerkleinerten Fruchtkorper von D. mollis wurden einer Wasserdampfdestillation
unterzogen. Das erhaltene itherische Ol wurde dann mittels GC-MS untersucht und die
Komponenten durch Vergleich ihrer Massenspektren und Retentionszeiten mit Literaturdaten
identifiziert*". Die identifizierten Verbindungen sind in Tabelle 4-14 (s. Abschnitt 4.1.6.1)
aufgefiihrt.

Die Bestimmung des Enantiomerenverhiltnisses von 1-Octen-3-ol wurde wie in Abschnitt
6.12.2.1.1 durchgefiihrt.
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6.12.7 Stereum hirsutum

6.12.7.1 Wasserdampfdestillation

61.09 g der zerkleinerten Fruchtkorper von S. hirsutum wurden einer Wasserdampfdestillation
unterzogen. Das erhaltene itherische Ol wurde dann mittels GC-MS untersucht und die
Komponenten durch Vergleich ihrer Massenspektren und Retentionszeiten mit Literaturdaten
identifiziert'*". Die identifizierten Verbindungen sind in Tabelle 4-15 (s. Abschnitt 4.1.7.1)
aufgefiihrt.

6.12.8 Ganoderma applanatum

6.12.8.1 Wasserdampfdestillation

75.00 g der zerkleinerten Fruchtkbrper von G. applanatum wurden einer
Wasserdampfdestillation unterzogen. Das erhaltene #therische Ol wurde dann mittels GC-MS
untersucht und die Komponenten durch Vergleich ihrer Massenspektren und Retentionszeiten
mit Literaturdaten identifiziert™*'.

Die identifizierten Verbindungen sind in Tabelle 4-16 (s. Abschnitt 4.1.8.1) aufgefiihrt.

Die Bestimmung des Enantiomerenverhiltnisses von 1-Octen-3-ol wurde wie in Abschnitt
6.12.2.1.1 durchgefiihrt.

6.12.9 Pycnoporus cinnabarinus

6.12.9.1 Wasserdampfdestillation

105.79 g der zerkleinerten Fruchtkérper von P. cinnabarinus wurden einer
Wasserdampfdestillation unterzogen. Das erhaltene #therische Ol wurde dann mittels GC-MS
untersucht und die Komponenten durch Vergleich ihrer Massenspektren und Retentionszeiten
mit Literaturdaten identifiziert'*'!. Die identifizierten Verbindungen sind in Tabelle 4-17 (s.
Abschnitt 4.1.9.1) aufgefiihrt.

Die Bestimmung des Enantiomerenverhéltnisses von 1-Octen-3-ol wurde wie in Abschnitt
6.12.2.1.1 durchgefiihrt.

6.12.10 Spongiporus caesius

6.12.10.1 Wasserdampfdestillation

121.75 g der zerkleinerten Fruchtkorper von S. caesius wurden einer Wasserdampfdestillation
unterzogen. Das erhaltene itherische Ol wurde dann mittels GC-MS untersucht und die
Komponenten durch Vergleich ihrer Massenspektren und Retentionszeiten mit Literaturdaten
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identifiziert'*". Die identifizierten Verbindungen sind in Tabelle 4-18 (s. Abschnitt 4.1.10.1)
aufgefiihrt.

Die Bestimmung des Enantiomerenverhéltnisses von 1-Octen-3-ol wurde wie in Abschnitt
6.12.2.1.1 durchgefiihrt.
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7 Gefahrenstoffanhang

Substanz

Dg-Aceton
Acetonitril
Ammoniaklosung 25%
Dg-Benzol
tert-Butylmethylether
Chloroform
D-Chloroform
Dichlormethan
D¢-Dimethylsulfoxid
Ergosterin
Essigsdure 99-100%
Ethylacetat

Helium

n-Hexan

Methanol

D4-Methanol
N-Methyltrimethylsilyl-
trifluoroacetamid
3-Phenylpropanol
Ds-Pyridin
Schwefelsiure 95-98%
Stigmasterin
Stigmast-5-en-3p-ol
Triethylamin
Trifluoressigsdure
Trifluoressigsdureanhydrid

Trimethylsulfoniumhydroxid

Wasserstoff

Gefahrensymbol
F

F, T

C,N

F, T

F, T
F, T
Xi

R-Sitze

11

11-23/24/25

34-50
45-11-E48/23/24/25
11
22-38-40-48/20/22
22-38-40-48/20/22
20-40

36/38

28

10-35

11-36-66-67
11-38-48/20-51/53-62-65-
67

11-23/25
11-23/25
10-36/37/38

36/37/38
11-20/21/22
35

11-20/21/22-35
23/24

35
11-23/24/25-34-
39/23/24/25

12

S-Sitze

9-16-23.2-33
9-16-29-33-36/37-61-62
26-36/37/39-45-61
53-45

9-16-29-43.3

36/37

36/37

24

26

26-36/37-45

23.2-26-45

16-26-33

3-7
9-16-29-33-36/37-61-62

7-16-24-45
7-16-24-45

26-37/39

26-28.1-36/37

26-30-45

22-24/25

22-24/25
3-16-26-36/37/39-45

45
23.2-26-28.6-36/37/39-45
7-16-26-36/37/39-45

9-16-33
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8 Spektrenanhang
Ergosta-7,22-dien-33-ylpalmitat *

T u T T T T T T T T T T T T u T T T T T T T T T
52 48 4.4 4.0 36 32 28 24 2.0 16 1.2 08 0.4 0.0
(ppm)

'H-NMR-Spektrum (LM: Benzol-de)

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
(ppPm)

BC-NMR-Spektrum (LM: Benzol-dg)
*: Messbedingungen s. 6.4
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Ergosta-7,22-dien-3-yllinoleat

L B e e e B B T”"m\\ww\ww\ww\wrw\wrw\ww\w T Wl
5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 28 24 20 1.6 1.2 0.8 0.4 0.0

(ppm)

lH—NMR—Spektrum(LM: Benzol-dg)

T T T T T T T T T T T T T T T I T T T T T

160 140 120 100 80 60 40 20 0
(ppm)

13 C-NMR-Spektrum (LM: Aceton-de)
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Ergosta-7,22-dien-33-ylpentadecanoat

| M ! L

e B e B B s B By B By Bt e B By B s /B e L e s e e S ey s S s

52 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 28 24 2.0 1.6 1.2 0.8 0.4 0.0
1 (ppm)
H-NMR-Spektrum (LM: Benzol-de)
TTTTITTTTT T I TTT LARRRARERARRRRRRL LR R I L L L L L L R RN R RN R
160 140 120 100 80 60 40 20 0
(ppm)

BC-NMR-Spektrum (LM: Benzol-dg)
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Ergosterin

L il
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lH—NMR—Spektrum (LM: Chloroform-d;)
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13 C-NMR-Spektrum (LM: Chloroform-d;)
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Lanosta-8(9),24(28)-dien-3f-ol
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48 4.4 40 3.6 3.2 2.8 24 2.0 16 1.2 0.8 0.4 0.0
(ppm)

1H—NMR—Spektrum (LM: Benzol-de)

e R e R R R RS AR AR S RS RS s (AREaaEasss
140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
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BC-NMR-Spektrum (LM: Benzol-dg)
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Ergosterolperoxid
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5,8-Epidioxy-24-methylcholesta-6,9(11),22-trien-3[3-ol

— \N‘mwn QL
6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35

L e e B B e s e e e e

3.0 25 2.0 15 1.0 05 0.0
(ppm)

lH—NMR—Spektrum (LM: Chloroform-d;)

150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
(ppm)

13C-NMR—Spektrum (LM: Chloroform-d;)
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Eburiconsiure
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Spongiporensiure A
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