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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Atherische Ole

Atherische Ole sind Gemenge mehrerer, oft sehr zahlreicher - chemisch teils untereinan-
der verwandeter, teils verschiedenartiger, meist fliichtiger und fliissiger, seltener fester
(kristallisierender) - organischer Verbindungen. Sie zeichnen sich durch oft starken und
fiir die einzelnen #therischen Ole charakteristischen, vorwiegend angenehm aromati-
schen, teilweise auch unangenehmen bis widerlichen Geruch aus. Hauptbestandteile des
itherischen Ols sind terpenoide Kohlenwasserstoffe, wobei die Geruchseigenschaften
vorwiegend durch die fliichtigen Monoterpene bestimmt werden [1-3]. Der Name
stammt von der lateinischen Bezeichnung fiir dtherisches Ol, Aetheroleum zur
Unterscheidung von dem fetten Ol, Oleum. Beispiele fiir #therische Ole sind Lavendel-,
Rosen-, Orangen-, Anis- oder Zimt5l. Man gewinnt #therische Ole durch Wasser-
dampfdestillation zerkleinerter Pflanzenteile, wobei es hier wegen der hohen
Temperaturen zu Anderungen in der Olzusammensetzung und zu Artefaktbildung kom-

men kann [4].

Die duftenden Eigenschaften der dtherischen Ole wurden bereits von den Agyptern im
Jahre 3200 v. Chr.genutzt, die zur Herstellung duftender Essenzen und Parfums zunéchst
verschiedene Pflanzen (wie z.B. Lilienbliiten) auspreBten [5, 6]. Die Verwendung von
Riechstoffen zur Verhiitung von Infektionsiibertragungen sowie fiir das Bewahren von
Lebensmitteln vor dem Verderb reicht bis in Vorgeschichte der asiatischen, amerikani-
schen und am Mittelmeer ansédssigen Volker zuriick. So wurden in frithesten Zeiten
Leichname mit Balsamen oder dtherische Ole enthaltenden Pflanzenteilen behandelt, um
sie vor Féaulnisverfall zu schiitzen. Von den hervorragenden medizinischen Eigen-
schaften und dem stark desinfizierenden Duft des Lavendels schrieb im 12. Jahrhundert
die beriihmte Abtissin Hildegard von Bingen und Ende des 19. Jahrhunderts erschienen
eine Reihe von Arbeiten, die die abttende Wirkung verschiedener dtherischer Ole
(Rosmarin, Eukalyptus- und Sandelholz6l) auf Mikroorganismen beschrieben [7]. In den
funfziger Jahren des 20. Jahrhunderts schlieBlich wurden Zusammenhinge zwischen der
keimhemmenden Wirkung und der Struktur der einzelnen Komponenten #therischer Ole
untersucht. Aus diesen Untersuchungen geht u.a. hervor, dall eine hohere Anzahl an
Doppelbindungen zu groBerer Wirksamkeit fithrt und daB3 Ketone - vor allem solche mit

niedriger Molmasse - besonders wirksam sind [8, 9].

Durch die wesentlich leistungsstdrkere Analytik ist es heutzutage moglich, in groBerem
Umfang und mit weniger pflanzlichen Material einzelne Wirkqualititen #therischer Ole

bestimmten Inhaltsstoffen zuzuordnen [10], wie bspw. die bakteriostatische und fungi-
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statische Aktivitdt von Terpenen, die sich von Carvon oder Campher ableiten [11] oder
auch die wachstumshemmenden Eigenschaften des Lepidozenal (1) oder

Isobicyclogermacrenal (2) auf Bléttern und Wurzeln von Reiskeimlingen [12, 13].

OHC

Abbildung 1:
(-)-Lepidozenal (1) und

(-)-1 (-)-2 (-)-Isobicyclogermacrenal (2)

Hier wird fiir die pharmazeutische Industrie auch in Zukunft ein Bedarf an der
Gewinnung und Analyse itherischer Ole und der Strukturaufklirung der Inhaltsstoffe
bestehen. Die Suche nach Heilpflanzen bzw. nach den flir die medizinische Wirkung ver-
antwortlichen Komponenten gewinnt nach einem Boom der synthetischen Chemie in
den 70er und 80er Jahren - auch vor dem Hintergrund des ungebrochenen Trends zur
“griinen Medizin” - wieder zunehmend an Bedeutung [14], da man sich eine Behandlung
ohne die Nebenwirkungen chemisch-synthetischer Medikamente erhofft [15]. Die
Phytotherapie, die Vorbeugung und Behandlung von Krankheiten des Menschen durch
Pflanzen, Pflanzenteile und deren Zubereitungen [16], hat nicht mehr den Charakter der

Behandlung durch Krauterfrauen und Hexen, sondern ist eine angesehene Wissenschaft.

In hoheren Pflanzen werden #therische Ole in Bliiten, Friichten, Blittern, Wurzeln,
Rhizomen und Ho6lzern, weniger haufig in Stengeln und Rinden gebildet [17]. Niedere
Pflanzen produzieren im allgemeinen nur wenig oder iiberhaupt keine dtherischen Ole.
Flechten, Farne und die Lebermoose stellen Ausnahmen dar. In den Lebermoosen sind
die #therischen Ole in speziellen Olkérpern, die je nach Moosart unterschiedliche GroBe
haben, eingeschlossen [18]. Lange hatte man angenommen, die 4therischen Ole in den
Pflanzen seien lediglich Abfallprodukte des Stoffwechsels. Mittlerweile weill man, dal3
sie teilweise in den pflanzlichen Stoffwechsel wieder tiberfiihrt und dort weiter metaboli-
siert werden. In tierischen Organismen z.B. bei Insekten konnen Sesquiterpene, z.B.

Germacren A (3) als Alarmpheromon wirken [19].
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| Abbildung 2:
(-)-Germacren A

()3

1.2 Moose als Quelle biologisch aktiver Naturstoffe
1.2.1 Systematik der Abteilung Bryophyta

Die Pflanzengruppe der Moose stellt eine eigene Abteilung - Bryophyta - mit 22000
tiberwiegend landbewohnenden Arten in dem Organisationstyp der Embryophyten dar.
Die Moose gehdren zu den “echten” Landpflanzen, die sich vor etwa 300 Mio. Jahren
(die dltesten fossilen Funde sind solche von thallosen Lebermoosen und stammen aus
dem Oberdevon) aus dem Grenzbereich zwischen Wasser und Land (“Gezeitenalgen”,
Urtangen, Thallasiophyta) [20] oder parallel zu den iibrigen SproBpflanzen aus
Griinalgen entwickelt haben. Eine kiirzlich veroffentliche Untersuchung zeigt, dal3 die
Lebermoose zu den &ltesten Landpflanzen gehoren. Thnen fehlen genauso wie den
Griinalgen, aber nicht den Laub- und Hornmoosen, drei mitochondriale Introns, was auf
ihr relatives Alter zwischen dem der Wasser- und dem der Landpflanzen schlieen 146t
[21].

Die Moose werden mit den Farnen zu einem Organisationstyp zusammengefal3t, da sie
einer gemeinsamen Organisationsstufe (ausgedriickt durch die Anzahl der verschiedenen
Zellsorten innerhalb einer Pflanzengruppe) zugehorig sind, deren wesentlichstes
Merkmal die Archegonien sind [22]. Innerhalb der 15. Abteilung der Bryophyta unter-
scheidet man drei Klassen von Moosen: Hornmoose (Anthocerotae), Lebermoose
(Hepaticae) und Laubmoose (Musci). Die Leber- und die Laubmoose sind jeweils in drei
Unterklassen unterteilt, von denen im folgenden nur die Unterteilung der Hepaticae

niher klassifiziert wird.
Abteilung: Bryophyta, Moospflanzen

1. Klasse: Anthocerotae, Hornmoose

2. Klasse: Hepaticae, Lebermoose
2.1. Unterklasse: Sphaerocarpidae (Ordnung Sphaerocarpales)
2.2 Unterklasse: Marchantiidae
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2.2.1. Ordnung: Marchantiales
2.2.1 Ordnung: Ricciales
2.3. Unterklasse: Jungermanniidae
2.3.1. Ordnung: Calobryales
2.3.2. Ordnung: Jungermanniales
2.3.3. Ordnung: Metzgeriales
3. Klasse: Musci, Laubmoose [23]

Es ist bislang nicht moglich, den genauen stammesgeschichtlichen Verlauf deutlich zu
machen, da fossile Funde von Ubergangsorganismen bzw. von Organismen, die zur glei-
chen Zeit nebeneinander existiert haben, fehlen oder unsicher sind [24, 25]. Aus mor-
phologischer Sicht vermitteln die Moose zwischen der Organisationsstufe der
Lagerpflanzen (Thallophyten) und der der SproBpflanzen (Kormophyten). Einige
Lebermoose haben einen thallosen Vegetationskorper (z.B. Conocephalum, Marchantia,
Pellia), wahrend die “foliosen” Lebermoose - wie z.B. Jungermannia, Lophocolea -
schon in Achse und Bléttchen gegliedert sind [26]. Bei den thallosen Lebermoosen beob-
achtet man eine fortschreitende innere Differenzierung des Thallus bei ziemlich gleich-
bleibender duBerer Form, wihrend die foliosen eine zunehmend dulere Differenzierung
zeigen. Der Name ,Lebermoos’ stammt aus dem Mittelalter, da Thallusstiicke von
Conocephalum in ihrer Form an Leberlappen erinnern. Nach der Signaturlehre wurde
Conocephalum als Heilpflanze gegen Leberleiden genutzt und der Name ,Lebermoos’

wurde spéter auf die gesamte Pflanzengruppe iibertragen [27].

1.2.2 Vorkommen, Lebensweise und Fortpflanzung der Moose unter

besonderer Beriicksichtigung der thallosen Lebermoose

Die Wasser- und Néhrstoffaufnahme der Moose erfolgt iiber die gesamte Oberflache. In
den meisten Fillen fehlt ein inneres Wasserleitungssystem, das einen Beitrag zur
Wasserversorgung im Organismus leisten konnte. Aus diesen Griinden sind die Moose in
ihrem Lebensraum an besonders feuchte oder nasse Standorte gebunden, wie nebelreiche
Wilder, feuchte oder wasseriiberrieselte Felsen. Viele Moose sind wechselfeucht (poiki-
lohydrisch). Dies ermdglicht ihnen, ldngere Austrocknungsphasen zu tiberleben,
wodurch sie auch an extrem trockenen Standorten (transkaspische Wiistengebiete, Wiiste
Karoo in Siidafrika) zu finden sind. Moose sind Landpflanzen, ihre Kutikula aber ist
diinn und schiitzt sie nicht vor Austrocknung, die Rhizoiden sind schwach ausgeprigt
und dienen mehr zum Festhalten am Untergrund als zur Aufnahme von Wasser und zum

Gasaustausch mit der Umgebung gibt es nur bei einigen Arten Atemporen.
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Abbildung 3:
Atempore von
Conocephalum conicum

Was wir als Moospflanze bezeichnen, ist der Gametophyt mit haploidem Chromosomen-
satz, der - im Gegensatz zu dem Erscheinungsbild der Gefdpflanzen - im Vergleich zum
Sporophyten (mit diploidem Chromosomensatz) eine hohere morphologische und anato-
mische Ausdifferenzierung erfahren hat. Das Lebermoos Conocephalum conicum bspw.
hat eine haploide Anzahl von 8 - 9 Chromosomen [28]. Der Sporophyt der Lebermoose
entsteht aus einer befruchteten Eizelle, die in einem Archegonium eingeschlossen ist
[25].

Aus Oberflachenzellen am Ende des Thallus bilden sich die Antheridienstdnde (Trager
der ménnlichen Erbanlagen) als ovale scheibenférmige Bildungen. Bei den Archegonien
teilt sich eine Oberflachenzelle in zwei {ibereinanderliegende Tochterzellen, aus der
unteren Zelle entsteht der Stiel des Archegoniums und aus der oberen durch weitere
Teilungen die Deckel-, Bauchkanal- und Halskanalzellen und die Eizelle [22]. Bei dem
getrenntgeschlechtlichen Lebermoos Conocephalum conicum ist der Stiel 4 - 6 cm lang
mit einem kugelformigen K&pfchen mit 6 - 8 Sporogonhiillen auf der Unterseite [29].
Die Befruchtung erfolgt durch Ubertragung der nur im Wasser lebensfihigen begeiBelten
Spermatozoiden im Tau (bei innerhalb einer Hiille sitzenden Archegonien und
Antheridien) oder durch spritzende oder aufprallende Regentropfen auf die gedffneten

Archegonien bei auf verschiedenen Pflanzen stehenden Sténden.

Die Lebermoossporogonen enthalten ein- oder mehrschichtige Wénde, die ein Gewebe
aus anfinglich gleichartigen Zellen umschlieBen. Die Zellen werden indqual in zwei
Tochterzellen geteilt, von denen sich die eine (oft die kleinere) nicht mehr teilt. Die
andere macht sehr schnell eine Reduktionsteilung durch und bildet Sporen. Die kleinen
Zellen differenzieren sich zu Schleuderfaden, Elateren, die unterschiedlich aussehen. In
der Regel ist ihre Wand mit spiralférmigen Verdickungen versteift. Wahrend der
Sporenbildung versorgen die Elateren die jungen Sporen mit Néhrstoffen, anschliefend
sterben sie ab. Nach der Offnung der Wandkapsel verdunsten die Wasserreste, die sich
im Innern der Elateren oder der Wiande befinden. Dadurch verkiirzt sich die Membran
und zieht die Spiralbdnder enger zusammen, bis die Spannung im Innern der
Elaterenwénde so grol3 geworden ist, wie die Krifte, die die Wasserteilchen zusammen-

halten. Geht die Verdunstung noch weiter, dann rei3t die Kette der Wasserteilchen, die
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Spannung der Wand wird schlagartig aufgehoben und die Verdrehung der Elateren riick-
gingig gemacht. Durch diese ruckartige Bewegung werden die Sporen, die in der Nédhe
der Elateren liegen, aus der Kapsel herausgeschleudert [22]. Sporen kénnen auf diese

Weise 4 - 5 cm weit geschleudert werden [30].

Die vegetative Vermehrung spielt bei den Moosen eine gro3e Rolle. Ihr dienen spezielle
“Einrichtungen”, die als Brutkodrper bezeichnet werden. Conocephalum conicum z.B.

bildet Knospen auf der Thallusunterseite und Sprossungen am Thallusscheitel [29].

1.2.3 Bedeutung der Moose in der Okologie und in den

Naturwissenschaften

Moose sind ubiquitdr verbreitet. Sie bedecken gemeinsam mit den Flechten ca. 10 % der
gesamten kontinentalen Erdoberfldche [31]. In Wildern und in den arktischen Okosyste-
men spielen Moose und Flechten eine gewisse Rolle in der Nahrungsversorgung, da sie
selbst Nahrung einer groBen Anzahl von Invertebraten und einiger Wirbeltiere
(Lemminge, einige Vogelarten) sind [32]. Die Bedeutung der Moose im Nahrungs-
kreislauf von Wildern wird an einer Studie von Rieley et al. deutlich, die einen
Eichenwald in Nord Wales untersucht haben. 90 % des Calcium-, Magnesium-, Kalium-
und Natriumgehalts waren - dieser Studie zufolge - in Moosen enthalten und Moose
waren vor allen anderen Pflanzen fiir den Mineralienaustausch des Okosystems verant-
wortlich. Es gibt mehrere Arten von Moosen, die als Pionierpflanzen bei der Besiedlung
unverwitterten Gesteins und nackten Bodens tdtig sind und damit die Keimung und die

ersten Wachstumsphasen weiterer (héherer) Pflanzen erst ermoglichen.

Moose bilden eine weiche polsterformige Schicht in unseren Wildern, die die Wirkung
eines Schwamms zum Speichern von Wasser erzielt. Teilweise legen sie sich so nah an
den Untergrund, daB3 in den Zwischenrdumen von Thallus und Substrat Wasser gespei-
chert werden kann. Einige Moose haben zur Wasserspeicherung spezielle
“Einrichtungen” ausgebildet, wie die umgeklappten Unterlappen folioser Lebermoose,
die die Form von Wassersdckchen haben oder die zusétzlichen Kapillarrdume der
Torfmoose, in denen Wasser dochtartig festgehalten und transportiert werden kann [26].
Moose sind als Indikatoren fiir Feuchtigkeit, Frischezustand und S#duregrad des
Substrates aber auch fiir Klimaverdnderungen (Temperaturzunahme, Niederschlags-
abnahme) und fiir Stickstoffeintrdge von besonderer Bedeutung [20, 33]. Die Fahigkeit,
iber die gesamte Oberfldiche Wasser, Nihr- aber auch Schadstoffe aufzunehmen, macht
sie genauso wie die Flechten zu ausgezeichneten Indikatoren fiir Luftverschmutzung.

Seit den siebziger Jahren werden Moose als Umweltmonitoren zur Indikation von
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Schwermetallbelastungen eingesetzt [34, 35].

Als Heilpflanzen spielten Moose eine untergeordnete Rolle; es gibt nur wenige Berichte
von in der Behandlung von Krankheiten genutzten Moosen. Es wird berichtet, dal3 in
Frankreich Marchantia polymorpha als harntreibendes Medikament und eine konzen-
trierte Mischung von getrocknetem Conocephalum conicum gegen Gallensteinleiden
gegeben wurden. In China hat man Rhodobryum giganteum als Medikament zur
Behandlung der Herzgefdf3e verwendet, aber in keinem der beschriebenen Félle wurden
die biologisch aktiven Substanzen isoliert [36]. Noch bis in die achtziger Jahre ging man
davon aus, dall in Moosen keine interessanten und mdoglicherweise pharmakologisch
wirksamen Inhaltsstoffe enthalten sind [37].

Aus diesen Griinden und wegen der schwierigen Beschaffung und der miihevollen
Aufarbeitung geniigender Mengen an Pflanzenmaterial wurde die chemische Analyse
der Moose lange Zeit vernachldssigt, fand aber in den letzten 25 Jahren - durch die
Isolierung und Strukturaufklarung der Sekundédrmetaboliten - einen groflen Aufschwung
[18]. Die Isolierung und Strukturaufklarung einzelner Komponenten der dtherischen Ole
von Lebermoosen, hat ergeben, dal3 sehr viele isoprenoide Verbindungen enthalten sind,
die man in den dtherischen Olen hoherer Pflanzen ebenfalls findet, allerdings hiufig in

enantiomerer Form [38-41].

Der Isolierung und Strukturaufkldrung der isoprenoiden Inhaltsstoffe aus Lebermoosen
kommt vor dem Hintergrund der moglicherweise unterschiedlichen biologischen
Wirksamkeiten von Enantiomeren, der in vielen Fillen ungeklédrten zugrundeliegenden
Biosynthesewege und nicht zuletzt wegen der zum Teil nur in Moosen gebildeten
Verbindungen (siehe unten) eine gewisse Bedeutung zu. Die Charakterisierung der
Inhaltsstoffe der dtherischen Ole hat aber auch fiir die Chemotaxonomie eine Bedeutung.
Die chemische Untersuchung eines Organismus kann sehr viel préziser erfolgen als die
Untersuchung morphologischer Strukturen, so daB die Klassifikation auf Grundlage der
Chemotaxonomie eine gute Hilfestellung bei schon sehr lang existierenden Unklarheiten

oder bei morphologischen Konfusionen sein kann [42].

Die Problematik der taxonomischen Klassifizierung trat bei der Art Wiesnerella auf. Seit
Ende des 19. Jahrhundert wurden hier unterschiedliche Vorschlédge der Zuordnung
gemacht. Asakawa et al. untersuchten die unpolaren Inhaltsstoffe von 10 Arten von
Wiesnerella denudata [43-46] und konnten durch vergleichende Untersuchungen mit den
Inhaltsstoffen Conocephalum conicum zeigen, dall Wiesnerella eine Species der
Conocephalaceae ist [42].
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1.2.4 Biologisch aktive Inhaltsstoffe und neue Strukturen

Beziiglich der Sekundédrmetaboliten ist die Klasse der Lebermoose am besten untersucht;
in Pflanzen dieser Gattung findet man Olkérper, in denen terpenreiche #therische Ole

enthalten sind.

Abbildung 4:
Thallusquerschnitt von
Marchantia polymorpha
mit Darstellung eines
Olkérpers (Ok - Olkérper;
Spz - Speicherzelle mit
Wandverdickungen)

Uber die biologische Bedeutung der Speicherung #therischer Ole fiir die Pflanze ist man
sich bis heute nicht im klaren. Versuche haben gezeigt, dal es sich nicht um
Nahrungsreserven handelt [22]. Die bei den Marchantiales bekannten sekundiren
Pflanzenstoffe konnen fiir Pflanzenfresser toxisch oder fiir konkurrierende Pflanzen
pathogen sein, aber ihre Wirkung wurde noch nicht experimentell unter natiirlichen
Bedingungen gepriift [42].

Erste Beispiele von aus Lebermoosen isolierten auf den menschlichen Kérper biologisch
aktiv wirkenden Inhaltsstoffe sind die Sesquiterpenlactone (-)- und (+)-Frullanolid (4),
isoliert aus Frullania tamarisci und Frullania dilatata [47, 48]. Diese Substanzen wirken
als Hapten einer Kontakt-Dermatitis der sog. Waldarbeiterallergie, die auftreten kann,

wenn man mit moosiiberzogenem Holz arbeitet [49].

— CH2

Abbildung 5:
(+)-4 (_)_4 (+)- und (-) Frullanolid
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Einige der bislang aus Lebermoosen isolierten Sesqui- und Diterpene sind fiir den bitte-
ren und scharfen Geschmack etlicher Lebermoose verantwortlich und besitzen z. T. bio-
logische Aktivitit, wie antibiotische, cytotoxische, fungitoxische, wachstumsregulatori-
sche oder piscizide Wirkungen [36].

Es sind vor allem aus Moosen isolierte Sesquiterpenlactone und -aldehyde, die biologi-
sche Aktivitdten aufweisen; so wirkt das Sesquiterpendialdehyd Sacculatal (5) stark
fischtoxisch [50] und das aus Diplophyllum albicans und Diplophyllum taxifolium iso-
lierte Sesquiterpen Diplophyllin (6) zeigte in KB-Zellkulturen eine antikarzinogene
Aktivitdt (EDsq 1,4 - 12 ng/ml) gegen den beim Menschen auftretenden Hautkrebs [51].

CHO

CHO o)
—0

Abbildung 6:
= Sacculatal (5),

Diplophyllin (6)

5 6

Neben den Enantiomeren zu - als Naturstoffen hoherer Pflanzen - bekannten Verbindun-
gen werden gerade aus Lebermoosen neuartige Verbindungen mit z.T. bislang unbekann-

ten sesquiterpenoiden Gertisten isoliert. Eine Auswahl dieser Geriiste gibt Abbildung 7.

b o 0B S

Gymnomitrane Bazzanane Isobazzanane Myltaylane
Isocuparane Vitrane Pacifigorgiane Lepidozane
Abbildung 7:

Auswahl typischer Grundgeriiste von Sesquiterpenen in Lebermoosen
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2 Problemstellung

Das Kegelkopfmoos Conocephalum conicum (L.) Lindb. ist ein weltweit verbreitetes
thalloses Lebermoos aus der Unterklasse der Marchantiales. Die Moose aus der
Unterklasse der Marchantiidae zeichnen sich durch einen Thallus mit Atemporen aus,
sowie durch vorhandene Elateren und Olkorper [23]. Die Atemporen sind bei
Conocephalum conicum deutlich als weifle Punkte inmitten von sechseckigen Feldern
erkennbar. Der Thallus ist dunkelgriin, grob gefeldert, hidufig gldnzend, bis zu 2 cm breit
und gabelig geteilt.

Abbildung 8: Conocephalum conicum

Conocephalum conicum bildet lappige, gldnzende, meist dichte und nicht selten mehrere
Quadratdezimeter groBe Uberziige an Ufern, auf Bachgersll, feuchter Erde und auf
schattigen, etwas feuchten oder nassen und meist kalkreichen Felsen aus. Man findet es
vom Tiefland bis in ca. 2000 m Hohe. Die Pflanze weist beim Zerreiben einen terpen-
tindhnlichen Geruch auf und ist durch die fehlenden Brutbecher - die auf den Thallii der

Marchantia polymorpha selten fehlen - kaum zu verwechseln [22, 29]

Das Auftreten von unterschiedlichen Chemotypen oder geographischen Rassen dieses
Lebermooses ist lange bekannt. Drei in Japan untersuchte Chemotypen von
Conocephalum conicum zeichnen sich durch unterschiedliche Duftnoten aus; wéhrend
das eine siiB und kampferartig riecht, duftet der zweite Chemotyp moosig und der dritte

hat eine stark pilzartige Duftnote [52]. Untersucht wurden die geographischen Rassen



Problemstellung 11

anhand der verschiedenen flavonoiden Inhaltsstoffe [53, 54] und kiirzlich auch auf

Grundlage der unterschiedlichen fliichtigen Komponenten [55].

Die vorliegende Dissertation beschiftigt sich mit der Aufklarung der Inhaltsstoffe der
vorhandenen Moosproben und der Zuordnung zu den in unserem Arbeitskreis vorliegen-
den unterschiedlichen vier Chemotypen des Lebermooses Conocephalum conicum. Die
Strukturen der neuen Inhaltsstoffe sollten aufgekldrt und parallel dazu neue Sesqui-
terpene mit analogem Gertist aus anderen Moosen (Pallavicinia lyellii, Ptilidium ciliare)
isoliert werden. Umlagerungs- und Dehydratisierungsreaktionen sollten zu neuen
Sesquiterpenen fithren, die in nicht isolierbaren Mengen in den #therischen Olen von
Conocephalum conicum enthalten sind, geriistanaloge Vertreter zu bereits isolierten
Verbindungen darstellen oder zu Verbindungen fiihren, die bislang noch nicht als

Naturstoffe identifiziert wurden.

Weiterhin sollten die stereochemischen Parameter der isolierten sesquiterpenoiden
Inhaltsstoffe mittels Gaschromatographie an chiralen Phasen, Drehwertmessungen und

Uberfithrung in Komponenten bekannter Stereochemie untersucht werden.

Es sollte untersucht werden, welchen Einflu8 verschiedene Herstellungsverfahren der
dtherischen Ole auf die beobachteten Inhaltsstoffe haben. Hierzu sollten durch
Wasserdampfdestillation gewonnene #therische Ole mit Losungsmittel- und SFE-

Extrakten verglichen werden.
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3 Allgemeiner Teil
3.1 Sesquiterpene

Die Terpene sind eine auBBerordentlich grof3e Gruppe von Naturstoftfen, deren allgemeine

Einheit das Isopren ist.

/ \ Abbildung 9:
Isopren

Durch Kopf-Schwanz-Verkniipfung einer definierten Anzahl von Isopreneinheiten
((CsHg),)) werden formell die Monoterpene (2 Einheiten), Sesquiterpene (3 Einheiten),
Diterpene (4 Einheiten), Triterpene (6 Einheiten) usw. aufgebaut. Diese empirische
“Isoprenregel” wurde 1921 von Ruzicka aufgestellt [56, 57]. Demzufolge haben
Sesquiterpene eine allgemeine Summenformel von C;sH,,; sie kdnnen mono-, bi-, tri-
oder tetracyclisch aufgebaut sein und weisen eine grofle Vielfalt an moglichen
Strukturen auf, von denen man auch heute noch Verbindungen mit bislang nicht bekann-
ten Geristen identifiziert [S8]. Sesquiterpene findet man vor allem in den &therischen
Olen hoherer Pflanzen, aber auch in Pilzen [59], marinen Organismen [60], verschiede-
nen Farnpflanzen (z.B. Pteridium aquilinum) [3] und in Lebermoosen. Sesquiterpene mit
dem gleichen Kohlenstoffgrundgeriist werden in einer Gruppe zusammengefal3t; schon
seit langem bekannt sind die Farnesane, Bisabolane, Cadinane, Humulane, Germacrane

und Selinane.
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Cp oY Oy Gy

Farnesane Bisabolane Cadinane Germacrane
0, 00
Selinane/Eudesmane Elemane Eremophilane Aristolane
Nardosinane Aromadendrane Guaiane Brasilane
Caryophyllane Humulane Cuparane
Abbildung 10:

Auswabhl einiger bekannter Sesquiterpengertiste

Die dehydrierten Verbindungen mit Molmasse 202 (C;5H,,) oder 200 (C,sH,,) und auch
die entsprechend oxygenierten Molekiile wie Alkohole, Aldehyde, Carbonsduren und
Ketone, ebenfalls die zusétzlich drei- bis siebengliedrigen Ether- oder Furanringe enthal-
tenden Verbindungen werden den Grundgeriisten zugeordnet; weiterhin die durch Chlor
oder Brom substituierten Sesquiterpene. Von einigen Sesquiterpengeriisten lassen sich
Nor-Sesquiterpene ableiten, die 12 oder 14 Kohlenstoffatome enthalten [61].
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Sesquiterpenlactone - hier findet man vor allem gesittigte oder o,B-ungesittigte y-
Lactone - sind in besonders hohem Mafe biologisch aktiv, desweiteren Dialdehyde,
Aldehyde, Ketone und Diole. Ein Beispiel flir die cytotoxische Aktivitit gegen P-388
Zellen der oxygenierten Sesquiterpene sind die aus Nardostachys chinensis - einer chine-
sischen Heilpflanze, die bei Magenbeschwerden und zu beruhigenden Zwecken einge-
setzt wurde - isolierten Nardosinane, Nornardosinan bzw. Aristolane
Desoxo-Narchinol-A (7), Nardosinon (8), Debilon (9), Nardosinondiol (10) und
Kanshone A (11) [62].

7 8 9 10 11

Abbildung 11:
Biologisch wirksame Sesquiterpene mit Nardosinan- und Aristolangeriist

Sesquiterpene spielen als Wirkstoffe eine wichtige Rolle. So dienen sie Pflanzen, Pilzen,
Insekten und Mikroorganismen als Abwehrstoffe. Das scharf schmeckende Polygodial
(12) zum Beispiel ist eine insektenfraBhemmende Komponente der Polygonaceen -
Polygonum hydropiper (Wasserpfeffer). Polygodial wirkt antimikrobiell, inhibiert das
Pflanzenwachstum ist cytotoxisch und fischgiftig [63, 64]. Polygodial (12) wurde eben-

falls aus dem Lebermoos Porella vernicosa isoliert.

Sesquiterpene konnen Pflanzen auch als StreBmetabolite dienen. Capsidiol (13), das man
aus Tabakpflanzen und Paprika (Capsicum annuum) isoliert hat, wird nur in einer - durch

Pilzbefall hervorgerufenen - StreBsituation freigesetzt und wirkt fungizid [65, 66].

Bei Insekten und Schleimpilzen dienen Sesquiterpene als Sexualhormone und Hormone.
So werden germacrenoide Pheromone wie Periplanon A (14), Periplanon D1 (15) und
Periplanon D2 (16) von den Weibchen der amerikanischen Kiichenschabe Periplaneta

americana produziert [67, 68].

Weitere Beispiele fiir die biologische Aktivitédt vieler Sesquiterpene sind die aus auf
Getreide und Getreideprodukten wachsenden Actomyceten und Fungi imperfecti isolier-
ten Trichothecane, z.B. 3-Scirpen (17), die als Mycotoxine eine Rolle spielen und phyto-

toxische, insektizide, fungizide, antivirale und cytotoxische Wirkungen haben [69].
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Abbildung 12:
Aus Pflanzen und Tieren isolierte sesquiterpenoide Wirkstoffe

Neben der Gerliststrukturvielfalt existiert in der Gruppe der Terpene eine hohe stereo-
chemische Variabilitdt. Es wurde schon erw#hnt, dal man in Moosen hdufig die
Enantiomere zu aus hoheren Pflanzen isolierten Sesquiterpenen findet. Weiterhin gibt es
bei n Stereozentren 2" mogliche Stereoisomere, die moglicherweise verschiedene biolo-
gische Aktivitdten haben, so dal3 der stereochemischen Untersuchung viel Zeit gewidmet
werden mul3. Vor diesem Hintergrund werden kiinftig verstiarkt Totalsynthesen vorge-
nommen werden miissen, spektroskopische Untersuchungen in chiraler Umgebung - wie
NMR-Untersuchungen mit Shiftreagenzien oder ORD- und CD-Messungen - und
Derivatisierungen (wie Umlagerungen, Hydrierungen, Dehydratisierungen,
Deoxygenierungen), die zu bekannten Strukturen fithren, deren Sterochemie untersucht

werden kann (siehe unten).

Da es sich bei den einzelnen Sesquiterpenen fast ausschlieBlich um isolierte Naturstoffe
handelt, existiert eine Vielfalt an Trivialnamen, die auf die entsprechende Pflanze
riickschlieen lassen, Ausdruck besonderer Eigenschaften sind oder sich auf bereits iso-
lierte Vertreter des gleichen Gertiistes beziehen. So wurde beispielsweise ein aus
Microbiota decussata isolierter Alkohol mit Cyclocuparangeriist Microbiotol (18)
genannt [70, 71]. Das geriistanaloge aus Mannia fragrans isolierte, fiir den sehr starken
und angenehmen Geruch verantwortliche Keton, wurde mit Grimaldon (19) (nach dem

alten Namen der Pflanzenart Grimaldia) bezeichnet [72]. Und die entsprechenden aus
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Microbiotol (18) durch Dehydratisierung herstellbaren, aber auch aus Mannia fragrans
isolierten Sesquiterpenkohlenwasserstoffe wurden mit a-Microbioten (20) und
B-Microbioten (21) bezeichnet [73].

18 19 20 21

Abbildung 13:
Einige Cyclocuparane

3.2 Biosynthese der Sesquiterpene

Die formale Aneinanderreihung mehrerer Isopreneinheiten zu Mono-, Sesquiterpenen
usw. sagt zundchst nichts {iber die Biosynthese der Verbindungen aus, da Isopren selbst
nicht die natiirlich genutzte funktionelle Einheit sein kann. Die von Ruzicka 1953 “ein-
gefiihrte” biogenetische Isoprenregel beschreibt die aktivierte Form des Isoprens und
146t Umlagerungen und Wasserstoff- und Methylgruppenverschiebungen zur biosynthe-

tischen Bildung von Terpenen zu [74].

Unter Biosynthese versteht man den in Organismen ablaufenden enzymvermittelten Weg
der Bildung der einzelnen Terpene. Die Biogenese dagegen ist eine rein hypothetische
Betrachtung mit dem Ziel, sich den natiirlichen Prozessen anzunéhern und sie zu verste-
hen. Erst wenn man die einzelnen Reaktionsschritte bzw. intermedidr gebildeten
Verbindungen auch in vivo nachweisen kann oder Enzyme, die die Darstellung einzelner
postulierter Verbindungen vermitteln, isoliert werden konnen, ist die Hypothese bewie-
sen. Biogenetische Abldufe konnen in Teilen im Labor mit Hilfe von sauer katalysierten
Umlagerungen isolierter Verbindungen - sogenannte biomimetische Reaktionen - mit

anschlieBender Isolierung der intermediédr gebildeten Substanzen simuliert werden [75].

Terpene zihlen zu den Substanzen, die sich biogenetisch von der Essigsdure ableiten; in
der Biosynthese dieser Verbindungen ist das Coenzym A von zentraler Bedeutung [76].
Das Coenzym A stellt die aktivierte Essigsdure in Form ihres Thioesters zur Verfligung,
der ein groBes Ubertragungspotential fiir Acetylgruppen hat. Aus drei Acetyl-CoA-
Einheiten entsteht nach Reduzierung mit NADH die Mevalonsdure, die nach Akti

vierung mit drei Einheiten ATP und Eliminierung von Phosphorsdure zu
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Isopentenylpyrophosphat decarboxyliert wird. Isopentenylpyrophosphat kann zu
Dimethylallylpyrophosphat isomerisiert werden. Durch Kopf-Schwanz-Verkniipfung
zweier Molekiile von Isopentenylpyrophosphat kommt es zur Bildung von
Geranylpyrophosphat.

H,C_ OH
3 CH;—CO—CoA ——> HOOC_ C_ CO—CoA

“cH, “CH;

reduktive Abspaltung von CoA,
Phosphorylierung

H;C_ OH
HOOC. C. CH,
N N7 <
CH, CH, OPP

Mevalonsdurepyrophosphat

-CO2
-H» a

Isopentenylpyrophosphat )\/\ _— )\/\
= OPP N OPP

Dimethylallylpyrophosphat
)\/\)\/\OPP w

Geranylpyrophosphat /k/\
"> 0pp

Abbildung 14:
Bildung von Geranylpyrophosphat aus AcetylCoA

Diese gut untersuchte Reaktion wird durch die Farnesylpyrophosphatsynthetase kataly-
siert; sie beinhaltet eine elektrophile Addition des C-1 von Dimethylallylpyrophosphat
an das C-4 von Isopentenylpyrophosphat. Die Reaktion verlduft stereospezifisch, wie die
Studien von Cornforth und Popjak zum Cholesterinstoffwechsel ergeben haben [77].

Unter Anlagerung eines weiteren Molekiils Isopentenylpyrophosphat an Geranylpyro-
phosphat kommt es zur Bildung von 2-trans-6-trans-Farnesylpyrophosphat, welches -
auch schon von Ruzicka und Hendrickson [78] - als biogenetischer Vorldufer nahezu

aller Sesquiterpene angesehen wird. Im Falle der Mono-, Diterpene und Carotenoide
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kann - beobachtet hat man das in isotopenmarkierten Experimenten - Isopentenylpyro-
phosphat in vivo auch {iber den Triose/Pyruvat-Weg entstehen [79].

Der erste Schritt der Sesquiterpenbiosynthese ist die enzymatische lonisierung des trans-
trans-Farnesylpyrophosphat zu dem entsprechenden transoiden allylischen Kation-
Pyrophosphatanion Ionenpaar. Von dieser Verbindung sind alle weiteren Umlagerungs-
schritte moglich, auch solche die zu sechsgliedrigen Ringsystemen fiihren. Hier wird
zunichst Nerolidylpyrophosphat gebildet, welches die Reaktivitdt und konformative
Flexibilitdt hat, zu solchen Systemen zu cyclisieren.

E—

| | opp | OPP

OPP
Farnesylpyrophosphat /

. |

Abbildung 15:
Bildung einzelner Sesquiterpen-
geriiste aus Farnesylpyrophosphat

Die intermedidr gebildeten allylischen Kationen greifen elektrophil an den Kohlenstoft-
atomen der Doppelbindungen an. Durch 1,2 oder 1,3-Hydrid-Verschiebungen kénnen
elektronisch und sterisch kontrollierte Cyclisierungen iiber die verbliebenen beiden
Doppelbindungen stattfinden, durch Wagner-Meerwein-Umlagerungen, 1,2-
Verschiebungen von Methylgruppen, 1,2- oder 1,3-Hydridverschiebungen oder auch
durch Verlust der positiven Ladung durch Abspaltung eines Protons oder Anlagerung
eines Nucleophils (wie Wasser oder das Pyrophosphatanion) kénnen aus diesen

Carbokationen eine ganze Reihe von Sesquiterpengeriisten abgeleitet werden.
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Viele dieser Synthasen (Cyclasen) sind bekannt, wie bspw. die Bisabolan-, Trichodien-,
Aristolochen- und Humulen-synthase [80]. Die Cyclisierung des Farnesylpyrophosphats
erfolgt im Fall der Cyclisierung zu Germacren D (22) in Solidago canadensis durch

enantioselektive Synthasen [81].

Abbildung 16:
(+)- und (-)-Germacren D

(+)-22 (-)-22

Trotz dieser groflen Fortschritte um unser Wissen der Biosynthese, sind viele
Erkenntnisse und Hypothesen noch nicht in vivo tiberpriift worden und bei selten auftre-
tenden Gerlisten - wie einigen bislang nur aus Moosen isolierten Sesquiterpenen (siehe
Abbildung 7) - gibt es noch groflen Forschungsbedarf. Hier stiitzen sich die Erkenntnisse

auf biomimetische Untersuchungen und biogenetische Uberlegungen.

Fiir die Bildung von Dactylol (23) - einem Sesquiterpen mit Precapnellangeriist - bspw.
geht man von einer Dreiringbildung des a-Humulens (24) (fiihrt zu den Africananen) mit
anschlieBender 1,2-Verschiebung einer Methylgruppe mit sich 6ffnendem und wieder
bildenden Dreiring und anschlieBendem nukleophilem Angrift einer Hydroxylgruppe
aus [82].

H+

24

Abbildung 17:
Biomimetische Uberlegungen zur
Bildung von Dactylol (23)

23
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In den folgenden zwei Abschnitten werden biosynthetische Uberlegungen zur Bildung
von im Rahmen dieser Arbeit wichtigen Gerlistklassen - Sesquiterpene mit Brasilan-,
Aristolan und Nardosinangeriist - vorgestellt

3.2.1 Biosynthese der Brasilane

Sesquiterpene mit Brasilangeriist sind schon seit langer Zeit in marinen Organismen
bekannt und aus ihnen isoliert worden [83, 84]. Aus dem Lebermoos Conocephalum
conicum ist erstmals ein Brasilanalkohol isoliert worden. Tori et al. haben
Conocephalenol (25) synthetisiert [85, 86] und einen Vorschlag zur Biosynthese von
Conocephalenol (25), ausgehend von einem Ringschluf3 des a-Humulens (24), gemacht
[87].

(H+ . > .
- - e
24 /
g

25

Abbildung 18:
Biogenetische Uberlegungen zur Bildung von Conocephalenol (25)

3.2.2 Biosynthese der Aristolane und Nardosinane

Sesquiterpene mit Nardosinangeriist sind aus marinen Organismen (vor allem Korallen)
bekannt [88, 89], aber auch als Inhaltsstoffe der chinesischen Heilpflanze Nardostachys
chinensis [62, 90]. Sie stehen in enger struktureller und vermutlich auch biogenetischer

Beziehung zu den Aristolanen, die man hiufig gemeinsam isolieren kann. In vitro lassen
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sich Nardosinane sehr leicht durch sauer katalysierte Umlagerung aus den Aristolanen

gewinnen; bei diesem Prozel3 entstehen ebenfalls Selinane [91].

Man geht davon aus, daB3 zundchst durch zwei Cyclisierungsschritte des Farnesylpyro-
phosphats ein Eudesman - eine Cyclase, die die Bildung von [-Selinen aus
Farnesylpyrophosphat katalysiert, wurde Anfang der 90er Jahre isoliert [92] - entsteht,
das, vermittelt durch die Aristolochensynthetase, einer 1,2-Methylgruppenverschiebung
zum Eremophilangeriist unterliegt. Im néchsten Schritt findet, ausgehend von dem
Isopropylfragment, eine Cyclopropylbildung zum Aristolangeriist statt. Durch Offhung
des Cyclopropylrings hat netto eine Wanderung der Isopropylfunktion stattgefunden, die
zu den Nardosinanen fiihrt.

H+‘> ( H
(OPP\ - i |

\ 7/

Germacran Eudesman
e S— <
~HF
(; H \/ |/\H+
7 H H H
Nardosinan Aristolan Eremophilan

Abbildung 19:
Biogenetische Uberlegungen zur Bildung der Aristolane und Nardosinane
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3.3 Analytische Methoden
3.3.1 Grundlagen der Chromatographie

Chromatographie ist die Bezeichung fiir physikalische Trennmethoden, bei denen
Substanzgemische durch multiplikative Verteilung zwischen zwei Phasen in ihre
Komponenten zerlegt werden [93]. Sie dient der Trennung bzw. Reinigung komplexer
Gemische (bspw. #therischer Ole) im analytischen wie im priparativen MaBstab. Das
Wort “Chromatographie” (griechisch chroma fiir “Farbe” und graphein fiir “schreiben”)
wurde von dem russischen Botaniker Michael Tswett kreiert, der mit Hilfe einer gepack-
ten Sdule aus fein verteiltem Calciumcarbonat Extrakte von Blattfarbstoffen, wie

Chlorophylle, auftrennen konnte und dabei unterschiedlich geférbte Zonen erhielt.

Stationdre Phasen konnen Feststoffe (Kieselgel, Aluminiumoxid), Fliissigkeiten (z.B.
Polyethylenglycol in Diinnschichtkapillaren) oder Gele sein, mobile Phasen Gase
(Helium, H,), tiberkritische Fliissigkeiten (CO,) oder Fliissigkeiten (Methanol, Wasser,
organische Losungsmittel). In der Sdulenchromatographie unterscheidet man zwischen
festen oder fliissigen stationdren Phasen und gasférmigen, fluiden und fliissigen mobilen
Phasen (siehe Tabelle 1), wobei die Fliissigchromatographie mit mobilen fliissigen
Phasen sowohl als Sdulenchromatographie, als auch als Planarchromatographie (Papier-

und Diinnschichtchromatographie) betrieben werden kann.

Tabelle 1: Ubersicht iiber chromatographische Trennmethoden

Stationiire Phase Mobile Phase
Gasformig Fluid Fliissig

Fest GSC (Gas-Solid- SFC (Superecritical- LSC (Liquid-Solid-
Chromatography) Fluid-Chromatography) | Chromatography)

Fliissig GLC (Gas-Liquid- LLC (Liquid-Liquid-
Chromatography) Chromatography)

Die beiden wichtigsten Trennprinzipien beim Ubergang zwischen der mobilen und sta-
tiondren Phase sind Verteilung und Adsorption [94, 95]. Die Verteilungschromatographie

ist mit dem Vorliegen einer immobilisierten fliissigen stationdren Phase verkniipft.
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3.3.1.1 Diinnschichtchromatographie

Die Diinnschichtchromatographie ist eine gédngige analytische Methode, die es erlaubt,
schnell eine Aussage {liber die Zusammensetzung eines Gemisches zu machen. Sie ist
auch préparativ nutzbar, indem groBere Platten und eine entsprechende Auftragungs-
menge genutzt werden. Es gibt viele unterschiedliche Detektionsmethoden und durch die
Auswahl und variierende Zusammensetzung der mobilen Phase kann man eine grof3e
Anzahl einzelner Substanzen voneinander trennen [96]. Die Trennung dhnlicher
Verbindungen mit einer oder mehreren Doppelbindungen, wie beispielsweise sesquiter-
penoide Konstitutionsisomere, bereitet allerdings in Einzelfdllen nach wie vor
Schwierigkeiten. Eine in einigen Fillen sehr erfolgreiche Methode ist die Imprédgnierung
von DC-Folien mit Silbernitrat, das auf dem Kieselgel adsorbiert wird. Die Trennung auf
den Silbernitratschichten beruht auf der Komplexierung von Ag*-lonen mit den T+
Elektronen einer oder mehrerer Doppel oder Dreifachbindungen der zu trennenden

Substanzen und héngt von der Stérke der Bindung ab [97].

3.3.1.2 HPLC

Die klassische LC (Liquid Chromatography) wurde durch Tswett 1906 eingefiihrt [98,
99]. Man arbeitete mit Glassdulen mit einem Innendurchmesser von 1 bis 5 cm, einer
Lénge von 50 bis 500 cm, FlieBgeschwindigkeiten von bis zu 1 ml/min und Korngréen
von 150 bis 200 um. Die Trennungen dauerten oft sehr lange. Prinzipiell strebt man in der

Chromatographie effektive Trennungen in kurzen Analysenzeiten an. Dazu bendtigt man

* geringe KorngroBen fester bzw. geringe Filmdicken immobilisierter fliissiger

stationdrer Phasen

* homogene Packungen der stationdren Phase unter Verwendung engverteilter

Packungsmaterialien
* kleine Sdulendurchmesser

* grofle Diffusionskoeffizienten in der stationdren Phase (beschreibt die Kornum-
stromung) und kleine Diffusionskoeftizienten in der mobilen Phase

(in der GC durch niedrige Temperaturen erreichbar)

Will man Analysenzeiten durch Erh6hung der FlieBgeschwindigkeit verkiirzen, bendtigt
man bei geringerer Korngrdf3e hohere Driicke. Diese Technologie, die auch sehr viel
kleinere Séulendurchmesser als die klassische LC benutzt, wird als High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) bezeichnet.
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Die HPLC wurde in den spéten 60er Jahren entwickelt (Horvath et al konstruierten eines
der ersten HPLC-Systeme [100]), typische Sdulenlédngen sind zwischen 10 und 25 cm
mit einem Innendurchmesser von 4,6 mm. Durch die dichte Packung der kleinen
Teilchen ist ein entsprechend hoher Druck notwendig, um die mobile Phase durchzu-
pumpen. Es gibt eine groBe Anzahl sehr selektiver Detektoren, wie UV-Absorptions-
Detektoren, die bei bestimmten Wellenldngen messen, Fluoreszensdetektoren, elektro-
chemische Detektoren oder (sehr universell einsetzbare) Brechungsindex-Detektoren,
die allerdings den Nachteil haben, relativ unempfindlich zu sein [101]. Die Trennungen
mit Hilfe einer fliissigen mobilen Phase gelingen in unterschiedlichen Variationen, von
denen die Bonded-Phase-Chromatography einen groB3en Stellenwert hat. Hier wird die
stark polare Oberflache des Kieselgels durch Derivatisierungen veridndert. Dies kann
unter “normal phase”- (NP z.B. -NH,, -CN) als auch unter “reverse phase”- (RP z.B.
Phenyl-, C-8-, C-18-Alkylreste) Bedingungen geschehen. Mobile Phasen sind im Falle
der RP-HPLC typischerweise Acetonitril/ oder Methanol/Wasser-Gemische. Derivati-
siert man die polaren Kieselgelgruppen mit Sulfonsduren oder werden quartire Ammo-
niumsalze gebildet, so erhdlt man gebundene Phasen mit lonenaustauscherfihigkeiten.

Die Trennung entspricht dem Prinzip der lonenaustauscherchromatographie [102].

3.3.1.3 SFC und SFE

Eine neuerliche Weiterentwicklung in der Chromatographie ist die Verwendung eines
Fluids, also eines superkritischen Gases (z.B. CO, oberhalb der kritischen Temperatur
und des kritischen Drucks), als mobile Phase. Die {iberkritischen Gase bewegen sich in
ihrer Viskositit, ihrer Dichte und ihrem Diffusionskoeffizienten zwischen denen der
Gase und der Fliissigkeiten und bilden deshalb eine wichtige Kombination zwischen GC
und HPLC. Superkritische Gase sind dazu in der Lage, Komponenten mit relativ hoher
Molmasse unter besonders milden Bedingungen zu eluieren bzw. zu extrahieren (SFE)
[103]. So beschreiben Temelli et al., da3 bei der Extraktion mit {iberkritischem CO, bei
niedrigen Temperaturen sich die Terpenkohlenwasserstoffe des #therischen Ols von

Orangen besser 16sten und die oxygenierten Substanzen im Riickstand blieben [104].

3.3.1.4 Gaschromatographie

Die Gaschromatographie bezeichnet Trennvorgénge, in denen die mobile Phase ein Gas
ist; stationdre Phasen konnen Feststoffe (GSC) oder Fliissigkeiten (GLC) sein. Sie nimmt

unter den analytischen Trennmethoden eine herausragende Stellung ein. Die ersten
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Trennungen in der Gasphase erfolgten mit einem festen Adsorbens als stationdrer Phase
in den 50er Jahren [105]. Aus diesen Experimenten und der Feststellung, dal die
Trennung von der Einheitlichkeit der KorngroBe des Packungsmaterials der Sdule
beeinflullt wird, entdeckte Golay 1957 die Kapazitdt und das hohe Trennvermdgen von
mit flissigen Phasen belegten Kapillarsdulen. Das dominierende Trennprinzip ist die
Verteilung der Stoffe zwischen der fliissigen stationdren und der gasformigen mobilen
Phase. Thre Herstellung wie auch die Handhabung (Dosierung, und Empfindlichkeit der
Detektion, die erst durch den 1958 entwickelten Flammenionisationsdetektor FID
gewihrleistet wurde [106]) waren zu der damaligen Zeit schwierig, so dal erst nach
Entwicklung der Fused-silica-Kapillarsdulen (hochflexible und chemisch inerte aus der
Glasfaseroptik stammende Materialien) die GLC zur {iberragenden Methode in der
Analytik wurde. Die Trennleistung der Kapillarsdulen ist sehr viel groBer als die der
gepackten Sdulen, was vor allem auf die viel groere Linge und die geringere
Trennstufenhdhe zuriickzuftihren ist.

Mobile Phasen sind inerte Gase, die sogenannten Trigergase, die weder mit den
Probenkomponenten reagieren, noch einen EinfluB3 auf den Riickhalteprozef3 (Sorption-
Desorption, Verteilung) ausiiben. In den meisten Fillen werden Helium, Wasserstoff
oder Stickstoff benutzt, wobei Wasserstoff aufgrund seiner niedrigen Viskositét, die bei
Temperaturerhohungen wesentlich langsamer ansteigt als im Fall von Helium und
Stickstoff [107], fiir mit hoher Gasgeschwindigkeit betriebene Kapillaren geeignet ist.
Die in der Gaschromatographie wichtigsten stationdren Phasen sind Siliconphasen wie
Polydimethylsiloxan, Polydiphenyldimethylsiloxan oder Cyanopropylphenylsiloxan,
modifizierte Siloxanpolymere (Einbau von Carboran- oder Phenylgruppen) und
Polyethylenglycol. Die Polysiloxane werden derzeit am haufigsten als Stationdrphasen
verwendet, da sie thermisch stabil sind, gute Filme bilden und ihre Viskositit mit stei-
gender Temperatur nur wenig abnimmt. Weiterhin sind sie unempfindlich gegeniiber
oxidierenden Einfliissen und sie konnen mit verschiedenen selektiv wirkenden
Molekiilen (wie Cyclodextrinderivaten) modifiziert werden, wodurch man besondere
Selektivitédten erhélt.

3.3.2 Chiralitit und die Grundlagen der Enantiomerenanalytik

Lebende Systeme sind chiral [108]; zu einem chiralen Gegenstand - wie bspw. der rech-
ten Hand - existiert ein nicht deckungsgleiches Spiegelbild - die linke Hand. Unsere
Ohren, Hénde, FiiBBe sind Beispiele dafiir, aber auch der Elektronenspin, der rechts- oder

linksherum gerichtet sein kann, die DNA (es gibt links- und rechtsgingige Helices),
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Aminosduren (Proteine bestehen aus L-Aminosduren) und Enzyme mit vielen Chirali-
tatszentren, die zwischen stereoisomeren Substraten unterscheiden (glycolytische

Enzyme z.B. unterscheiden zwischen stereoisomeren Zuckern) [109].

Auf molekularer Ebene schlielich gibt es eine groe Anzahl chiraler Molekiile, deren
Spiegelbilder man Enantiomere nennt. Cahn, Ingold und Prelog haben eine Systematik
erarbeitet, die es ermdglicht chirale Molekiile in ihrer Konfiguration eindeutig zu

beschreiben [110]. Man unterscheidet zentrale, axiale, planare und helicale Chiralitét.

(I “
Y B OF

Hexahelicen Paracyclophan Biphenyl

Abbildung 20:
Darstellung einiger chiraler Molekiile

Zur Gruppe der helical-chiralen Molekiile gehort die DNA und auch die Helicene, pla-
nar-chirale Molekiile sind beispielsweise die sogenannten Ansaverbindungen oder die
rotationsgehinderten substituierten Paracyclophane. Zu den axial-chiralen Molekiilen
zéhlen substituierte Biphenyle, deren freie Drehbarkeit behindert ist, Allene und die
Spiroverbindungen.

Die meisten chiralen Molekiile indes haben ein oder mehrere Asymmetriezentren,
gehdren also zur Gruppe der zentral-chiralen Molekiile. Meist werden die Asymmetrie-
zentren durch Kohlenstoffatome gebildet, die vier verschiedene Liganden tragen. Moglich
sind aber auch asymmetrische Stickstoff- (Ammoniumion), Phosphor- (Phosphinoxid),

Bor- (Boratanion) oder Schwefelzentren (Sulfidamid mit freiem Elektronenpaar). Im

Abbildung 21:
(-)-26 Aromadendran-5-ol (26)
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Aromadendran-5-ol (26) liegen bspw. 6 Stereozentren vor; hier sind 2¢ Stereoisomere
moglich, von denen immer jeweils 2 enantiomer zueinander sind (diese werden entspre-

chend als Enantiomere und alle anderen als Diastereomere bezeichnet).

In achiraler Umgebung - also bei den meisten Untersuchungsmethoden - verhalten sich
Enantiomere vollig identisch. In chiraler Umgebung verhalten sie sich jedoch durch die
Ausbildung diastereomerer Wechselwirkungen unterschiedlich. Anfang des 19.
Jahrhunderts stellte Biot fest, da3 es Verbindungen gibt, die die Schwingungsebene line-
ar polarisierten Lichtes um einen bestimmten Winkel drehen kdnnen. Er gilt somit als
“Entdecker” chiraler Verbindungen [111]. Diese Entdeckung spielte zunichst allerdings
keine Rolle, bis im Jahr 1848 Pasteur die Enantiomere auskristallisierter Weinsduresalze
trennen konnte. Er beobachtete auch, dafl enantiomere Molekiile die Schwingungsebene
linear polarisierten Lichtes um den gleichen Betrag, aber in entgegengesetzte Richtungen
zu drehen vermdgen [112]. Hierdurch ergibt sich eine Moglichkeit die optische Reinheit
einer Verbindung zu bestimmen. Sie errechnet sich als Quotient des beobachteten

Drehwerts o, und des spezifischen Drehwerts o, ,, einer Probe.
%p B i= g—kb W h

Der gemessene Drehwert o ist abhédngig von der MeBtemperatur, von der Wellenldnge
des verwendeten Lichts (in der Regel Natrium-D-Licht, A = 589 nm), von der Lange | der
Probenkiivette, durch die das Licht strahlt (in dm) und der Konzentration c der

Probenldsung (in g/100 ml Lésung) und ergibt sich aus:

08

l*¢

0. ]=0

Diese Gleichung bezeichnet man als das Biot'sche Gesetz.

Die Messung eines exakten Drehwertes und der Bestimmung des spezifischen
Drehwertes ist aufgrund der Temperaturabhéngigkeit und - hat man nur sehr geringe
Mengen - der Ungenauigkeit der Konzentrationsangabe schwierig. Demzufolge ist auch

die Angabe der Enantiomerenreinheit nach dieser Methode sehr ungenau.

Nimmt man an, dall zwischen dem Drehwert o und der Konzentration ¢ eine lineare
Abhingigkeit besteht, so 146t sich die optische Reinheit einer Enantiomerenmischung

auch durch den Enantiomereniiberschuf3 (enantiomeric excess, % ee) ausdriicken.

%e =275 b R>S
R +S
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Nach dieser allgemeinen Gleichung hat man die Mdoglichkeit ohne Messung eines
Drehwerts bei Kenntnis der jeweiligen Konzentrationen der Enantiomere den
Enantiomereniiberschull zu bestimmen. Eine Moglichkeit dazu bietet die NMR-
Spektroskopie. Setzt man einem zu bestimmenden Enantiomerengemisch ein reines
Enantiomer zu, so bilden sich zwei Diastereomere, die im NMR-Spektrum unterschiedli-
che und entsprechend integrierbare Signale bilden. Vergleicht man die Integrale zweier
dquivalenter Signale, so kann man den ee bestimmen. Ein hdufig verwendetes
Derivatisierungsreagens ist Mosher’s Saure [113], deren Enantiomerenreinheit aber fiir

genaue Bestimmungen nicht immer ausreichend ist [114].

CsF
OCH;

COOH

Abbildung 22:
Mosher’s Sdure

Eine weitere Moglichkeit zur Bestimmung der optischen Reinheit ist die Messung von
Enantiomerenmischungen in optisch aktiven Losungsmitteln, wie (R)- bzw.
(S)-2,2,2-Trifluor-1-phenyl-ethanol, in denen sich diastereomere Solvatationskomplexe
ausbilden konnen, die unterschiedliche Spektren liefern. Diese Methode ist allerdings
relativ selten erfolgreich [115, 116]. Haufig wird die NMR-spektroskopische Unter-
suchung chiraler Verbindung unter Zusatz chiraler Shift-Reagenzien durchgefiihrt. Hier
werden durch Bildung diastereomerer Komplexe mit chiralen Lanthanoidverschiebungs-
reagenzien, wie Tris-pivaloyl-d-camphorato-Europium - Eu[pvc]3 oder Tris-trifluoro-
methyl-hydroxymethylen-d-camphorato-Europium, bzw. -Praseodym oder -Ytterbium
(Eu[tfc]; , Pr[tfc];, Yb[tfc];) unterschiedliche NMR-Spektren erhalten [117, 118].

tBu CF;

Z =
O Eu O Eu

\ N
O0— O0— Abbildung 23:
3

3 Lanthanoid-Shift-Reagenzien

Eu[pve]; Eu[tfc]s

Weitere Moglichkeiten der Bestimmung der Konfiguration von Verbindungen bieten
CD- bzw. ORD-Messungen unter Ausnutzung des Cotton-Effektes. Diese Messungen
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sind aber nur bei Vorhandensein eines Chromophors [119] méglich. Zum anderen
besteht die Mdoglichkeit der Bestimmung der absoluten Konfiguration durch anomale
Rontgenbeugung [120]. Voraussetzung dafiir ist eine als Einkristall vorliegende

Verbindung.

Problemloser und genauer ist die Messung von Enantiomereniiberschiissen durch chro-
matographische Methoden (Hochleistungsfliissigchromatographie - HPLC, Gas-
chromatographie - GC, Chromatographie mit tiberkritischen Gasen - SFC und
Kapillarelektrophorese - CE) mit stationdren chiralen Phasen oder durch Zusatz chiraler
Selektoren, die heute auch wesentlich gebrduchlicher sind (siehe unten). Ganz allgemein

kann hier eine Enantiomerentrennung durch den Trennfaktor o beschrieben werden, der

gegeben ist durch:
o
)

wobei t; die Retentionszeit des einen Enantiomers und t, die des anderen Enantiomers

ist; o ist immer groBer als 1.

3.3.3 Enantiomerentrennungen in der Gaschromatographie

Enantiomere haben zum Teil vollig unterschiedliche biologische Eigenschaften. Der
zum Teil deutlich unterschiedliche Geruch von Enantiomeren ist ein Beispiel dafiir, aber
auch die ginzlich unterschiedlichen Metabolisierungswege von (+)- und (-)-Thalidomid.
Wihrend das R(+)-N-Phthalylglutaminsdureimid therapeutisch sedativ wirksam ist,
wirkt das S-(-)-Enantiomer teratogen [121].

O O
/ H / H
T “IL
NS

~ "NH
(-)-Thalidomid (+)-Thalidomid

Abbildung 24:
(+)- und (-)-Thalidomid
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Vor diesem Hintergrund hat in den letzten 10 bis 20 Jahren das Interesse an und die
Notwendigkeit der Synthese enantiomerenreiner Naturstoffe und Pharmaka stark zuge-
nommen [122]. Im gleichen MaRe steigt die Notwendigkeit der Enantiomerentrennungen

im préparativen und analytischen Mafstab.

Enantiomerentrennungen sind zum einen durch die chemische Derivatisierung von
Enantiomeren (zu den entsprechenden Diastereomeren) und anschlieBender GC- oder
auch HPLC-Analyse an konventionellen achiralen Siulen zu realisieren. Weit leistungs-
fahiger ist allerdings die direkte Analyse optisch aktiver Verbindungen an chiralen sta-
tiondren Phasen. Die Retentionszeiten und die Verteilungskoeffizienten zweier
Enantiomere sind in dieser asymmetrischen Umgebung unterschiedlich. Auf molekularer
Ebene gehen die Enantiomeren reversible diastereomere Komplexe mit den chiralen
Strukturen der stationdren Phase ein. Die damit verbundenen fiir zwei Enantiomere
unterschiedlichen Entropie- und Enthalpiednderungen konnen durch Wasserstoff
briickenbindungen, Dipol-Dipol-, T-T-, Van-der-Waals- und hydrophobe
Wechselwirkungen verursacht werden, wobei die Prozesse noch nicht in allen
Einzelheiten bekannt sind [123].

Nach den Pionierarbeiten von Gil-Av in den 70er Jahren, der mit Trifluoracetylderivaten
von Aminosduren und Peptiden als chirale stationdre Phasen arbeitete [124], konnten
1983 erste gaschromatographische Trennungen mit in Formamid geléstem nativem
Cyclodextrin auf gepackten Sdulen von Koscielski et al. realisiert werden [125]. Der
Durchbruch in der enantioselektiven Gaschromatographie gelang durch die Einfiihrung
modifizierter Cyclodextrine als chirale stationédre Phasen. Gute Erfolge erzielten Schurig
und Nowotny mit in Polysiloxan geldostem geschmolzenem, permethylierten
B-Cyclodextrin [126, 127], und spiter, um den Anteil an chiralem Selektor zu erhéhen,
mit an Polydimethylsiloxan gebundenem B-Cyclodextrin [128, 129]. Konig et al. ver-
wendeten mit Pentylresten veretherte Cyclodextrine als chirale stationdre Phasen [130,
131]. Cyclodextrine sind a-1,4-glycosidisch verkniipfte cyclische Oligosaccharide, die
aus 6, 7 oder 8 D-Glucopyranoseeinheiten aufgebaut sind und entsprechend als a- [3-
bzw. y-Cyclodextrine bezeichnet werden. Cyclodextrineinheiten lassen sich an den freien
Hydroxylgruppen in 2-,3- und 6-Position alkylieren oder acylieren. Auf diese Weise sind
eine grofBe Anzahl unterschiedlich modifizierter enantioselektiver Phasen entstanden
[131], wie Tripentylderivate [132, 133], Dipentylderivate mit Acyl- oder Methylgruppen
in 3-Position [134-138], in 6-Position [139-141] und in 2-Position [142], Dimethyl-
cyclodextrine [143-146] und 6-Trialkylsilyl-Cyclodextrine [147, 148]. Diese
Cyclodextrine sind bei Raumtemperatur hochviskose Fliissigkeiten, die direkt als sta-

tiondre Phase in der enantioselektiven Gaschromatographie eingesetzt werden kénnen.
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Abbildung 25:
Struktur und Dimensionen von -, 3- und y-Cyclodextrin

Die Wirt-Gast-Beziehung zwischen den Hohlrdumen der chiralen Cyclodextrine und
darin eingelagerter chiraler Verbindungen fiihrt zu enantioselektiven Trennungen. Die
Inklusionskomplexe werden offensichtlich in der Form gebildet, dal3 die Enantiomere so
eingelagert werden, da3 Wechselwirkungen mit den innerhalb der Hohlrdume befindli-
chen modifizierten Hydroxylgruppen stattfinden kdnnen [149], die je nach

Konfiguration unterschiedlich stark sind und zu unterschiedlichen a-Werten fiihren.

Die Anwendungsbreite modifizierter Cyclodextrine als chirale stationdre Phasen in der
Gaschromatographie ist auBBerordentlich groB. So kdnnen sehr viele natiirliche
Verbindungen wie Hormone [150], Duftstoffe [151], Terpene [152-154], Agrochemi-
kalien [155], Pharmaka und andere an ihnen getrennt werden. Weitere Anwendungs-
moglichkeiten liegen in sehr schnellen und genauen Kontrollmoglichkeit der Reinheit
bzw. Alterung itherischer Ole [156].

Cyclodextrine werden auch als chirale Selektoren in der SFC [157] und der Kapillar-
elektrophorese [158] verwendet.

3.3.3.1 Priparative Gaschromatographie

Die préparative Enantiomerentrennung ist eine wichtige Methode zur Isolierung optisch
reiner Verbindungen in priparativem Mafstab. Ein wichtiger Einsatz der préparativen
Enantiomerentrennung liegt in der Aufreinigung diastereomerer und razemischer

Produktgemische, die bei einigen Syntheseschritten anfallen.
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Auch zur Isolierung chiraler Naturstoffe aus komplexen Stoffgemischen ist man auf
Systeme angewiesen, die Enantiomerentrennungen im préparativen Mal3stab gewahrlei-
sten konnen. Eine Methode zur Trennung fliichtiger Komponenten in préparativem
Malfistab ist die préparative Gaschromatographie. Unter Verwendung gepackter Séulen,
die mit chiralen stationdren Phasen belegt werden, kdnnen enantiomerenreine
Verbindungen erhalten werden [159-161]. Einige wichtige von Hardt zur priparativen

Gaschromatographie verwendeten Phasen sind [162]:

* Heptakis(6-O-methyl-2,3-di-O-pentyl)-f3-cyclodextrin
* Octakis(6-O-methyl-2,3-di-O-pentyl)-y-cyclodextrin
* Heptakis(2,6-di-O-methyl-3-O-pentyl)-f3-cyclodextrin
* Octakis(2,6-di-O-methyl-3-O-pentyl)-y-cyclodextrin

* Heptakis(6-O-t.butyldimethylsilyl-2,3-di-O-methyl)-p-cyclodextrin

3.3.3.2 Zweidimensionale GC

In der Enantiomerenanalytik ist die zweidimensionale Gaschromatographie ein sehr
wertvolles Werkzeug. Man bendtigt dafiir einen Gaschromatographen, der mit zwei
Sdulen, eine mit achiraler und eine mit chiraler Trennphase belegt, ausgeriistet ist. Das
zu untersuchende Stoffgemisch wird auf der achiralen Séule eingespritzt und detektiert;
die Substanz, deren Stereochemie untersucht werden soll, wird selektiv auf die Sdule mit
chiraler Phase tibertragen (ausgeschnitten) und detektiert. Mittels Koinjektion der zu
untersuchenden Substanz mit dem entsprechenden razemischen Standard oder dem
Enantiomer der zu untersuchenden Verbindung kann so schnell und unzweifelhaft
bestimmt werden, welches Enantiomer einer bekannten Verbindung in einem komplexen
Stoffgemisch enthalten ist. Uber die Beobachtung eines Doppelpeaks bzw. einer Peak-
Flachenverdnderung der Komponenten eines racemischen Gemisches erhilt man direkt

eine Aussage tiber die absolute Konfiguration der gesuchten Verbindung [163, 164].
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3.4 Spektroskopische Methoden
3.4.1 2D-NMR

Die Technik der zweidimensionalen NMR-Spektroskopie [165, 166] bietet eine grof3e
Anzahl an MeBmethoden, die Aussagen iiber Struktur, Konfiguration und Konformation
von Molekiilen machen. Die Aufnahme homonuklearer 2D-Spektren macht die
Auswertung von 2], 3J und bestimmter 4J-Kopplungen, wenn z.B. sterisch fixierte M-
oder W-formige Bindungsanordnungen oder allylische Systeme vorliegen, moglich. In
Ausnahmefillen sind auch >J-Kopplungen bei zickzackformiger Bindungsanordnung

oder homoallylstdndigen Protonen, beobachtbar.

H H H
\ o
H
20
3J Allylkopplung 4) W-Kopplung 5J Homoallylkopplung
Abbildung 26:

Einige im TH!H-COSY beobachtbare 3J-, 4J- und 5J-Kopplung

Heteronukleare 2D-Spektren zeigen auswertbare Kopplungen zwischen Protonen und
Kohlenstoffatomen an.

Die Aufnahme von 2D-Spektren basiert auf einer Abfolge von drei Zeitintervallen, der
Praparation, der Evolution und der Detektion. In der Pridparationsphase erhalten die
Kerne einen Impuls und werden transversal magnetisiert, in der Evolutionsphase werden
eine ganze Serie von n eindimensionalen Spektren aufgenommen, die Evolutionszeit
wird dabei stufenweise erhoht: t;(k) =t; + kDt; (k =0, 1, 2,...n). Abbildung 27 zeigt die
Pulsfolge einer homonuklearen ({H'H-COSY) Messung

ag” an”
f f =
Abbildung 27:

Pulsfolge einer H'H-COSY-Messung; ¢;-Evolutionszeit, 7,-Detektion)
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Im Falle der heteronuklearen 2D-Messungen ist die ca. 8 mal empfindlichere (als her-
kommliche 2D-Messungen) inverse Aufnahmetechnik zu erwéhnen, die mit dementspre-
chend kleineren Substanzmengen auskommt. Bei der inversen Spektroskopie werden die
im Kanal der unempfindlichen Kerne erzeugten Kohdrenzen auf die empfindlichen
Kerne iibertragen, deren Resonanzen man dann auch mift. Diese Ubertragung findet in
der sich an die Evolutionsphase anschlieBenden Mischphase statt. Eine hidufig ange-
wandte Pulsfolge zeigt Abbildung 28
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Abbildung 28:

Pulsfolge einer inversen 13C!H-COSY-Messung

3.4.2 NMR-Untersuchungen via C,H-long-range-couplings
(COLOC und HMBC-Messungen)

C H C  Apbildung29:

| Jk}| In COLOC Messungen detek-
¢ ¢ ¢ tierte C,H-Kopplungen

Zur Strukturaufkldarung organischer Molekiile ist es oftmals unverzichtbar, weiterrei-
chende Kopplungen zwischen Proton und Kohlenstoffkern zu erkennen. Mit der zweidi-
mensionalen heteronuklearen Verschiebungskorrelation mittels kleiner Kopplungen

(H,C-COLOC = Correlation spectroscopy via long range Couplings) gelingt dies.

Mit Hilfe dieser Meftechnik, die die 2D-Variante des INEPT-Experimentes darstellt,
gelingt es, 2J -y und 3J -;;-Kreuzsignale zu detektieren [167]. Diese Methode ist vor allem

geeignet, um die Nachbarschaft quartérer Kohlenstoffatome zu detektieren.

Auch im Falle der COLOC-Messungen arbeitet man hidufig mit der inversen
Aufnahmetechnik [168, 169], in dem man die Kohdrenz des Protons detektiert und so die



Allgemeiner Teil 35

Empfindlichkeit erhoht. Das HMBC-Experiment (heteronuclear multi-bond correlation)
ist sehr empfindlich und die Identitdt der Fernkopplungen ergibt sich direkt aus der
Zuordnung der 2D-Kreuzsignale. Wihrend des langen Zeitraums ¢; entwickeln sich die
kleinen heteronuclearen Weitbereichskopplungen und ermdéglichen so einen Kohérenz-
transfer auf 13C [170]. Das Schema einer Pulsfolge gibt Abbildung 30 [171].
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Abbildung 30:
Pulsfolge einer HMBC-Messung

Die Ausschaltung der direkten C,H-Kopplung erméglicht eine wesentlich leichtere
Auswertung des Spektrums, da man selektiv nur die 2Jy; und 3J--Kopplungen als
Kreuzsignale beobachtet; das gelingt tiber die Verwendung entsprechender Low-Pass J
Filter [172].

3.4.3 NMR-Untersuchungen unter Ausnutzung des
Kern-Overhauser-Effekts (NOE)

Mit dem Begriff Overhauser Effekt werden heute verschiedene Phdnomene in
Verbindung gebracht, bei denen es sich immer um Intensitdtsinderungen von
Resonanzlinien im Zusammenhang mit Doppelresonanz-Experimenten handelt. Beim
urspriinglichen Overhauser-Effekt beobachtet man eine Intensitdtszunahme des
Kernresonanzsignals, wenn man die Elektronenresonanz mit einem Hochfrequenzfeld
sittigt. Ubertragen auf ein Zweikernsystem (z.B. A und X) bedeutet das, wenn eine
Probe mit der Resonanzfrequenz des Kerns A bestrahlt wird, man eine
Intensitdtszunahme der Resonanzlinien des Kerns X beobachtet. Eine Anwendung des

Kern-Overhauser-Effekts, den man in diesem Fall NOE (nuclear Overhauser enhance-
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ment) nennt, ist der durch die Dipol-Dipol-Wechselwirkung erreichte Intensitétsgewinn
in der breitbandentkoppelten 13C-Spektroskopie, da der mit einem magnetischen
Moment ausgestattete Kern empfindlicher gemacht wird.

Der NOE ist aber nicht auf eine skalare Kopplung zwischen den Kernen angewiesen, er
ist proportional zum Abstand der Kerne. Diese Tatsache ist die Grundlage dafiir, dal3
man die Messung des NOE dazu benutzen kann, eine rdumliche Aussage iiber die unter-
suchte Struktur zu machen, denn die Verstdarkung der Signalintensitdt des Kerns wird
umso grofBer, je riumlich ndher der Kern ist, mit dessen Resonanzfrequenz das System
bestrahlt wird. NOE-Messungen konnen ein- oder zweidimensional aufgenommen wer-
den. Im eindimensionalen Fall werden je nach zu l6sendem Problem selektive
Frequenzen eingestrahlt. Im zweidimensionalen Fall (NOESY-Messung) werden insge-
samt alle Resonanzfrequenzen in das zu messende System eingestrahlt. Als Kreuzsignale
beobachtet man diejenigen Peaks, die durch die Einstrahlung einer Resonanzfrequenz
eine Intensitdtszunahme erfahren haben. Ein Beispiel einer Pulssequenz der Aufnahme
eines NOESY-Spektrums gibt Abbildung 31 [173].
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Abbildung 31: Pulsfolge einer NOESY-Messung

3.4.4 Uberblick iiber die NMR-Methoden und ihre Anwendung

Einen Uberblick iiber die im Rahmen dieser Arbeit wichtigen zur Verfiigung stehenden
NMR-spektroskopischen MeBBmethoden und ihre Anwendung bietet Tabelle 2.
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Tabelle 2 Uberblick iiber die Informationen, die die einzelnen NMR-Experimente
liefern
Experiment Unter- | Information und Anwendung
suchte
Kerne
Eindimensionale Verfahren
INEPT 13C CH- und CH;-Gruppen geben Singuletts mit
(refokussiertes INEPT) positiver Amplitude, CH,-Gruppen Singuletts mit

mit Breitbandentkopplung

DEPT

negativer Amplitude

Zahl der direkt an C gebundenen H-Atome: CH,
CH,, CHj5; keine Probleme bei eng zusammen-
liegenden Signalen

Zweidimensionale Verfahre

H,H-korrelierte
NMR-Spektroskopie

H,C-korrelierte NMR-
Spektroskopie (HC-COSY)
Analog dazu inverses
Verfahren: HMQC

C,H-korrelierte NMR-
Spektroskopie tiber kleine
Kopplungen (COLOC)
Analog dazu inverses
Verfahren: HMBC

Austausch-Spektroskopie;
NOESY

13C, 'H

13C,'H

Zuordnung in komplizierten Spektren
(2J, manchmal 3J; siehe unten)

Zuordnung der Protonensignale zu den
entsprechenden Kohlenstoffatom-Signalen der
eindimensionalen Spektren 1)

Zuordnung liber Korrelationen von Kernen iiber
mehrere Bindungen hinweg (2J;; und 3Jp);
Zuordnung quartirer Kohlenstoffe

Qualitativer Nachweis des Austauschs; Nachweis
der rdumlichen Nachbarschaft von Kernen
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4 Spezieller Teil

4.1 Vergleichende Ubersicht iiber die vier Chemotypen des

Lebermooses Conocephalum conicum

Die gaschromatographische und massenspektroskopische Untersuchung der dtherischen
Ole von Pflanzenproben des Lebermooses Conocephalum conicum, die an verschiede-
nen Standorten zu unterschiedlichen Zeiten gesammelt worden waren, ergab bzgl. der
sesquiterpenoiden Inhaltsstoffe deutliche Unterschiede. Die Inhaltsstoffe unterschieden
sich - unabhingig von zeitlichen, lebenszyklischen oder geographischen Effekten - zum
Teil gravierend in Art, Anzahl und Menge. Die Untersuchung von ca. 30 Wasserdampf-
destillaten von Conocephalum conicum-Proben unterschiedlicher Standorte lief eine
Zuordnung zu vier Chemotypen sinnvoll erscheinen, die im folgenden anhand ihrer
Gaschromatogramme dargestellt werden (Abbildung 32 - 35). Im weiteren Verlauf dieses

Abschnitts der Arbeit werden die Inhaltsstoffe der Chemotypen im einzelnen vorgestellt.

Es wurden Moosproben aus Baden-Wiirttemberg, Bayern, Sachsen und Norddeutschland
untersucht, weiterhin Proben aus Osterreich (Vorarlberg), Wales, den USA, Norditalien,
Ostfrankreich und dem asiatischen Raum und eine Probe aus der Ukraine. Chemotyp I
wurde am hdufigsten beobachtet, Typ II ist bislang lediglich in Norddeutschland an drei
Standorten gefunden worden. Chemotyp III ist an zwei Standorten in Stiddeutschland
und in Wales gefunden worden und Typ IV schlieBlich ist bis zum Zeitpunkt der

Fertigstellung dieser Arbeit nur einmal in Osterreich (Vorarlberg) gesammelt worden.

Es wurden auerdem Mischtypen gefunden, die Inhaltsstoffe von Typ I/Typ III oder Typ
[I/Typ III enthielten. Die hier vorgestellten Vertreter der einzelnen Typen entsprechen
jedoch dem Bild, das sich in der Mehrzahl bot.
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Abbildung 32: Gaschromatogramm des Wasserdampfdestillats von Conocephalum conicum
Typ I; CP Sil 5; 50°C, 3°C/min, 200°C

==

| N :

I I I I I
30 40

0 10 20 ,
min

Abbildung 33: Gaschromatogramm des Wasserdampfdestillats von Conocephalum conicum
Typ II; CP Sil 5; 50°C, 3°C/min, 200°C
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Abbildung 34: Gaschromatogramm des Wasserdampfdestillats von Conocephalum conicum
Typ III; CP Sil 5; 50°C, 3°C/min, 200°C
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Abbildung 35: Gaschromatogramm des Wasserdampfdestillats von Conocephalum conicum
Typ IV; CP Sil 5; 50°C, 3°C/min, 200°C
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4.2 Sesquiterpenoide Inhaltsstoffe des Lebermooses

Conocephalum conicum Typ 1

4.2.1 Isolierung und Charakterisierung von
(+)-Isobazzanenaldehyd (27) und Charakterisierung von
(+)-Isobazzanen (28)

Der iiberwiegende Anteil der sesquiterpenoiden Inhaltsstoffe von Conocephalum
conicum Typ 1 sind literaturbekannte Cadinane, Germacrane, Cubebane und Elemane
[174-176]. In dem Gaschromatogramm des Wasserdampfdestillats einer bei Mutlangen
gesammelten Conocephalum conicum-Probe fiel nach langer Retentionszeit ein Signal
auf, dessen Massenspektrum ein Molekiilionsignal m/z = 218 (C;5H,,0) aufwies. Man
beobachtet im Massenspektrum keine [M*-18]-Fragmentierung, wie sie fiir Alkohole
typisch wire. Mittels priaparativer Gaschromatographie wurde (+)-Isobazzanenaldehyd
(27) isoliert

14
G
10
12
13
(+)-27
| |
6.8 5.3
ppm
A | . .II._,_,I LJ\I
I I I I I I I I I I
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm
Abbildung 36:

IH-NMR-Spektrum von Isobazzanenaldehyd (27)
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Nach einer ersten Durchsicht der TH-NMR-Spektren erkennt man ein Singulett bei 9.43
ppm, das einem Aldehydproton entspricht. Bei 6.78 ppm erkennt man ein schwach aus-
gepragtes Triplett, das zu dem olefinischen Proton an C-8 gehort und im 2D-Spektrum
Kopplungen zu den weit aufgespaltenen Signalen der Methylenprotonen an C-7 auf-
weist, die im Bereich von 2.58 - 2.69 ppm und von 2.20 - 2.30 ppm jeweils als
Multiplettsignale erscheinen. Die beiden anderen Methylengruppen des Cyclohexen-
systems an C-10 (erscheinen als Multiplett im Bereich von 2.15 bis 2.25 ppm) und an C-
11 (erscheinen weit aufgespalten jeweils als Multipletts bei 1.88 ppm und im Bereich
von 1.58 - 1.63 ppm) koppeln miteinander. Das Signal des zweiten olefinischen Protons
H-4 erscheint ebenfalls als Triplett bei 5.37 ppm und koppelt mit dem Multiplettsignal
der Methylengruppe an C-3, das im Bereich von 2.09 - 2.17 ppm erscheint. Die letztge-
nannten Protonen koppeln weiterhin mit dem Multiplettsignal der Methylengruppe C-2,
welches im Bereich von 1.65 - 1.72 ppm erscheint. Abbildung 37 bietet einen Uberblick
iiber die beobachteten 'H!H-COSY-Kopplungen.

Abbildung 37:
(+)-27  Beobachtete Kopplungen des 'H'H-COS Y-
Spektrums von 27

Im 'H-NMR-Spektrum erkennt man bei hohem Feld weiterhin 3 Singuletts, von denen
die beiden Signale bei 1.16 und bei 1.23 ppm zu den Methylgruppen 12 und 13 gehéren
und im HMBC jeweils mit dem Signal des quartdren Kohlenstoffatoms C-1, welches bei
47.05 ppm erscheint, koppeln. Das Signal der Methylgruppe 14 erscheint bei 1.15 ppm.
Eine Ubersicht iiber die long-range-Kopplungen des HMBC bietet Abbildung 38.
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(+)-27 Abbildung 38:
Beobachtete Kopplungen des HMBC-Spektrums
von 27 und die HMBC-Kopplungen des C-5 von 27

In dieser Probe von Conocephalum conicum tritt auch der entsprechende Sesquiterpen-
kohlenwasserstoff (+)-Isobazzanen (28) auf, dessen absolute Konfiguration untersucht
wurde. Die Koinjektion von 28 mit einer aus dem Lebermoos Mylia taylorii isolierten
Probe von (+)-Isobazzanen (28) [177, 178] an chiralen Siulen ergab, dal} es sich um
Verbindungen gleicher absoluter Konfiguration handelt. Vermutlich hat
(+)-Isobazzanenaldehyd (27) die entsprechende absolute Konfiguration.

Abbildung 39:

(+)-Isobazzanenaldehyd (27)
(+)-27 (+)-28 und (+)-Isobazzanen (28)

4.2.2 Isolierung und Charakterisierung von
(-)-Germacra-1(10)E,5SE-dien-4-a0-0l (29)

Ein in den Wasserdampfdestillaten von Conocephalum conicum Typ 1 enthaltener
Alkohol mit einer Masse von 222 ist (-)-Germacra-1(10)E,5E-dien-4-a-ol (29).
Verschiedene Diastereomere von Germacra-1(10)E,SE-dien-4-ol sind aus Peucedamum
palustre [179], Pseudobrickellia brasiliensis [180], Senecio und Juniperus-Arten [181]
aber auch aus Lemnalia africana [182] - einer Weichkoralle - isoliert worden. Aus
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Conocephalum conicum Typ 1 wurde “gewdhnliches” (-)-Germacra-1(10)E,5E-dien-4-
a-ol (29) (Hydroxylgruppe und Isopropylfunktion sind trans-stdndig) mittels préparati-
ver Gaschromatographie isoliert und als verunreinigte Komponente (Reinheit ca. 60 %)
erhalten. 29 ist thermisch und gegeniiber Sduren nicht stabil. Es wurde ein zwar verun-

reinigtes aber auswertbares lH-NMR-Spektrum in deuteriertem Benzol erhalten, und die

29

31

30

31
H
31
30{
1 Abbildung 40:

Gaschromatogramm des isolierten verunrei-
nigten Germacra-1(10)E,5E-dien-4-a-ol (29)

A (oben) und des Ergebnis der sauer katalysier-
M ten Umlagerung von 29 (unten); CP Sil 5;
50°C, 3°C/min, 200°C

30 35 min
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Charakterisierung erfolgte aufgrund guter Ubereinstimmung mit den Literaturdaten
[183]. Der Drehwert konnte aufgrund der unzureichenden Reinheit der Substanz nicht
bestimmt werden. Die Zuordnung der absoluten Konfiguration erfolgte durch
Umlagerung einer kleinen Probe an 29 in saurem lonenaustauscher. Nach massenspek-
trometrischer Untersuchung entstanden als Hauptprodukte der Umlagerung y-Cadinen
(30) und d-Cadinen (31). In Abbildung 40 erkennt man einen deutlichen Anstieg der
Signale fiir 30 und 31 bei vollstindigem Verschwinden des Signals fiir
Germacra-1(10)E,5SE-dien-4-a-ol (29).

Bei dem aus der Umlagerung von 29 entstandenen &-Cadinen (31) handelte es sich um
gewohnliches (+)-31, wie durch Untersuchung an den Sdulen Heptakis(2,6-di-O-methyl-
3-O-pentyl)-B-cyclodextrin und Heptakis(6-O-t.butyldimethylsilyl-2,3-di-O-methyl)-[3-
cyclodextrin festgestellt wurde. Das isolierte Germacra-1(10)E,5E-dien-4-a-ol (29) muf3

demzufolge ebenfalls in der “gewdhnlichen” Konfiguration als (-)-29 vorliegen.

4.2.3 Isolierung und Charakterisierung von (+)-epi-Cubenol (32)

Eine oxygenierte sesquiterpenoide Verbindung, die in gréBeren Mengen in allen unter-
suchten Chargen von Conocephalum conicum Typ 1 enthalten ist, ist (+)-epi-Cubenol
(32). Diese Verbindung wurde mittels préparativer Gaschromatographie aus dem &theri-
schen Ol isoliert und wies im Massenspektrum ein Molekiilionsignal von m/z = 222 aus.
Die fiir Alkohole typische [M*-18]-Abspaltung ergibt ein Signal von m/z = 204.

H

/\
Abbildung 41:
(+)'32 (+)-epi-Cubenol (32)

(+)-epi-Cubenol (32) wurde aus dem Lebermoos Scapania undulata [184] bereits iso-
liert. Die Identifizierung von 32 erfolgte durch Vergleich der spektroskopischen Daten.
Die Zuordnung der absoluten Konfiguration erfolgte durch Drehwertmessung und

Vergleich mit der Literatur.
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4.2.4 Uberblick iiber die isolierten und identifizierten Inhaltsstoffe

aus Conocephalum conicum Typ 1

Abbildungen 42 und 43 bieten einen Uberblick iiber die identifizierten Inhaltsstoffe von
Conocephalum conicum Typ 1 (ausgewdhlt ist hier ein Chromatogramm des Wasser-
dampfdestillats einer in Mutlangen gesammelten Charge). Die einzelnen Substanzen
sind teilweise isoliert [174], teils aufgrund der Identitit der Massenspektren zugeordnet
worden. Die absolute Konfiguration der Verbindungen wurde durch Drehwert-
messungen, Umlagerungsreaktionen zu Verbindungen bekannter absoluter
Konfiguration, Untersuchungen an Sdulen mit chiralen Phasen und Koinjektionen mit
vorhandenen Standards bestimmt. In den Fillen, in denen keine Aussage iiber die abso-
lute Konfiguration der Verbindung gemacht werden kann, sind die entsprechenden

Strukturen ohne Vorzeichen genannt.

Identifiziert wurden (+)-a-Cubeben (33), (+)-a-Copaen (34), (-)-B-Cubeben (35),
(+)-B-Elemen (36), Aristolen (37), 11-Bourbonen (38), (+)-B-Copaen (39),
(+)-Isobazzanen (28) (nicht in allen Chargen), Calaren (40), (+)-Cadina-3,5-dien (41),
(-)-Cadina-1(6),4-dien (42), a-Muurolen (43), Germacren D (22), (+)-y-Muurolen (44),
(+)-Bicyclosesquiphellandren (45), Bicyclogermacren (46), Germacren A (3),
y-Cadinen (30), (+)-Cubebol (47), (-)-0-Cadinen (31), (+)-Zonaren (48),
(+)-Cadina-1,4-dien (49), a-Cadinen (50), (-)-Germacra-1(10)E,5E-dien-4-a-ol (29),
(+)-epi-Cubenol (32), T-Cadinol (51), T-Muurolol (52), a-Cadinol (53), Grimaldon (19)
(nicht in allen Chargen), (+)-Isobazzanenaldehyd (27) (nicht in allen Chargen)
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Abbildung 42:
Sesquiterpenoide Inhaltsstoffe von Conocephalum conicum Typ 1
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Abbildung 43:

Ausschnitt aus dem Gaschromatogramm des Wasserdampfdestillats von Conocephalum
conicum Typ 1 (Mutlangen) mit Zuordnung der bekannten sesquiterpenoiden Substanzen;
CP Sil 5, 50°C, 3°C/min, 200°C

4.3 Inhaltsstoffe des Lebermooses Conocephalum conicum Typ 11

4.3.1 Isolierung und Charakterisierung von
(+)-Aristola-1(10),8-dien (54)

Der Hauptpeak der Sesquiterpenfraktion des Wasserdampfdestillats und des SFE-
Extrakts (siehe Abbildung 52) von Conocephalum conicum Typ Il zeigt im Massen-
spektrum ein Molekiilionsignal m/z = 202. (+)-Aristola-1(10),8-dien (54) konnte mittels
praparativer Gaschromatographie mit einer ca. 5 %igen Verunreinigung von (-)-Calaren
(40) isoliert werden. Die Identifizierung erfolgte auf Grundlage der ein- und zweidimen-
sionalen Protonen-NMR-Spektren und Vergleich mit Literaturdaten [185].
Aristola-1(10),8-dien (54) wurde auch als Inhaltsstoff des Lebermooses
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Reboulia hemisphaerica [186] und der Fruchtkorper von Russula lepida [187] beschrie-
ben. Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration wurde eine Probe von 54 hydriert und
die hydrierten Produkte mit denen von (+)-Aristolen (37) verglichen; es wurden identi-
sche Produkte erhalten. Eine Koinjektion der gesittigten, diastereomeren Aristolane
bzw. Nardosinane an Sdulen mit chiraler Phase und der Erhalt identischer Signale ergibt
den Beweis der absoluten Konfiguration (sieche Abbildung 44).

P C
r‘l‘._
B
.
A
(+)-37
. L\__AL Abbildung 44:

I i i Gaschromatogramm des hydrierten (+)-Aristolen (37) (A),
0 10 ) 20 des hydrierten (+)-Aristola-1(10),8-dien (54) (37) (B) und
min der Koinjektion (C); Heptakis(2,6-di-O-methyl-3-O-pen-
tyl)-B-cyclodextrin; 115°C
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In der Pflanze Nardostachys jatamansii konnte durch zweidimensionale Gaschromato-
graphie des Wasserdampfdestillats mit einer isolierten Probe von (+)-54
(-)-Aristola-1(10),8-dien (54) nachgewiesen werden.

Abbildung 45:
(+)- und (-)-54

4.3.2 Isolierung und Charakterisierung von
(+)-Nardosina-7,9,11-trien (55)

In dem Wasserdampfdestillat und SFE-Extrakt von Conocephalum conicum Typ Il beob-
achtet man noch eine zweite Verbindung mit der Masse von 202.
(+)-Nardosina-7,9,11-trien (55) konnte mittels praparativer Gaschromatographie aus
dem Wasserdampfdestillat isoliert werden. Das TH-NMR-Spektrum dieser Verbindung
ist gut auswertbar (sieche Abbildung 46).

o L UuLLi
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Abbildung 46:
ITH-NMR-Spektrum von Nardosina-7,9,11-trien (55)
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Bi t'efs-em deld - bei 5.84 ppm - erkennt man ein doppeltes Dublett, das zu H-8 gehort
und mit den beiden anderen olefinischen Protonen H-9, welches als breites Dublett bei
5.47 ppm und H-7, das als doppeltes Dublett bei 5.43 ppm erscheint, koppelt. Das letzt-
genannte Signal weist eine weitere Kopplung zu einem Dublett bei 2.83 ppm auf, wel-
ches zu H-6 gehort. Bei 4.78 ppm und 4.62 ppm erkennt man die jeweils breiten
Singuletts einer exocyclischen Doppelbindung der Methylenprotonen an C-12 gehoren,
die mit der olefinischen Methylgruppe 13, die bei 1.71 ppm als breites Singulett
erscheint, koppeln. Eine allylische Kopplung erkennt man vom Signal des H-9 zu einem
Multiplett bei 2.24 ppm, welches zu den Methylenprotonen an C-1 gehort. Die
Identifizierung erfolgte durch Auswertung der ein- und zweidimensionalen Protonen-
NMR-Spektren, HMQC- und HMBC-Spektren. Nardosina-7,9,11-trien (55) wurde auch
als Inhaltsstoft von Russula lepida identifiziert [187].

Zum Nachweis der absoluten Konfiguration wurde eine Probe von (-)-Aristolen (37)
unter der Wirkung von schwach saurem lonenaustauscher einen Tag umgelagert. Es ent-
standen in geringen Mengen (-)-Nardosina,7,9,11-trien (55) und
(-)-Aristola-1(10),8-dien (54). Mittels zweidimensionaler Gaschromatographie wurde
diese Mischung mit einer Probe des isolierten (+)-55 verglichen; es handelt sich also um
enantiomere Verbindungen (sieche Abbildung 47).
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37 Umlagerungsreaktion von (-)-Aristolen (37)
] achirale Saule

54
/55 )

()

46 50 min

Abbildung 47:

Zweidimensionale Gaschromatographie von (+)- und (-)-55. Untersucht wurde die aus
Conocephalum conicum Typ Il isolierte Probe des (+)-Nardosina-7,9,11-trien (55) (A),
(-)-Nardosina-7,9,11-trien (55) aus der Umlagerungsreaktion von (-)-37 (B) und die Koinjektion
(C) an Heptakis(2,6-di-O-methyl-3-O-pentyl)-p-cyclodextrin (120°C); achirale Sdule: CpSil5
(50°C, 3°C/min, 230°C)
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4.3.3 Isolierung und Charakterisierung von
(+)-Nardosina-7,9-dien-11-0l (56)

Im Gaschromatogramm des Wasserdampfdestillats und des SFE-Extraktes ist nach ldn-
gerer Retentionszeit eine Substanz zu erkennen, deren Molekiilionsignal im EI-
Massenspektrum nicht erkennbar ist. Im Massenspektrum unter den Bedingungen der
chemischen lonisation beobachtet man ein Molekiilionsignal m/z = 220, was auf eine
Verbindung vom Typ C;5H,40 hinweist. Abspaltung von H,O fiihrt zu m/z = 202 (dieses
Signal erkennt man als vermeintliches Molekiilionsignal im EI-Massenspektrum). Das
Massenspektrum bietet noch einen weiteren Hinweis auf die Identitit des Molekiils: Ein

intensives Signal bei m/z = 59 reprisentiert das Hydroxy-Isopropyl-Fragment.

Mittels préparativer Gaschromatographie konnte (+)-Nardosina-7,9-dien-11-ol (56) iso-
liert werden. Die Identifizierung dieser Substanz erfolgte durch Auswertung der ein- und
zweidimensionalen Protonen-NMR-Spektren, des Kohlenstoff-NMR- und eines HMQC-
Spektrums. Das Protonen-NMR-Spektrum hat groBe Ahnlichkeit mit dem Spektrum von
Nardosina-7,9,11-trien (55), was die Vermutung nahelegt, da3 es sich bei Substanz 56
um den geriistanalogen Alkohol handelt.

(+)-56

Abbildung 48:
'TH-NMR-Spektrum von Nardosina-7,9-dien-11-ol (56)
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Im 'H-NMR-Spektrum erkennt man drei Signale, die zu den olefinischen Protonen
gehoren. Bei tiefstem Feld erscheint ein doppeltes Dublett bei 5.83 ppm, welches das im
Zentrum des konjugierten Systems stehende Proton H-8 reprédsentiert und Kopplungen
zu den beiden anderen olefinischen Protonen aufweist. Diese erscheinen als doppeltes
Dublett bei 5.60 ppm (H-7) und als Multiplett bei 5.48 ppm (H-9). Das letztgenannte
Signal zeigt wiederum eine Allylkopplung zu dem Signal der Methylenprotonen an C-1,
die als Multiplett im Bereich von 2.25 - 2.39 ppm absorbieren. Das Signal des H-7 kop-
pelt zu einem Dublett, welches bei 2.19 ppm erscheint und zu H-6 gehort. Weiterhin
sichtbar sind die - im Vergleich zum 'H-NMR-Spektrum von 55 - deutlich zu tiefem Feld
hin verschobenen Singulettsignale der beiden Methylgruppen 12 und 13, die bei 1.27
ppm und 1.26 ppm auftreten. Die beiden anderen Methylgruppensignale erscheinen bei
hoherem Feld (0.97 ppm, Singulett von CH3-14 und 0.96 ppm, Dublett von CH;-15).
Auftillig ist das Auftreten des Signals von H-4 bei relativ tiefem Feld bei 2.55 ppm, wel-
ches eine Kopplung zum Dublett der Methylgruppe 15 aufweist. Die Tieffeld-
verschiebung ist durch die Wechselwirkung der raumlich nah stehenden Hydroxylgruppe
erklérbar.

Die Bestimmung der absoluten Konfiguration des Molekiils erfolgte durch
Dehydratisierung von (+)-Nardosina-7,9-dien-11-o0l (56) zu (+)-Nardosina-7,9,11-trien
(55) und (+)-Aristola-1(10),8-dien (54) und anschlieBender Koinjektion an GC-S4ulen
mit chiralen Phasen.

SOCIh
T
-H2O
OH
(+)-56 (+)-55 (+)-54

Abbildung 49:
Dehydratisierung von (+)-Nardosina-7,9-dien-11-ol (56)

56 wurde ebenfalls aus Pallavicinia lyellii isoliert und als Inhaltsstoff von Reboulia

hemisphaerica [186] und Russula lepida [187] beschrieben.
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4.3.4 Ubersicht iiber die isolierten und charakterisierten

Inhaltsstoffe des Lebermooses Conocephalum conicum Typ 11

Abbildungen 50 und 51 bieten einen Uberblick iiber die isolierten und charakterisierten
Inhaltsstoffe von Conocephalum conicum Typ 11. 3,4-Dimethoxystyrol (57) wurde in der
Diplomarbeit von Melching S. aus Conocephalum conicum isoliert [174] und durch
Vergleich des NMR-Spektrums mit Literaturdaten identifiziert [188]. 57 ist auch als

Komponente einer unbekannten Asterella- oder Mannia-Spezies isoliert worden [189].

Identifiziert wurden 3,4-Dimethoxystyrol (57), (+)-Aristolen (37),
(+)-Aristola-1(10),8-dien (54), (-)-Calaren (38), (+)-Nardosina-7,9,11-trien (55),
(+)-Nardosina-7,9-dien-11-ol (56)

MeO

MeO

57 (+)-37

OH
(-)-40 (+)-55 (+)-56

Abbildung 50:
Sesquiterpenoide Inhaltsstoffe und 3,4-Dimethoxystyrol (57) von Conocephalum conicum
Typ II
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Abbildung 51:
Ausschnitt aus dem Gaschromatogramm des Wasserdampfdestillats von Conocephalum
conicum Typ I (Bille) mit Zuordnung der bekannten sesquiterpenoiden Substanzen und
3,4-Dimethoxystyrol (57); CP Sil 5; 50°C, 3°C/min, 200°C

4.3.5 Vergleich von Wasserdampfdestillat und SFE-Extrakt des
Lebermooses Conocephalum conicum “Hamburg/Aumiihle
(Billeufer)”

Solange die Biosynthese der Sesquiterpene nicht vollstandig geklért ist, stellt sich immer
wieder die Frage, ob Sesquiterpenkohlenwasserstoffe Artefakte sind, die wihrend der
Wasserdampfdestillation durch Dehydratisierung aus den entsprechenden sesquiterpe-
noiden Alkoholen entstehen, oder ob sie biogenetische Vorldufer der entsprechend oxy-
genierten Verbindungen der Pflanze sind. Der Vergleich des SFE-Rohextraktes, der eine
sehr schonende Gewinnung der Pflanzeninhaltsstoffe darstellt, mit dem Wasserdampf-
destillat der gleichen Moosprobe zeigt, dal3 sich alle identifizierten Komponenten des
Wasserdampfdestillats im SFE-Extrakt wiederfinden (siehe Abbildung 52).
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Abbildung 52:
Gaschromatogramm des Wasserdampfdestillats von Conocephalum conicum Bille (oben) und

des SFE-Extraktes der gleichen Charge (unten); CP Sil 5; 50°C, 3°C/min, 200°C
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4.4 Inhaltsstoffe des Lebermooses Conocephalum conicum Typ 111

4.4.1 Isolierung und Charakterisierung von Conocephalenol (25)

Die Isolierung und Charakterisierung von Conocephalenol (25) aus Conocephalum coni-
cum gelang erstmals 1990 Connolly et al. [190]. 1991 wurde 25 von Tori et al. [85, 86]
synthetisiert (sieche Kapitel 3.2.1).

Die absolute Konfiguration des aus deutschem Conocephalum conicum in unserer
Arbeitsgruppe isolierten Conocephalenol (25) konnte nicht zweifelsfrei bestimmt wer-
den, weshalb die im folgenden gezeigten Abbildungen von Conocephalenol (25) und der
entsprechenden Brasilane (Kapitel 4.4.2 - 4.4.5) keine Angabe der Drehrichtung enthal-
ten; die gezeigte Stereochemie macht demzufolge nur eine Aussage tiber die relative
Konfiguration. Sie entspricht der entgegengesetzten Konfiguration der aus Aplysia brasi-
liana identifizierten Brasilanalkohole [83, 84].

Conocephalenol (25) ist eine sdurelabile und thermisch unbestédndige Verbindung. Der
im Wasserdampfdestillat des Lebermooses Conocephalum conicum Typ 111 zu den
Hauptkomponenten gehorende Peak lagert sich unter Einwirkung von Kieselgel nahezu
vollstindig zu den entsprechenden Kohlenwasserstoffen mit Brasilangrundgertist
(Kapitel 4.4.2 - 4.4.5) um. Auch unter den Bedingungen der priaparativen Gaschromato-
graphie wurde Conocephalenol (25) teilweise dehydratisiert. Trotzdem konnte diese
Verbindung mittels préparativer Gaschromatographie isoliert werden. Im Massen-
spektrum erscheint ein Molekiilionsignal bei m/z = 222 (entspricht einer Verbindung der
Summenformel C;s;H,4,0) und ein Signal bei m/z = 204. Beobachtet wird ebenso ein

Signal bei m/z = 59, das auf ein Hydroxy-Isopropyl-Strukturfragment hinweist.

HO

Abbildung 53:
25 Conocephalenol
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Das 'H-NMR-Spektrum von 25 in deuteriertem Benzol entspricht den in der Literatur
verdffentlichten Daten [85].

4.4.2 Isolierung und Charakterisierung von Brasila-5,10-dien (58)

Brasila-5,10-dien (58) ist im Wasserdampfdestillat und Dichlormethanextrakt von
Conocephalum conicum Typ Il in geringen Mengen vorhanden. Wihrend des Versuchs
der Isolierung mittels praparativer Gaschromatographie wurde der Peak proportional der
Abnahme des Peaks, der Conocephalenol (25) repréasentiert, groBer. Es gelang demzufol-
ge, 58 in relativ groBen Mengen zu isolieren und eine Strukturaufkldrung vorzunehmen.

58 weist im Massenspektrum ein Molekiilionsignal bei m/z = 204 auf.

| | | | | |
5 4 3 2 1 0 ppm

Abbildung 54:
ITH-NMR-Spektrum von Brasila-5,10-dien (58)

Im 'H-NMR-Spektrum erkennt man bei 4.88 ppm und bei 5.02 ppm die typischen
Signale einer exocyclischen Doppelbindung, die mit einem Singulett bei 1.82 ppm kop-
peln und somit die Existenz einer Isopropenylgruppe anzeigen. Entsprechend sieht man
im 13C-NMR-Spektrum bei 112,6 ppm das Signal eines sekundidren Kohlenstoffatoms,
das der olefinischen Methylengruppe zugeordnet werden kann. Deutlich sind ebenfalls
drei Singuletts, bei 129.6 ppm, 137.9 ppm und 146.4 ppm, die zu den drei quartéren ole-
finischen Kohlenstoffatomen C-5, C-6 und C-10 gehéren. Im 'H-NMR-Spektrum sieht
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man drei weitere Methylgruppen; zwei davon - bei 0.94 ppm und 0.99 ppm jeweils als
Singuletts - miissen geminal zueinander stehen, da sie im 2D-Spektrum miteinander kop-
peln. Weiterhin taucht bei 1.00 ppm das Dublett der Methylgruppe 15 auf, die mit dem
Methinproton H-9 - im Bereich von 1.15 - 1.3 ppm - koppelt. Interessant ist das
Auftreten eines hochfeldverschobenen Signals des Methylenprotons an Position 20 bei
0.86 ppm, das mit dem entsprechenden Proton 23 bei 1.56 ppm koppelt. Die
Identifizierung erfolgte durch Auswertung der ein- und zweidimensionalen 'H-NMR-,
I3C-NMR-, HMQC- und HMBC-Spektren [191].

Zur weiteren Identifizierung wurde Conocephalenol (25) mit Phosphorylchlorid dehy-
dratisiert und die entsprechenden Dehydratisierungsprodukte analysiert (siehe
Abbildung 55). Als Hauptkomponente wurde erwartungsgemal3 Brasila-5,10-dien (58)
beobachtet. Eine Koinjektion des Wasserdampfdestillats mit den bei der Dehydrati-
sierung von 25 entstandenen Substanzen an enantioselektiven Sdulen ergab die analoge

Konfiguration wie die von Conocephalenol (25).

POCI3
—_—
58 -H0
60
+
59
25
I I g
25 30 min
Abbildung 55:

Ausschnitt aus dem Gaschromatogramm der Dehydratisierungsreaktion von Conocephalenol
(25); CP Sil 5, 50°C, 3°C/min, 200°C
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4.4.3 Isolierung und Charakterisierung von
Brasila-5(10),6-dien (59)

Eine im Wasserdampfdestillat und SFE-Extrakt von Conocephalum conicum Typ 1II in
geringen Mengen vorkommende Verbindung mit der Masse 204, findet man ebenfalls in
der Reihe der Dehydratisierungsprodukte von Conocephalenol (25) wieder (siehe
Abbildung 55). Mittels préaparativer Gaschromatographie konnte Brasila-5(10),6-dien

(59) aus dem Wasserdampftdestillat von Conocephalum conicum Typ IlI isoliert werden.

Abbildung 56:
'TH-NMR-Spektrum von Brasila-5(10),6-dien (59)

Im 'TH-NMR-Spektrum erkennt man zunichst das Auftreten von 5 Signalen, die jeweils
einer Methylgruppe zugeordnet werden kdnnen. Die zwei Signale bei hohem Feld -
Singuletts bei 0.91 ppm und 0.97 ppm - koppeln wiederum im 2D-Spektrum miteinander
und représentieren demzufolge die beiden geminalen Methylgruppen 13 und 14. Die
zwei Signale bei tieferem Feld - Singulettsignale bei 1.69 ppm und 1.90 ppm - koppeln
ebenfalls miteinander und sind den Methylgruppen 11 und 12 zuzuordnen. Das Dublett
bei 1.08 ppm zeigt eine Kopplung zu dem Methinproton H-9, das wiederum zu der weit
aufgespaltenen C-8-Methylengruppe bei 2.10 ppm und 2.53 ppm koppelt. Von diesen
Signalen ausgehend erkennt man auch die Kopplungen zu dem einzigen olefinischen

Proton, das als breites Singulett bei 5.46 ppm erscheint. Das oben erwihnte ungewhn-
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lich hochfeldverschobene Signal der C-2-Methylengruppe taucht in diesem Spektrum
ebenfalls auf. Bei 1.03 ppm und 2.29 ppm erscheinen die Signale der entsprechenden
CH,-Gruppe jeweils als Multipletts. Die Strukturzuordnung erfolgte durch Auswertung
der ein- und zweidimensionalen Protonen-NMR-Spektren und der Dehydratisierung von
Conocephalenol (25).

4.4.4 Isolierung und Charakterisierung von
Brasila-1(6),5(10)-dien (60)

Eine weitere im Wasserdampfdestillat und Dichlormethanextrakt des Lebermooses
Conocephalum conicum Typ III vorhandene Verbindung vom Brasilantyp ist Brasila-
1(6),5(10)-dien (60). Dieses Sesquiterpen ist in isoliertem Zustand extrem instabil. Eine
durch préparative Gaschromatographie isolierte Probe zersetzte sich innerhalb von 1 bis
2 Tagen in deuteriertem Chloroform ebenso wie in deuteriertem Benzol und in n-Hexan.
Die Zersetzungsprodukte sind nach massenspektrometrischer Untersuchung keine
Sesquiterpene, sondern Molekiile mit niedrigerer Molmasse. Mdoglicherweise spielen

hier durch Licht induzierte Vorgénge eine Rolle.

| | | |
3 2 1 0 ppm

Abbildung 57:
TH-NMR-Spektrum von Brasila-1(6),5(10)-dien (60)
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Eine zeitlich kurz nach der Isolierung NMR-spektroskopisch vermessene Probe konnte
charakterisiert werden. Die Auswertung stiitzt sich auf ein- und zweidimensionale
Protonen-NMR-Spektren.

Bei hohem Feld erkennt man als Singuletts bei 0.96 ppm und 0.98 ppm die geminalen
Methylgruppen 13 und 14. Bei tieferem Feld bei 1.76 ppm und 1.90 ppm beobachtet man
die Singuletts der an einer Doppelbindung sitzenden Methylgruppen 11 und 12. Das bei
1.01 ppm beobachtbare Dublett repréasentiert die Methylgruppe 15. Man erkennt keine
olefinischen Protonen. 60 entsteht ebenfalls als Dehydratisierungsprodukt von
Conocephalenol (25) (siehe Abbildung 55).

4.4.5 Isolierung und Charakterisierung von Brasila-1,10-dien (61)

Eine Verbindung, die im Gaschromatogramm und Wasserdampfdestillat von
Conocephalum conicum Typ 111 als Sesquiterpen mit niedrigster Retentionszeit erscheint

und in sehr kleinen Mengen vorhanden ist, hat ein &hnliches Massenspektrum, wie die

(- il

|
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Abbildung 58:
TH-NMR von Brasila-1,10-dien (61)

als Brasilane identifizierten Verbindungen 58 und 59. Brasila-1,10-dien (61) entsteht
nicht bei der Dehydratisierung von Concocephalenol (25). Isoliert wurde die Verbindung

mittels priparativer Gaschromatographie.
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Im 'H-NMR-Spektrum (Abbildung 58) erkennt man wiederum fiinf Methylgruppen. Die
Existenz einer Isopropenylfunktion ist durch eine exocyclische Doppelbindung bei 4.63
ppm und Kopplung zu einem - zu drei Protonen integrierbaren - Singulett bei 1.71 ppm
gesichert. Zwei weitere jeweils zu drei Protonen integrierbare Signale, die im 2D-
Spektrum miteinander koppeln, beobachtet man bei 0.96 ppm und 0.99 ppm; sie repra-
sentieren die geminalen Methylgruppen 13 und 14. Methylgruppe 15 erscheint als
Dublett bei 1.04 ppm. Ein olefinisches Proton kann bei 5.10 ppm als Singulett beobach-
tet werden. Nach Auswertung dieser NMR-Daten, unterstiitzt durch die Tatsache, daf3
das Brasilangeriist in Conocephalum conicum Typ III oft vorkommt, liegt die Vermutung
nahe, dal3 es sich um Brasila-1,10-dien (61) handelt.

Fiir alle weiteren Versuche, wie Hydrierungen oder Umlagerungen war die Menge an
isoliertem 61 zu klein, da sich ein Teil der Substanz in deuteriertem Chloroform in nicht

identifizierbare Substanzen zersetzt hatte.

4.4.6 Isolierung und Charakterisierung von
Presilphiperfolan-1-ol (62)

Presilphiperfolan-1-ol (62) ist sowohl im Wasserdampfdestillat als auch im Dichlor-
methanextrakt von Conocephalum conicum Typ Il enthalten. Das Massenspektrum zeigt
ein Molekiilionsignal m/z = 222 mit charakteristischer [M*-18]-Fragmentierung; es han-
delt sich demzufolge um einen Alkohol der Summenformel C;5H,40. Zur Isolierung der
nicht zu den Hauptkomponenten des therischen Ols gehdrenden Verbindung wurde das
Wasserdampfdestillat zundchst mit Petrolether und einem Dichlormethangradienten bis
zum reinen Dichlormethan an Kieselgel aufgetrennt. Die entsprechenden Fraktionen
wurden mittels prdparativer Gaschromatographie gereinigt und man erhielt
Presilphiperfolan-1-ol (62).

Die Identifizierung von Presilphiperfolan-1-ol (62) war schwierig, da nur sehr wenig
Substanz zur Verfiigung stand, und es sich nach einer ersten Durchsicht des TH-NMR-
Spektrums um einen tricyclischen Alkohol ohne olefinische Doppelbindung handeln

muBte, alle Signale also sehr stark {iberlappten.
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Abbildung 59:
TH-NMR-Spektrum von Presilphiperfolan-1-ol (62)

Im TH-Spektrum absorbieren vier Methylgruppen (drei Singuletts und ein Dublett), von
denen eine deutlich tieffeldverschoben bei 1.32 ppm erscheint. Dieses Singulettsignal
reprasentiert die Methylgruppe 14, die in rdumlicher Ndhe zur Hydroxylgruppe an C-1
steht. Die beiden Singulettsignale bei 0.80 ppm und 0.94 ppm zeigen im 2D-NMR eine
deutliche Kopplung zueinander, miissen daher geminal sein und zu den Methylgruppen
12 und 13 gehoren. Das Dublett bei 0.89 ppm, der verbleibenden Methylgruppe 15 zeigt
im 2D-Spektrum eine Kopplung zu einem Multiplett im Bereich von 1.52 - 1.65 ppm, in
dem sich insgesamt 3 Protonen finden. Interessant ist das Auftreten eines Singuletts im
IH-Spektrum bei 1.50 ppm, dem 2 Protonen zugeordnet werden und das im 2D-
Spektrum eine Kopplung zu einem der beiden hochfeldverschobenen Methylsinguletts
aufweist. Abbildung 60 zeigt einen Ausschnitt des TH'H-COSY-Spektrum mit den beob-
achteten Kopplungen.

Im HMBC erkennt man deutlich die Kopplungen der Methylgruppen 12, 13 und 14 zu
den tertidren Kohlenstoffatomen C-8, C-7, den quartdren Kohlenstoffatomen C-4 und
C-6 und dem sekundiren Kohlenstoffatom C-3. Einen Uberblick iiber die von C-5 ausge-
henden long-range-Kopplungen bietet Abbildung 61.
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Abbildung 60:
Ausschnitt aus dem 'H'H-COSY-Spektrum von 62 mit Zuordnung der
Kreuzsignale zu den zugehdorigen Protonen

Die Struktur und relative Konfiguration dieses Molekiils wurde durch NOESY-
Messungen und aufgrund der chemischen Verschiebungen der Methylsignale aufgeklart.
Hydroxylgruppe und Methylgruppe 14 miissen aufgrund der chemischen Verschiebung
von CH;-14 beide auf derselben Seite des Molekiils liegen. Aus dem gleichen Grunde
miissen sich CH;-15 und Hydroxylgruppe auf unterschiedlichen Seiten des Molekiils
befinden. Ein deutliches NOE-Signal erkennt man von H-8 zu einer Methylgruppe 12
oder 13 und zu CH;-14.
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Abbildung 61:
Beobachtete Kopplungen des
C-5 von 62 im HMBC-Spektrum

ey

CH,
TON CH“|‘/8 H\/

2 / 4 / \ Abbildung 62: Beobachtete
CH;  NOE-Kopplungen von 62
(gezeigt ist ein Ausschnitt des
62 Molekiils)

Bei den Presilphiperfolanen handelt es sich um Sesquiterpene, deren erster Vertreter
1981 von Bohlmann et al aus Eriophyllum staechadifolium isoliert werden konnte [192]
und die als biosynthetische Vorldufer der Silphinane, Silphiperfolane und Terrecyclane
gelten [193].

Abbildung 63:
Auswahl an Geriisten als
deren Vorlaufer die

R Presilphiperfolane gelten
Silphinane Silphiperfolane P s

Die Struktur des Presilphiperfolan-1-ol (62) wurde in einer russischen Arbeitsgruppe per
Rontgenstrukturanalyse aufgeklért. Sie erhielten den Sesquiterpenalkohol - der lediglich
kurze Zeit stabil war - durch Behandlung von Isocaryophyllen mit einem
HSO;F/SO,FCI-Gemisch bei -120 °C [194].

Die Strukturaufklarung von 62 erfolgte durch Auswertung der ein- und zweidimensiona-
len TH-NMR-, der 13C-NMR-, sowie der HMQC- und HMBC-Spektren und des
NOESY-Spektrums. Es konnte lediglich die relative Konfiguration aufgekléart werden.
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4.4.7 Isolierung und Charakterisierung von (-)-Dactylol (23)

Aus dem Wasserdampfdestillat von Conocephalum conicum Typ 11l konnte ein weiterer
Alkohol nach Siaulenchromatographie und priparativer Gaschromatographie des dtheri-
schen Ols isoliert werden. (-)-Dactylol (23) erscheint im Massenspektrum als Verbin-

dung der Molmasse 222 (C;5H,40) mit charakteristischer [M*-18]-Fragmentierung.

Abbildung 64:
(-)-Dactylol

H

(-)-23

Sesquiterpene mit Precapnellangeriist sind genau wie die Brasilane aus marinen
Organismen bekannt. Ein Vergleich der ein- und zweidimensionalen Protonen-NMR-
Spektren und eines HMQC-Spektrums mit den Literaturdaten ergab, dal3 es sich bei der
isolierten Verbindung 23 um Dactylol handelt, eine Verbindung, die aus dem karibischen
Seehasen Aplysia dactylomela isoliert wurde. Das aus diesem Organismus isolierte
Dactylol (23) wurde basierend auf CD-Spektren und Messungen mit NMR-Shift-
Reagenzien als (+)-Dactylol (23) identifiziert. Fuir die aus Conocephalum conicum Typ
III isolierte Verbindung wurde ein negativer Drehwert bestimmt: Es handelt sich demzu-
folge um (-)-23 [195].

4.4.8 Isolierung und Charakterisierung von

Bicyclogermacren-14-al (63)

Eine auBerordentlich instabile Komponente wurde aus dem Wasserdampfdestillat des in
Wales gesammelten Conocephalum conicum mittels priaparativer Gaschromatographie

isoliert. Im Massenspektrum weist die Verbindung die Molmasse 218 auf, [M*-18]-

Abbildung 65:
Bicyclogermacren-14-al (63) und Bicyclogermacren-15-al (64)
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Fragmentierung tritt nicht auf. Die Existenz einer Aldehydfunktion wurde durch das 'H-
NMR-Spektrum bestétigt. Die Charakterisierung von Bicyclogermacren-14-al (63)
erfolgte aufgrund des Vergleichs mit Literaturdaten [190]. Die absolute Konfiguration
von 63 konnte aufgrund der geringen Menge und der Zersetzung der isolierten Substanz
in deuteriertem Chloroform nicht bestimmt werden. Vermutlich liegt Bicyclogermacren-
14-al (63) in der von Connolly et al. vorgeschlagenen ent-Konfiguration vor, analog des
aus Conocephalum conicum isolierten ent-(-)-Bicyclogermacrens (44) [196]. Das von
Toyota et al. aus japanischem Conocephalum conicum isolierte

(-)-Bicyclogermacren-13-al (64) [197] konnte nicht identifiziert werden.

4.4.9 Charakterisierung von (-)-Selin-11-en-4-0l (65)

(-)-Selin-11-en-4-ol (65) wurde bereits als Inhaltsstoff von Conocephalum conicum
beschrieben [55, 174]. Zum Nachweis der absoluten Konfiguration wurde
(-)-Selin-11-en-4-o0l (65) dehydratisiert und die entstehenden Produkte massenspektro-
metrisch untersucht. Es entstanden (+)-Selina-4,11-dien (66), (-)-a-Selinen (67), und
(+)-B-Selinen (68).

Die absolute Konfiguration aller Produkte wurde durch enantioselektive Gaschromato-
graphie an Heptakis(6-O-t.butyldimethylsilyl-2,3-di-O-methyl)-B-cyclodextrin als sta-

tiondre Phase durch Vergleich mit authentischen Standards verifiziert.

(+)-66
68
66
_|_
67
l_i Abbildung 66:
~—JUUL— Ausschnitt aus dem Gaschromatogramms der Dehy-

| | > dratisierungsreaktion von (-)-Selin-11-en-4-ol (65);
30 40 min CP Sil 5; 50°C, 3°C/min, 200°C
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4.4.10 Charakterisierung von
(-)-Germacra-1(10)E,SE-dien-11-0l (69)

(-)-Germacra-1(10)E,5E-dien-11-ol (69) [198] ist ein tertidrer Germacranalkohol, der
aus japanischem Conocephalum conicum [55] und aus Dumortiera hirsuta [199] isoliert
wurde. Aus Conocephalum conicum Typ 111 wurde diese Verbindung per Massen-
spektrometrie identifiziert und zur Bestimmung der absoluten Konfiguration mit einer
aus Porella obtusata isolierten Probe an chiralen Sdulen untersucht [200]. Demzufolge
handelt es sich um “gewdhnliches” (-)-Germacra-1(10)E,SE-dien-11-0l (69).

OH

(_)_69 Abbildung 67:
(-)-Germacra-1(10)-dien-11-ol (69)

4.4.11 Ubersicht iiber die isolierten und charakterisierten
Inhaltsstoffe des Lebermooses Conocephalum conicum
Typ 111

Abbildung 69 bietet einen Uberblick iiber die im Wasserdampfdestillat vorhandenen
identifizierten Sesquiterpenkohlenwasserstoffe, der oxygenierten Sesquiterpene und
3,4-Dimethoxystyrol (57). Die einzelnen Substanzen sind teilweise isoliert, teils auf-
grund der Identitdt der Massenspektren zugeordnet worden. Die absolute Konfiguration
der Verbindungen wurde durch Drehwertmessung, Umlagerungsreaktionen zu Verbin-
dungen bekannter absoluter Konfiguration, Untersuchungen an chiralen S&ulen und
Koinjektionen mit vorhandenen Standards bestimmt. In den Féllen, in denen keine
Aussage iiber die absolute Konfiguration der Verbindung gemacht werden kann, sind die

entsprechenden Strukturen ohne Vorzeichen genannt.

Identifiziert wurden Brasila-1,10-dien (61), 3,4-Dimethoxystyrol (57), Brasila-5,10-dien
(58), Brasila-5(10),6-dien (59), Brasila-1(6),5(10)-dien (60), (+)-Selina-4,11-dien (66),
(-)-Isolepidozen (70), (-)-Eremophilen (71), Conocephalenol (25), (-)-Bicyclogermacren
(44), Presilphiperfolan-1-ol (62), (-)-Dactylol (23), (-)-Germacra-1(10)E,5SE-dien-11-ol
(69), (-)-Selin-11-en-4-0l (65), Bicyclogermacren-14-al (63)
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MeO

MeO

57

(+)-66 (-)-70 (-)-71

OH
(-)-46 62 (-)-23 (-)-69
CHO
/\ Abbildung 68:
Sesquiterpenoide Inhaltsstoffe und
(-)-65 63 3,4-Dimethoxystyrol (57) von Conocephalum

conicum Typ 111
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65 63
71
70 ;25
66
57
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69
59
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Abbildung 69:
Ausschnitt aus dem Gaschromatogramm des Wasserdampfdestillats von Conocephalum

conicum Typ Il (Zachersmiihle) mit Zuordnung der bekannten sesquiterpenoiden Substanzen
und 3,4-Dimethoxystyrol (57); CP Sil 5; 50°C, 3°C/min, 200°C

4.4.12 Vergleich von Wasserdampfdestillat und
Losungsmittelextrakt des Lebermooses Conocephalum
conicum Typ III “Zachersmiihle”

Zum Beweis des natiirlichen Vorkommens der Sesquiterpenkohlenwasserstoffe wurde
ein Dichlormethanextrakt des Pflanzenmaterials hergestellt. Wie in Abbildung 70
erkennbar, sind alle Substanzen mit Ausnahme von 69 sowohl im Wasserdampfdestillat,

als auch im Dichlormethanextrakt von Conocephalum conicum Typ 11l enthalten.
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69

J

\

(oben) und des Dichlormethan-Extraktes der gleichen Charge (unten); CP Sil 5; 50°C, 3°C/min,

Gaschromatogramm des Wasserdampfdestillats von Conocephalum conicum Zachersmiihle
200°C

Abbildung 70:
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4.5 Sesquiterpenoide Inhaltsstoffe des Lebermooses

Conocephalum conicum Typ IV

4.5.1 Isolierung und Charakterisierung von
(-)-Aromadendran-5-o0l (26)

Die isolierten bzw. identifizierten sesquiterpenoiden Inhaltsstoffe von Conocephalum
conicum Typ IV (Vorarlberg, 2100 m Hohe) sind ausnahmslos vom Aromadendran- bzw.
Guaiantyp. Eine der vier Hauptkomponenten des Wasserdampfdestillats ist
(-)-Aromadendran-5-ol (26). Es wurde durch préparative Gaschromatographie isoliert.
Im Massenspektrum beobachtet man ein Molekiilionsignal bei m/z = 222, sowie [M*-

18]-Fragmentierung, was auf einen Alkohol der Summenformel C;sH,,O hinweist.

o sl L

I I I
2 1 0 ppm

Abbildung 71:
'TH-NMR-Spektrum von Aromadendran-5-ol (26)

Im 'H-NMR-Spektrum finden sich alle Signale in einem Bereich von 0.2-2.0 ppm;
Signale fiir olefinische Protonen fehlen. Es muf3 sich demzufolge um einen tricyclischen
gesittigten Alkohol handeln. Die typischen Signale einer Cyclopropylfunktion erschei-
nen bei 0.22 ppm als Dublett (H-6) und bei 0.70 ppm als Dublett eines doppelten
Dubletts (H-7). Im 'H!H-COSY-Spektrum koppeln diese Protonen miteinander. Zwei
weitere Dubletts, die zu je drei Protonen integriert werden, beobachtet man bei 0.94 ppm
und 0.90 ppm. Sie représentieren die Methylgruppen 14 und 15 und koppeln - beobacht-
bar im 2D-NMR - mit den Methinprotonen H-4 bzw. H-10. H-4 erscheint als Multiplett
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im Bereich von 1.73-1.82 ppm und H-10 im Bereich von 1.84-1.96 ppm ebenfalls als
Multiplett. Desweiteren sieht man zwei Singuletts, die wiederum zu je drei Protonen
integriert werden, bei 1.28 ppm und 1.07 ppm. Diese Signale weisen im 2D-NMR ein
Kreuzsignal auf und reprédsentieren demzufolge die geminalen Methylgruppen 12 und
13.

(-)-Aromadendran-5-ol (26) wurde mit Phosphorylchlorid dehydratisiert. Die dabei ent-
stehenden Produkte wurden als (+)-0-Gurjunen (72), (-)-y-Gurjunen (73) und
(+)-Isoleden (74) durch GC-MS und Vergleich mit Referenzsubstanzen identifiziert.

(-)-26 (+)-72 (-)-73 (+)-74

Abbildung 72:
Dehydratisierung von (-)-Aromadendran-5-ol (26)

Die absolute Konfiguration von (+)-0-Gurjunen (72) wurde durch Koinjektionen mit
einem razemischen Standard mittels Kapillargaschromatographie an einer Sdule mit
Heptakis(6-O-t.butyldimethylsilyl-2,3-di-O-methyl)-B-cyclodextrin bestimmt. Auf die-
ser Sdule wird das (-)-Enantiomer vor dem (+)-Enantiomer mit einem Trennfaktor
o = 1.34 eluiert. Da (+)-72 ein Produkt der Dehydratisierung von (-)-26 ist, ist die abso-
lute Konfiguration von (-)-Aromadendran-5-ol (26) mit Ausnahme der C-5-Position

bestimmt.

4.5.2 Isolierung und Charakterisierung von
(+)-Aromadendr-4-en-12-0l (75)

Ein weiterer Alkohol vom Aromadendrantyp ist (+)-Aromadendr-4-en-12-ol (75). Diese
Komponente wurde als Substanz der ldngsten Retentionszeit der 4 Hauptkomponenten
des Wasserdampfdestillats von Conocephalum conicum Typ 1V (Vorarlberg, 2100 m
Hohe) mittels praparativer Gaschromatographie isoliert. Das Massenspektrum zeigt ein
Molekiilionsignal von m/z = 220 an, was einer Summenformel von C;sH,40 entspricht.

Da eine [M*-18]-Fragmentierung zu beobachten ist, ist von einem Alkohol auszugehen.
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Abbildung 73:
TH-NMR-Spektrum von Aromadendr-4-en-12-ol (75)

Das eindimensionale Protonen-NMR-Spektrum zeigt bei tiefem Feld zwei dd-Signale
(3.48 ppm und 3.57 ppm), die laut Auswertung des zweidimensionalen Spektrums mit-
einander koppeln. Sie reprédsentieren die diastereotopen Methylenprotonen der primiren
Alkoholfunktion an C-12. Die beiden Signale zeigen eine weitere Kopplung mit fiir eine
Fernkopplung ungewohnlich hoher Kopplungskonstante J = 5 Hz zu dem Cyclopropyl-
proton H-7, das als Multiplettsignal im Bereich von 0.96-1.04 ppm erscheint. Das zweite
Proton des Dreirings ist ebenfalls tieffeldverschoben und erscheint in einem Bereich von
1.25-1.27 ppm. Es zeigt eine Homoallylkopplung zu dem breiten Singulett bei 1.70 ppm,
das zu drei Protonen integriert wird und die Methylgruppe 15 reprisentiert. Im !H-NMR-
Spektrum erkennt man weiterhin ein Dublett bei 0.91 ppm, das der Methylgruppe 14
zugeordnet werden kann und im 2D-NMR eine Kopplung zu dem Methinproton H-10
zeigt, das als Multiplett in einem Bereich von 1.75-1.83 ppm absorbiert. Ein weiteres

Singulett beobachtet man bei 1.24 ppm, das die Methylgruppe 13 représentiert.

Zur Verifizierung der Strukturzuordnung wurde eine Probe von (+)-75 hydriert und mit
den Hydrierungsprodukten von (+)-4,5-Dehydroviridiflorol (76) verglichen [201]. Es
entstanden nach massenspektrometrischem Vergleich und nach Koinjektion an Sdulen

mit chiraler Phase identische gesittigte diastereomere Guaiane (Masse 208).
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Abbildung 74:

Gaschromatogramm der Hydrierungsprodukte von (+)-Aromadendr-4-en-12-ol (75) (A) und
(+)-4,5-Dehydroviridiflorol (76) (B) und der Koinjektion (C);
Heptakis(2,6-di-O-methyl-3-O-pentyl)-B-cyclodextrin, 110°C
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(+)-4,5-Dehydroviridiflorol (76) und (+)-Aromadendr-4-en-12-ol (75) haben demzufol-
ge sehr wahrscheinlich identische absolute Konfigurationen; die Konfiguration der
C-12-Position von (+)-75 konnte aufgrund der geringen Substanzmenge nicht zugeord-

net werden.

4.5.3 Ubersicht iiber die isolierten und charakterisierten
Inhaltsstoffe des Lebermooses Conocephalum conicum Typ 1V
"Vorarlberg/Gauertal 2100 m Hohe"

Abbildungen 75 und 76 bietet einen Uberblick iiber die isolierten und charakterisierten
Inhaltsstofte von Conocephalum conicum Typ IV. Identifiziert wurden (+)-Isoleden (74),
(+)-a-Gurjunen (72), (-)-y-Gurjunen (73), (-)-Leden (77), (-)-Aromadendran-5-ol (26),
(-)-Viridiflorol (78), (-)-Guai-5-en-11-o0l (79) und (+)-Aromadendr-4-en-12-ol (75).

(-)-73

(-)-26 (-)-78 (-)-79 (+)-75

Abbildung 75:
Sesquiterpenoide Inhaltsstoffe von Conocephalum conicum Typ IV



Spezieller Teil 79

26 75

78
79

72 77

73

74

>
>

| |
30 . 40
min
Abbildung 76:
Ausschnitt aus dem Gaschromatogramm des Wasserdampfdestillats von Conocephalum

conicum Typ IV (Vorarlberg, 2100 m Hohe) mit Zuordnung der bekannten sesquiterpenoiden
Substanzen; CP Sil 5; 50°C, 3°C/min, 200°C

4.6 Zusammenfassung der Ergebnisse der identifizierten
Inhaltsstoffe der 4 Chemotypen des Lebermooses

Conocephalum conicum

In dem Wasserdampfdestillat von Conocephalum conicum Typ 1 finden sich vor allem
Sesquiterpene mit Cadinan- (zwei trans-verkniipfte Sechsringe) und Muurolangeriist
(zwei cis-verkniipfte Sechsringe), desweiteren Elemane, Bicyclogermacrane, Copaane
und Cubebane. Alle Inhaltsstoffe werden in der ent-Konfiguration beobachtet. Eine
Ausnahme stellt (-)-Germacra-1(10)E,5E-dien-4-a-ol (29), das mit “gewdhnlicher”
Konfiguration gefunden wird. Mdoglicherweise enthdlt die Pflanze unterschiedliche
Enzyme zur Bildung des Germacranalkohols bzw. des Germacrankohlenwasserstoffs.
Vertreter anderer Sesquiterpengeriiste finden sich nur in geringen Mengen oder sind

nicht in allen Chargen, die Typ I zugeordnet wurden, vorhanden.
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Abbildung 77:

Biogenetische Uberlegungen zur Bildung

der Cadinan- bzw. Muurolangeriiste aus
/ = Farnesylpyrophosphat

In Conocephalum conicum Typ 1l finden sich aus der Klasse der sesquiterpenoiden
Verbindungen lediglich Vertreter mit Aristolan bzw. Nardosinangeriist in der jeweiligen
ent-Konfiguration; biogenetische Uberlegungen dazu wurden in Kapitel 3.2.2 angestellt.
Die im Wasserdampfdestillat bzw. SFE-Extrakt vorgefundenen Inhaltsstoffe sind qualita-

tiv und quantitativ weitestgehend identisch.

OH
(+)-37 (+)-54 (-)-40 (+)-55 (+)-56

Abbildung 78:
Sesquiterpene mit Aristolan- bzw. Nardosinangeriist aus Conocephalum conicum Typ 11
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In Conocephalum conicum Typ III beobachtetet man Eudesmane und einen Vertreter mit
Eremophilangeriist in der “gewdhnlichen” Konfiguration,
(-)-Germacra-1(10)E,5E-dien-11-ol liegt (69), analog
(-)-Germacra-1(10)E,5E-dien-4-a-ol (29) aus Typ I, ebenfalls in der gewohnlichen
Konfiguration vor. Die untersuchten Verbindungen mit Bicyclogermacrangeriist liegen
sehr wahrscheinlich in der ent-Konfiguration vor. Desweiteren beobachtet man eine
Reihe der bislang aus pflanzlichen Organismen selten isolierten Vertreter vom
Brasilantyp und weitere ebenfalls selten anzutreffende sesquiterpenoide Verbindungen
vom Precapnellan- und Presilphiperfolan-Typ. Die im Wasserdampfdestillat bzw.
Dichlormethanextrakt vorgefundenen Inhaltsstoffe sind qualitativ und quantitativ wei-

testgehend identisch.

(+)-66 (-)-70 (-)-71

(-)-46 62 (-)-23 (-)-69

CHO

Abbildung 79:
Sesquiterpenoide Verbindungen aus
Conocephalum conicum Typ 111

(-)-65 63
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In Conocephalum conicum Typ IV schlieBlich finden sich ausschlieBlich Sesquiterpene
vom Aromadendran- bzw. Guaiantyp; hier wird ausschlieBlich die en#-Konfiguration
beobachtet.

W m

Farnesylpyrophosphat

Germacran

— ==
\
4

/ H

Aromadendran

Guaiane

Abbildung 80:
Biogenetische Uberlegungen zur Bildung der Guaiane und Aromadendrane

4.7 Weitere isolierte und identifizierte Sesquiterpene

4.7.1 Isolierung und Charakterisierung von Nardosina-9,11-dien
(80) und (+)-Nardosina-1(10),11-dien (81) durch Umlagerung
von (-)-Aristolen (37)

Wie in Kapitel 4.3.2 erwidhnt, wurde eine Probe von (-)-Aristolen (37) umgelagert. Nach
kurzer Umlagerungsdauer (einen Tag) entstand in geringen Mengen
(-)-Aristola-1(10),8-dien (54) und (-)-Nardosina-7,9,11-trien (55). Nach sechstégiger
Umlagerungsdauer entstanden drei Substanzen, von denen eine (-)-8-Selinen (82) war.
1,2-Methylgruppenverschiebung dieser Art sind in der Literatur bereits beschrieben [91].
Die anderen beiden Substanzen - Nardosina-9,11-dien (80) und Nardosina-1(10),11-dien

(81) - waren nicht voneinander trennbar.
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(+)-81

(+)-82

Abbildung 81:
Ausschnitt aus dem Gaschromatogramm der Produkte der sechstdgigen Umlagerung
von (-)-Aristolen (37); CP Sil 5, 50°C, 3°C/min, 200°C

Weder préparative Gaschromatographie an diversen Cyclodextrin-Phasen unterschiedli-
cher Polaritit, noch préparative AgNOs-belegte Diinnschichtchromatographie, noch
HPLC an einer semipriparativen RP-18-Sédule mit unterschiedlichen Laufmitteln fiihrten
zu einem reinen Produkt 80. Es konnte nur mit einer 10 %igen Verunreinigung an 81

mittels priparativer Gaschromatographie erhalten werden konnte.
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Abbildung 82:
ITH-NMR-Spektrum von Nardosina-9,11-dien (80)

Die NMR-Spektren (1H, 2D, 13C, HMBC, HMQC) von Nardosina-9,11-dien (80) sind
trotz der Verunreinigung vollstdndig auswertbar. Bei 5.24 ppm erscheint das Signal des
olefinischen Protons H-9, das als breites Singulett mit der weit aufgespaltenen C-8-
Methylengruppe im Bereich von 1.98 - 1.89 ppm und von 1.50 - 1.42 ppm koppelt. Die
allylische Kopplung zu der Methylengruppe C-1, die im Bereich von 2.24 - 2.00 ppm als
komplexes Multiplett mit weiteren Protonen koppelt, erkennt man ebenfalls. Deutlich ist
die Kopplung der beiden zu der exocyclischen Doppelbindung an C-12 gehdrenden
Signale bei 4.91 ppm und 4.79 ppm mit der olefinischen Methylgruppe 13, deren Signal
bei 1.80 ppm erscheint. Bei hohem Feld erscheint das Dublett der Methylgruppe 15 (0.73
ppm) und bei 1.05 ppm das Singulett der Methylgruppe 14.

Nardosina-9,11-dien (80) entsteht auch bei der partiellen Hydrierung von Nardosina-
7,9,11-trien (55).

Eine Untersuchung mittels zweidimensionaler Gaschromatographie ergibt, dal3 es sich
bei den beiden Verbindungen um Enantiomere handelt. Die absolute Konfiguration
wurde durch Korrelation mit (-)-Aristolen (37) bestimmt, ein Drehwert konnte aufgrund
der Verunreinigung nicht gemessen werden. Nardosina-9,11-dien (80) ist bislang nicht
als Naturstoft bekannt.
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Abbildung 83:

Zweidimensionale Gaschromatographie von Nardosina-9,11-dien (80); untersucht wurde aus der
Umlagerung von (-)-Aristolen (37) isoliertes Nardosina-9,11-dien (80) (A), das Produkt der parti-
ellen Hydrierung von (+)-Nardosina-7,9,11-trien (55) (B), und die Koinjektion (C) an
Heptakis(2,6-di-O-methyl-3-O-pentyl)-B-cyclodextrin, 110°C; achirale Sdule: CP Sil 5, 50°C,
3°C/min, 230°C
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4.7.2 Isolierung und Charakterisierung von
(-)-Nardosina-1(10),11-dien (81) aus dem Lebermoos

Ptilidium ciliare

Aus dem Wasserdampfdestillat von Ptilidium ciliare wurde (-)-Nardosina-1(10),11-dien

(81) - ein Sesquiterpen der Masse 204 - in geringen Mengen isoliert [202].

L I M mewu\\\wu

Abbildung 84:
ITH-NMR-Spektrum von Nardosina-1(10),11-dien (81)

Das 'H-NMR-Spektrum ist aufgrund der geringen Substanzmenge nicht vollstindig aus-
wertbar. Man erkennt das Signal eines olefinischen Protons bei 5.34 ppm und die typi-
schen Signale einer exocyclischen Doppelbindung bei 4.87 ppm und 4.79 ppm, die mit
dem Signal der olefinischen Methylgruppe bei 1.76 ppm koppeln.

Ein Vergleich der Massenspektren der vollstdndig hydrierten Proben von Nardosina-
7,9,11-trien (55) und Nardosina-1(10),11-dien (81) ergibt identische geséttigte, diaste-
reomere Produkte. Ein weiterer Identitdtsbeweis fiir 81 sind Umlagerungsversuche. Ein
2:1-Gemisch von 80 und 81 wurde in n-Hexan mit wenig Amberlyst 15R 2 Wochen
geriihrt. Es stellte sich ein Gleichgewicht von etwa 1:1 (80:81) ein. Der Drehsinn von aus

Ptilidium ciliare isoliertem Nardosina-1(10),11-dien (81) wurde mit (-) bestimmt.

Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration wurde eine Probe von
(-)-Nardosina-1(10),11-dien (81) mit dem aus der Umlagerung von (-)-Aristolen (37)
entstandenen (+)-81 koinjiziert; die beiden Verbindungen stellten sich als enantiomer

zueinander heraus.
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Abbildung 85:

Zweidimensionale Gaschromatographie von (+)- und (-)-81; untersucht wurde aus Ptilidium
ciliare isoliertes (-)-Nardosina-1(10),11-dien (81) (A), (+)-Nardosina-1(10),11-dien (81) aus der
Umlagerung von (-)-Aristolen (37) (B) und die Koinjektion (C) an Heptakis(2,6-di-O-methyl-3-
O-pentyl)-B-cyclodextrin, 110°C; achirale Sdule: CpSil5, 50°C, 3°C/min, 230°C
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4.7.3 Isolierung und Charakterisierung von
Presilphiperfol-1-en (83) durch Dehydratisierung von
Presilphiperfolan-1-ol (62)

Presilphiperfolan-1-ol (62) wurde aus Conocephalum conicum Typ Il isoliert und cha-
rakterisiert (siehe Kapitel 4.4.6). Da in unserem Arbeitskreis bislang keine sesquiterpe-
noide Verbindung mit Presilphiperfolangeriist vorlag, wurde - um einen Kohlenwasser-
stoff diesen Geriisttyps zu erhalten und die Spektren mit bislang unbekannten
Verbindungen zu vergleichen -, 62 mit saurem lonenaustauscher umgelagert und der zu
80 % entstandene Sesquiterpenkohlenwasserstoff mittels préparativer Gaschromato-
graphie gereinigt. Es wurde Presilphiperfol-1-en (83) erhalten, das NMR-spektrosko-
pisch untersucht wurde.

| | | | | |
5 4 3 2 1 0 ppm

Abbildung 86:
TH-NMR-Spektrum von Presilphiperfol-1-en (83)

Im 'H-NMR-Spektrum erkennt man wiederum 4 Methylgruppen, 2 Singuletts bei 0.90
ppm und 0.94 ppm, die im 2D-Spektrum miteinander koppeln, somit geminal zueinander
stehen und zu den Methylgruppen 12 und 13 gehdren. Weiterhin beobachtet man ein
Dublett bei 1.09 ppm, das zu Methylgruppe 15 gehort, und ein Singulett bei 1.09 ppm,
das zur Methylgruppe 14 gehort, welches im Presilphiperfolan-1-ol (62) aufgrund der
Wechselwirkung mit der Hydroxylgruppe noch einen starken Tieffeldshift aufwies. Das
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der Methylgruppe 15 zugeordnete Dublett koppelt mit einem Multiplett bei 2.73 ppm,
welches H-9 zugeordnet werden kann. Interessant ist hier das Auftreten eines Singuletts
bei 2.3 ppm, dem 2 Protonen zugeordnet werden konnen und das zur C-3-Methylen-
gruppe gehort, da es im 2D-Spektrum eine Kopplung zum olefinischen Proton bei 4.83
ppm zeigt. Ebenfalls interessant ist das Auftreten des Signals von H-7 im Bereich von
0.90 - 0.93 ppm bei sehr hohem Feld.

Die absolute Konfiguration ist nicht bekannt; es muf3 sich um die gleiche handeln, wie
im Presilphiperfolan-1-ol (62), von dem ebenfalls nur eine relative Konfigurations-
zuordnung vorgenommen wurde. Presilphiperfol-1-en (83) ist bislang nicht als
Naturstoff bekannt.
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S Zusammenfassung

Es wurden vier Chemotypen des Lebermooses Conocephalum conicum hinsichtlich ihrer
sesquiterpenoiden Inhaltsstoffe untersucht. Chemotyp I war der am haufigsten vorgefun-
dene Typus. Hier wurden in erster Linie Sesquiterpenkohlenwasserstoffe und oxygenier-
te Sesquiterpene mit Cadinan- und Muurolangeriist identifiziert; desweiteren Elemane,
Cubebane und Copaane. Alle - mit Hilfe enantioselektiver Gaschromatographie - darauf-
hin untersuchten Komponenten lagen in der enz-Konfiguration vor mit Ausnahme des
Germacranalkohols (-)-Germacra-1(10)E,5E-dien-4-a-ol (29), der in der “gewdhnli-
chen” Konfiguration vorlag. Aus diesem Chemotyp wurde mit (+)-Isobazzanenaldehyd
(27) eine bislang unbekannte Verbindung isoliert und charakterisiert. Die Struktur von 27

wurde mittels spektroskopischer Untersuchungen aufgeklért.

Conocephalum conicum Typ Il wurde bislang nur in Norddeutschland gefunden. Die ses-
quiterpenoiden Inhaltsstoffe sind vom Aristolan- und Nardosinantyp, die in biogeneti-
schem Zusammenhang zueinander stehen. Die Strukturen von (+)-Aristola-1(10),8-dien
(54), (+)-Nardosina-7,9,11-trien (55) und (+)-Nardosina-7,9-dien-11-ol (56) wurden
durch intensive NMR-Studien aufgeklért. Die absolute Konfiguration aller sesquiterpe-
noiden Inhaltsstoffe wurde durch geeignete Umlagerungsreaktionen von (-)-Aristolen
(37) und Dehydratisierungsreaktionen und anschlieBender enantioselektiver und zweidi-
mensionaler Gaschromatographie untersucht. Alle sesquiterpenoiden Inhaltsstoffe lagen
in der ent-Konfiguration vor. Als weitere Sesquiterpene vom Nardosinantyp wurden aus
dem Lebermoos Ptilidium ciliare (-)-Nardosina-1(10),11-dien (81) isoliert und identifi-
ziert. Nach Umlagerungsreaktion von (-)-Aristolen (37) und wurde Nardosina-9,11-dien
(80) identifiziert.

Conocephalum conicum Typ 11l enthielt eine Reihe neuer Sesquiterpenkohlen-
wasserstoffe vom Brasilantyp: Brasila-5,10-dien (58), Brasila-5(10),6-dien (59),
Brasila-1(6),5(10)-dien (60) und vermutlich Brasila-1(10)-dien (61). Weiterhin wurde
(-)-Dactylol (23) und Presilphiperfolan-1-ol (62) isoliert. Die in Chemotyp III identifi-
zierten Sesquiterpene liegen teilweise in der gewohnlichen Konfiguration vor, so bspw.
(-)-Germacra-1(10),E,5E-dien-11-o0l (69) mit analoger Stereochemie wie (-)-29. Durch
sauer katalysierte Dehydratisierung von 62 wurde als ein weiterer neuer Sesquiterpen-

kohlenwasserstoff Presilphiperfol-1-en (83) erhalten.

Conoephalum conicum Typ IV wurde bislang nur einmal in Vorarlberg, Osterreich
gefunden; von daher ist die Bezeichung Chemotyp zu relativieren. In diesem
Organismus wurden ausnahmslos Sesquiterpene vom Aromadendran- bzw. Guaiantyp in

der ent-Konfiguration charakterisiert. Neue Verbindungen sind das isolierte
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(-)-Aromadendran-5-ol (26) und (+)-Aromadendr-4-en-12-ol (75), deren Strukturen
durch NMR-Untersuchungen und Dehydratisierungs- bzw. Hydrierungsreaktionen zu

bekannten Verbindungen aufgeklért wurden.

Durch diese Arbeiten wurde gezeigt, da3 Moose zum einen eine Quelle interessanter und
neuer Inhaltsstoffe sind und da3 es zum anderen auch hinsichtlich der sesquiterpenoiden
Inhaltsstoffe unterschiedliche Chemotypen von Conocephalum conicum gibt. Weiterhin
wurde gezeigt, daBl es sich bei den sesquiterpenoiden Kohlenwasserstoffen um native
Naturstoffe handelt, da die entsprechenden Verbindungen nicht nur in den
Wasserdampfdestillaten, sondern auch in den SFE- bzw. Losungsmittelextrakten der zer-

kleinerten Pflanzenteile als Inhaltsstoffe identifiziert wurden.

(+)-56 (-)-37 (-)-81

83

Abbildung 87:
Neue und bekannte isolierte
sesquiterpenoide Verbindungen
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6 Summary

Four chemotypes of the liverwort Conocephalum conicum were investigated with regard
to their sesquiterpenoid contents. Chemotype I was the most common type. Mainly ses-
quiterpene hydrocarbons and oxygenated sesquiterpenes of cadinan and muurolan type
were identified, besides elemanes, cubebanes and copaanes. All - with the help of enan-
tioselective gas chromatography - examinated components were ent-configurated, except
(-)-germacra-1(10)E,5E-dien-4-a-ol (29). Out of this chemotype the so far unknown
component (+)-isobazzanenaldehyde (27) was isolated. The structure of (+)-27 was cla-

rified by spectroscopic examination.

Until now Conocephalum conicum type Il could only be found in Northern Germany.
The sesquiterpenoid compounds identified in this type are of aristolane and nardosinane
type, which are related to each other biogenetically. The structures of (+)-aristola-
1(10),8-diene (54), (+)-nardosina-7,9,11-triene (55) and (+)-nardosina-7,9-dien-11-ol
(56) were identified through intensive NMR investigations. The absolute configuration
of all sesquiterpenoid compounds was examinated by appropriate rearrangement reac-
tions of (-)-aristolene (37) and dehydration reactions followed by enantioselective and
two dimensional gas chromatography. All sesquiterpenes were ent-configurated.
Another sesquiterpene of nardosinane type, (-)-nardosina-1(10),11-diene (81), was isola-
ted out of the liverwort Ptilidium ciliare. The new nardosinane type sesquiterpene
nardosina-9,11-diene (80) was isolated out of the rearrangement reaction of
(-)-aristolene (37)

Conocephalum conicum type III contained a sequence of new sesquiterpene
hydrocarbons of brasilan type: brasila-5,10-diene (58), brasila-5(10),6-diene (59),
brasila-1(6),5(10)-diene (60) and probably brasila-1(10)-diene (61). Further on
(-)-dactylol (23) and presilphiperfolan-1-ol (62) were isolated.
(-)-Germacra-1(10),E5E-dien-11-0l (69) has the analogous stereochemistry as (-)-29.
Through acid catalyzed dehydration of 62 presilphiperfol-1-en (83) was received as

another new sesquiterpene hydrocarbon.

So far Conocephalum conicum type IV has only been found once at Vorarlberg, Austria.
For this reason the specification as a chemotype has to be relativized. Only sesquiterpe-
nes of aromadendrane and guaiane type in ent-configuration have been characterized in
this organism. New compounds are (-)-aromadendrane-5-ol (26) and
(+)-aromadendr-4-en-12-ol (75), identified by nmr investigations and by conversion of
26 and 75 into a series of products of known configuration by hydrogenation and dehy-

dration.
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These studies are showing, that liverworts are a source of interesting and new compo-
nents. Furthermore it has been shown that chemotypes of Conocephalum conicum also
can be differentiated by their sesquiterpenoid constituents. It has been established, that
the sesquiterpene hydrocarbons are native natural compounds. The isolated compounds
were not only identified in the hydrodistillates but also in the SFE extracts and solvent

extractions of crushed fresh plant material respectively.

(-)-29 (+)-27 ()34 (+)-55

Figure:
Sesquiterpenes

HOCHY
(-)-26 (+)-75
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7 Experimenteller Teil
7.1 Meligerite und Methoden

Kapillargaschromatographie:

Fiir die gaschromatographischen Untersuchungen wurden die Gerite Fractovap 2101AC,
2150, 4160 und Mega 5300 der Firma Carlo Erba, sowie ein Dani 3900, ein Micromat
412 der Firma Orion und ein Micromat HRGC 412 der Firma Nordion verwendet.
Zweidimensionale Gaschromatographie wurde mit einem Siemens Sichromat 2 mit einer
25 m fused-silica-Kapillare CP Sil 5 als Vorsdule und einer 25 m fused-silica Kapillare
mit 50 % Heptakis(2,6-di-O-Me,3-O-Pe)-B-CD in OV-1701 als Hauptsdule durchge-
fuhrt. Alle Gerdte waren mit Flammenionisationsdetektoren und Splitinjektoren ausge-
stattet, als Tragergas diente in allen Féllen Wasserstoft. Die Aufzeichung und Integration
erfolgte mit den Integratoren D-2000 und D-2500 der Firma Merck-Hitachi, sowie mit
einem HP 3390 A der Firma Hewlett Packard.

Préaparative Gaschromatographie:

Es wurde ein Varian 1400 Gaschromatograph und ein Varian 2800 Gaschromatograph
verwendet, der mit unterschiedlich gepackten Sdulen mit chiralen und achiralen sta-

tiondren Phasen ausgestattet war. Folgende gepackte Sdulen wurden verwendet:

Tabelle 3: Verwendete gepackte Sdulen

Bezeich- | Misch- | Chirale Phase | Anteil | Bela- | Triger- D Linge | Sdulen-

nung phase CD dung | material material
(wiw) | (wiw) [mm] | [m]

[SE-30] 10% | W-HP 43 1.85 Edelstahl

[2,6-Me- | OV- Heptakis(2,6-di- | 50 % 3% G-HP 53 2.00 Silcosteel
3-Pe-B- | 1701 O-methyl-3-
CD] O-pentyl)-B-
cyclodextrin

[6-Me- | PS-086 | Octakis(6-O- 50 % 6 % W-HP 5.1 2.05 Silcosteel
2,3-Pe- methyl-2,3-di-
y-CD] O-pentyl)-y-
cyclodextrin

[6-T-2,3- | SE-52 | Heptakis(6-O- | 50 % 6.4% | W-HP 43 2.00 Silcosteel

Me-f- tertidrbutyldime
CD] thylsilyl-2,3-di-
O-methyl)-B-

cyclodextrin
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Als Tréagergas diente Helium mit einem Vordruck von 3.0 bar, was einer
Stromungsgeschwindigkeit von ca. 240 ml/min entspricht. Die Injektionen erfolgten bei
einer Injektortemperatur von 200 °C. Ein Splitventil am Ende der Séule ermdglicht es,
die Hauptmenge der Substanz in Teflonschlduchen, die mit fliissigen Stickstoff gekiihlt
werden, aullerhalb des Gerits aufzufangen, wihrend ein kleiner Teil im Flammen-
ionisationsdetektor erkannt und verbrannt wird. Die in der ersten Spalte von Tabelle 3
genannte Bezeichnung wird im folgenden zur Benennung der verwendeten préparativen

Siulen benutzt.

NMR-Spektroskopie

Die 'H-, 13C- COSY-, NOESY-, HMBC und HMQC-NMR-Spektren wurden an den
Geriten WM 250 (H: 250 MHz, 13C: 62.89 MHz), WM 400 ('H: 400 MHz, 13C: 100.62
MHz) und DRX 500 (1H: 500 MHz, 13C: 125.77 MHz) der Firma Bruker durchgefiihrt.
Als Losungsmittel wurde deuteriertes Chloroform oder Deuterobenzol der Firma Merck
benutzt. Als Referenzsignal wurde Tetramethylsilan (& = 0 ppm) oder das CHCl;-Signal
(TH: & = 7.26 ppm, 13C: 6 = 77.7 ppm) bzw. C4H-Signal ('H: & = 7.16 ppm, 13C: 8 =
128.7 ppm) verwendet.

Massenspektrometrie

GC/MS-Messungen wurden unter EI - Bedingungen (70 eV) mit dem Sektorfeld-Gerét
VG 70-250 S der Firma VG Analytical, das mit einem Hewlett-Packard Gaschromato-
graphen HP 5890, ausgestattet mit einer 25 m Kapillarsdule CP Sil 5 CB, gekoppelt war.
An diesem Gerdt wurden auch die MS-CI-Messungen (Reaktandgas war Isobutan)
durchgefiihrt. GC/MS-Messungen wurden weiterhin mit einem lontrap-Massen-
spektrometer ITD 800 der Firma Finnigan durchgefiihrt, welches mit dem Dani 6500
Gaschromatographen, ausgestattet mit einer 30 m Kapillarsdule CP Sil 5, verbunden war.

Als Tragergas diente jeweils Helium.

Polarimetrie

Die qualitative Bestimmung des Drehwertes wurde mit einem Perkin-Elmer 243 und
einem Perkin Elmer 314 Polarimeter mit einer 1 dm Kiivette bei 589 nm durchgefiihrt.
Als Losungsmittel wurde deuteriertes Chloroform, Deuterobenzol oder n-Hexan in p.a.

Qualitat verwendet.
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Diinnschichtchromatographie

Es wurde Kieselgel 60 F254 auf Aluminiumfolie der Firma Merck verwendet. Die
Detektion erfolgte durch Ansprithen mit ethanolischer Schwefelsdure (10 %) und

anschlieBender Wiarmebehandlung mit einem HeiBluftfon.

Flissigchromatographie

Fiir die Sdulenchromatographie wurde Kieselgel 60 (KorngréBe: 0.063 - 0.0200 mm) der
Firma Merck verwendet.

Reagenzien und Losungsmittel

Fiir die gaschromatographischen Untersuchungen wurden ausschlieBlich p.a. Losungs-
mittel der Firmen Merck und Fluka verwendet. Die fiir die Fliissigchromatographie und
die Extraktionen benutzte Losungsmittel wurden einmal am Rotationsverdampfer destil-
liert. Die als Standards bzw. fiir die Umlagerung verwendeten Proben (-)-Aristolen (37),
(+)-Leden (77), (-)-Isoleden (74) und (+)-0-Gurjunen (72) wurden von der Firma Fluka
bezogen. Alle anderen verwendeten Sesquiterpene sind aus Pflanzen isolierte Standards
des Arbeitskreises von Herrn Prof. Dr. W. A. Konig an der Universitdt Hamburg.

Herkunft und Identifizierung der Lebermoose bzw. Pflanzen

Die Proben des Lebermooses Conocephalum conicum vom Typ I wurden u.a. gesammelt
in Mutlangen, bei Niirnberg, im Botanischen Garten der Universitdt Hamburg, Ch. 63,
Geislingen/Tiirkheim, Blue Ridge Parkway, North Carolina (USA), Taiwan, Bitche
(Frankreich), Vorarlberg/Gauertal 700 m Hohe, Uracher Wasserfall, Nenzinger Himmel
(Pfélzer Hiitte, Vorarlberg) 2000 m, Eybacher Tal bei Geislingen. Proben des Typ II wur-
den gesammelt in Hamburg/Aumiihle (Billeufer), im Botanischen Garten Ch. 230 der
Universitdt Hamburg und in Sittensen. Typ III wurde gesammelt an zwei Standorten an
der Zachersmiihle bei Goppingen und in Devils Bridge (Wales) und Typ IV wurde in
Vorarlberg/Gauertal in 2100 m Hohe gesammelt.

Mischtyp I/IIl wurde am Nenzinger Himmel auf 740 m Hohe, ein Mischtyp II/IIT in
Sachsen gesammelt und ein Mischtyp II/III aus dem Botanischen Garten in Hamburg

(bezeichnet als “Botanischer Garten Hamburg, Ch.: 200”) bezogen.

Ptilidium ciliare wurde im Nationalpark Gran Paradiso in Italien auf 1500 m Hoéhe
gesammelt und Pallavicinia lyellii in Oldenburg/Niedersachsen. Das #therische Ol von

Nardostachys jatamansii wurde von Dr. D. Joulain, Grasse zur Verfligung gestellt. Die
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Identifizierung der gesammelten Proben erfolgte durch Dr. H. Muhle (Universitidt Ulm)

Herstellung der #therischen Ole

Die sortierten und zerkleinerten Moose wurden einer 2-stiindigen Wasserdampf-

destillation unterzogen. Das #therische Ol wurde in 1 ml n-Hexan aufgenommen.

Herstellung der Losungsmittelextrakte

Die unter fliissigem Stickstoff zermdrserten Moosproben wurden mit n-Hexan,
Dichlormethan oder Methanol versetzt und mindestens 24 Stunden stehen gelassen.
AnschlieBend wurden die festen Bestandteile abfiltriert. Vor einer gaschromatographi-

schen Analyse wurde der Extrakt {iber Kieselgel filtriert.

Herstellung der SFE-Extrakte

Die SFE-Extrakte wurden an der an der Technischen Universitit Hamburg Harburg
(TUHH) durchgefiihrt: Frische Pflanzenteile wurden mehrere Stunden mit tiberkriti-
schem CO, extrahiert und in n-Hexan aufgefangen. Vor der gaschromatographischen

Analyse wurde der Rohextrakt tiber MgSO, getrocknet.

Dehydratisierungen

Ca. 1 mg der in n-Hexan oder Deuterobenzol geldsten Substanz wurden mit 0,5 ml abs.
Pyridin versetzt. 1 Tropfen Thionylchlorid bzw. Phosphorylchlorid wurde unter
Eiskiihlung zugegeben und es wurde 5 min (nach Zugabe von Thionylchlorid) bzw. 1 h
(nach Zugabe von Phosphorylchlorid) bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde
die Reaktion durch Zugabe von Wasser gestoppt und 3 mal mit n-Hexan ausgeschiittelt.
Die organische Phase wurde mehrmals mit wenig Wasser gewaschen und anschlieend
iber Na,SO, * H,O getrocknet.

Hydrierungen

Ca. 1 mg der in n-Hexan oder Deuterobenzol geldsten Substanz wurde mit einer Spatel-
spitze Palladium/Aktivkohle versetzt. Nach einminiitiger Einleitung von Wasserstoff
wurde 1 bis 2 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt und iiber Celite (Kieselgur verschie-

dener KorngréBen) filtriert.
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Umlagerungen

Die beschriebenen Umlagerungen wurden in einem inerten Losungsmittel (n-Hexan oder
Deuterobenzol) unter Zugabe von Amberlyst 158 (und anschlieBendem Riihren bei

Raumtemperatur durchgefiihrt.

7.2 Isolierung von Sesquiterpenen aus Conocephalum conicum
Typ I

7.2.1 (+)-Isobazzanenaldehyd (27) aus Conocephalum conicum

“Mutlangen”

Nach mehreren Trennungen des Wasserdampfdestillats von Conocephalum conicum
“Mutlangen” mittels prédparativer Gaschromatographie (SE-30) wurde
(+)-Isobazzanenaldehyd (27) gewonnen. Die Injektionen erfolgten bei einer Sadulen-
temperatur von 120 °C, nach 18 Minuten wurde der Ofen auf 150 °C hochgeheizt und
nach weiteren 12 Minuten auf 170 °C. Die Strukturzuordnung erfolgte durch intensive
NMR-Untersuchungen.

'H NMR (400 MHz, CDCly): & 1.15 (3H, s, H-14)., 1.23, 1.16 (je 3H, s, H-12, H-13),
5.37 (1H, ¢, H-4), 6.78 (1H, £, H-8), 9.43 (1H, s, H-15)

I3C NMR (125.8 MHz, CDCly): 8 19.19 (¢, C-10), 26.51 (g, C-14), 28.02 (z, C-3), 28.62,
28.58 (je q, C-12, C-13), 32.64 (¢, C-11), 40.03 (¢, C-7), 44.86 (¢, C-2), 47.05 (s, C-1),
124.87 (d, C-4), 150.61 (d, C-8), vier Kohlenstoffsignale fehlen.

EIMS (70 eV), m/z (rel. int.): 218 (7) [M*], 203 (17), 189 (17), 175 (7), 161 (9), 136
(26), 121 (100), 105 (28), 95 (52), 93 (46), 91 (30), 79 (24), 77 (24), 41 (37).

7.2.2 (-)-Germacra-1(10)E,5SE-dien-4-a-0l (29) aus

Conocephalum conicum “Uracher Wasserfall”

Aus mehreren Einspritzungen des Wasserdampfdestillats von Conocephalum conicum
“Uracher Wasserfall” wurde per pridparativer Gaschromatographie (SE-30)
(-)-Germacra-1(10)E,5SE-dien-4-a-ol (29) isoliert. Die Injektionen erfolgten bei einer
Saulentemperatur von 130 °C. Die Strukturzuordnung erfolgte durch Auswertung des
TH-NMR-Spektrums und Vergleich mit Literaturdaten.
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'H NMR (400 MHz, C¢Dy): 80.91 3H, d), 0.96 3H, d), 1.12 3H, s), 1.59 (3H, bs), 4.97
(1H, bd), 5.07 (1H, d), 5.30 (1H, dd)

EIMS (70 eV), m/z (rel. int.): 222 (2) [M*], 207 (9), 204 (11), 161 (42), 105 (26), 81
(100), 43 (37), 41 (26)

7.2.3 (+)-epi-Cubenol (32) aus Conocephalum conicum

“Uracher Wasserfall”

Aus mehreren Einspritzungen des Wasserdampfdestillats von Conocephalum conicum
“Uracher Wasserfall” wurde mittels prdparativer Gaschromatographie (SE-30)
(+)-epi-Cubenol (32) isoliert. Die Injektionen erfolgten bei einer Sdulentemperatur von
130 °C. Die Strukturzuordnung erfolgte durch Auswertung des 'H-NMR-Spektrums und

Vergleich mit Literaturdaten.

H NMR (400 MHz, CDCly): & 5.45 (1H, bs), 1.70 (3H, s), 0.96 (3H, d), 0.88 (3H, d),
0.81 (3H, d).

EIMS (70 eV), m/z (rel. int.): 204 (24) [M*-18], 161 (61), 159 (100), 119 (79), 105 (60),
91 (30), 41 31).

7.3 Isolierung von Sesquiterpenen aus Conocephalum conicum
Typ 11

7.3.1 (+)-Aristola-1(10),8-dien (54) aus Conocephalum conicum
“Botanischer Garten HH, Ch.: 200”

Aus mehreren Einspritzungen des dtherischen Ols von Conocephalum conicum
“Botanischer Garten HH, Ch.: 200” am priparativen Gaschromatographen, ausgestattet
mit einer [6-Me-2,3-Pe-3-CD]-Sdule wurde (+)-Aristola-1(10),8-dien (54) isoliert. Die
Injektionen erfolgten bei einer Sdulentemperatur von 110 °C, nach einer Minute wurde
mit einer Rate von 2 °C/min auf 170 °C hochgeheizt. Die Strukturzuordnung erfolgte
durch Auswertung der ein- und zweidimensionalen NMR-Spektren und durch Vergleich

mit der Literatur.

IH-NMR (400 MHz, CDCLy): & 0.92 (3H, s), 0.93 (1H, d), 0.95 (3H, s), 0.99 (3H, d),
1.10 (3H, s), 1.17 (1H, dd), 5.28 (1H, 1), 5.73 (1H, dd), 5.84 (1H, d).
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I3C-NMR (100.6 MHz, C¢Dy): & 14.98, 16.12, 23.22, 24.79, 25.51 (¢), 27.98 (¢), 29.34,
34.78, 34.96, 36.23, 119.28, 122.29, 124.60, 127.32; ein Kohlenstoffsignal fehlt.

EIMS (70 eV), m/z (rel. int.): 202 (48) [M*], 187 (41), 159 (100), 145 (61), 131 (57), 117
(61), 105 (31), 91 (41), 41 (41).

7.3.2 (+)-Nardosina-7,9,11-trien (55) aus Conocephalum conicum
“Botanischer Garten HH, Ch.: 200” und

Conocephalum conicum “Aumiihle/Hamburg (Billeufer)”

Aus mehreren Einspritzungen des #therischen Ols von Conocephalum conicum
“Botanischer Garten HH, C 200” bzw. “Aumiihle/Hamburg (Billeufer)” am prédparativen
Gaschromatographen, ausgestattet mit einer [6-Me-2,3-Pe--CD]-Sdule konnte
(+)-Nardosina-7,9,11-trien (55) isoliert werden. Die Injektionen erfolgten bei einer
Sdulentemperatur von 110 °C, nach einer Minute wurde mit einer Rate von 2 °C/min bis
auf 170 °C hochgeheizt. Die Strukturaufkldarung erfolgte durch intensive NMR-

Untersuchungen.

IH-NMR (400 MHz, CDCl5): & 0.85 (3H, d, Me-15), 0.95 (3H, s, Me-14), 1.2 - 1.4 (2H,
m, H-2a and H-3a), 1.46 - 1.51 (1H, m, H-3b), 1.6 - 1.7 (2H, m, H-2b and H-4), 1.71 (3H,
bs, Me-12), 2.24 (2H, m, Hy-1), 2.83 (1H, d, H-6, Jo; = 6.3), 4.62 (1H, bs, H-13a), 4.78
(1H, bs, H-13b), 5.43 (1H, dd, H-7, I; = 6.3, I1g = 9.4), 5.47 (1H, bd, H-9, Igy = 5.4),
5.84 (1H, dd, H-8, J.g = 9.4, Igg = 5.4).

13C-NMR (125.8 MHz, CDCLy): &= 17.10 (g, C-15), 17.53 (¢, C-14), 18.62 (g, C-12),
25.66 (¢, C-2), 31.69 (¢t C-3), 32.20 (#, C-1), 35.24 (d, C-4), 39.8 (s, C-5), 52.85 (d, C-6),
113.78 (¢, C-13), 117.71 (d, C-9), 123.27 (d, C-8), 124.91 (d, C-7), 145.66 (s, C-10),
146.51 (s, C-11).

EIMS (70 eV), m/z (rel. int.): 202 (54) [M*], 187 (46), 159 (26), 145 (68), 131 (100), 117
(28), 105 (76), 91 (52), 77 (32), 41 (57).

7.3.3 (+)-Nardosina-7,9-dien-11-0l (56) aus Conocephalum conicum

“Aumiihle/Hamburg Billeufer” und aus Pallavicinia lyellii

Aus mehreren Einspritzungen des dtherischen Ols von Conocephalum conicum
“Aumiihle/Hamburg Billeufer” bzw. Pallavicinia lyellii konnte mittels préparativer
Gaschromatographie an der [SE-30]-Saule (+)-Nardosina-7,9-dien-11-ol (56) isoliert
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werden. Die Injektionen erfolgten bei einer Sdulentemperatur von 120 °C, nach 24
Minuten wurde der Ofen auf 140 °C hochgeheizt. Die Strukturautkldrung erfolgte durch
intensive NMR-Untersuchungen und durch Untersuchungen der Dehydratisierungs-
produkte von (+)-Nardosina-7,9-dien-11-ol (56) ((+)-Aristola-1(10),8-dien (54) und
(+)-Nardosina-7,9,11-trien (55)).

IH-NMR (400 MHz, CDCB3): 8 0.96 (3H, d, Me-15), 0.97 3H, s, Me-14), 1.26 3H, s,
Me), 1.27 3H, s, Me), 1.30 - 1.42 (1H, m, H-2a), 1.58 - 1.72 (3H, m, H-2b und H2-3),
2.19 (1H, d, H-6, I; = 6.6), 2.24 - 2.39 (2H, m, H,-1), 2.55 (1H, m, H-4), 5.48 (1H, m,
H-9), 5.60 (1H, dd, H-7, Js; = 6.6, J.4 = 9.7), 5.83 (1H, dd, H-8, I, = 9.7, Jgo = 5.1).

I3C-NMR (100.6 MHz, CDCl;): & 18.09 (g), 18.20 (g), 24.83 (?), 26.07 (g), 31.61 (g¢),
32.13 (¢), 32.55 (), 34.67 (d), 41.84 (s), 51.59 (d), 117.73 (d), 123.58 (d), 126.04 (d),
147.47 (s); ein Kohlenstoffsignal fehlt.

EIMS (70 eV), m/z (rel. int.): 202 (2) [M*-18], 162 (28), 147 (14), 106 (31) 105 (100),
91 (28), 59 (72).

7.3.4 3,4-Dimethoxystyrol (57) aus Conocephalum conicum
“Botanischer Garten HH, Ch.: 200”

Aus mehreren Einspritzungen des #therischen Ols von Conocephalum conicum
Botanischer Garten Ch. 200 konnte 3,4-Dimethoxystyrol (57) (verunreinigt mit ca. 5 %
Aristolen) mittels praparativer Gaschromatographie an der [6-Me-2,3-Pe-B-CD]-S4ule
und anschlieBender Reinigung an der [2,6-Me-3-Pe-B-CD]-S4ule isoliert werden.
Gearbeitet wurde bei einer Sdulentemperatur von 110 °C, nach einer Minute wurde der

Ofen mit einer Rate von 2°C/min hochgeheizt.

IH-NMR (400 MHz, CDCl5): & 3.88 (3H, ), 3.90 (3H, ), 5.15 (1H, d, H-8, J.4 = 11),
5.62 (1H, d, H-8, J.g = 17), 6.65 (1H, dd, H-7, J.4 = 11, 17), 6.82 (1H, d, H-5, Jss = 8),
6.94 (1H, dd, H-6, Jss = 8, Ios = 1.5), 6.97 (1H, d, H-2, J,s = 1.5)

EIMS (70 eV), m/z (rel. int.): 164 (100) [M*], 149 (31), 121 (13), 103 (11), 91 (16), 77
(12)
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7.4 Isolierung von Sesquiterpenen aus Conocephalum conicum
Typ II1

7.4.1 Conocephalenol (25) aus Conocephalum conicum

“Zachersmiihle”

Mittels préaparativer Gaschromatographie an der [2,6-Me-3-Pe-[3-CD]-S4ule wurde nach
mehreren Einspritzungen des #therischen Ols von Conocephalum conicum
“Zachersmiihle” Conocephalenol (25) gewonnen. Die Injektionen erfolgten bei einer
Saulentemperatur von 110 °C, nach einer Minute wurde mit einer Rate von 2 °C/min bis
auf 160 °C hochgeheizt. Conocephalenol (25) dehydratisiert in deuteriertem Chloroform
schnell zu Brasila-5,10-dien (58) als Hauptprodukt. Diese Reaktion findet teilweise
schon auf der Sdule des priparativen Gaschromatographen statt. Die Strukturzuordnung
erfolgte durch Auswertung des TH-NMR-Spektrums und Vergleich mit Literaturdaten.

IH-NMR (400 MHz, C,Dy): 5 0.82 (1H, £), 0.90 (3H, s), 1.00 (3H, s), 1.01 (3H, d), 1.25
(6H, s), 1.53 (1H, dd), 2.47 - 2.70 (2H, m).

EIMS (70 eV), m/z (rel. int.): 222 (2), [M*], 207 (20), 204 (72), 189 (100), 175 (25), 161
(28), 151 (26), 149 (26), 133 (69), 119 (36), 105 (56), 91 (50), 59 (41), 41 (57).

7.4.2 Brasila-5,10-dien (58) aus Conocephalum conicum

“Zachersmiihle” und “Devils Bridge Wales”

Mittels préaparativer Gaschromatographie an der [2,6-Me-3-Pe-[3-CD]-S4ule wurde nach
mehreren Einspritzungen des dtherischen Ols von Conocephalum conicum
“Zachersmiihle” bzw. “Devils Bridge Wales” Brasila-5,10-dien (58) gewonnen. Die
Injektionen erfolgten bei einer Saulentemperatur von 110 °C, nach einer Minute wurde
mit einer Rate von 2 °C/min bis auf 160 °C hochgeheizt. Die Substanz lagert in deute-
riertem Chloroform schnell in Konstitutionsisomere um. Die Strukturaufkldrung erfolgte
durch Auswertung der NMR-Spektren und aufgrund der Dehydratisierung von
Conocephalenol (25) zu Brasila-5,10-dien (58).

IH-NMR (400 MHz, C¢D,): 8 0.86 (1H, m, H-2a), 0.94 (3H, s, Me), 0.99 (3H, s, Me),
1.00 (3H, d, Me), 1.07 - 1.31 (2H, m, H-8a und H-9), 1.56 (1H, m, H-2b), 1.82 (3H, s,
Me-11), 2.07 (1H, m, H-4a), 2.31 - 2.5 (2H, m, H,-7), 4.91 (1H, bs), 5.03 (1H, bs).
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13C-NMR (100.6 MHz, C¢Dy): 3 18.29 (¢), 22.30 (¢), 26.11 (g), 28.74 (¢, C-7), 30.17 (),
32.38 (¢), 33.38 (¢, C-8), 40.81 (¢, C-2), 41.23 (d, C-9), 43.37 (t, C-4), 47.02 (d, C-1),
112.61 (1, C-12), 129.64 (s), 137.94 (s), 146.42 (s).

EIMS (70 eV), m/z (rel. int.): 204 (67) [M*], 189 (70), 175 (44), 161 (33), 147 (33), 133
(100), 119 (48), 105 (78), 91 (72), 77 (35), 55 (43), 41 (78).

7.4.3 Brasila-5(10),6-dien (59) aus Conocephalum conicum

“Zachersmiihle” und “Devils Bridge Wales”

Mittels préparativer Gaschromatographie an der [2,6-Me-3-Pe-[3-CD]-S4ule wurde nach
mehreren Einspritzungen des #therischen Ols von Conocephalum conicum
“Zachersmiihle” und “Devils Bridge Wales” Brasila-5(10),6-dien (59) gewonnen. Die
Injektionen erfolgten bei einer Sdulentemperatur von 110 °C, nach einer Minute wurde
mit einer Rate von 2 °C/min bis auf 160 °C hochgeheizt. Die Substanz lagert in deute-
riertem Chloroform schnell in Konstitutionsisomere um. Die Strukturaufkldarung erfolgte

durch Auswertung der ein- und zweidimensionalen Protonen-NMR-Spektren.

IH-NMR (400 MHz, C¢Dy): 50.91 (3H, s), 0.97 3H, s), 1.03 (1H, m), 1.08 (3H, d), 1.69
(3H, s), 1.83 - 1.89 (1H, m), 1.90 3H, s), 2.10 (1H, m), 2.24 - 2.33 (1H, m), 2.39 (1H,
bd), 2.53 (1H, tdd), 5.46 (1H, m).

EIMS (70 eV), m/z (rel. int.): 204 (79) [M*], 189 (67), 175 (31), 161 (39), 148 (26), 147
(26), 133 (100), 119 (43), 105 (61), 91 (54), 77 (31), 55 (26), 41 (50).

7.4.4 Brasila-1(6),5(10)-dien (60) aus Conocephalum conicum
“Devils Bridge Wales”

Mittels préaparativer Gaschromatographie an der [2,6-Me-3-Pe-[3-CD]-S4ule wurde nach
mehreren Einspritzungen des #therischen Ols von Conocephalum conicum “Devils
Bridge Wales” Brasila-1(6),5(10)-dien (60) gewonnen. Die Substanz ist sowohl in deute-
riertem Chloroform als auch deuteriertem Benzol und in n-Hexan instabil. Die
Strukturaufkldrung erfolgte durch Auswertung der ein- und zweidimensionalen
Protonen-NMR-Spektren und durch die Auswertung der Dehydratisierungsergebnisse
von Conocephalenol (25).
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IH-NMR (400 MHz, C(Dy): 3 0.96 (3H, ), 0.98 (3H, s), 1.01 (3H, d), 1.33 - 1.40 (1H,
m), 1.76 (3H, s), 1.90 3H, s)

EIMS (70 eV), m/z (rel. int.): 204 (30) [M*], 189 (100), 133 (18), 105 (22), 41 (22).

7.4.5 Brasila-1,10-dien (61) aus Conocephalum conicum

“Zachersmiihle”

Mittels préparativer Gaschromatographie an der [2,6-Me-3-Pe-[3-CD]-S4ule wurde nach
mehreren Einspritzungen des #dtherischen Ols von Conocephalum conicum
“Zachersmiihle” Brasila-1,10-dien (61) gewonnen. Die Injektionen erfolgten bei einer
Sdulentemperatur von 110 °C, nach einer Minute wurde mit einer Rate von 2 °C/min bis
auf 160 °C hochgeheizt. Brasila-1,10-dien (61) ist iiber ldngere Zeit in deuteriertem
Chloroform stabil. Die vorldufige Strukturzuordnung erfolgte durch Auswertung der ein-

und zweidimensionalen Protonen-NMR-Spektren.

IH-NMR (400 MHz, CDCLy): & 0.96 (3H, s), 1.00 (3H, s), 1.05 (3H, d), 1.71 (3H, s),
4.72, (2H, bs), 5.09 (1H, s).

EIMS (70 eV), m/z (rel. int.): 204 (39) [M*], 189 (100), 175 (15), 161 (19), 147 (37), 136
(59), 133 (42), 121 (63), 105 (76), 95 (33), 93 (39), 91 (46), 81 (31), 79 (28), 77 (28), 55
(33), 41 (57).

7.4.6 (-)-Dactylol (23) aus Conocephalum conicum “Zachersmiihle”

Die polaren Bestandteile des dtherischen Ols von Conocephalum conicum
“Zachersmiihle” wurden mittels Sdulenchromatographie mit Petrolether (Siedebereich:
40 - 60 °C) und anschlieBendem Dichlormethangradienten abgetrennt. Zwei Verun-
reinigungen wurden mittels priaparativer Gaschromatographie an der [SE-30]-Sdule
abgetrennt. Aus mehreren Einspritzungen wurde bei einer Ofentemperatur von 130 °C
(-)-Dactylol (23) gewonnen. Die Strukturzuordnung erfolgte durch Auswertung der
NMR-Spektren und den Vergleich mit Literaturdaten.

IH-NMR (400 MHz, CDCly): 3 0.91 (3H, s), 0.92 (3H, s), 0.96 (3H, d), 1.39 (1H, m),
1.59 (1H, dd), 1.76 - 1.70 (3H, m), 1.84 (3H, bs), 1.97 (1H, dd), 2.18 (1H, d), 2.40 (1H,
d), 5.53 (1H, bt).

EIMS (70 eV), m/z (rel. int.): 222 (7) [M*], 204 (14), 153 (100), 111 (69), 97 (45), 69
(74), 55 (64), 41 (78).
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7.4.7 Presilphiperfolan-1-o0l (62) aus Conocephalum conicum

“Zachersmiihle”

Die polaren Bestandteile des dtherischen Ols von Conocephalum conicum
“Zachersmiihle” wurden mittels Sdulenchromatographie mit Petrolether (Siedebereich:
40 - 60 °C) und anschlieBendem Dichlormethangradienten abgetrennt. Diese wurde mit-
tels préaparativer Gaschromatographie an der [6-T-2,3-Me-[3-CD]-S4ule weiter aufge-
trennt. Die gleiche Substanz erhielt man durch Aufreinigung der polaren Bestandteile
des #therischen Ols am priparativen Gaschromatographen ausgestattet mit der [SE-30]-
Sdule. Aus mehreren Einspritzungen wurde bei einer Ofentemperatur von 135 °C bzw.
130 °C Presilphiperfolan-1-ol (62) gewonnen. Die Strukturzuordnung erfolgte durch
NMR-Strukturaufklarung.

IH-NMR (500 MHz, C¢D): & 0.80 (3H, s, Me), 0.89 (3H, d, Me-15), 0.94 (3H, s, Me),
1.08 - 1.17 (2H, m, H-11a und H-7), 1.32 (3H, s, Me-14), 1.20 - 1.33 (2H, m, H-11b und
H-10a), 1.39 - 1.45 (1H, m, H-10b), 1.50 (2H, s, H,-5), 1.53 - 1.62 (3H, m, H-8 und
H-3a und H-9), 1.62 - 1.72 (1H, m, H-2a), 1.77 - 1.92 (2H, m, H-2b und H-3b).

13C-NMR (125.8 MHz, C¢Dy): B 15.69 (g, Me-15), 20.26 (¢, C-11), 22.31 (¢), 28.73 (q),
29.91 (¢, C-10), 31.35 (g, Me-14), 36.87 (d, C-9), 39.71 (#, C-2), 41 (s, C-6), 42.64
(t, C-3), 46.21 (s, C-4), 51.69 (d, C-7), 59.43 (£, C-5), 63.90 (d, C-8), 89 (g, C-1).

EIMS (70 eV), m/z (rel. int.): 222 (13) [M*], 207 (28), 204 (11), 189 (17), 166 (78), 165
(57), 151 (50), 133 (24), 123 (100), 111 (37), 110 (31), 105 (24), 97 (56), 91 (31), 81
(25), 55 (37), 41 (65).

7.4.8 (-)-Selin-11-en-4-0l (65) aus Conocephalum conicum
“Zachersmiihle” und “Devils Bridge Wales”

Aus mehreren Einspritzungen des Wasserdampfdestillats von Conocephalum conicum
“Zachersmiihle” und “Devils Bridge Wales” wurde (-)-Selin-11-en-4-ol (65) mittels
praparativer Gaschromatographie (6-Me-2,3-Pe--CD) isoliert. Die Einspritzungen
erfolgten bei einer Ofentemperatur von 110 °C, nach 2 Minuten wurde mit 2 °C/min auf
180 °C hochgeheizt. Die Strukturzuordnung erfolgte durch Auswertung der Protonen-
und Kohlenstoff-NMR-Spektren und durch Vergleich mit Literaturdaten.

IH-NMR (400 MHz, CDCl): &0.89 (3H, ), 1.18 (3H, s), 1.55 3H, s), 1.74 (3H, s), 4.69
(1H, bs), 4.71 (1H, bs).
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I3C-NMR (400 MHz, CDCl;): 8 19.40, 20.84, 21.77, 23.42, 26.75, 27.58, 35.33, 41.80,
44.09, 45.37, 47.06, 55.62, 72.94, 108.84, 151.40.

EIMS (70 eV), m/z (rel. int.): 222 (7) [M*], 204 (43), 189 (48), 161 (28), 147 (22), 135
(56), 121 (33), 109 (44), 107 (43), 95 (52), 93 (52), 81 (89), 71 (67), 67 (50), 55 (52), 43
(100).

7.4.9 Bicyclogermacren-14-al (63) aus Conocephalum conicum
“Devils Bridge Wales”

Aus mehreren Einspritzungen des Wasserdampfdestillats von Conocephalum conicum
“Devils Bridge Wales” wurde Bicyclogermacren-14-al (63) per prédparativer
Gaschromatographie (2,6-Me-3-Pe-B-CD) isoliert. Die Einspritzungen erfolgten bei
einer Ofentemperatur von 110 °C, nach 1 Minute wurde mit 2 °C/min auf 170 °C hoch-
geheizt. Die Strukturzuordnung erfolgte durch Auswertung des 'H-NMR-Spektrums und

durch Vergleich mit Literaturdaten.

IH-NMR (400 MHz, CDCly): &-0.10 (1H, dd), 0.62 (1H, dd), 1.03 (3H, s), 1.12 3H, s),
1.51 (3H, bs), 4.80 (1H, d), 6.30 (1H, dd), 10.05 (1H, s).

EIMS (70 eV), m/z (rel. int.): 218 (6) [M*], 203 (7), 189 (20), 175 (12), 149 (18), 138
(24), 121 (67), 107 (98), 93 (81), 91 (69), 81 (45), 79 (54), 77 (46), 67 (39), 55 (39), 53
(43), 41 (100).

7.5 Isolierung von Sesquiterpenen aus Conocephalum conicum
Typ IV

7.5.1 (-)-Aromadendran-5-0l (26) aus Conocephalum conicum
“Vorarlberg/Gauertal 2100 m Hohe”

Mittels préparativer Gaschromatographie an der [SE-30]-Sdule wurde aus mehreren
Einspritzungen des #therischen Ols von Conocephalum conicum “Vorarlberg”
(-)-Aromadendran-5-ol (26) isoliert. Gearbeitet wurde bei einer konstanten
Ofentemperatur von 140 °C. Die Strukturaufkldrung erfolgte durch Auswertung der ein-
und zweidimensionalen Protonen-NMR-Spektren und durch Dehydratisierung des
Alkohols zu (+)-a-Gurjunen (72), (-)-y-Gurjunen (73) und (+)-Isoleden (74).
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H NMR (400 MHz, CDCl3): 8 0.22 (1H, d, H-6), 0.70 (1H, dt, H-7), 0.94, 0.90 (je 3H,
d, H-14, H-15), 1.07, 1.28 (je 3H, s, H-12, H-13),

EIMS (70 eV), m/z (rel. int.): 222 (2) [M*], 204 (49), 189 (44), 179 (9), 161 (75), 149
(29), 147 (29), 133 (37), 119 (54), 105 (78), 91 (66), 81 (61), 67 (41), 55 (62), 41 (100).

7.5.2 (+)-Aromadendr-4-en-12-0l (75) aus Conocephalum conicum
“Vorarlberg/Gauertal 2100 m Hohe”

Mittels préparativer Gaschromatographie an der [SE-30]-Sdule wurde aus mehreren
Einspritzungen des dtherischen Ols von Conocephalum conicum “Vorarlberg”
(+)-Aromadendr-4-en-12-ol (75) isoliert. Gearbeitet wurde bei einer konstanten
Ofentemperatur von 140 °C. Die Strukturaufklarung erfolgte durch Auswertung der ein-
und zweidimensionalen Protonen-NMR-Spektren und durch Hydrierung des Alkohols

und Vergleich der Hydrierungsprodukte mit denen von (+)-4,5-Dehydroviridiflorol (76).

IH NMR (400 MHz, CDCly): 8 0.91 (3H, d, H-14), 1.24 (3H, s, H-13), 1.70 (3H, bs,
H-15), 2.85 (1H, m), 3.53 (2H, ddd, H-12)

EIMS (70 eV), m/z (rel. int.): 220 (12) [M*], 202 (63), 189 (58), 173 (18), 159 (44), 145
(77), 131 (71), 119 (58), 105 (100), 91 (95), 79 (46), 77 (44), 67 (25), 55 (41), 41 (61).

7.6 Isolierung weiterer Sesquiterpene

7.6.1 Nardosina-9,11-dien (80) aus der Umlagerung von
(-)-Aristolen (37)

Ca. 1 mg (-)-Aristolen (37) wurde unter Zusatz einer Spatelspitze Amberlyst 158 in n-
Hexan als Losungsmittel 6 Tage umgelagert. Das entstandene Sesquiterpengemisch
wurde mittels préparativer Gaschromatographie an der [2,6-Me-3-Pe-3-CD]-Séule auf-
getrennt. Aus mehreren Einspritzungen bei einer konstanten Sdulentemperatur von
120 °C konnte Nardosina-9,11-dien (80) mit einer ca. 10 %igen Verunreinigung von
(+)-Nardosina-1(10),11-dien (81) gewonnen werden. Die Strukturautkldrung erfolgte
durch Auswertung der ein- und zweidimensionalen Protonen- und der Kohlenstoft-
NMR-Spektren.
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IH-NMR (500 MHz, CDCl5): 3 = 0.73 (3H, d, Me-15), 1.05 (3H, 5, Me-14), 1.22 - 1.40
(2H, m), 1.42 - 1.50 (2H, m), 1.63 - 1.69 (1H, m), 1.81 (3H, m), 1.89 - 1.98 (1H, m), 4.79
(1H, bs, H-13a), 4.91 (1H, bs, H-13b), 5.24 (1H, m, H-9).

I3C-NMR (125.8 MHz, CDCly): 6 = 16.73 (g), 21.93 (g), 22.73 (¢), 23.24 (¢), 27.62 (1),
32.11 (¢), 34.21 (1), 35.11 (d), 40.45 (s), 49.56 (d), 113.01 (¥), 120.51 (d), 144.14 (s),
146.25 (s); ein Kohlenstoffsignal fehlt.

EIMS (70 eV), m/z (tel. int.): 204 (26) [M*], 189 (11), 161 (13), 136 (89), 121 (100), 107
(37), 105 (31), 93 (44), 91 (37), 79 (26), 77 (22), 55 (24), 41 (48).

7.6.2 (-)-Nardosina-1(10),11-dien (81) aus Ptilidium ciliare

Mittels préparativer Gaschromatographie an der [SE-30]-Séule wurden nach mehreren
Einspritzungen des Wasserdampfdestillats von Ptilidium ciliare bei einer konstanten
Ofentemperatur von 120 °C (-)-Nardosina-1(10),11-dien (81) gewonnen. Die Struktur-
aufkliarung erfolgte durch Auswertung der ein- und zweidimensionalen Protonen-NMR-
Spektren und durch Vergleich mit den Produkten der sauer katalysierten Umlagerungen
von (-)-Aristolen (37).

IH-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 0.77 (3H, d, Me-15), 1.04 (3H, 5, Me-14) 1.76 (3H, s,
Me-12), 2.28 (1H, m), 4.79 (1H, bs, H-13a), 4.87 (1H, bs, H-13b), 5.34 (1H, m, H-1).

EIMS (70 eV), m/z (rel. int.): 204 (33) [M*], 189 (39), 161 (41), 147 (35), 133 (28), 123
(100), 121 (67), 107 (57), 105 (48), 93 (41), 91 (54), 81 (78), 79 (39), 77 (31), 67 (35),
55 (35), 41 (61).

7.6.3 Presilphiperfol-1-en (83) aus der Umlagerungsreaktion von
Presilphiperfolan-1-o0l (62)

Presilphiperfolan-1-ol (62) wurde mit einer kleinen Spatelspitze schwach saurem
Ionenaustauscher AmberlystR versetzt und 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das nahezu
quantitativ entstandene Presilphiperfol-1-en (83) wurde mithilfe pridparativer
Gaschromatographie (SE-30) durch zwei Injektionen bei einer Ofentemperatur von 125
°C gereinigt. Die Strukturaufkldrung erfolgte durch Auswertung der ein- und zweidi-
mensionalen Protonen-NMR-Spektren.
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IH-NMR (400 MHz, CDCly): 8= 0.89 (3H, s), 0.90 - 0.93 (1H, m), 0.94 (3H, s), 1.09
(3H, d), 1.09 (3H, s), 2.30 (2H, m), 4.83 (1H, bs).

EIMS (70 eV), m/z (rel. int.): 204 (46) [M*], 189 (65), 162 (15), 161 (15), 148 (72), 147
(65), 135 (52), 133 (100), 119 (44), 107 (37), 106 (67), 105 (76), 91 (89), 77 (33), 55
(33), 41 (70).
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8 Spektrenanhang

(+)-54

IH-NMR (400 MHz, CDCl5): Aristola-1(10),8-dien (54)

CHO

‘ALI mu{lm MWW W
0w 9 8 7 6 5 4 3 2

TH-NMR (400 MHz, CDCls): Bicyclogermacren-14-al (63)
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3 2 1 0 ppm

'TH-NMR (400 MHz, C4Dy): Conocephalenol (25)

A e AW U\ngr

TH-NMR (400 MHz, CDCl,): epi-Cubenol (32)
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MeO

MeO
57

IH-NMR (400 MHz, CDCl5): 3,4-Dimethoxystyrol (57)

(323

TH-NMR (400 MHz, CDCls): Dactylol (23)
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(-)-29
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TH-NMR (400 MHz, CDCl,): Germacra-1(10)E,5E-dien-4-a-ol (29)

4 3 2 1 0 ppm

IH-NMR (400 MHz, CDCl5): Selin-11-en-4-ol (65)
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9 Gefahrstoffanhang

Tabelle 4: Gefahrenkennzeichnung der verwendeten Substanzen

Verbindung Gefahren- R-Siitze S-Siitze
symbol
Aceton F 11 9-16-23,2-33
Acetonitril F, T 11-23/24/25 16-27-45
Benzol-dg F, T 42,2-11-23/24/25-48 53-16-29-44
Chloroform Xn 22-38-40-48/20/22 36/37
Chloroform-d,; Xn 22-38-40-48/20/22 36/37
Dichlormethan Xn 20-40 24
Diethylether F+ 12-19 9-16-29-33
Ethylacetat F 11 16-23,2-29-33
n-Hexan Xn, F 11-48/20 9-16-24/25-29-51
Methanol F, T 11-23/25 7-16-24-45
Petrolether F 11 9-16-29-33
Pyridin Xn, F 11-20/21/22 26-28,1
Phosphorylchlorid C 34-37 7/8-26-45
Silbernitrat C 34 26-45
Thionylchlorid C 14-34-37 26-45
Wasserstoff F 12 9-16-33
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