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Allgemeiner Teil 1

1 Einleitung

Man kann auf jedem Felde der Wissenschaft nur ein
kleinstes Teilstiickchen bearbeiten, und dennoch
hofft und glaubt man, von einer Teilfrage her
ausweitend und umgreifend schlieBlich die ganze
Kenntnis gewinnen zu kénnen. Endlich mag man zu
einem Wissensstand gelangen, der es gestattet,
manche Fakten zu einem Bild zusammenzufiigen.
Aber waren die hierzu notwendigen Vereinfach-
ungen erlaubt? Das Bild wird alsbald wieder trivial.
Man sammelt von neuem, erginzt, fligt zusammen
und hofft auf ein vollstindigeres Zusammen-
stimmen. Jene Polaritit zwischen Synthese und
Analyse, zwischen Experiment und Theorie,
zwischen Handeln und Denken bewegt unsere
experimentelle Wissenschatft.

[F. Cramer, Der Zeitbaum]

Sekundire Naturstoffe

Die enormen Fortschritte in dem Verstindnis der Krankheitsbilder auf molekularer Ebene
haben es ermdglicht, da3 eine Reihe von biologischen Targets und neuartigen Testsystemen
fiir die zielgerichtete Leitstruktur- bzw. Wirkstoffsuche zuginglich wurden. Mittlerweile
automatisierte Testverfahren (Hochdurchsatz-Screening), die einen Probendurchsatz von
mehr als 100.000 Proben pro Jahr ermdglichen, und eine Reihe von methodischen
Entwicklungen der letzten Jahre besonders auf den Gebieten Spektroskopie und

Chromatographie haben wesentlich dazu beigetragen, daBl die Zahl isolierter und
charakterisierter Naturstoffe stetig steigt.[l] Mehr als 110.000 Naturstoffe’ sind derzeit

bekannt. Dazu kommen jdhrlich mehr als 2.000 neue Verbindungen und sicherlich werden

gleichzeitig eine sehr viel hohere Zahl bekannter Naturstoffe nachisoliert."”

Bekanntlich stellen die sekundédren Naturstoffe einen sehr bedeutenden Bereich der
Naturstoffe dar. Es ist daher nicht iiberraschend, dafl viele Verbindungen, die isoliert und

aufgekléart werden, zu den sekundéren Naturstoffen gehoren.

" Stand 1995
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Der Sekundarmetabolismus umfafit im Gegensatz zu dem Primédrmetabolismus, welcher in
allen Lebewesen vorkommt und iiberall die gleiche Funktion hat, zum Beispiel die Synthese
und den Abbau von Nucleotiden und Nucleinsduren, der Aminosduren und Proteine, Umsatz
von Glucose und verwandten Kohlenhydraten, und spezielle Stoffwechselwege, die zu einer

Vielzahl mitunter sehr kompliziert aufgebauter chemischer Substanzen fiihren, die als
Sekundirmetaboliten beziehungsweise sekunddre Naturstoffe bezeichnet werden.! Der

Sekundérstoffwechsel verlduft in bestimmten Entwicklungsstadien in bestimmten Geweben
oder Organen von Pflanzen, Mikroorganismen, Pilzen, marinen Organismen und Tieren.

Die Tatsache, dal3 viele dieser Verbindungen biologische Aktivitdt zeigen, machte sie fiir
den Menschen seit jeher interessant. So etablierten sich im Laufe der Zeit verschiedene
sekunddre Naturstoffe, zum Beispiel Morphin und verwandte Substanzen des Schlafmohns

(Papaver somniferium), Chinin und seine Derivate aus Chinarindenbdumen sowie Strychnin
aus dem BrechnuBBbaum (Strychnos nuxvomica) als pflanzliche Arzneimittel. ¥ Auch in

jiingerer Zeit wurden wichtige Arzneistoffe, die zu den sekundidren Naturstoffen gehoren,
isoliert: darunter verschiedene Cytostatika aus dem Madagaskar-Immergriin (Catharanthus

roseus) oder Taxol (1), ein in der Rinde der nordamerikanischen Eibenart Taxus brevifolia

. . 5 . . .
vorkommendes Antlkrebsmlttel,[ I sowie weitere Substanzen aus verschiedenen Pflanzen.

Taxol (1)

Die sekundéren Naturstoffe aus den hoheren Pflanzen bilden keineswegs die einzige Gruppe
fiir biologisch aktive Substanzen. Mikroorganismen, Moose und Meeresorganismen
produzieren ebenfalls eine Reihe von Sekunddrmetaboliten aus sehr unterschiedlichen
Verbindungsklassen, die biologisch aktiv sind, und als Leitstrukturen fiir die Wirkstoffent-

wicklung nicht nur im pharmazeutischen Bereich eingesetzt werden, sondern auch dem
Pflanzenschutz dienen. Ein Beispiel ist der Naturstoff Eleutherobin (2),[6] isoliert aus der

Weichkoralle Eleutherobia, ein potentes Cytotoxin. Das Eleutherobin verdankt diese

Eigenschaft dem gleichen Wirkmechanismus, der auch Taxol (1) zu einem potenten
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Antitumor-Wirkstoff macht.!”! Die biologisch aktiven Inhaltsstoffe der Moose (Bryophyta),

die mit 25.000 bekannten Arten etwa 5% des Pflanzenreichs ausmachen und seit

Jahrhunderten z. B. in der chinesischen Volksmedizin eine Rolle spielen, werden erst in

]

neuerer Zeit untersucht.” So wurden u.a. neuartige Sesqui- und Diterpene, mit

antibakteriellen, antifungischen und toxischen Aktivitéten identifiziert."™!
OH
)
\ OH
N
Q|
N =

Eleutherobin (2)

Obwohl die Bedeutung der sekundiren Naturstoffe als Inspiration fiir die Wirkstoffsuche
von den Menschen sehr frith erkannt worden war, ist das Wissen iiber das Vorkommen und
den Aufbau der Sekundirmetaboliten sowie deren physiologische und okologische
Bedeutung fiir den Produzenten sehr bescheiden und liickenhaft. Es gibt zwar keinen Grund
anzunehmen, daf} all diese Substanzen in ihrer strukturellen Diversitit eine physiologische

und okologische Wirkung haben, doch zeigen immer mehr Untersuchungen die enorme

[10,11,12]

funktionelle und strukturelle Bedeutung der sekunddren Naturstoffe. Viele

sekundére Naturstoffe sind sogar fiir deren Produzenten geradezu lebensnotwendig. Zum

Beispiel besitzen Sekundirstoffe fiir den Produzenten eine physiologische Effizienz.!'%!*!

Sie wirken als Phytohormone und dienen als Wachstumsinhibitor oder koénnen das
Zellstreckungswachstum fordern. Die Phytohormone lassen sich nach ihrer chemischen
Struktur in terpenoide Verbindungen, Steroide und ungesittigte Kohlenwasserstoffe
einteilen. Sekundire Naturstoffe zeigen allelochemische Wechselwirkungen.[lo’m Als
Allelochemika werden Substanzen bezeichnet, die von Organismen einer Art gebildet und
abgegeben werden und sich auf Wachstum, Verhalten oder Fortpflanzung einer anderen Art
auswirken. Ein bekanntes Beispiel fiir eine Pflanze-Pflanze-Interaktion ist der

Sekundédrmetabolit Juglon. Diese Verbindung wirkt bei vielen Pflanzen als

Wachstumsinhibitor. Sekundédre Naturstoffe wirken artspeziﬁsch.[lo’m Dabei handelt es
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sich um Wirkstoffe der innerartlichen Kommunikation. Sie werden von einem Individuum
einer gegebenen Art abgegeben und 16sen bei einem anderen Individuum dieser Art eine
bestimmte Reaktion aus. Solche sekunddren Naturstoffe werden unter dem Begriff
Pheromone zusammengefal3t. Zu den Pheromonen gehoren terpenoide Verbindungen sowie

biosynthetisch erzeugte Derivate von Fettsduren (langkettige Alkohole, Aldehyde oder

[

Ester). Sekundire Naturstoffe liben phytoalexine Wirkungen aus. 1081 gin gewohnlicher

Abwehrmechanismus der Pflanzen gegeniiber Pathogenen ist die Bildung von
Phytoalexinen. Als Phytoalexine werden niedermolekulare, antimikrobielle und vor allem
fungizide Wirkstoffe bezeichnet, die von Pflanzen nach einer Infektion gebildet werden.
Eine groBBe Gruppe von Phytoalexinen bilden die terpenoiden Verbindungen. Bisher sind
mehr als 200 terpenoide Sekundérstoffe als Phytoalexine bekannt.!"*! Neben den hiufig
vorkommenden sesquiterpenioden Phytoalexinen sind auch di- und triterpenoide
Phytoalexine bekannt. Ein Beispiel fiir sesquiterpenoide Phytoalexine ist die Verbindung
Capsidiol (3). Sie wird als fungizider Wirkstoff von der Tabak-Pflanze gebildet."” Ein
anders Beispiel fiir terpenoide Phytoalexine stellt die Verbindung Casben (4) dar. Dieser

Diterpenkohlenwasserstoff wird in Samen von Ricinus communis L. produziert, wenn diese

Pflanze von Pilzen befallen Wird.[16]

OH

(-)-Capsidiol (3) Casben (4)
Die fiir den Menschen als Arznei, Pflanzenschutzmittel, Geschmack-, Duft- und Farbstoff
oder auch als Rohstoff fiir technische Prozesse so wichtigen sekundéren Naturstoffe lassen
sich in vier Hauptklassen — Terpene, Acetylenverbindungen, Phenol-Verbindungen und
N-haltige-Stoffe — zusammenfassen. ) Dabei stellen die terpenoiden Verbindungen eine
der umfangreichsten Gruppe der sekundédren Naturstoffe dar. Trotz der beeindruckenden
Vielfalt bereits isolierter und charakterisierter terpenoider Verbindungen, lassen sich aus

verschiedenen Quellen immer noch terpenoide Sekundirmetaboliten mit unbekannten

Strukturen isolieren, die auch Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind.
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2 Zielsetzung

Die Isolierung und Strukturaufkldrung von unbekannten Naturstoffen ist nach wie vor ein
hochaktuelles Forschungsgebiet der organischen Chemie. Die stiirmische Entwicklung in
der Spektroskopie, besonders auf dem Gebiet der NMR-Spektroskopie, und der
Chromatographie haben dazu gefiihrt, da immer mehr Verbindungen, die in geringen
Konzentrationen vorkommen, isoliert und charakterisiert werden.

Koénig und Hard!"'™ haben bereits gezeigt, dal man die vielfdltigen Moglichkeiten, die
Cyclodextrinderivate in der Kapillargaschromatographie bieten, auch zur priparativen
Isolierung von reinen oder angereicherten Enantiomeren nutzen kann. In mehreren Arbeiten

von Konig et al %1

wurde gezeigt, dal sich modifizierte Cyclodextrin-Phasen in
gepackten GC-Sédulen auch hervorragend fiir die Trennung und Isolierung einzelner
Komponenten von itherischen Olen und anderer unzersetzt verdampfbarer Substanzen
eignen. Aufgrund dieser methodischen Entwicklung kénnen Verbindungen aus &therischen
Olen isoliert werden, die bisher kaum fiir die Strukturaufklirung zuginglich waren. Die

Isolierug und Strukturaufklérung ist auch das Hauptanliegen der vorliegenden Arbeit.
Im einzelnen wurden die Arbeitsschwerpunkte wie folgt definiert:

e Isolierung und NMR-spektroskopische Strukturaufkldrung von unbekannten, in der
Literatur noch nicht beschriebenen Sesquiterpenkohlenwasserstoffen bzw. oxigenierten
Sesquiterpenen aus verschiedenen therischen Olen.

o Strukturaufkldrung durch chemische Derivatisierungsreaktionen und Synthese der neuen
Verbindungen.

e Uberpriifung und gegebenenfalls Erginzung von Strukturvorschliigen bereits bekannter
Verbindungen.

e Konfigurationsbestimmung verschiedener Pflanzeninhaltsstoffe mit Hilfe der

enantioselektiven und zweidimensionalen Gaschromatographie.

Um Konfigurationsbestimmungen durchfiihren zu koénnen, benétigt man racemische
Referenzsubstanzen. Da allerdings nur eine kleine Auswahl von Verbindungen als
Standards kommerziell erhéltlich sind, bildet die Herstellung solcher Standards durch
Isolierung aus itherischen Olen im priparativen MaBstab ein weiteres Ziel der vorliegenden

Arbeit.
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3 Allgemeiner Teil

3.1 Fliichtige Pflanzeninhaltsstoffe - Atherische Ole

Verbindungen, die die itherischen Ole ausmachen, ziihlen zu den Sekundirstoffen der
Pflanzen. Unter idtherischen Olen versteht man die durch Wasserdampfdestillation oder
Pressen gewonnenen Inhaltsstoffe der Pflanzen.***'*?! Sie sind chemisch heterogen, d.h.
sie stellen ein vielfiltiges Gemisch von Stoffen dar. In den hoheren Pflanzen werden
itherische Ole in Exkretzellen, Exkretriumen oder —gingen abgelagert oder durch
Driisenhaare ausgeschieden.m’w Die einzelnen Komponenten der therischen Ole gehdren
iiberwiegend zur Gruppe der Terpene: in vielen #therischen Olen findet man ausschlieBlich
Mono- und Sesquiterpene. Zahlreiche #therische Ole enthalten auch aromatische
Verbindungen (z.B. Phenylpropan-Derivate) oder Produkte aus dem Fettsdurestoffwechsel.

Obwohl die physiologische und &kologische Bedeutung der #therischen Ole fiir den
Produzenten und die Umwelt erst durch neuere Untersuchungen bekannt werden, !
haben itherische Ole seit Jahrtausenden in vielen Kulturkreisen eine wichtige Bedeutung.

Bereits im Jahr 3.200 v. Chr. gewannen die Agypter Zedernholzol und verwendeten es zur

Einbalsamierung.[zs’zé] Weihrauch gehort zu den dltesten Duftstoffen der Menschheit. Schon

in 16. Jahrhundert fanden einige dtherische Ole Anwendung in der Medizin.*"! Heute haben
dtherische Ole vermehrt an industrieller Bedeutung gewonnen. Im wesentlichen werden
dtherische Ole fiir kommerzielle Zwecke aus hoheren Pflanzen gewonnen. Atherische Ole
werden neben ihrer Verwendung in der Kosmetik, Parfiimherstellung, und Lebensmittel-
industrie, wegen ihrer physiologischen Wirkung auf den lebenden Organismus auch in der

Aromatherapie eingesetzt.m] In jiingster Zeit werden die itherischen Ole der Lebermoose

T Wie die Driisenhaare und Exkretriume von

(Hepaticea) intensiv untersucht.**
Samenpflanzen enthalten die Olkorper der Lebermoose (Hepaticea) reichlich
Sekundarstoffe. Viele Lebermoose zeichnen sich durch einen intensiven Geruch aus, der im
wesentlichen auf leichtfliichtige Monoterpene zuriickzufiihren ist. Es handelt sich fast
ausschlieBlich um Verbindungen, die auch aus hoheren Pflanzen bekannt sind. Mehr oder
weniger fliichtige Sesqui- und Diterpene bilden den Hauptanteil des itherischen Oles der
Lebermoose. Atherische Ole der Lebermoose besitzen auffillige Eigenschaften.[8’27] Einige

der nachgewiesenen Sesqui- und Diterpentypen sind vorldufig ausschlieBlich im

Metabolismus von Lebermoosen bekannt geworden (Abb. 1).**! Kénig et al.*®! konnten
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die Sesquiterpene vom Bazzanen- und Barbatentyp, die bisher als charakteristisch fiir
Lebermoose galten, in Meum athamanticum, einer hoheren Pflanze identifizieren. Viele

Sesquiterpene der Hepaticae sind enantiomer zu den entsprechenden Verbindungen der

hheren Pflanzen.®" Sie zeigen antibiotische, cytotoxische, ichthyotoxische (= piscizide)

hautirritierende, allergene und (oder) Pflanzenwachstumshemmende Wirkungen.[g’g]
OHC™ X\
(0]
B-Barbaten (5) B-Bazzanen (6) Pinguisenal (7)
CHO
O CHO
/ | OHC
(0]
=
Pinguison (8) Vitrenal (9) Sacculatal (10)

Abb. 1:  Einige charakteristische Bestandteile der dtherischen Ole und Extrakte von Lebermoosen

3.2 Biosynthese der Terpene

Die Fortschritte der Terpenchemie hidngen eng mit der Aufstellung der Isoprenregel
zusammen. Die Anfiange der Entdeckung der Isoprenregel gehen auf O. Wallach zuriick.*?!

Das zundchst von O. Wallach 1887 aus empirischen Beobachtungen vorgeschlagene
Aufbauprinzip der Mono- und Sesquiterpene wurde von L. Ruzicka 1921 aufgegriffen und
weiterentwickelt. Im Jahre 1953 konnte L. Ruzicka"*' in einem Vortrag ,,The Isoprene Rule
and the Biogenesis of Terpenoic Compounds® anhand zahlreicher Beispiele der Mono-,
Sesqui- und anderer Terpengruppen zeigen, daf} die Isoprenregel folgendermaflen definiert
werden kann:

, Bei der Biogenese der Terpene entstehen aus Isopreneinheiten vom Typ Isopentenyl-
pyrophosphat (IPP) und Dimethylallylpyrophosphat (DMAP) zuerst die aliphatischen
Vorstufen der Terpene Geraniol, Farnesol, Geranylgeraniol, Squalen und anderer

3

Isoprenologen, die cyclisiert, umgelagert und weiter umgeformt werden konnen. ‘
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Dieser Ansatz von L. Ruzicka wurde im Laufe der Zeit weiterentwickelt. Die Biogenese der
terpenoiden Verbindungen beginnt nach dem heutigen Wissensstand mit der Biosynthese
von Isopentenyldiphosphat (IPP). Die Biosynthese von IPP aus Acetyl-Coenzym A iiber

Mevalonsdure galt bis vor kurzem als einziger bekannter Biosyntheseweg (Mevalonat-
abhéngige Route).[34] In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dal3 die plastidiren

Isoprenoid-Komponenten sowie [-Carotin, Lutein und die Phytol-Seitenkette von
Chlorophyll durch eine alternative, Mevalonat-unabhédngige Biosyntheseroute aus IPP

333637381 Al Ausgangspunkt dieser Synthese ist die Kondensation einer

gebildet werden.!
aktiven C,-Einheit, die aus Pyruvat entsteht, und Glycerinaldehyd-3-phosphat anzusehen.
Das nach der Abspaltung von Thiamindiphosphat (TPP) entstehende 1-Desoxyxylulose-5-
phosphat wird durch mehrere intramolekulare Umlagerungen zu IPP metabolisiert.”>*"! In
Abbildung 2 sind die beiden Biosyntheserouten von IPP dargestellt. Nach mehreren
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dafl die Biosynthese von IPP in verschiedenen
Zellkompartimenten der Pflanze simultan realisiert wird. Der Mevalonat-unabhingige
Biosyntheseweg von IPP wird bevorzugt bei der Biosynthese der Mono- und Diterpene in

den Plastiden verwendet, wihrend Sesqui- und Triterpene iiberwiegend aus Mevalonsdure-
abhingigen IPP im Cytosol aufgebaut werden.*”! Jedoch ist diese Trennung nicht eindeutig.
Es ist bekannt, dal eine gestrete Pflanze, besonders bei Blockade der Mevalonat-
abhéngigen Route, steigende Anteile des plastidiren IPP bei der Biosynthese ihrer
Sesquiterpene als Phytoalexine nutzt. Die Frage, ob dieser flexiblen Ressourcenverwaltung
eine zentrale Bedeutung fiir den pflanzlichen Terpenstoffwechsel zukommt, ist noch
offen.*"! Die Biosyntese der terpenoiden Verbindungen setzt sich mit der Bildung von
Vorstufen fort. Isopentenyldiphosphat steht mit seinem Doppelbindungs-Isomer

34,42,43

Dimethylallyldiphosphat im Gleichgewicht.[ ! Das IPP greift als nucleophiles Reagenz

an der C-1 Position des Dimethylallylpyrophosphat an, und es entsteht durch diese ,,Kopf-
Schwanz-Kondensation® das Geranyldiphosphat. AnschlieBend wird an Geranyl-diphosphat
eine weitere Einheit aktives IPP addiert, so da3 Farnesyldiposphat (FPP) erhalten wird. Auf
diese Weise entstehen die acyclischen Vorlaufer der natiirlichen terpenoiden Verbindungen.

Die Biosynthese der Sesquiterpene setzt sich mit der Cyclisierung von FPP durch Synthasen
(Cyclasen) fort (Abb.3).[43] Die Enzyme der Terpene lassen sich in zwei Klassen einteilen:
Einerseits in hochspezifische Enzyme,[44] die an der Bildung der Grundgeriiste — oft mit
definierter Stereochemie — einer Reihe von Verbindungen beteiligt sind, und andererseits in

solche Enzyme, die die Modifikation dieser Grundgeriiste bewirken — zum Beispiel
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Dehydrogenasen, Monooxygenasen, Methyltransferasen und Glycosyltransferasen, die,
obwohl fiir die Stereochemie der Stammverbindung zwingend notwendig — weniger
spezifisch flir das Subsitutionsmuster dieser Stammverbindungen sind."**! Kiirzlich konnte
C. O. Schmidt zeigen, dal an der Biosynthese von (+)- und (-)-Germacren D zwei

enantioselektive Germacren D- Synthasen beteiligt sind.1*®!

HO OH
HO

Ac-CoA
CoA

COOH ACCOA\/WV
l:O Pyruvat

O O

M Acetoacetyl-CoA
TPP SCoA
l<n AcCoA:

Co, .

H_ 0 5 H
(0)
AOH OH OH HMG-CoA
OP HOOC
SCoA

Glycerinaldehyde-3-Phosphat

H+
\&
TPP OH
- TPP OH
( O—H < OH HOOC ol MVA
HO \J HO
PO PO

Desoxyxylulose-5-P l l
. /[\/\ )\/\
—
|¥>§/\OP oPP opP
(0) OH

—_—
—_—

IPP IPP

Abb. 2:  Biosynthese von Isopentenyldiphosphat (IPP) mit [1-130] isotopenmarkierter
Glucose. Ac-CoA = Acetyl-Coenzym A, HMG-CoA = Hydroxy-methyl-glutaryl-Coenzym A,
MVA = Mevalonsaure, TPP = Thiamindiphosphat, P = Phosphat, PP = Diphosphat,

o 130-Markierungsposition.[39]
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Monoterpene
Z )~ TOPP
Bergamoten
Y\/\K\/OPP Y\/\(\/ Santalen
/ siehe S. 103

N X + —— Bisabolene
—_—
A
Z OPP ;
cisoid-Nerolidyl- \ Acoradien-
diphosphat Cedren-Derivate
siehe S. 103
X
| / OPP
transoid-Nerolidyl- /
diphosphat
/ - —

G C
Germacren A /'/\H+ \ ermacren

H+ : %
g\—/;\ Germacren D l
o-Humulen
Aristolochen
Eremophilen
siehe S. 88 l

Amorphen-

Selinen-Derivate Guaien-Derivate Cadinen- _
Muurolen-Derivate

Abb. 3:  Biogenese einiger ausgewahlter Sesquiterpenkohlenwasserstoffe.
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33 Methoden der Gewinnung von itherischen Olen

Da die qualitative und quantitative Zusammensetzung der itherischen Ole stark von der
Gewinnungsmethode abhingt, sollte dem ersten Schritt, der Abtrennung von é&therischen
Olen aus dem biologischen Material, besondere Aufmerksamkeit geschenkt werden.
Artefaktbildungen und thermische und sauerkatalysierte Umlagerungen sind die
Hauptprobleme, die bei der Isolierung bestehen. Deswegen kommen fiir die Isolierung nur
solche Methoden in Frage, bei denen diese auf ein Minimum reduziert bzw. vollstindig

unterdrickt werden.

3.3.1 Wasserdampfdestillation

Am héufigsten wird bei der Isolierung fliichtiger Pflanzeninhaltsstoffe die Wasserdampf-

47,48] Artefaktbildung und thermische Umlagerungen sind trotz dafiir

destillation gewéihlt.[
giinstiger Faktoren (hohe Temperatur, katalytisch-wirkende Verunreinigungen im Wasser)
nur selten vorzufinden. Vielmehr sind zwei andere Faktoren zu nennen, die den Unterschied
zwischen der Probenzusammensetzung im Wasserdampfdestillat und der urspriinglichen
Zusammensetzung in der Pflanze verursachen. Zum einen ist die Destillationsdauer zu
nennen, da die Verbindungen unterschiedlich rasch aus dem Pflanzenmaterial freigesetzt
werden, und nur solche Verbindungen mit dem Wasser in die Dampfphase tibergehen. Zum
anderen werden wegen der verwendeten kontinuierlichen Destillation die wasserloslichen
Komponenten (z. B. kurzkettige Alkohole) aus der ,,Hexan-Vorlage“ wieder in den

Destillationskolben zuriickgespiilt. Dennoch bietet die Wasserdampfdestillation wegen des

relativ geringen Arbeitsaufwandes eine gute Mdglichkeit zur Gewinnung itherischer Ole.

3.3.2 Extraktion

Die Extraktion zéhlt neben der Wasserdampfdestillation zu den éltesten Methoden, die fiir
die Gewinnung der niedermolekularen Inhaltsstoffe aus einer festen Matrix (Zellulose,
Lignin etc.) verwendet wird.””!  Die Inhaltsstoffe einer Losungsmittelextraktion
unterscheiden sich von den #therischen Olen, die durch Wasserdampfdestillation gewonnen
werden. Diese enthalten im Gegensatz zu den #therischen Olen Wachse, Paraffine und
andere schwerfliichtige Komponenten. Da die Zusammensetzung des Extraktes stark von
der Selektivitit des eingesetzten Extraktionsmittels und der verwendeten Arbeitstechniken
abhéngt, richtet sich die Auswahl des Losungsmittels im Allgemeinen nach der Polaritét der
zu extrahierenden Stoffgruppe. Um Verluste bei der Abtrennung des Extraktionsmittels zu

vermeiden, werden meist niedrig siedende Losungsmittel bevorzugt. Eine Alternative zu der
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Losungsmittelextraktion stellt die Extraktion mit superkritschen Gasen (z.B. Kohlendioxid,
Ethylen), die sogennante ,,Solvent-free-extraction* dar.®® Da das fliissige CO, bei

Normalbedingungen leicht abgedampft werden kann, ist eine Konzentrierung des Extrakts

sehr gut moglich.

3.33 Weitere Methoden zur Gewinnung der itherischen Ole

Neben den oben beschriebenen klassischen Verfahren existieren eine Reihe weiterer
Methoden, um fliichtige Inhaltsstoffe aus dem Pflanzenmaterial zu gewinnen. Seit etwa 20
Jahren werden ,,Headspace-Verfahren in den Forschungslaboratorien der Aroma- und
Riechstoffindustrie zur Isolierung von Bliitenduftstoffen eingesetzt.[su Bei der sogenannten
,» Vacuum-Headspace“-Technik werden die fliichtigen Bestandteile bei hohem Vakuum von
dem frischen Bliitenmaterial abgetrennt und in mit fliissigem Stickstoff gekiihlten Fallen
ausgefroren. Eine weitere Methode zur schonenden Gewinnung fliichtiger Bestandteile aus
Bliitendiiften ist die ,,Closed Loop Stripping* Technik.”"! Hierbei werden die von der Bliite
freigesetzten Duftstoffe von einem Trigerstrom mittransportiert und an einem geeigneten
Adsorbens - z.B. Aktivkohle - konzentriert. AnschlieBend konnen die Duftstoffe in ein
organisches Losungsmittel iiberfiihrt und chromatographisch bzw. spektroskopisch
analysiert werden.

In seltenen Fillen werden Pflanzeninhaltstoffe durch Gefriertrocknung gewonnen.[52’53]
Durch die Gefriertrocknung ist es moglich, die in verdiinnten walrigen Ldésungen
enthaltenen Pflanzeninhaltstoffe aufzukonzentrieren, ohne dafl dabei ein organisches

Losungsmittel verwendet wird. Eine andere, bislang erst wenig angewandte Methode ist die

,,Solid-Sample** -Technik.”>¥

34 Isolierung von Einzelkomponenten aus itherischen Olen"”’

Die Trennung des Oles in Einzelkomponenten bildet den zweiten Schritt in der Analyse der
dtherischen Ole. Atherische Ole sind, abgesehen von einzelnen Ausnahmen (z.B. Solidago
canadensis),[56] komplexe Stoffgemische, die sich sowohl aus einer Vielzahl von
Verbindungen aus der gleichen Substanzklasse als auch Stoffen mit unterschiedlichen
funktionellen Gruppen zusammensetzen.””)  Obwohl die Trennung verschiedener
Verbindungsklassen zum groften Teil einfach gelingt, konnen fiir die Isolierung von
Einzelkomponenten einer Substanzklasse mehrere Isolierungsschritte erforderlich sein

(siche Abb. 49, Seite 149). Bei der Untersuchung von Naturstoffgemischen, insbesondere
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aus Arzneipflanzen, kommen heute vorwiegend chromatographische Methoden zum
Einsatz. Die letzten 30 Jahre brachten =zahlreiche methodische und apparative
Verbesserungen in der Chromatographie, die fiir die Trennung von Naturstoffen von grof3er
Bedeutung sind. Trotz dieser Verbesserungen existiert keine universelle Methode fiir alle
Trennprobleme. Die Abbildung 4 zeigt eine allgemeine Vorgehensweise bei der Isolierung

von Verbindungen aus komplexen Naturstoffgemischen.

Extraktion
Wasserdampfdestillation

Rohprodukt-Trennung basierend

auf Polaritat u.a. Sdulenchromatogr.,
Flash Chromatogr., flussig-flissig
Extraktion etc.

In analytischem Mal3stab Optimierung der
Trennungsparameter: u.a. mobile Phase, stationare
Phase, Beladung und DruchfluRrate bei Benutzung
von HPLC, MPLC, TLC, GC und anderen
Trenntechniken

Trennung im praparativen Mal3stab
durch HPLC, MPLC, TLC, prap. GC

far Strukturaufklarung

Endreinigung und Vorbereitung I

Abb. 4:  Isolierungsprozedur fir Verbindungen aus Naturstoffgemischen.
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3.4.1 Diinnschicht- und Séulenchromatographie

Die moderne Diinnschichtchromatographie (Thin layer chromatography TLC) zéhlt zu den
Verfahren, die bevorzugt zur Analytik organischer Substanzen eingesetzt werden. Die TLC
hat eine ganze Reihe von Vorteilen gegeniiber den {ibrigen chromatographischen Verfahren.
Neben ihrer einfachen Durchfiihrbarkeit und hohen Empfindlichkeit ist sie fiir Screening
Tests geeignet. AuBerdem stehen dem Anwender heute eine Vielzahl verschiedener
stationdrer Phasen (Kieselgel, Aluminiumoxid, Cellulose, Polyamid, Reversed-Phase) zur
Verfligung, so dafl eine schnelle und kostengilinstige Optimierung der Trennung durch
Wechseln der mobilen und stationdren Phase moglich ist.

Die Sdulenchromatographie bietet neben der TLC eine unerldBliche Methode zur Trennung
organischer Substanzen. Es sind bereits diverse sdulenchromatographische Verfahren zur

155571 yadoch begniigen sich diese

Trennung der #therischen Ole in der Literatur bekannt.
Methoden, ebenso wie die Diinnschichtchromatographie, in der Analytik der &therischen
Ole mit einer Abtrennung der Kohlenwasserstoffe von den polaren sauerstoffhaltigen
Komponenten. Eine sprunghafte Verbesserung bei der Trennung von Kohlenwasserstoffen
wurde durch mit Silbernitrat imprégnierten stationdren Phasen erzielt. Hierbei wird die
Bildung von Charge-Transfer-Komplexen unterschiedlicher Stabilitdt zwischen einem
Elektronendonor und einem Elektonenakzeptor fiir die chromatographische Auftrennung
von Stoffgemischen herangezogen. Mit Silbernitrat impréagnierte stationdre Phasen trennen
Olefine, Fettsdureester, Steroide, Terpenoide und andere ungesittigte Verbindungen in

Abhingigkeit von der Anzahl, Geometrie und Lage der Doppelbindungen.[sg’”]

3.4.2 Hochleistungsfliissigchromatographie

Die Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC = High Performance Liquid Chromato-
graphy) zdhlt neben den bewidhrten chromatographischen Methoden wie Saulenchromato-
graphie, Diinnschichtchromatographie und Gaschromatogaphie zu den Standardverfahren in
der modernen Analytik.[60’6l] Die HPLC ermoglicht durch die Verwendung kleinerer
Sorbensteilchen (im analytischen Bereich 3 bis 10 um, in priparativen Applikationen 20-40
um) hochauflésende Trennungen in einem weiten Substanz-Bereich in kurzer Zeit. Die
HPLC eignet sich sehr gut zur Trennung von schwerfliichtigen und thermolabilen
Verbindungen. In den vergangenen Jahren wurden wesentliche Erfolge bei der Trennung

und Isolierung von Naturstoffen mit der HPLC erzielt.”!



Allgemeiner Teil 15

Ebenso wurden die Einsatzmoglichkeiten der HPLC bei der Isolierung von fliichtigen

' konnten zahlreiche

Bestandteilen der #therischen Ole untersucht. Kubeczka et al.l®?
Sesquiterpenkohlenwasserstoffe ~ in  hoher  Reinheit  abtrennen. = Obwohl die

Leistungsfahigkeit der HPLC — vor allem bei Verwendung von mit Silbernitrat
imprégnierten Sdulen — in verschiedenen Arbeiten gezeigt wurde,[63’64’65] spielt die HPLC in

dieser Arbeit wegen den mit der préparativen GC erreichbaren guten Resultaten nur eine

untergeordnete Rolle.

343 Priparative Gaschromatographie

Im Gegensatz zur Diinnschichtchromatographie, die nur bedingt zur Analyse fliichtiger
Verbindungen eingesetzt werden kann, und zur HPLC, die hauptsédchlich bei der Isolierung
von schwerfliichtigen und thermolabilen Verbindungen zum Einsatz kommt, eignet sich die
priaparative Gaschromatographie besonders gut fiir die Isolierung leichtfliichtiger
Verbindungen, die durch Erhitzen unzersetzt verdampfbar sind.

Die préparative Gaschromatographie erginzte bereits frithzeitig die klassischen
Trennmethoden. Die grundlegenden theoretischen und experimentellen Fragestellungen
wurden Anfang der siebziger Jahre von Sakodynski und Volko'*® erforscht. Mit der
Erkenntnis, dall die Auflosung, die Geschwindigkeit und die getrennte Substanzmenge so
miteinander verkniipft sind, dafl nicht einer dieser Parameter verbessert werden kann, ohne
mindestens einen anderen zu verschlechtern, verminderte sich die Forschungsintensitéit auf
diesem Gebiet. Es wurden hauptsdchlich analytische Hochauflésungsgaschromatographen
entwickelt. Im Prinzip gibt es im Aufbau zwischen den analytischen und den priparativen
Gaschromatographen kaum einen Unterschied. Im wesentlichen unterscheiden sie sich
durch die eingesetzten Sdulentypen und die Trennleistung. Obwohl die Trennleistung der
Kapillarsdulen-Gaschromatographie kaum mit gepackten Sdulen zu erreichen sind, ist die
Trennleistung der prédparativen Gaschromatographie dennoch unter den priparativen
Methoden fiir die Isolierung von fliichtigen Bestandteilen aus #therischen Olen
unumstritten. Neue Impulse erhielt die priparative Gaschromatographie durch Einfiihrung
von neuen stationdren Phasen. Konig et al.l'"” konnten die enorme Substratselektivitit der
Cyclodextrinderivate, die tiiberwiegend bei der Enantiomerentrennung fliichtiger
Verbindungen in der Kapillarsdulen-Gaschromatographie zum Einsatz kommen, auch als
gepackte Séulen bei der préiparativen gaschromatographischen Enantiomerentrennung

ausnutzen.
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Inzwischen haben Kénig et al. in mehreren Arbeiten die hervorragenden Trennleistungen
von Cyclodextrinderivaten als Phasen in gepackten Sdulen bei der préparativen Isolierung

s ; . [17,1830
von unpolaren Komponenten aus dtherischen Olen demonstriert.! ]

344 Weitere Methoden zur priparative Isolierung von Naturstoffen

Als Alternative zu den herkdmmlichen Batch-Prozessen bei der Isolierung von Wirkstoffen,
besonders bei der chromatographischen Enantiomerentrennung racemischer Arzneistoffe
und Naturstoffe, hat sich in der Produktion aber auch im Labormalstab die kontinuierliche
Chromatographie nach dem Simulated-Moving-Bed-(SMB)-Verfahren etabliert. Das Prinzip
der kontinuerlichen chromatographischen Verfahren besteht darin, ein zu trennendes
Gemisch nicht am Kopf einer Chromatographiesdule aufzugeben und mit der mobilen Phase
durch die gesamte Sdule zu bewegen, sondern in der Mitte der Gesamtlinge des
Adsorbensbettes zu injizieren. Das Adsorbens wird in gegenldufiger Bewegung zur mobilen
Phase transportiert. Bei geeigneter Wahl der Geschwindigkeiten bewegt sich der Teil des
Gemisches, dessen Affinitdit zum Adsorbens geringer ist (Raffinat B, Abbildung 5), parallel
zur FlieBrichtung der mobilen Phase. Der Teil des Gemisches, dessen Affinitdt zum
Adsorbens groBer ist (Extrakt A, Abbildung 5), bewegt sich zusammen mit dem Adsorbens
in die Gegenrichtung. An den entgegengesetzten Enden des chromatographischen Bettes
[67]

werden die reinen Produkte abgezogen.

Eine weitere Methode zur priaparativen Trennung und

Isolierung =zahlreicher polarer Naturstoffe ist die Feed stationare Phase
Counter-Current-Chromatographie (CCC). Sie basiert l T

cbenfalls wie Droblet-Counter-Current-Chromato- @) || b) |

graphie (DCCC) auf dem Prinzip der Fliissig-Fliissig- Extrakt A
Verteilungs-Chromatographie.[55’57] Fe;ei ’i

Die Trennwirkung der CCC wird dadurch erziehlt, daB L\j J' Raffinat o
zwel nicht ineinander 16sliche Fliissigkeiten, die als - 1

Eluens und als stationédre Phase dienen, durch schnelle | |
Schlauchrotationen stindig ineinander verteilt und l l

wieder entmischt werden. CCC-Gerdte konnen mobile Phase ~ mobile Phase

Trennstufenzahlen bis zum Vierfachen herkdmmlicher

HPLC-Gerdite erreichen.

Abb. 5:  a) Prinzip der Batch-Chromatographie; b) Prinzip der kontinuierlichen Chromatographie
nach dem Simulated-Moving-Bed-Verfahren (SMB).
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3.5 Strukturaufklirung

Seit den Anfdngen der organischen Chemie haben sich die Chemiker mit groBem Geschick
und Einfallsreichtum der Strukturaufkldrung organischer Molekiile gewidmet. Der Begriff
Strukturaufklarung umfaBt die Aufgabengebiete der Konstitutions-, Konfigurations- und
Konformationsanalyse. Die Konstitution beschreibt die Konnektivitdt innerhalb eines
Molekiils und fiihrt von der Summenformel zu einem zweidimensionalen Formelbild. Fiir
viele Molekiile miissen zur vollstindigen Beschreibung dreidimensionale Strukturen
formuliert werden. Die Konfigurationsanalyse liefert die Information iiber die rdumliche
Anordnung der einzelnen Atome, wobei diejenigen Anordnungen, die sich voneinander nur
durch die Rotation um eine Einfachbindung unterscheiden, nicht beriicksichtigt werden. Bei
groflen Molekiilen sind die Rotationen um Einfachbindungen hiufig durch sterische Effekte
behindert. Dann liegen die Molekiile innerhalb der Energie-Minima zwischen den
Rotationsbarrieren als diskrete Spezies vor, die sich durch die Konformationsanalyse
voneinander unterscheiden lassen. Die Konformation beschreibt die Struktur der einzelnen
Konformere exakt durch Bindungslidngen, Bindungswinkel und Torsionswinkel.

Die Strukturaufklarung organischer Verbindungen erfolgt zumeist durch den kombinierten
Einsatz von spektroskopischen MeBverfahren. Da sehr viele Naturstoffe nur in minimalen
Ausbeuten isoliert werden konnen, machten erst moderne spektroskopische Methoden
solche Verbindungen fiir die Strukturaufkldrung zuginglich. Die enormen apparativen
Verbesserungen und zahlreiche neue MelBtechniken, besonders auf den Gebieten der
kernmagnetischen Resonanzspektroskopie und Massenspektrometrie sowie der Einsatz von
computerunterstiitzten Datenbanken haben die Aufgabe merklich erleichtert.

Fiir die Strukturaufkldrung kann ein allgemeingiiltiges und alle Eventualititen umfassendes
Schema nicht angegeben werden; jedoch ist eine mdgliche Vorgehensweise in Abbildung 6
dargestellt. Im ersten Schritt der Strukturaufklirung wird die Summenformel bzw.
Molmasse des untersuchten Molekiils durch Elementaranalyse oder durch Hochauflosungs-
MS festgestellt, anschlieBend konnen die Doppelbindungsiquivalente aus der
Summenformel errechnet werden. Die funktionellen Gruppen (Alkohol, Keton, Aldehyd,
Lacton, Ester) ergeben sich aus IR-, UV- und NMR-Daten. Im ndchsten Schritt werden
durch zweidimensionale skalare Korrelations-NMR-Spektroskopie die Konnektivititen
ermittelt, so daBl die aus diesen Daten gewonnenen Erkenntnisse die Konstitution der
untersuchten Verbindung liefern. Im letzten Schritt der Strukturaufklirung werden

Informationen iiber die Konfiguration der untersuchten Verbindung gesammelt. Hierfiir
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stechen neben der Dipolar-Korrelations-NMR-Spektroskopie, die Rontgenstrukturanalyse,

die enantioselektive Gaschromatographie und der Circulardichroismus zur Verfiigung.

Verbindung zur Struktur-
aufklarung

MS Molmasse
IR funktionelle Gruppen
UV Chromophore

TH-NMR
13C-NMR
DEPT

Summenformel
Doppelbindungsaquivalente
Zuordnung der Funktionalitat

Zusammenfuhrung der Daten
Konstitution des Molekiils

f

Zusammenflhrung aller Daten
Molekdlstruktur mit Stereochemie

Abb. 6:

Funktionelle Gruppen

Anzahl von Kohlen-und Wasserstoffatome
Information tUber Kopplungsmuster und
-konstanten

2D skalare Korrelations-NMR
Zuordnung aller Spinsysteme
Homonukleare Korrelation:
1H-1H-COSY
INADEQUATE
Heteronucleare Korrelation:
HETCOR, HMQC/SR
COLOC, HMBC/LR

NOE, NOESY -NMR
Réntgenstrukturanalyse
[alp, CD- und ORD-Spektroskopie

Chemische Derivatisierung, Synthese

Eine mdgliche Strukturaufklarungsprozedur fiir eine neue Verbindung.
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3.5.1 NMR-Spektroskopie
Die kernmagnetische Resonanz beruht auf der Wechselwirkung zwischen dem
magnetischen Moment des Atomkerns und magnetischen Feldern.®®! Das magnetische

Moment des Kerns ist mit dem Kernspin I verkniipft. Nur Kerne mit I # 0 haben ein
magnetisches Moment und konnen untersucht werden. Das heute allgemein verwendete
Verfahren zur Aufnahme von 1D-NMR-Spektren ist die von Ernst et al.l’! eingefiihrte
Fourier-Technik, die auch der 2D-NMR-Spektroskopie zugrunde liegt.

Die spektralen Daten eines NMR-Experiments liefern direkte Informationen iiber den
molekularen Aufbau. Die chemische Verschiebung einer Kernsorte ist von der
elektronischen Umgebung des Kerns abhidngig, somit ist eine Zuordnung der Signale zu den
Atomen des Molekiils moglich. Wichtig fiir die Analytik sind die Wechselwirkungen
zwischen den Kernspins. Spin-Spin-Kopplungen werden in der Regel iiber eine oder
mehrere Bindungen durch die Elektronen vermittelt. Hier findet man eine Abhéngigkeit der
vicinalen Kopplungskonstanten vom Diederwinkel (Karplusbeziehung).w1’72] Aus
Kopplungskonstanten lassen sich somit direkt Geometriedaten errechnen, was fiir die
Strukturanalytik und Konformationsanalyse von zentraler Bedeutung ist. Neben den Spin-
Spin-Kopplungen beeinflussen Protonenkernspins gegenseitig ihr Relaxationsverhalten in
Abhéngigkeit von ihrem Abstand zueinander (Dipolare Kopplungen), welches sich im NOE
(Nuclear Overhauser Effect) manifestiert. Die Quantifizierung des NOE-Experiments
ermdglicht dann eindeutige Aussagen lber die rdumliche Anordnung der beteiligten
Kerne.["7?!

Die Entwicklung der NMR-Spektroskopie hat den Chemikern in den letzten vier
Jahrzehnten stindig neue Methoden und Anwendungen in die Hand gegeben. Im folgenden
sollen kurz die verwendeten ein- und zweidimensionalen NMR-Techniken vorgestellt

werden, ohne daf3 auf die theoretischen Hintergriinde néher eingegangen wird.

"H-NMR-Experiment: Das lH-NMR-Experimentm’m liefert fir die Strukturaufkldrung
wichtige Informationen. Mit Hilfe der 'H-Verschiebungen lassen sich einige funktionelle
Gruppen relativ zuverlissig erkennen. Die Aufspaltungen (Signalmultiplizititen) der 'H-
Signale verraten hdufig die unmittelbare Nachbarschaft der zugehorigen Protonen. So kann
man am Erscheinungsbild der Multiplizitit der Signale Teilstrukturen erkennen, die oft in
organischen Molekiilen vorkommen. Die Signalflichen in 'H-NMR-Spektren sind neben
chemischen Verschiebungen und Signalmultiplizititen ein weiteres Hilfsmittel bei der

Strukturaufklirung. Im allgemeinen ist die Absorption eines Signals im '"H-NMR-Spektrum,



Allgemeiner Teil 20

die bei der betreffenden Frequenz zur Resonanz kommt, proportional der Anzahl der
Protonen, die diese Absorption liefern. Daher ist auch die Fldche unter den Absorptions-

Peak der Anzahl detektierter Protonen proportional.

BC-NMR-Experiment: Von den stabilen Kohlenwasserstoffisotopen '*C und C besitzt
nur der *C-Kern, mit einem natiirlichen Vorkommen von 1.1 %, ein magnetisches Moment.
Wegen des geringen natiirlichen Vorkommens und des kleinen gyromagnetischen Moments
werden "’C-NMR-Spektren unter Protonen-Breitband-Entkopplung aufgenommen.[73’74]
Damit erreicht man eine wesentliche Verbesserung des Signal-Rausch-Verhiltnisses, weil
die Signale der nur wenig empfindlichen *C-Kerne dann ohne Aufspaltung durch "H-">C-

Kopplungen als Singuletts erscheinen. Wichtige Anwendungen findet die '‘C-NMR-

Spektroskopie bei der Charakterisierung funktioneller Gruppen.

DEPT-, INEPT-Experimente: Ein Nachteil der Protonen-Breitband-Entkopplung ist der
totale Verlust an Informationen iiber die Signalmultiplizitit, die auf direkte 'H-">C-
Kopplungen zuriickgeht. Die Unterscheidung von quartiren (R4C, Singulett, s), tertidren
(R;CH, Dublett, d), sekundiren (R,CH,, Tripplett, t) und primidren (RCHj3, Quartett, q)
Kohlenstoffatomen besitzt ohne Zweifel einen groBen analytischen Wert. Die INEPT-
(Insensitive Nuclei Enhanced by Polarisation Transfer)- und DEPT- (Distorsionless

741 erlauben es, die Multiplizitdt von

Enhancement by Polarisation Transfer)-Pulssequenzen
3C-Signalen zu bestimmen, ohne den Nachteil der bei Off-Resonance-Spektren iiblichen
Linienverbreiterungen oder Multiplett-Uberlappungen. Bei dieser Pulssequenz werden nach
wie vor Protonen-entkoppelte '*C-Spektren erhalten, jedoch werden nur die Signale
bestimmter Multiplizitit ausgewahlt bzw. in verschieder Phase erhalten. In der Praxis hat

sich fiir die Bestimmung der Multiplizitit von '*C-Signalen das DEPT-Experiment bewihrt.

"H-'"H-COSY (COrrelated SpectroscopY): Die Kombination von erhdhter Empfindlichkeit
und Spektrendispersion durch supraleitende Hochfeldmagnete mit der schnellen
Bearbeitung grofBer Datenmengen erlaubt es, zweidimensionale NMR-Spektren zu messen.
Unter diesem Sammelbegriff werden MeBtechniken zusammengefaflt, die durch Einfiihrung
einer zusitzlichen, zweiten Zeitvariablen charakterisiert sind. Wahrend dieser zweiten
Zeitvariablen konnen verschiedene Pulsfolgen einwirken und es ergeben sich ganze Klassen

von neuartigen MeBBmethoden.
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Eine der wichtigsten zweidimensionalen (2D) MeBtechniken ist das 'H,"H-COSY-
Experiment,m] bei dem in beiden Dimensionen die 'H-chemische Verschiebung
aufgetragen wird. Durch das 'H,'H-COSY-Experiment werden skalare homonukleare *J i,
3JH,H aber auch "Jyp Kopplungen (mit n>3) in Kopplungssystemen nachgewiesen.
Hierdurch kénnen zusammenhédngende Spinsysteme erkannt werden, deren Auswertung aus

eindimensionalen Spektren durch starke Uberlagerung nicht moglich ist.

N
o

Eine Modifikation des normalen 90°, 90°-COSY-Experiments stellt das DQF-COSY

4J

dar.”” Durch einen Doppel-Quantenfilter erhdlt man eine verbesserte Auflosung und eine
Abschwichung der Diagonalsignale, wodurch Korrelationen von Protonen mit geringer
chemischer Verschiebungsdifferenz erkannt werden konnen. In einem weiteren
phasensensitiven homonuklearen Korrelationsexperiment, dem TOCSY (TOtal-

Correlation-SpectroscopY),[75]

korrelieren alle Protonen innerhalb eines Spinsystems
miteinander. Dieses Experiment hat besondere Bedeutung bei der Untersuchung von
Peptiden, Polyethern und mehrfach glykosidierten Verbindungen. Fiir alle drei Experimente

werden die gleichen geringen Substanzmengen wie fiir das 1D-Protonenspektrum benotigt.

"H-*C-COSY (HETCOR): Durch dieses Experiment ist eine direkte Verkniipfung der 'H-
NMR-Signale mit den "“C-NMR-Signalen méglich.m] Angezeigt

werden die 'J-Kopplungen zwischen Protonen und Kohlenstoff. Die Ly
Auswertung eines 'H-">C-NMR-Spektrums in Zusammenhang mit dem HQ
'H-"H-COSY-NMR-Spektrum kann wertvolle Informationen iiber das
Kohlenstoffgeriist eines organischen Molekiils liefern. Eine wichtige
Variante dieser Korrelationsmethode stellt das relayed coherence transfer (Relayed 'H-'>C-
COSY) Experiment dar.””! Bei dieser Methode wird zunéchst die Magnetisierung zwischen
zwei Protonen, die miteinander koppeln, tibertragen, und dann auf das Kohlenstoffatom, das

an eines dieser beiden direkt gebunden ist, weitergereicht.
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COLOC (COrrelation via LOng range Coupling): Da innerhalb eines Molekiils auch
quartiire C-Atome oder Heteroatome auftreten, wodurch die iiber "H-"H- und 'H-"*C-COSY-
Daten abgeleiteten Konnektivititsketten unterbrochen werden, ist das COLOC-

[75,76]

Experiment mit den dort auftretenden "Jcy-Kopplungen (n = im allgemeinen 2,3; und

selten 4,5) eine diagnostisch wertvolle Ergédnzung.

37

Hierdurch lassen sich meist Teilstrukturen zu einer Gesamtstruktur zusammensetzen. Im
Gegensatz zu 'Jey-Kopplungen sind “Jep-Kopplungen wesentlich kleiner und liegen im
Bereich von 0 bis 20 Hz. Damit sind lange Evolutionszeiten nétig, um ihre Detektion zu
ermOglichen. So konnen schwichere Signale vollstindig relaxieren und nicht mehr

detektiert werden.

Inverse Spektroskopie; HMQC und HMBC: Da bei allen bisher beschriebenen
heteronuklearen Spektroskopien die Protonenmagnetisierung angeregt und die Heterokern-
magnetisierung beobachtet wird, bendtigt man fiir die zweidimensionalen Heterokern-
Experimente (HETCOR, COLOC) relativ gro3e Substanzmengen. Diese Methoden sind fiir
Mengen in der Groenordnung kleiner 5 mg nicht mehr geeignet. Einen betrdchtlichen
Empfindlichkeitsgewinn bei Kernen mit kleinem gyromagnetischen Verhiltnis, z.B. dem
3C-Kern, erhilt man durch inverse Detektion.””! Die inverse Spektroskopie geht ebenfalls
von der Protonenmagnetisierung aus und wird — im Gegensatz zu den {iblichen
heteronuklearen Spektroskopien — aber auch detektiert. Die Empfindlichkeit, die sich aus
der inversen Detektion ergibt, ist um den theoretischen Faktor acht mal so gro3 wie im Falle
der 'H-">C-NMR bei der konventionellen Detektion. Man gewinnt in der Praxis durch die
inverse 'H-"*C-Verschiebungskorrelation einen Faktor vier in der Empfindlichkeit. Da die
MeBzeit in einem NMR-Experiment mit n® erhéht wird, um den Faktor n der

Empfindlichkeit zu erreichen, bedeutet dies im Falle der inversen Spektroskopie wegen der

viermal gréBeren Empfindlichkeit eine 16mal kiirzere MeBzeit."””! Dieser Intensitiatsgewinn
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und die schnelle Durchfithrung der Experimente macht die inverse NMR-Spektroskopie fiir
die Naturstoffanalytiker sehr attraktiv. Mittlerweile haben inverse Techniken die Methoden
mit direkter Detektion des Heterokerns weitgehend verdridngt. Man unterscheidet bei den
gingigen inversen Experimenten zwischen HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum
Coherenz; 'J-Kopplungen), und HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation; "J-
Kopplungen mit n = 2,3). HMQC stellt die inverse Variante des HETCOR-Experiments dar,
wobei das HMBC-Experiment dem konventionellen COLOC-Experiment entspricht.

INADEQUATE und INEPT-INADEQUATE: Bei der Strukturaufklirung einer
unbekannten Verbindung wird im Regelfall versucht, zundchst die Konnektivitit der
Kohlenstoffatome zu ermitteln. Jedoch lassen die bisher beschriebenen NMR-MeBverfahren
auch eine indirekte Bestimmung der *C-">C-Konnektivititen zu. Man bestimmt z.B. mit
dem '"H-"H-COSY-Spektrum die Konnektivitit der 'H-Kerne und danach mit Hilfe der
Heterokorrelationstechniken (HETCOR, HMQC, COLOC, HMBC) oder anderer
Experimente, an welchen Kohlenstoffatomen diese Wasserstoftkerne gebunden sind.
SchlieBlich wird so die *C-"*C-Konnektivitit erhalten. Eine direkte Bestimmung der C-C-
Verkniipfung aus den "C-">C-Kopplungen 1dBt sich ebenfalls realisieren. Die
INADEQUATE (Incredible Natural Abundance Double Quantum Transfer Experiment)-

78,79] . . - . . . C
78791 ist vor allem in der zweidimensionalen Variante eine der wichtigsten

Pulssequenz
MeBmethoden fiir die Ermittlung von 'C-"’C-Konnektivititen. Leider wird dieses
Experiment durch zwei Faktoren erschwert: zum einen sind die "°C,"’C-Kopplungen im
aliphatischen Bereich anndhernd gleich gro3 (35-40 Hz), sofern nicht einer der koppelnden
3C-Kerne einen elektronegativen Substituenten trigt. Zum anderen setzt das Auftreten einer
Bc-PC-Kopplung die Verkniipfung zweier '*C-Kerne voraus. Bei dem geringen natiirlichen

Vorkommen des Isotops °C ist die Wahrscheinlichkeit, daB eine '*C-">C-Bindung vorliegt,
nur bei ca. jedem zehntausendsten Molekiil gegeben.”®! Daher ist die Empfindlichkeit bei
einer solchen Messung selbst bei groler Substanzmenge auflerordentlich niedrig.

Es hat nicht an Versuchen gefehlt, das INADEQATE-Experiment empfindlicher zu machen.
Durch Kombination mit Polarisations-Transfer-Pulsfolgen wie z.B. INEPT-INADEQUATE
oder DEPT-INADEQUATE aber auch durch verschiedene mathematische Behandlungen
kann die Empfindlichkeit des INADEQUATE-Experiments gesteigert werden.**51-52]
Leider hat sich keine der angebotenen Lésungen entscheidend durchsetzen kénnen. Nach

wie vor werden flir solche Messungen gro3e Substanzmengen bendtigt, so daB3 diese

MeBtechniken nicht als routinemifig eingesetzt werden konnen.
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NOE und NOESY: Fiir die Ermittlung der relativen Konfiguration und Konformation von
Molekiilen nutzt man die dipolaren Wechselwirkungen zweier Spinsysteme aus. Die
dipolare Kopplung ist die Wechselwirkung der magnetischen Momente zweier Spinsysteme
durch den Raum. Wegen der dipolaren Kopplungen relaxieren die beiden Spins nicht
unabhingig voneinander, sondern beeinflussen sich gegenseitig. Deren gegenseitige

Beeinflussung bei der Relaxation fiihrt zu einer Anderung der Signalintensititen und wird
als NOE-Effekt (Nuclear-Overhauser-Enhancement-Effect) bezeichnet.!”*! Die Messung der
Signalintensititen durch NOE-Differenzspektroskopie liefert die rdaumliche Nachbarschaft
von Protonen im Molekiil, unabhéngig von der Zahl der sie trennenden Bindungen. Der
Nuclear-Overhauser-Effekt kann auch zweidimensional aufgezeichnet werden (NOESY).US]

Obwohl die eindimensionale MeBtechnik durch groBere Ubersichtlichkeit fiir kleinere
Molekiile von Vorteil ist, wird aufgrund zeitaufwendiger Messungen, da Einstrahlungen in

jedes Signal erfolgen miissen, die zweidimensionale Variante NOESY eingesetzt.
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3.5.2 Massenspektrometrie und Kopplungstechniken mit anderen
Analysemethoden

Bei den Untersuchungen von Naturstoff-Extrakten sowie #therischer Ole findet man oft
interessante Verbindungen, die in kaum zu isolierenden Mengen vorkommen. Da die NMR-
Spektroskopie auf Proben angewiesen ist, die iiblicherweise mindestens 1 mg reine
Substanzen enthalten miissen, kann die Kernresonanzspektroskopie trotz aller Vorziige bei
der Strukturaufkldrung solcher Verbindungen nicht eingesetzt werden. Die wichtigste
spektroskopische Methode in der Analytik von Verbindungen im Nano- bis Microgramm-
Bereich ist die Massenspektrometrie und vor allem die Kopplungstechniken mit der
Gaschromatographie (GC/MS)[83] und der Fliissigkeitschromatographie (LC/MS).[84] Die
GC/MS-Technik wird seit mehr als drei Jahrzehnten in der Analytik von fliichtigen
Substanzgemischen wie #therischen Olen, Umweltproben oder auch Pheromonen
erfolgreich eingesetzt. Die LC/MS wird mehr und mehr ein fester Bestandteil in der
Analytik der Naturstoffe. Seit einigen Jahren stehen ausgereifte Interface-Techniken wie
z.B. Thermospray (TSP), Electrospray (ESI), aber auch Atmospheric pressure chemical
ionization (APCI), fiir die Analytik von polaren, schwer- oder unfliichtigen Verbindungen
zur Verﬁjgung.[gs’%] Obwohl die Massenspektrometrie mit einer Vielzahl von Techniken,
neben der Molmasse und der Summenformel auch strukturspezifische Informationen liefert,
die zum Teil zur Charakterisierung einer neuen Substanz ausreichen, 146t sich die chemische
Struktur einer neuen Verbindung in den meisten Fillen so nicht ermitteln. Um die
Identifizierung von Substanzen durch MS bzw. GC/MS zu vereinfachen, wurden
verschiedene Datenbanken fiir Massenspektren entwickelt. Die Mass Spectral Data Center
(MSDC) Spektrensammlung und das Wiley Mass Spectral Search System (WMSS) zéhlen
zu den umfangreichsten Datenbanken.®” In der Literatur wird auch iiber mehrere kleine
massenspektroskopische Datenbanken von speziellen Substanzen bzw. Verbindungsklassen
berichtet. Ohne Zweifel konnen diese Datenbanken bei der Strukturermittlung von
Substanzen sehr niitzlich sein. Wenn die Identifizierung einer Verbindung jedoch nur auf
dem Massenspektrum und auf Referenzdaten beruht, ist zu bedenken, daB3 dieser
Strukturnachweis keinen Anspruch auf Sicherheit erheben kann. Wie die Abbildung 7
verdeutlicht, konnen verschiedene Verbindungen der gleichen Substanzklasse kaum

unterscheidbare Massenspektren aufweisen, so dal} eine zuverléssige Identifizierung mit der

Massenspektrometrie nicht gewéhrleistet ist."”!
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Die Massenspektrometrie stoft dann an ihre Grenzen, wenn in dem zu untersuchenden
Gemisch Konstitutionsisomere oder geometrische Isomere zu identifizieren sind (siche
Seite 44). Da in itherischen Olen sehr oft Substanzen mit verschiedenen Isomeren

vorkommen, ist es dringend notwendig, authentische Proben zu Vergleichszwecken zu

besitzen.
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Abb. 7:

Zwei Sesquiterpenkohlenwasserstoffe mit unterschiedlichen Grundgerusten

liefern kaum unterscheidbare Massenspektren bei nahezu gleichen Retentionszeiten

(GC-MS, EI 70 eV)).
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353 Derivatisierungsreaktionen

Zur Identifizierung und Strukturaufkldrung isolierter Naturstoffe werden heute iiberwiegend
spektroskopische Methoden eingesetzt, die in den letzten Jahren enorme apparative
Verbesserungen erfahren haben. Nach wie vor sind gute Kenntnisse in der organischen
Synthese bei der Strukturaufkldrung von Vorteil. Derivatisierungsreaktionen konnen weitere
wichtige Informationen liber die zu untersuchenden Verbindungen liefern. Die selektive
Umsetzung einer funktionellen Gruppe kann eine Reihe von miihsamen spektroskopischen
Untersuchungen eriibrigen. Dazu zdhlen Ozonierung und Epoxidierung zur Lokalisierung
von Doppelbindungen, Hydrierung zur Charakterisierung ungesdttigter Verbindungen,

Reduktions- und Oxidationsreaktionen, !

3.54 Enantiomerenanalytik und enantioselektive Gaschromatographie

Die Erkenntnis, daf} die Chiralitit die Chemie des Lebens dominiert, und dal3 Enantiomere
in einer chiralen Umgebung differierende Wirkungen zeigen, machte die stereoselektive

Synthese und die Enantiomerenanalytik zu einem Schwerpunkt der organisch-analytischen
Chemie.™ Die Notwendigkeit einer priazisen Enantiomerenanalytik ist iiber pharma-

kologische Anwendungen hinaus auch in der Qualitits- und Identititspriifung chiraler

Naturstoffe und den Produkten asymmetrischer Synthesen von grof3er Bedeutung.[%]

Wihrend fiir die Enantiomerenanalytik schwerfliichtiger und thermolabiler Naturstoffe

[91a,b]

verschiedene chirale Selektoren eingesetzt werden, wurde mit der Einfiihrung selektiv

modifizierter Cyclodextrine als chirale Selektoren zur Enantiomerenanalytik von fliichtigen

bzw. unzersetzt verdampfbaren Substanzen ein sehr hoher Stand erreicht.*?*®!

Cyclodextrine sind Oligosaccharide, die aus sechs, sieben oder acht o-1,4-glycosidisch
verkniipften D-Glycopyranoseeinheiten gebildet werden. Sie werden als o-, B- bzw.
v-Cyclodextrin bezeichnet. Cyclodextrine werden durch enzymatischen Abbau von Stérke
hergestellt. Durch selektive Ausfillung lassen sich die unterschiedlichen Homologen in
hoher Reinheit isolieren.

Das Trennprinzip der modifizierten Cyclodextrin-Phasen in der enantioselektiven Gas-
chromatographie beruht, wie alle anderen modernen analytischen Methoden darauf, daf3 die
Antipoden mit chiralen stationiren Phasen unterschiedlich starke diastereomere
Wechselwirkungen eingehen. Diese unterschiedlich stabilen diastereomeren Komplexe
fiihren zu unterschiedlichen Retentionszeiten der Enantiomere.

Da Cyclodextrine definierte Hohlrdume besitzen (Abb. 8), konnen sie in einer Wirt-Gast-

Beziehung Substrate einlagern. Moglich werden solche Einlagerungen u.a. durch van-der-
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93a,b]

Waals-Wechselwirkungen[ und  Wasserstoftbriickenbindungen.  Aufgrund  der

unterschiedlichen Reaktivititen der Hydroxyl-Gruppen und durch den Einsatz von
Schutzgruppen gelingt es, Cyclodextrine in jeder gewiinschten Position selektiv zu

[

modifizieren.”**®! Heute steht eine Vielzahl von modifizierten Cyclodextrin-Phasen zur

Verfiigung. Mit diesen selektiv modifizierten Cyclodextrin-Phasen lassen sich chirale
Vertreter von nahezu allen Stoffklassen, die fliichtig bzw. unzersetzt verdampfbar sind,

mittels Kapillar-Gaschromatographie enantioselektiv trennen.

[95]

Abb. 8:  Struktur und Dimensionen der nativen B-Cyclodextrin.

Die modifizierten Cyclodextrin-Phasen eignen sich auch hervorragend zur Enantio-
merenanalytik der Komponenten aus dtherischen Olen. Da die meisten Bestandteile
— Mono-, Sesqui- oder Diterpene — der #therischen Ole ein oder mehrere Chiralititszentren
besitzen, ist neben der eigentlichen Strukturaufkldrung die Enantiomeren-analytik dieser
Verbindungen von elementarer Bedeutung.

Zur Enantiomerenanalytik der Bestandteile von itherischen Ole mittels enantioselektiver
Gaschromatographie sind Referenzsubstanzen unerldBlich. Zur Ermittlung der
Elutionsreihenfolge zweier Enantiomere werden Co-Injektionen mit enantiomerenreinen

Referenzproben durchgefiihrt.

Die enantioselektive zweidimensionale Gaschromatographie (2D-GC) ist die aufschluf3-
reichste Methode, die bei der Enantiomerenanalytik von Verbindungen aus komplexen
Mischungen zum Einsatz kommt. Bei der 2D-GC wird die Mischung zunichst iiber eine
achirale Kapillarsdule getrennt und die gesuchte Komponente durch eine ,,Live-Schaltung*
auf eine chirale stationire Phase (Hauptsdule) transferiert, wo die eigentliche

Enantiomerentrennung stattfindet (siche Seite 110).
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3.5.5 Absolute Konfiguration

Die Bestimmung der absoluten Konfiguration der Naturstoffe gehort bis heute zu den
schwierigsten Problemen der Strukturaufklarung. Obwohl die Bestimmung der relativen
Konfiguration einer unbekannten Verbindung meist durch die Ermittlung der skalaren
Kopplungskonstanten und dipolaren Kopplungen (z.B. NOESY) mittels NMR-
Spektroskopie gelingt, 146t sich die absolute Konfiguration in der Regel nicht so einfach
bestimmen. Es bleibt die Frage offen, welches Enantiomer einer neu isolierten und
aufgeklarten Verbindung, wie zum Beispiel (-)-Muurola-4,11-dien (siche Seite 42),

tatsdchlich vorliegt.

am
-Hl'lm

mo:

H
X X
(-)-[1R, 6R, 7R, 108] (+)-[1S, 6S, 7S, 10R]
Muurola-4,11-dien Muurola-4,11-dien

Experimentell wurde eine absolute Konfiguration erstmals von Bijvoet, Peerdeman und
van Bommel 1951 am Natrium-Rubidium-Salz der (+)-Weinsdure mit Hilfe der anomalen
Rontgenstreuung bestimmt. Heute wird die Bestimmung der absoluten Konfiguration durch
anomale Rontgenstreuung (differentielle Bijvoet-Rontgen-Strukturanalyse) routineméfig
durchgefiihrt, wenn die Substanz ausreichend gut kristallisiert und mindestens ein

Sauerstoff- oder ein schweres Atom enthalt.

Ein weiteres Verfahren, das hdufig zur Ermittlung der absoluten Konfiguration eingesetzt
wird, ist die chemische Korrelation mit authentischen Verbindungen bekannter absoluter
Konfiguration. Dabei kdnnen Verbindungen durch chemische Umwandlungen, die ohne
Beteiligung des Chiralititszentrums stattfinden, ineinander iiberfiihrt und charakterisiert

werden (siehe Seite 42).
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4 Spezieller Teil
Die ganze Welt besteht aus zwei Teilen, von
denen der eine sichtbar und der andere
unsichtbar ist. Der sichtbare ist nur der
Abglanz des unsichtbaren.
[J.L. Borges, Buch der Traume]
Einfithrung

Im Verlauf der vorliegenden Arbeit wurden sesquiterpenoide Inhaltsstoffe aus &dtherischen
Olen sowohl von héheren Pflanzen als auch von Lebermoosen isoliert und charakterisiert. In
den folgenden Abschnitten werden die Isolierung und die einzelnen Schritte der
Strukturaufklarung der neuen Verbindungen, sowie deren stereochemische Untersuchungen
behandelt.

Das Kapitel 4.1 beschéftigt sich mit der Isolierung und Strukturaufkldrung von zwei neuen
Sesquiterpenkohlenwasserstoffen aus dem #therischen Ol von Amyris balsamifera.
AuBerdem wird die Bestimmung der absoluten Konfiguration durch chemische Korrelation
prasentiert. Im Kapitel 4.2 werden ausfiihrliche Untersuchungen der Kohlenwasserstoft-
Fraktion des #therischen Ols von Petasites hybridus dargestellt. In diesem Abschnitt wird
neben der Isolierung, Strukturaufkldrung und Bestimmung der absoluten Konfiguration der
Sesquiterpenkohlenwasserstoffe (-)-Petasiten (46) und (-)-Pethybren (43) auch auf die
Synthese von Petasiten (46) aus Alben (37) eingegangen. Auflerdem werden hypothetische
Uberlegungen zur Biosynthese dieser Verbindungen angestellt. Die Isolierung und
Strukturaufkldrung der Verbindung (-)-4,5-di-epi-Aristolochen (52) aus Cistus incanus, —
ebenfalls eine Komponente des #therischen Oles von P. hybridus — bildet einen weiteren
Teil dieses Kapitels. Im Abschnitt 4.3 wird das #therische Ol des Lebermooses
Jungermannia lanceolata behandelt. Es wird neben der Isolierung und Strukturaufklérung
von (-)-o-Neocallitropsen (55) und (+)-Acorenol B (46) eine ausfiihrliche Beschreibung der
Inhaltsstoffe des Lebermooses geliefert. Auflerdem wird die Aufkldrung der absoluten
Konfiguration von (-)-o-Neocallitropen (55) und (+)-Acorenol B (55) behandelt. Die
stereochemischen Untersuchungen der Kohlenwasserstoff-Fraktion des Lebermooses

Dumortiera hirsuta werden im Kapitel 4.4 dargestellt.



Spezieller Teil: Amyris balsamifera 31

4.1 Amyrisol

Amyrisol wird aus dem Kernholz und den Wurzeln des Baumes Amyris balsamifera
(Rutaceae) durch Wasserdampfdestillation gewonnen. Dieses Ol wird hiufig aufgrund
seiner, dem ostindischen Sandelholz6l &hnlichen, Geruchseigenschaften auch
»Westindisches Sandelholz6l“ genannt. Amyrisél findet, &dhnlich wie ostindisches
Sandelholzo6l, wegen seines sehr angenehmen siil-holzigen Geruches, aber auch wegen
seiner guten fixierenden Eigenschaften in der Parfiimerie seine Hauptanwendung.

Das idtherische Ol von Amyris balsamifera besteht praktisch ausschlieBlich aus
Sesquiterpenderivaten (Abb. 9). Das Ol enthilt bis zu 82.5 % oxigenierte Sesquiterpen-
verbindungen, hauptsdchlich Sesquiterpenalkohole und 17.5 % Sesquiterpenkohlen-
wasserstoffe. Die Hauptkomponenten des Amyrisols, die Sesquiterpenalkohole Valerianol

(20), Elemol (15), 10-epi-y-Eudesmol (18), B-Eudesmol (17) und y-Eudesmol (19), konnten

1.[0¢]

bereits frith von Rohmer et a aufgekldrt werden. Eine ausfiihrliche Beschreibung der

chemischen Zusammensetzung von Amyrisél wurde von van Beek et al.’”! geliefert. Uber
Rohmer hinausgehend bestimmte van Beek das Vorkommen einiger Sesquiterpenkohlen-
wasserstoffe: 7-epi-a-Selinen (13), Selina-3,7(11)-dien (16) und weitere. Trotz dieses hohen
Erkenntnisstandes iiber die chemische Zusammensetzung des Amyrisdls, gibt es auch heute
noch Verbindungen im Bereich der Neben- und Spurenkomponenten, die noch nicht
identifiziert sind. Es ist nicht selten, dafl derartige Neben- und Spurenkomponenten zu
einem wesentlichen Anteil zum Geruchsprofil eines itherischen Ols beitragen. Daher ist
eine vollstindige Beschreibung der chemischen Zusammensetzung eines Ols fiir die
Duftstofforschung von groer Bedeutung. In neuerer Zeit werden verschiedene &therische
Ole auf neue, geruchsaktive Inhaltsstoffe untersucht.”®! Dabei steht die Isolierung und
Strukturaufklarung von Neben- und Spurenkomponenten im Vordergrund.

Im Rahmen der an Amyrisdl durchgefiihrten Arbeiten konnten neben den bereits oben
beschriebenen Inhaltsstoffen zwei Sesquiterpenkohlenwasserstoffe CisHoys ([M'] = m/z 204)
entdeckt werden, deren Massenspektren sich nicht mit Hilfe der vorhandenen
Massenspektren-Datenbanki zuordnen lieBen. Mit der Annahme, da3 es sich um zwei neue
Sesquiterpenkohlenwasserstoffe handeln konnte, wurde die Isolierung und Strukturauf-

klarung dieser Verbindungen vorgenommen.

' Diese Massenspektren-Datenbank der Sesquiterpenkohlenwasserstoffe wurde iiber mehrere Jahre von
Konig et. al. angelegt.
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Abb. 9: Gaschromatogramm des &therischen Oles von Amyris balsamifera (25 m fused-silica-
Kapillare CpSil-5, 50 °C, 3°C/min, 230 °C).
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Abb. 10: Sesquiterpenoider Inhaltsstoffe aus Amyris balsamifera.



Spezieller Teil: Amyris balsamifera 33

4.1.1 Isolierung der Komponenten — Muurola-4,11-dien (22) — und
— Cadina-4,11-dien (27) — aus Amyrisol

Zur Isolierung der Reinsubstanzen aus komplexen Mischungen wie z.B. itherischen Olen
konnen unter Umstdnden mehrere verschiedene chromatographische Verfahren notwendig
sein. Daher sind weitgehende Kenntnisse iiber verschiedene Isolierungstechniken von
Vorteil.

Die Isolierung der Komponenten 22 und 27 aus Amyrisol (siche Abb. 11) erfordert eine
Reihe von chromatographischen Verfahren, die sinnvollerweise miteinander gekoppelt
werden miissen. In Abbildung 11 sind die einzelnen Trennschritte dargestellt, die fiir die
Isolierung der Komponente 22 notwendig waren’. Nach der Feststellung, dal3 es sich bei den
gesuchten Verbindungen um Sesquiterpenkohlenwasserstoffe CisHay ([M'] = m/z 204)
handelt, wurde fiir die Trennung dieser Verbindungen von den oxigenierten
Sesquiterpenverbindungen Kieselgelsdulenchromatographie in Form von ,,Trockensdulen
verwendet (Elutionsmittel: p.a. Hexan). Als ndchstes wurde die Sesquiterpenkohlen-
wasserstoff-Fraktion mittels praparativer Gaschromatographie (prip. GC) weiter
fraktioniert. Die Trennung der oxigenierten Komponenten von nicht oxigenierten
Verbindungen ist fiir die Fraktionierung mittels prip. GC nicht zwingend notwendig, aber
erwies sich aufgrund der kiirzeren Trenncyclen bei der pridp. GC von groBem Vorteil.
Nachdem die durch prép. GC erhaltenen Fraktionen mittels analytischer GC und GC-MS
untersucht worden waren, konnte festgestellt werden, dafl die Komponenten 22 und 27 in
der gleichen Fraktion zu jeweils 47% bzw. 16% angereichert waren.

Fir die Strukturaufkldrung besteht die Notwendigkeit, Verbindungen moglichst rein zu
erhalten. Daher wurde die Fraktion mit den Komponenten 22 und 27 im nichsten Schritt
einer weiteren Trennung, an einer mit Silbernitrat impragnierten préparativen Diinnschicht-
platte, unterworfen (Elutionsmittel p.a. Hexan/Ethylacetat 5/1). Wie Abbildung 11 zu
entnehmen ist, konnten die Verbindungen 22 und 27 durch die Trennung mittels mit
Silbernitrat impriagnierter TLC in iiber 92 % Reinheit isoliert werden. Bei der Trennung mit
Silbernitrat impragnierten Platten wurde die Methode der ,,Mehrfach- Entwicklung*
verwendet. Auf diese Weise konnten im Falle der Komponente 22 ca. 1-2 mg und bei der
Verbindung 27 weniger als 1 mg Substanz fiir NMR-spektroskopische Untersuchungen

bereitgestellt werden.

iDie Isolierungsschritte (Abb. 11) sind auch fiir die Komponente 27 — Cadina-4,11-dien — relevant.
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Abb. 11: Isolierung von Muurola-4,11-dien (22) aus Amyris balsamifera (Kapillar GC-
Untersuchungen 25 m fused-silica-Kapillare mit CpSil 5, 50 °C, 3 °C/min, 230 °C).
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4.1.2 Strukturaufklirung der Komponente (22) — Muurola-4,11-dien — aus
Amyrisol

Die massenspektrometrisch bestimmte Summenformel der Komponente 22 CisHp4
(IM] = m/z 204) aus Amyrisdl liefert den Startpunkt fiir die Strukturaufklirung. Das
protonenentkoppelte *C-NMR-Spektrum zeigt 15 C-Atome des Molekiils, darunter vier C-
Atome im Verschiebungsbereich der Alkene bzw. Aromaten (8¢ = 148.51, 133.28, 126.21
und 110.92 fiir zwei Doppelbindungen). Aus den durch 'H- und '*C-NMR-Experimenten
nachgewiesenen zwei Doppelbindungen und insgesamt aus der Summenformel berechneten
vier Doppelbindungsidquivalenten ist ersichtlich, da3 die Komponente 22 ein bicyclisches
Ringsystem aufweist.

Eine eingehende Interpretation des "H-NMR-Spektrums zeigt Protonensignale bei &y = 5.48
(1H, m) und 4.88 (br. s, 2H), die auf ein olefinisches Proton und zwei weitere exocyclische
olefinische Protonen hindeuten. Im Verschiebungsbereich der Methylgruppen erkennt man
zwei Singuletts, die jeweils aufgrund der chemischen Verschiebungen oy = 1.63 (3H, br. s)
und 1.68 (3H, br. s) an einer C-C-Doppelbindung gebunden sein miissen. Weiterhin kann im
1H-NMR-Spektrum die Anwesenheit eines Methyldubletts bei dye = 1.00 (3H, d, J = 7.2
Hz) festgestellt werden.

Aus dem "C-NMR und dem DEPT-Experiment geht hervor, daf die Komponente 22 aus
zwel quartdren, finf tertidren, fiinf sekunddren und drei primdren Kohlenstoffatomen
aufgebaut ist. Durch Auswertung der Kopplungskonstanten im "H-NMR-Spektrum und der
Protonenkorrelationen aus den zweidimensionalen NMR-Korrelationsexperimenten 'H-'>C-
COSY, HMQC und '"H-'H-COSY kénnen drei Teilstrukturen A-C (Abb. 12) angegeben

werden.

A B C

Abb. 12: Teilstrukturen der Komponente (22) aus Amyris balsamifera.
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Die %J- bzw. *J-Korrelationen aus dem 2D-NMR-Experiment HMBC ermittelt werden
liefern Informationen iiber die Verkniipfung der Teilstrukturen. Die Abbildung 13 zeigt
einen Ausschnitt des HMBC-Spektrums der Komponente 22.

' . (ppm)

—25

45

H (ppm) 2.0 1.8 16 14 12

Abb. 13: Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum von Muurola-4,11-dien (22)
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Die fiir die Aufklarung des Grundgeriistes relevante Auswertung des HMBC-Spektrums der
Komponente 22 ist in Abbildung 14 dargestellt. Unter Berilicksichtigung dieser
Informationen 146t sich fiir die Komponente 22 ein Grundgeriist des Typs 1,2,3,4,4a,5,6,8a
Octahydro-4,7-dimethyl-1-(1-methylethenyl)-naphthalin (22) ableiten.

B
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ﬁ I
i \

H
H

b H

N 22

C

Abb. 14: Einige HMBC-Korrelationen und das Gerist der Komponente (22) — Muurola-4,11-dien —

Nach der Aufkliarung des Grundgeriistes stellt sich die Frage nach der Stereochemie an den
Stereozentren C(1), C(6), C(7) und C(10). Die Frage nach der relativen Konfiguration 148t
sich spektroskopisch durch NOE-Differenzspektren bzw. durch die 2D-Variante NOESY
beantworten. Eine weitere Moglichkeit flir die Bestimmung der relativen aber auch
absoluten Konfiguration ist die chemische Korrelation der Komponente 22 mit weiteren
Verbindungen, die an den jeweiligen Stereozentren definiert vorliegen. Zur Bestimmung der
relativen Konfiguration der Komponente 22 wurden beide Wege eingeschlagen. Fiir die
chemische Korrelation wurde folgende Uberlegung angestellt: Fiir die Komponente 22
miilite unter der Annahme, daB das aus den spektroskopischen Daten abgeleitete
Grundgertist richtig ist, die partielle Hydrierung der exocyclischen Doppelbindung sowohl
der Komponente 22 und entsprechend der Vergleichssubstanzen 23-25 Aufklirung iiber die

relative Stereochemie an den Stereozentren C(1), C(6) und C(7) liefern (siche Schema 1).
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(a): Selektive Hydrierung mit [(C¢Hs);P]sRhCl1/ H, in Benzol, EtOH

Schema 1°

" Da es bei den partiellen Hydrierungsprodukten fiir die anschlieBende Untersuchung mittels nicht
enantioselektiver GC nicht entscheidend ist, welches Enantiomer oder ob ein Enantiomerengemisch eingesetzt
wird, wurde tibersichtshalber willkiirlich nur ein Enantiomer der Vergleichsverbindung abgebildet.
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Die anschlieBenden GC- und GC-MS-Analysen der Produkte der partiellen Hydrierung
zeigen eindeutig, daB3 die Komponente 22 ein Muurolan-Geriist besitzt. Somit konnten
eindeutig die Stereozentren C(1), C(6) und C(7) festgelegt und die Komponente 22 als
Muurola-4,11-dien (22) identifiziert werden. Um die relative Konfiguration der
Methylgruppe (e = 1.00, 3H, d, J = 7.2 Hz) am Stereozentrum C(10) aufzukldren, wurden
NOESY-Spektren zu Hilfe genommen. Mit der Kenntnis, daB3 ein cis-Decalin-System
vorliegt, 146t sich die Methylgruppe an C(10) aus den NOESY-Daten einfach zuordnen.
Die Abbildung 15 =zeigt einen Ausschnitt des NOESY-Spektrums der Verbindung
Muurola-4,11-dien (22).

—0.0

J

—1.0

—2.0

—ppm

ppm 2.0 1.5 1.0 0.0

Abb. 15: Ausschnitt aus dem NOESY-Spektrum von Muurola-4,11-dien (22)
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Die NOESY-Wechselwirkungen der Methylgruppe an C(10) mit den beiden
Briickenkopfprotonen — H-C(1), H-C(6) — und der Isopropylengruppe liefern eindeutige
Beweise, daB3 das System beziiglich der Methylgruppe als ein cis-trans-Dekalinderivat’
vorliegt (Abb. 16).[99] Somit 148t sich die relative Konfiguration der Verbindung Muurola-
4,11-dien (22) an den Stereozentren C(1), C(6), C(7) und C(10) als [IR*, 6R*, 7TR*, IOS*]ﬁ

angeben.

Abb. 16: Die Identifizierung der relativen Konfiguration der Komponente 22 durch NOESY-
Wechselwirkungen.

Nach der Aufkldrung der relativen Konfiguration bleibt nur noch die Frage nach der
absoluten Konfiguration, d.h. welches Enantiomer des Muurola-4,11-diens (22) tatsidchlich

vorliegt, offen.

Qs

R
R ()22

i die erste Angabe bezieht sich auf die Ringverkniipfung und die zweite auf die Stellung der Methylgruppe-
C(10) relativ zur C(1)-C(2)-Bindung.

" die Deskriptoren R*/S” geben die relative Konfiguration an.
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4.1.2.1 Bestimmung der absoluten Konfiguration von Muurola-4,11-dien (22)
Die Bestimmung der absoluten Konfiguration eines Molekiils kann unter folgenden
Voraussetzungen ebenfalls durch chemische Korrelation durchgefiihrt werden.
e Es miissen authentische Verbindungen mit bekannter absoluter Konfiguration vorhanden
sein, und die Enantiomerentrennung dieser Verbindungen mull méglich sein.
e Die mikro-chemischen Reaktionsfolgen miissen fiir solche Korrelationen
stereochemisch eindeutig ablaufen. Es sollten daher bevorzugt Reaktionen
vorgenommen werden, die nicht an Chiralititszentren ablaufen.
Da mit (+/-)-y-Muurolen (23) eine authentische Verbindung mit bekannter absoluter
Konfiguration zur Verfligung stand,”® die Umwandlungsreaktionen sowohl am y-Muurolen
(23) als auch am Muurola-4,11-dien (22) nicht an den Chiralitdtszentren ablaufen und ferner
mit der enantioselektiven GC eine hochempfindliche Technik fiir die Analyse der
Folgeprodukte zur Verfiigung stand, waren die Voraussetzungen fiir die Bestimmung der
absoluten Konfigurationen erfiillt. In Abbildung 17 wird die Bestimmung der absoluten
Konfiguration von Muurola-4,11-dien (22) demonstriert. Zuniachst wurde (+/-)-y-Muurolen
(23) in einem definierten Enantiomerenverhéltnis [(+):(-) = 1:1.3) ausschlieBlich an der
Methylen-Doppelbindung hydriert. Die Hydrierungsprodukte stellen jeweils ein
Enantiomerenpaar cis-cis-Decalinsystemi und cis-trans-Decalinsystem mit dem gleichen
Verhiltnis zueinander wie im Edukt (+/-)-y-Muurolen (23) dar. Das Enantiomerenpaar mit
cis-cis-Decalinsystem kann aufgrund der relativen Konfiguration der Methylgruppe an
C(10) ausgeschlossen werden. Die Tatsache, dal das Partiale-Hydrierungsprodukt von
Muurola-4,11-dien (22) mit dem Uberschu-Enantiomer des cis-trans-Decalinsystems
koeluiert, legt den SchluB nahe, daB die absolute Konfiguration des im Uberschufl

eingesetzten Enantiomers, also die des (-)-y-Muurolen (23), vorliegt.

H

(-)-[1R, 6R, 7R, 10S]-
H Muurola-4,11-dien (22)

X

g die erste Angabe bezieht sich auf die Ringverkniipfung und die zweite auf die Stellung der Methylgruppe
C(10) relativ zur C(1)-C(2) Bindung.
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Abb. 17: Bestimmung der absoluten Konfiguration von Muurola-4,11-dien (22) aus Amyris
balsamifera (25 m fused-silica-Kapillare mit 20 % 2,6-Me-3-Pe-B-CD in OV-1701;
120 °C isoth.).
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Es ist bekannt, dal Lebermoose (Hepaticeae) sehr reich an sesquiterpenoiden Inhaltsstoffen

sind. Oftmals sind diese Verbindungen Enantiomere zu den aus hdheren Pflanzen
identifizierten Vebindungen.[S] Auch in den itherischen Olen von Laubmoosen (Musci)

findet man sesquiterpenoide Verbindungen.[g] Durch ein systematisches GC-MS-Screening
von itherischen Olen von Laubmoosen wurde Muurola-4,11-dien (22) als Bestandteil des
dtherischen Oles von Mnium hornum identifiziert. Nach der Isolierung konnte mittels

enantioselektiver GC gezeigt werden, dal es sich um das ,,ungewohnliche,, Enantiomer

handelt (Abb. 18).
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Abb. 18: Enantiomerentrennung von Muurola-4,11-dien (25 m fused-silica-Kapillare mit 50 % 2,6-
Me-3-Pe-B-CD in OV 1701; 110 °C isoth.).
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4.1.3 Strukturaufklirung der Komponente (27) — Cadina-4,11-dien — aus
Amyrisol

Die Komponente 27 wurde aus dem i#therischen Ol von Amyris balsamifera nach dem
gleichen Trennprinzip, wie fiir Muurola-4,11-dien (22) beschrieben (siche Abb. 11, Seite
34), isoliert. Aufgrund der Ahnlichkeit der Massenspektren von Komponente 27 und
Muurola-4,11-dien (22) (Abb. 19) und den Informationen aus dem 'H-NMR-Spektrum muf
es sich um eine Verbindung mit identischem Grundgeriist handeln. Im Protonen-NMR-
Spektrum treten Signale eines olefinischen Protons (dy = 5.55, 1H, m), Signale zweier
exocyclischer olefinischer Protonen (dy = 4.90, 1H, m und 4.87, 1H, m) und weitere
charakteristische Signale auf. Diese ersten Ergebnisse lassen den Schluf3 zu, daB3 es sich bei

der Komponente 27 zum Beispiel um Muurola-3,11-dien (26) handeln kdonnte.
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51 m ” 175
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Abb. 19: Massenspektren von Cadina-4,11-dien (27) und Muurola-4,11-dien (22)
(GC-MS, EI 70 eV).



Spezieller Teil: Amyris balsamifera 45

Um diese Annahme unter Vermeidung einer umfangreichen NMR-spektroskopischen
Untersuchung zu iiberpriifen, wurden die vollstindigen Hydrierungsprodukte der
Komponente 27 und des Muurola-4,11-diens (22) miteinander verglichen (Schema 2). Bei
der vollstindigen Hydrierung von Muurola-3,11-dien (26) entstinde ein zusdtzliches
Stereozentrum, welches zwei diastereomere Hydrierungsprodukte liefert, die mit den
vollstdndigen Hydrierungsprodukten von Muurola-4,11-dien (22) identisch waren. Wire die

Isolierte Verbindung mit (26) identisch, so wire deren Struktur durch diese Hydrierung

bewiesen.
H
H
H (26a) H
a a
_— + -
H H
X i N
Muurola-3,11-dien (26) Muurola-4,11-dien (22)
L
H (26b)
(a): Hydrierung mit Pd/C, H, in Hexan
Schema 2

Die anschlieBenden GC- und GC-MS-Untersuchungen der Hydrierungsprodukte haben
jedoch gezeigt, daBB es sich bei der Komponente 27 nicht um Muurola-3,11-dien (26)
handelt. Da sich die Vermutung nicht bestétigen lie, wurde die Komponente 27 weiteren
NMR-Messungen unterworfen. Es konnte trotz der geringen Substanzmenge neben dem
"H-NMR-Spektrum auch ein 'H-'"H-COSY, ein HMQC- und ein HMBC-Spektren gemessen
werden’. Die Auswertungen der 'H-'H-COSY- und HMQC-Spektren fiihrten zu
Teilstrukturen, die auch fiir Muurola-4,11-dien (22) abgeleitet wurden (siche Abb. 12,
Seite 35). Die Verkniipfungen der Teilstrukturen konnten durch das HMBC-Spektrum

aufgezeigt werden.

' Die Substanzmenge reichte weder fiir ein '°C- noch DEPT-Spektrum aus.
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Entsprechend Muurola-4,11-dien (22) (siche Abb. 14, Seite
37) ergab sich auch fiir die Komponente 27 ein
(1,2,3,4,4a,5,6,8a)-Octahydro-4,7-dimethyl-1-(-1-methyl-
ethenyl)-naphthalin Gertist.

Im néchsten Schritt wurde zundchst die Bestimmung der
relativen Konfiguration der Komponente 27 vorge-
nommen. Durch partielle Hydrierung der exocyclischen
Doppelbindung der Vergleichssubstanzen y-Cadinen (24)
und y-Amorphen (25) wurden neue Standards erhalten.”>®
Diese wurden mit den Partial-Hydrierungsprodukten der
Komponente 27 verglichen. Durch GC- und GC-MS-
Analysen konnte festgestellt werden, daf3 die Komponente
27 an den Stereozentren C(1), C(6) und C(7) dem
v-Cadinen (24) entspricht. Die Abbildung 20 zeigt die
Untersuchung der Partial-Hydrierungsprodukte an einer

nicht enantioselektiven GC-Saule.

(a): Selektive Hydrierung mit [(C¢Hs);P]s:RhCI, H, in C¢Hs, EtOH

30 40 min

Schema 3

Abb. 20: oben: Partial-Hydrierungsprodukte von (+/-)-y-Cadinen (24), unten: Partial-Hydrierung
von Komponente 27 aus Amyris balsamifera, Mitte: Co-Injektion der Partial-
Hydrierungsprodukte (CpSil 5, 25 m fused-silica-Kapillare, 50 °C, 3 °C/min, 230 °C).
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Um die vollstdndige relative Konfiguration der Komponente 27 angeben zu koénnen, miif3te
die Konfiguration an dem Stereozentrum C(10) bestimmt werden. Da leider von der
Komponente 27 kein NOESY-Spektrum vorliegt, konnte dies, analog der Verbindung
Muurola-4,11-dien (22) (siche Seite 40), nicht spektroskopisch bestimmt werden. Eine
Losung dieses Problems ist die chemische Korrelation der Komponente 27 mit einer
weiteren Cadinan-Verbindung, die an dem Stereozentrum C(10) bekannte Stereochemie
besitzt. Ein solches Cadinan-Derivat ist die Verbindung Cadina-1,4-dien (28)i. Die
vollstindige Hydrierung von Cadina-1,4-dien (28) lieferte vier diastereomere
Hydrierungsprodukte. Unter der Voraussetzung, da3 die Komponente 27 ein trans-Decalin-
System beziiglich der Stereozentren C(1) und C(6) besitzt, ergeben sich bei vollstindiger
Hydrierung von Komponente 27 zwei Produkte, die identisch mit 28¢ und 28d aus der
Hydrierung von Cadina-1,4-dien (28) (Schema 4) sind. Die Hydrierungsprodukte mit

cis-Decalin-System 28a und 28b konnen anhand der vorhergehenden Untersuchung (siehe

partielle Hydrierung von y-Cadinen (24) S. 46) ausgeschlossen werden.

Cadina-4,11-dien (27)

(a): Hydrierung mit Pd /C, H, in Hexan

Schema 4

i Cadina-1,4-dien (28) wurde aus dem #therischen Ol von Cedrela odorata als Referenzsubstanz isoliert und
NMR-spektroskopisch charakterisiert.
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Wie aus den GC- und GC-MS-Untersuchungen hervorgeht, koeluieren tatséchlich zwei der
insgesamt vier Hydrierungsprodukte von Cadina-1,4-dien (28) mit den zwei Hydrierungs-
produkten der Komponente 27. Somit 148t sich flir das Stereozentrum C(10) beziiglich der
Stereozentren C(1) und C(6) ein trans-cis-Dekalinsystem zuordnen. Durch diese
Untersuchungen kann fiir die Komponente 27 die Struktur Cadina-4,11-dien mit der

relativen Konfiguration (1S*, 6R*, 7R*, 10R*) angegeben werden.

LN

4

H

Abb. 21: Die Komponente 27 aus Amyris balsamifera konnte als Cadina-4,11-dien mit der
relativen Konfiguration (1S*, 6R*, 7R*, 10R*) bestimmt werden.

4.1.3.1 Bestimmung der absoluten Konfiguration von Cadina-4,11-dien (27)

Die Bestimmung der absoluten Konfiguration von Cadina-4,11-dien (27) 146t sich durch die
chemische Korrelation mit einer authentischen Probe von (+/-)-y-Cadinen (24)
durchfiihren.”® Analog zu der Bestimmung der absoluten Konfiguration von Muurola-4,11-
dien (22) (siehe S. 42) wurden auch bei der Bestimmung der absoluten Konfiguration von
Cadina-4,11-dien (27) die Produkte der selektiven Hydrierung der exocyclischen
Doppelbindung  sowohl von  (+/-)-y-Cadinen (24) mit einem  definierten
Enantiomerenverh'ailtnisi, als auch von Cadina-4,11-dien (27) mittels enantioselektiver
Gaschromatographie an einer Sdule mit 2,6-Me-3-Pe--CD untersucht. Abbildung 22 zeigt,
dal das partielle Hydrierungsprodukt von Cadina-4,11-dien (27) eindeutig mit den
Hydrierungsprodukten von (-)-y-Cadinen koeluiert. Aus dieser Tatsache heraus konnte fiir

Cadina-4,11-dien (27) die absolute Konfiguration (1R, 6S, 7S, 10S) bestimmt werden.

' Da das Enantiomerenverhltnis des eingesetzten (+/-)-y-Cadinen (24) nicht zu eindeutigen Aussagen fiihrte,
wurde auch eine authentische (+)-y-Cadinen-Probe zur Untersuchung herangezogen.
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(-)-y-Cadinen (+)-y-Cadinen

[(CeH;);PL,RhCI
H,, EtOH, C H,

Co-Injektion

[(CeH;);P1,RhCI
H,, EtOH, C:H,

it
P

Cadina-4,11-dien (27)
- Amyris balsamifera

| | | i

0 10 20 min

Abb. 22: Bestimmung der absoluten Konfiguration von Cadina-4,11-dien (27) aus
Amyris balsamifera (25 m fused-silica-Kapillare mit 2,6-Me-3-Pe-B-CD in OV 1701;
120 °C isoth.).
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4.2 Die Pestwurz

Die gemeine Pestwurz (Petasites hybridus) ist eine in Mitteleuropa heimische Pflanze aus
der Familie der Korbbliitler (4steraceae). Sie stellt in Europa die am weitesten verbreitete
Art der Gattung Petasites MILLER dar und man findet sie hiufig auf feuchten, tonigen
Boden, an Waldrdandern, Bach- und FluBufern. Thre kolbenférmigen, rétlichen Bliitenstinde
entwickeln sich in unseren Breiten bereits im Mirz. Thre Blétter, die einen Durchmesser von
iiber einem Meter erreichen konnen, bilden sich erst im Sommer heran.

Bereits im 1. Jahrhundert n. Chr. wurde die gemeine Pestwurz als Heilpflanze erwéhnt.
Auch im Mittelalter wurde die Pestwurz in Biichern iiber Heilpflanzen als bedeutendes
Arzneimittel aufgefiihrt.

In der Neuzeit geriet die Pestwurz zunehmend in Vergessenheit. Die Feststellung von
Bucher,"™ daB der methanolische Rohextrakt aus frisch ausgegrabenen P. hybridus-
Wurzeln auf isoliertem Meerschweinchendarm eine antispastische Wirkung ausiibt, erregte
erneut wissenschaftliches Interesse. In der Folge befaliten sich verschiedene Arbeitsgruppen
mit der Isolierung und Strukturaufkldrung von Hauptkomponenten dieser Extrakte.

Aebi et al.t%!

und Stoll et al."® konnten die spasmolytisch wirksamen Substanzen aus der
Pestwurz isolieren und ihre Struktur aufkliren. Es handelte sich hierbei vor allem um
Tiglinsdureester der zwei Grundgeriiste Petasin (29) und Isopetasin (30), die zur Klasse der
Eremophilan-Sesquiterpene gehdren. Aulerdem wurden die beiden entsprechenden

Alkohole Petasol (31) und Isopetasol (32) aus Pefasites hybridus identifiziert.

S i

Petasin (29) Isopetasin (30)
O O
HO!" '/ HO'"
Petasol (31) Isopetasol (32)

Abb. 23: Spasmolytisch wirksame Verbindungen Petasin (29) und Isopetasin (30) und die
entsprechenden Alkohole aus P. hybridus.
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Die Aufkldrung der absoluten Konfiguration dieser Verbindungen gelang Djerassi 1960 mit

Hilfe der CD-Spektroskopie und dem Abbau zu bekannten Verbindungen.[103]

104a,b 105 [106a-c]

Spéter gelang es Novotny,[ T akagi[ I'und Neuschwander weitere Sesquiterpene
aus verschiedenen Petasites-Arten zu isolieren. Es handelte sich dabei um ecine Vielzahl
verschiedener Ester der C(4)-Epimeren Petasol und Isopetasol sowie verschiedener

dehydrierter Furanoide (33) und Lactone (34) mit dem Eremophilan-Grundgeriist (Abb. 24).

0
R= 2N R’=H, OH, ( o
ZRHH“ Rl
MeS
/\ ) 0
Z O)i O)H(
H
0 O
34

Abb. 24: Einige Extrakt-Bestandteile aus Petasites hybridus

Im Gegensatz zu den Extrakten sind die wasserdampffliichtigen Bestandteile der Petasites
hybridus weniger intensiv untersucht worden. Wie eine Literaturrecherche ergab, ist der
Kenntnisstand iiber die Sesquiterpenkohlenwasserstoffe von P. hybridus #&uBBerst
spéirlich.[wﬂ Es finden sich Hinweise auf hiufig vorkommende Sesquiterpen-
kohlenwasserstoffe wie Eremophilen (54), B-Bisabolen (56), y-Bisabolen (57), a-Humulen
(51), y-Humulen (53) und einige weitere Sesquiterpenkohlenwasserstoffe wie o-Santalen
(48) und epi-B-Santalen (50) (siche Abb. 25, Seite 53).'*"

Im Hinblick auf neue Verbindungen mit der Molmasse 204 (C;sHys) wurde die
Kohlenwasserstoff-Fraktion des #therischen Ols von P. hybridus untersucht. Im folgenden
wird iiber die Sesquiterpenkohlenwasserstoffe des dtherischen Ols von P. hybridus

berichtet, die im Rahmen dieser Arbeit identifiziert und charakterisiert worden sind.
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4.2.1 Analytik der Sesquiterpenkohlenwasserstoffe aus dem itherischen Ol von
Pestwurz (Petasites hybridus)

Gewinnung des #therischen Ols aus Petasites hybridus: Fiir die Untersuchungen wurden ca.
10 kg Petasites hybridus-Wurzeln in Hamburg gesammelt. Das Pflanzenmaterial wurde
nach dem Auswaschen zerkleinert und portionsweise (ca. 500 g) einer 2.5 stiindigen
Wasserdampfdestillation unterzogen, wobei die von Sprecher[109] beschriebene Apparatur
unter Vorlage von 1 ml p.a. n-Hexan verwendet wurde.

Bereits aus der anschlieBenden GC-Analyse geht hervor, daB das #therische Ol von P.
hybridus Verbindungen aus verschiedenen Substanzklassen enthilt. In Abbildung 25 ist das
Gaschromatogramm des itherischen Ols von P. hybridus dargestellt. Die Sesquiterpen-
kohlenwasserstoffe bilden mit ca. 45 % den Hauptteil des gesamten Ols. Im Retentions-
bereich der oxigenierten Sesquiterpenverbindungen sind lediglich zwei Hauptkomponenten,
die einen Anteil von etwa 34 % am Gesamtdl ausmachen, und einige weitere Verbindungen
mit ca. 11 % Anteil. Im Bereich der Monoterpene sind zwei Komponenten mit einem Anteil

von 10 % zu finden.

Bei der anschlieBenden GC-MS-Untersuchung des Gesamtoles lieBen sich Sesquiterpen-
kohlenwasserstoffe wie z.B. Eremophilen (54), B-Bisabolen (56), o-Humulen (51),
v-Humulen (53), o-Santalen (48), epi-B-Santalen (50) und einige weitere haufig
vorkommende  Sesquiterpenkohlenwasserstoffe ~ iiber ihre  Massenspektren  und
Retentionsindices mit Hilfe der vorhandenen Massenspektren-Datenbanki identifizieren.
Eine grofle Anzahl von Sesquiterpenkohlenwasserstoffen, deren Identifizierung auf diesem

Weg nicht moglich war, wurden fiir die Charakterisierung vorgesehen.

Fiir einige der unbekannten C;sH,4-Komponenten (Peak Nr. (38), (39), (40), (44), (45) und
(47) siehe Abb. 25) konnte ein tricyclisches System angenommen werden, da bereits aus
anderen Vertretern der Asteraceaen solche Verbindungen isoliert und charakterisiert worden
sind.""" So war es unumginglich, verschiedene Asteraceae-Arten ndher zu untersuchen.
Eine Literaturrecherche ergab, daB solche tricyclischen Sesquiterpenkohlenwasserstoffe
— z. B. Isocomene aus Isocoma wrightii,[m] Silphinene aus Silphium-Arten,[“Z] Presilphi-
[113a,b]

perfolane und verwandte Verbindungen z.B. aus Senecio und Eriopyllum species

von verschiedenen Arbeitsgruppen isoliert und charakterisiert wurden.

' Diese Massenspektren-Datenbank wurde von Prof. Konig und seinen Mitarbeitern angelegt.
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Abb. 25: Gaschromatogramm des atherischen Oles von Petasites hybridus (25 m fused-silica-
Kapillare CpSil-5; 50 °C, 3 °C/min, 230 °C).
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Um Referenzverbindungen fiir die weitere Untersuchung von P. hybridus zu erhalten,
wurden o-Isocomen (45), B-Isocomen (47), Silphinen (40), Modhephen (44) und
7-0-H-Silphiperfol-5-en (38) aus dem itherischen Ol von Silphium perfoliatum und
Presilphiperfol-7-en (39) aus Matricaria perforata isoliert und NMR-spektroskopisch
charakterisiert (Abb.26).

M, ||I|| [y, I|||||H

(-)-o-lsocomen (45) (-)-B-Isocomen (47) (-)-Silphinen (40)

H||I|.

(-)-Modhephen (44)  (-)-7-a—H-Silphiperfol-5-en (38) Presilphiperfol-7-en (39)

Abb. 26: Die Komponenten 38, 40, 44, 45, 47 wurden aus dem &therischen Ol Silphium
perfoliatum und die Komponente 39 aus Matricaria perforata als authentische Proben
isoliert.

Durch Co-Injektioneni und durch den Vergleich der Massenspektren konnten diese
Verbindungen zum erstenmal als Bestandteile des #therischen Oles von Petasites hybridus
identifiziert und charakterisiert werden. Diese Verbindungen wurden ebenfalls als
Bestandteile des #therischen Oles von Petasites albus (weifle Pestwurz) identifiziert. Im
dtherischen Ol von P. hybridus sind weitere Bestandteile mit der Molmasse 204 enthalten,
die sich nicht durch Literaturrecherchen identifizieren lieen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten zwei dieser Komponenten isoliert und charakterisiert

werden, welche im nédchsten Abschnitt ausfiihrlich beschrieben werden.

iDie Co-Injektionen wurden an einem zwei Kanal-Gerét (Orion) unter Verwendung zweier Sdulen mit den
Phasen CpSil-5, und CpSil-19, durchgefiihrt.
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4.2.2 Isolierung der Komponente 46 — Petasiten — aus Petasites hybridus

Fir die Isolierung der Komponente 46 mit dem unten abgebildeten Massenspektrum
(Abb. 27) waren mehrere Trenn- und Reinigungsschritte notwendig. In Abbildung 28 ist die
Isolierung der Komponente 46 dargestellt. Als erstes wurde das durch Wasserdampf-
destillation erhaltene dtherische Ol von P. hybridus (sieche Abb. 25, S. 53) einer
Trockensdulenchromatographie unterzogen, um die Sesquiterpenkohlenwasserstoffe von
den sauerstoffhaltigen Substanzen zu trennen. Zu diesem Zweck wurden die
Kohlenwasserstoffe mittels #n-Hexan von der Sdule eluiert. Die oxigenierten Verbindungen
wurden nach der Abtrennung der Kohlenwasserstoffe mit Diethylether von der Sdule eluiert.
Im néchsten Schritt wurde die Kohlenwasserstoff-Fraktion mittels prip. GC an der Phase
2,6-Me-3-Pe-B-CD aufgetrennt. Wie die kapillargaschromatographische Analyse zeigt
(Abb. 28), ergab diese Trennung lediglich eine Anreicherung (25 % in der entsprechenden
Fraktion 4) der Komponente 46. Da fiir die NMR-spektroskopischen Untersuchungen dieser
Reinheitsgrad nicht ausreicht, wurden weitere Reinigungsschritte fiir die Isolierung der
Komponente 46 aus der Fraktion A erforscht. Die Auftrennung der Fraktion 4 mittels prap.
GC an der Phase 6T-2,3-me-B-CD lieferte die besten Trennergebnisse: Komponente 46

konnte aus der Fraktion 4 mit einer Reinheit von 93 % isoliert werden.

[%]100 1 137

50 -

95 121

5357 67 77 189

147 161 | 204
50 100 150 200

Abb. 27: Massenspektrum der Komponente 46 — Petasiten — aus dem atherischen Ol von
Petasites hybridus (GC-MS; EI 70 eV).
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Trockensaulenchromatographie
Komponente atherisches Ol von Petasites hybridus
-Petasiten (46)- ~._ (vgl. Abb. 25, S. 53)

H

Kohlenwasserstoff-

IR

Praparative GC
an 2,6-Me-3-Pe-3-CD

Fraktion A
Praparative GC
an 6-T-2,3 Me-p-CD
Komponente
e -Petasiten (46)- 93%
[ .,
25 35 min

Abb. 28: Isolierung von Komponente 46 - Petasiten - aus Petasites hybridus (Kapillar GC-
Untersuchungen an CpSil-5, 25 m fuesd-silica-Kapillar, 50 °C, 3 °C/min, 230 °C).
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4.2.3 Strukturaufklirung der Komponente 46 - Petasiten -

Nach Isolierung von 2-3 mg der Komponente 46 aus dem itherischen Ol von P. hybridus,
wurde eine vollstindige NMR-Untersuchung durchgefiihrt. Die ersten Analysen der 'H- und
BC-NMR-Spektren zeigen, daB nur eine Doppelbindung vorliegt. Demnach handelt es sich
entsprechend der Doppelbindungsidquivalente um einen tricyclischen Sesquiterpen-
kohlenwasserstoff, welcher durchaus mit anderen tricyclischen Verbindungen, die in dem
itherischen Ol von P. hybridus vorkommen, verwandt sein konnte.

Die detaillierte Analyse der 'H- und 'H-'"H-COSY-Spektren belegt die Anwesenheit einer
Isopropylgruppe, zweier tertidrer Methylgruppen, die kaum aufgrund ihrer chemischen
Verschiebung zu unterscheiden sind, und eines olefinischen Protons mit einer chemischen
Verschiebung von 8y = 5.38 ppm mit einer Kopplungskonstante J von 2.6 Hz. Desweiteren
ergibt das "H-Spektrum ein AB-System (8 (A) = 2.22 ppm; &y (B) = 2.22 ppm) mit einer
geminalen Kopplungskonstanten von %/ = 8.6 Hz. Die Analyse der restlichen Alkylsignale
zeigt komplexe Signalaufspaltungen, deren Kopplungskonstanten nicht ermittelt werden
konnen. Mit Hilfe eines 'H-'"H-COSY-Spektrums lassen sich Kreuzsignale identifizieren,
die auf W-Kopplungen zuriickgehen und charakteristisch fiir bicyclische Systeme (z.B.
Norbornan) sind. Die Analysen des '“C-NMR-Spektrums und des DEPT-Experiments
liefern Hinweise auf das Vorliegen von vier Methylgruppen (dye = 17.17, 21.14, 25.41 und
25.61 ppm), vier tertidren Kohlenstoffatomen (8¢ = 27.42, 45.75, 51.39 und 121.47 ppm),
vier sekunddren Kohlenstoffatomen (8¢ = 24.17, 24.40, 34.89 und 50.63 ppm), sowie drei
quartdren Kohlenstoffatomen (3¢ = 47.84, 59.08, und 156.91 ppm). Nach der eindeutigen
Zuordnung der Protonen und Kohlenstoffatome lassen sich drei Teilstrukturen A-C

(Abb. 29) ermitteln.
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Me Me Me
H
H

A B C

N
—

Abb. 29: Teilstrukturen der Komponente 46 — Petasiten — aus Petasites hybridus.
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Zusatzlich wurden zwei Methylgruppen erkannt, die fast die gleichen chemischen
Verschiebungen (dye = 0.96, s, 3H und dye = 0.97, s, 3H) vorweisen. Uber die long-range
Korrelationssignale (HMBC) der quartiren Kohlenstoffatome wurden die Teilstrukturen
zundchst zu der hypothetischen Verbindung 2-exo-Isopropyl-3,3-dimethyl-tricyclo-
[5.2.1.0.%%]-dec-5-en (61) kombiniert.

61

Die aus dem NOESY-Spektrum abgeleitete Korrelation zwischen den quartidr gebundenen
Methylprotonen und den endo-Protonen der Ethylenbriicke — C(8)-C(9) — und das Fehlen
einer Korrelation dieser Methylprotonen mit dem syn-stindigen Proton der Methylenbriicke
— C(10) — bestitigen diese Struktur jedoch nicht. Semiempirische Berechnungeni zeigten
dariiberhinaus eine positive Standardbildungsenthalpie beider Stereoisomere dieser Struktur

(AHf(p-cxo0) = 2.18 kcal/mol; AHf(5.cnd0) = 4.49 kcal/mol), so daBl dieses Molekiil nicht stabil

H4] Aufgrund dieser Tatsachen waren zur Aufklirung der Komponente 46

sein diirfte.!
weitere Untersuchungen notwendig.

Die Hauptschwierigkeit bei der Strukturermittlung mittels NMR-Spektroskopie bestand
darin, daB aufgrund der Signaliiberlagerungen (konkret die Methylgruppen gebunden an ein
quartires Kohlenstoffatom im 'H-NMR-Spektrum) eindeutige Zuordnungen der

Korrelationen des HMBC-Spektrums nicht moglich waren.

Aufgrund der Uberlegung, daB bei der Komponente 46 die Signaliiberlagerungen — anvisiert
wurden die beiden tertidren Methylgruppen — durch die Einfilhrung eines elektronegativen
Atoms partiell aufgehoben werden konnten, wurde fiir die weitere Untersuchung an der

Komponente 46 mittels m-Chlorperbenzoesdure (mcpba) ein Epoxid hergestellt.

! Molekiilgeometrien und Standardbildungsenthalpien der durch molekiilmechanische (MM2) Berechnungen
gefundenen Konformere wurden mit CS MOPAC Std™ Version 3.5, 1996, einem semiempirischen
Molecular-Analyzing Programm, bestimmt.

Bei der verwendeten Potentialfunktion PM 3 betrugen die Rechenzeiten zwischen 3 und 6 Minuten (Macintosh
PPC 8200/120; 32 MB RAM).



Spezieller Teil: Petasites hybridus 59

4.2.4 Identifizierung des Petasiten-Epoxides (62)

Das diastereoselektiv gebildete Epoxid der Komponente 46 wurde anschlieBend mittels
TLC und préparativer Gaschromatographie an der 2,6-Me-3-Pe-B-CD-Phase in 91%-iger
Reinheit fiir NMR-spektroskopische Untersuchungen isoliert. Das Massenspektrum des
Epoxid ergibt einen Molekiilpeak [M'] von m/z =220, was die Summenformel C;5sH,0
bestitigt. Die Analyse des 'H-NMR-Spektrums zeigt im Vergleich zu dem 'H-Spektrum

von 46 nur eine geringe Uberlagerung der Signale.

Tabelle 1: "H-NMR-Spektrum von der Komponente 46-Epoxid (CDCls;, 400 MHz)

Proton o [ppm] J [Hz]

1-H 2.18 br. d,

5-H 3.34 d, Js6=2.0
6-H 1.71 dd, *Jss = 14.6
6-H' 1.82 d,*J=14.6
8-H 1.77 br. d,

9-exo-H 1.24 m

9-endo-H 1.43 m

10-exo-H 1.32 m

10-endo-H 1.55 m

11-syn-H 1.62 m

11-anti-H 1.09 m

12-H 2.25 qq9, 3‘]12’13;12’14 =71
2-Me 0.99 S

7-Me 0.83 S

13-Me 0.92 d,*Ji30=17.1
14-Me 0.91 d, 3]]4’12 =71

Im "H-NMR-Spektrum 148t sich bei 3.34 ppm das Dublett eines Protons identifizieren
(d, 1H, °J = 2.0 Hz), das aufgrund der chemischen Verschiebung an den Oxiranring
gebunden sein diirfte. Das Signal eines einzelnen Protons bei 2.25 ppm mit der Aufspaltung
zum septett und J = 7.1 Hz, deutet auf eine Isopropylgruppe hin, die auch durch das
'H-"H-COSY-Spektrum bestitigt wird. Weiterhin wurden im 'H-NMR-Spektrum wie
erwartet zwei Methylgruppen gefunden, die im Gegensatz zu dem 'H-NMR-Spektrum der
Komponente 46 weiter separiert vorlagen (Sy. = 0.83, s, 3H und 0.99, s, 3H). Im *C-NMR-
Spektrum findet man alle 15 Kohlenstoffatome (Tab. 2), deren CH-Multiplizititen aus dem
DEPT-Spektrum hervorgehen.
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Die Kohlenstoffatome mit der chemischen Verschiebungen 6. = 62.75 und 77.61 ppm sind
charakteristisch fiir den Oxiran-Ring. In Abbildung 30 sind die Teilstrukturen A-G
angegeben, die aus den HMQC- und "H-"H-COSY-Daten abgeleitet worden sind.

Tabelle 2: “C-NMR-Daten der Komponente 46-Epoxid (CDCl;, 100 MHz) und die
HMBC-Korrelationen

Position O [ppm] HMBC

C-1 42.62,d

C-2 52.93,s

C-3 77.61,s

0-4

C-5 62.57,d

C-6 44.53,t H-C(6) — C(7), C(16)

C-7 48091, s

C-8 50.01,d

C-9 21.45,t H-C(9) — C(7)

C-10 2231, t H-C(10) — C(2)

C-11 33.26,t

C-12 24.76, d H-C(12) — C(3), C(5), C(2)
C-13 18.31,q

C-14 19.69, q

C-15 13.89, q H-C(15) — C(2), C(1), C(7)
C-16 20.98, q H-C(16) — C(7), C(8), C(6)

Um die aus den 'H-"H-COSY und HMQC-Spektren erhaltenen Teilstrukturen zusammen-
fiigen zu konnen, wurden 'H-""C-long-range NMR-Spektren (HMBC) durchgefiihrt. Die
Auswertung der Korrelationen des HMBC-Spektrums fiihrten, beispielsweise ausgehend
von der Methylgruppe (Ome = 0.99, 3H, s; Teilstruktur G) iiber das quartire C-Atom
(0cq = 52.34, s, Teilstruktur B), zu den Teilstrukturen A und D. Andererseits werden durch
die Konnektivititen der Methylgruppe (Ome = 0.84, 3H, s; Teilstruktur F) iiber das quartire
C-Atom (O¢cq = 48.71, s; Teilstruktur C) die Teilstrukturen A und D zusammengefiihrt.
Daneben lassen sich die Teilstrukturen G-B-C und ebenso F-C-B durch HMBC-
Korrelationen festlegen. Abbildung 30 zeigt einige ausgewédhlte HMBC-Korrelationen der
Komponente 46-Epoxid. Anhand dieser aus den NMR-Spektren erhaltenen Informationen
wurde die Konstitution dieser Verbindung als 3-Isopropyl-2,7-dimethyl-4-oxa-
tetracyclo[6.2.1.0%"-0*Jundecan (62) ermittelt (Abb. 30).
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16

Abb. 30: Durch die HMBC-Korrelationen 14t sich die Konstitution der Komponente 46-Epoxid als
3-Isopropyl-2,7-dimethyl-4-oxa-tetracyclo[6.2.1 .02'7'03'5]undecan (62) ermitteln.

Die eindeutige Ermittlung der Konstitution der Komponente 46-Epoxid als 3-Isopropyl-2,7-
dimethyl-4-oxa-tetracyclo[6.2.1.0*70**Jundecan (62) fithrt auch zu der eindeutigen
Identifizierung der Komponente 46 aus P. hybridus. Da bei der Epoxidierung lediglich die
Doppelbindung durch den Sauerstoff ersetzt wird und sonst keine Verdnderungen eintreten,
kann der Komponente 46 gemif der Abbildung 31 die Konstitution des 3-Isopropyl-2,6-
dimethyl-tricyclo[5.2.1.0%°]dec-3-en (46) zugeschrieben werden.

16 15

62 46

Abb. 31: Die Konstitution der Komponente 46 aus P. hybridus wurde als 3-lsopropyl-2,6-dimethyl-
tricyclo[5.2.1 .02’6]dec—3—en bestimmt.
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Die zur Untersuchung der relativen Konfiguration aufgenommenen NOESY- und ROESY-
Spektren der Verbindung 46 zeigen eine Anzahl von NOE-Wechselwirkungen, die die in
der Abbildung 32 angegebene relative Konfiguration bestitigen. Die NOE-Kontakte
zwischen den Methylgruppen C(14) und C(15) (Ome = 0.96, 3H, s und 0.97, 3H, s) und die
endo-Protonen der Ethylenbriicke C(8)-C(9) (6y = 1.56, 1H, m und 1.56, 1H, m) beweisen
eine exo-Konfiguration der Methylgruppen C(14) und C(15). Dadurch ergeben sich die
Konfigurationen an C(1) (3¢ = 45.75, d) und C(7) (8¢ = 51.39, d) automatisch und werden
durch die NOE-Kontakte des anti-Protons der Methylenbriicke C(10) (dy = 1.00, 1H, dt) mit
den exo-Protonen der Ethylenbriicke C(8)-C(9) bzw. des syn-Protons C(10) (6y = 1.23, 1H,
m) mit den Protonen des AB-Systems C(5) (3 ap-sys.= 2.22, 2H, dd AB) bestitigt.

Hsyn

S
(o})

Abb. 32: Ausgewahlte NOESY-Korrelationen und relative Konfiguration von Petasiten (46) aus
Petasites hybridus.

Aufgrund dieser Befunde kann fiir die Verbindung 3-Isopropyl-2,6-dimethyl-tricyclo-
[5.2.1.0*°]dec-3-en (46) die relative Konfiguration (IR*, 2S* 6R*, 7S*) angegeben
werden.

Dieser tricyclische Kohlenwasserstoff, welcher den Namen Petasiten 46 [von Petasites
spp.] erhilt, ist der erste bekannte Sesquiterpenkohlenwasserstoff mit dem Tricyclo-

[5.2.1.0*%]decan-Grundgeriist des erstmals 1962 aus Petasites albus isolierten

Albens (37).'"
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4.2.4.1 Synthese von Petasiten (46) und Bestimmung der absoluten Konfiguration

Die Frage nach der absoluten Konfiguration von (-)-Petasiten (46) konnte ebenfalls
beantwortet werden. (-)-Petasiten (46) hat vier Asymmetriezentren, deren Konfigurationen
nicht voneinander unabhingig sind, sondern die eine durch die Ringgeometrie festgelegte
Beziehung zueinander aufweisen. Da diese vier Stereozentren auch in (-)-Alben (37) in der
gleichen Weise festgelegt sind, 148t sich die Bestimmung der absoluten Konfiguration des
(-)-Petasitens (46) ausgehend von (-)-Alben (37) aus P. hybridus mit bekannter absoluter
Konfiguration (-)-(1S, 28, 6S, 7R)-2,6-dimethyl-tricyclo[5.2.1.0%°]dec-3-en (37) iiber eine
vierstufige Synthese durchfithren. Das Schema 5 zeigt eine retrosynthetische Analyse.

j%j%

(1R, 2S, 6R, 7S)- U

Petasiten (46)
= A0
65 O

-)-(18,2S,6S,7R)-Alben (37)

Schema 5: Retrosynthese von Petasiten

Wie aus der retrosynthetischen Analyse von Petasiten (46) hervorgeht, werden die
Stereozentren des (-)-Albens (37) wihrend der ganzen Synthese keinen Verdnderungen
unterworfen. Dadurch wird die Synthese des Petasitens (46) mit der absoluten
Konfiguration (1R, 2S, 6R, 7S) mdglich. AnschlieBend kann das auf diesem Weg
hergestellte (1R, 2S, 6R, 7S)-Petasiten mit dem aus P. hybridus isolierten (-)-Petasiten (46)
mittels enantioselektiver Gaschromatographie verglichen werden, um die absolute

Konfiguration zu bestimmen.
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Zunichst wurde fiir die Synthese des Petasitens ca. 10 mg (-)-Alben (37) aus P. hybridus
mittels praparativer Gaschromatographie isoliert und NMR-spektroskopisch charakterisiert.

(-)-Alben (37) wurde erstmals 1962 aus P. albus von Herout et al.'"! isoliert und

aufgeklart. Baldwin et al.l'"®! konnten die absolute Konfiguration von (-)-Alben (37)
endgiiltig als (1S, 28, 6S, 7R)-2,6-dimethyl-tricyclo[5.2.1.0%°]dec-3-en (37) bestimmen.

%%

Alben (37)
(1R, 2S, 6R, 7S)-Petasiten

(a): PDC, Pyridin (b): Hy/Pd, Et,O (c): iPrLi, Hexan (d): H'
Schema 6:

Im ersten Schritt wird (-)-Alben (37) mittels allylischer Oxidation in (-)-Albenon (65)
iiberfithrt. Wéhrend die Oxidation mit Selendioxid in Ethanol nicht zum Albenon (65)
fiihrte, lieferte die Reaktion mit Pyridiniumdichromat (PDC) in Pyridin in 90 %-iger
Ausbeute die Verbindung (65). Die anschlieBende Hydrierung von 65 1d6t sich katalytisch
mit 15%-igem Palladium auf Aktivkohle in Diethylether durchfiihren. Das Produkt
(-)-Albanon (64) entsteht in bis zu 99 %-iger Ausbeute. Den nichsten Schritt bei der Syn-
these bildet die nucleophile Addition eines Metallorganyls an die Carbonylverbindung (64).

Diese Reaktion erwies sich unerwartet als schwierigster Schritt bei der Synthese.
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Zunéchst blieben Versuche der nukleophilen Addition des Grignard-Reagenzes Isopropyl-
magnesiumchlorid am Carbonylkohlenstoff (64) in verschiedenen Losungsmitteln erfolglos.
Es ist bekannt, daB} sperrige Grignard-Verbindungen mit sterisch gehinderten Ketonen nicht
zum gewiinschten Produkt fithren. Als besseres Nucleophil addiert sich das Li-Analogon
der Grignard-Verbindung an sterisch gehinderte Carbonylverbindungen oft ohne Probleme.
Aufgrund dieser Tatsachen wurde 64 als nichstes mit Isoprophyllithum in Hexan umgesetzt.
Diese Reaktion lieferte das Petasitanol (63) jedoch in &uBlerst schlechten Ausbeuten (ca.
17% nach GC-Analyse). Eine Erkldrung fiir diese unerwartet geringe Ausbeute liegt darin,
daB3 die Carbonylverbindung sowohl von der re- als auch von der si-Seite stark sterisch

gehindert ist.

AnschlieBende Dehydratisierung des Petasitanols (63) mit Amberlyst® 15 in Hexan fiihrt,
wie durch GC und GC-MS-Analysen bestitigt wird, ausschlieBlich zu dem gewlinschten
Produkt Petasiten (46). Da das Petasitanol (63) leider nicht in ausreichender Menge
synthetisiert werden konnte, lie} sich auch 46 selbst weder fiir NMR-spektroskopische

Untersuchungen noch fiir Drehwertmessungen in gentigender Menge herstellen.

Aus diesem Grund steht eine definitive Beweisfithrung der absoluten Konfiguration von
(-)-Petasiten (46) aus P. hybridus noch aus. In Abbildung 33 ist die enantioselektive
kapillargaschromatographische Untersuchung des synthetischen Petasiten (46) mit der
absoluten Konfiguration (IR, 2S, 6R, 7S) und des (-)-Petasitens (46) aus P. hybridus an
6-T-2,3-Me-B-CD dargestellt. Wie aus den Trennergebnissen dieser Cyclodextrin-Phase und
zwel weiteren Cyclodextrin-Phaseni deutlich wird, handelt es sich entweder um
Verbindungen mit identischen Konfigurationen, also (-)-Petasiten (46) mit der absoluten
Konfiguration (1R, 2S, 6R, 7S), oder aber die beiden Enantiomere des 46 konnen nicht
getrennt werden. Erfahrungsgeméfl 146t sich mit diesen Cyclodextrin-Phasen ein hoher
Prozentsatz der Sesquiterpenkohlenwasserstoffe in ihre Enantiomere trennen. Angesichts
dieser Tatsache wird fiir das (-)-Petasiten (46) die absolute Konfiguration (1R, 2S, 6R, 7S)

sehr wahrscheinlich.

! Fiir die enantioselektiven kapillargaschromatographischen Untersuchungen wurden neben der in Abb. 33
gezeigten 6-T-2,3-Me-B-CD-Phase die 2,6-Me-3-Pe--CD- und 2,6-Me-3-Pe-y-CD-Phase verwendet.
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(-)-Petasiten (46) aus
Petasites hybridus

(1R, 2S, 6R, 7S)-Petasiten
Synthese aus (-)-Alben (37) aus
Petasites hybridus

Co-Injektion

| | | —

0 5 10 15 min

Abb. 33: Bestimmung der absoluten Konfiguration von Petasiten (46) aus Petasites hybridus
mittels enantioselektiver Kapillargaschromatograpie (50 % 6-T-2,3-Me-B-CD in OV-1701
bei 115 °C isoth.).
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4.24.2 Hypothetische Biogenese von (-)-Petasiten (46)

Fiir die Biogenese des neuen Sesquiterpengeriists von Petasitens (46) 1d6t sich folgender
hypothetische Weg (Schema 6a-c) diskutieren. Grundsitzlich kann davon ausgegangen
werden, daf} die Petasitane Cyclisierungsprodukte der Vorstufe des Farnesyldiphosphat (66)
bzw. des aus sterischen Griinden anzunehmenden Nerolidyldiphosphat (67) sind. In der
folgenden Ausfiithrung (Schema 6a-c) wird gezeigt, wie das (+)-o-Santalen (48) — welches
auch im dtherischen Ol von P. hybridus vorkommt — als direkter Precursor fiir die Petasiten-
Biogenese dienen konnte. Die absolute Konfiguration von 46 liee sich ebenfalls mit dieser

Annahme in Einklang bringen.
= a
= — > PPO P
N N
PPO_ 66 67

lb
B-Bisabolen

+
C
cis-o-Bergamoten R—— —>  E-o-Bisabolen
H C X -H* Z-y-Bisabolen
d
68

I

/ Y\/%
g
i Yy
69a e 69b

(a): Isomerisierung -OPP, (b): Cyclisierung zum Bisabolyl-Kation, -OPP (c): ,,Markownikoff-
Cyclisierung™ zum Bicyclo-[3.1.1]-heptan-Derivat, (d): ,,anti-Markownikoff-Cyclisierung® zum

Bicyclo[2.2.1]heptan-Derivat, (e): Wagner-Meerwein-Umlagerung

Schema 6a
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Die durch ,,anti-Markownikoff-Cyclisierung entstandenen Bicyclo[2.2.1]heptan-Derivate

69a und 69b konnen unter Hydrid-Verschiebung ineinander iiberfiihrt werden. Die

Deprotonierung dieser nichtklassischen Carbeniumionen (70) liefert (+)-o-Santalen (48)i.

HC
69b I/
L e

| =
b

(+)-o-Santalen (48)
70 %
Ay
/

epi-B-Santalen (50)

69a UCH 7y
e

(a): Wagner-Meerwein-Umlagerung, (b): Deprotonierung, (c): Wagner-Meerwein-Umlagerung,

(d): Deprotonierung, (e): Wagner-Meerwein-Umlagerung

Schema 6b

! (+)-a-Santalen (48) wurde durch GC- und GC-MS-Untersuchungen mit einer Referenzsubstanz, isoliert aus
Patchouliol, identifiziert.
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Das Kation (69a) kann durch eine Wagner-Meerwein-Umlagerung in das Carbeniumion
(72) umgewandelt werden, welches unter einer Deprotonierung zum epi-f-Santalen (50)
fiihrt (Schema 5b). Das epi-B-Santalen (50) kommt ebenfalls als Bestandteil des édtherischen
Oles von Petasites hybridus vor und wurde durch GC- und GC-MS-Untersuchungen und
Vergleich mit einer authentischen Probe nachgewiesen.

Durch eine analoge Wagner-Meerwein-Umlagerung des Kations (69b) entsteht das
Carbeniumion 71, welches nach einer Deprotonierung [-Santalen oder durch eine
,Markownikoff-Cyclisierung® exo-konfigurierten Petasiten-Kation (73a) liefern kdnnte. Das
gebildete Petasiten-Kation (73a) kann durch eine 1,2-Hydrid-Verschiebung unter
Authebung des Chiralitdtszentrums an C(3) in das Cabeniumion (73b) libergehen, welches

sich unter Deprotonierung zum (-)-Petasiten (46) stabilisieren kdnnte (Schema 6c).

Z a
Ny ——
b HC \/a

69

|
é 73b

(-)-Petasiten (46)

(a): Wagner-Meerwein-Umlagerung, (b): ,,Markownikoff-Cyclisierung* zum Petasiten-Kation, (c):

1,2-Hydrid-Verschiebung, (d): Deprotonierung

Schema 6¢
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4.2.5 Isolierung der Komponente 43— Pethybren — aus Petasites hybridus

Die Isolierung der Komponete 43 (Massenspektrum Abb. 34) war duflerst diffizil. Im ersten
Trennschritt wurde das #therische Ol, wie bei der Isolierung von (-)-Petasiten (46) einer
Trockensdulenchromatographie unterzogen. Die Kohlenwasserstoff-Fraktion wurde
anschlieBend mittels préparativer Gaschromatographie an der Phase 2,6-Me-3-pe-3-CD
fraktioniert. Nach diesen beiden Trennschritten konnte die Komponente 43 bis auf 21%
angereichert werden (Fraktion A). Eine weitere Auftrennung der Fraktion 4 mittels
praparativer Gaschromatographie war jedoch, trotz Verwendung verschiedener
Cyclodextrin-Phasen, nicht mehr moglich. So wurde fiir die weitere Auftrennung der
Fraktion A silbernitratimprégnierte Diinnschichtsplatten verwendet. Die anschlieBenden
GC- und GC-MS-Analysen zeigten, da3 die Komponente 43 nur im Verhiltnis 3:2 zu einer
weiteren Verbindung angereichert werden konnte (Fraktion Sil4). Dies machte einen
weiteren  Aufreinigungsschritt unumgénglich: die Fraktion Sil4 wurde erneut
gaschromatographisch an der Phase 6-T-2,3 Me-B-CD aufgetrennt. Etwa 4 mg der
Komponente 43 konnten nach all diesen Trennschritten mit einer Reinheit von 95 % fiir die

NMR-spektroskopischen Untersuchungen bereitgestellt werden (Abb. 35).

[%] 100 1 149

50 1

Abb. 34: Massenspektrum der Komponente 43 — Pethybren — aus Petasites hybridus
(GC-MS; EI 70 eV).
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Trockensaulenchromatographie
Komponente atherisches Ol von Petasites hybridus
Pethybren (43) ~~__ (val. Abb. 25, S. 53)

Kohlenwasserstoff-

Fraktion \

Praparative GC
1A, l an 2,6-Me-3-Pe-p-CD

Fraktion A

prap. TLC
Silbernitrat-Impragniert

Fraktion SilA
ML Praparative GC

an 6-T-2,3-Me-p-CD

|

Komponente
-Pethybren (43)- 95%

I [ —

25 35 mMin

Abb. 35: Isolierung von Komponente 43 -Pethybren - aus Petasites hybridus ( Kapillar GC-
Untersuchungen an 25 m fused-silica-Kapillare CpSil-5, 50 °C, 3 °C/min, 230 °C).
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4.2.6 Strukturaufklirung von Pethybren (43)

Nach der Isolierung wurde die Komponente 43 einer vollstindigen NMR-Analyse
unterzogen. Die ersten Interpretationen der 'H- und "“C-NMR-Spektren bestitigen die
Molmasse 204 der Komponente 43 und zeigen Signale (Oy = 4.80, 1H, s, und 5.04, 1H, s
und &¢ = 99.17, t, 162.37, s) fiir nur eine Doppelbindung. Demnach handelt es sich wieder
um einen tricyclischen Sesquiterpen-Kohlenwasserstoft.

Eine eingehende Analyse der 'H-NMR-Daten zeigt Protonen-Signale fiir eine exocyclische
Doppelbindung (0y = 4.80, 1H, s und 5.04, 1H, s) und drei Methylgruppen. (v = 1.09, 3H,
d, 1.26, 3H, s und 1.31, 3H, s). Aus den weiteren Protonen-Signalen lassen sich aufgrund
der starken Uberlagerung kaum Spinsysteme erkennen, die fiir die Strukturaufklirung
verwendbar wiren (Tab. 3, S. 75). Aus den ">C- und DEPT-Spektren geht hervor, daB die
Komponente 43 drei Methylgruppen (8¢ = 17.90, 19.53 und 24.89 ppm), sieben
Methylengruppen (8¢ = 21.26, 27.59, 30.31, 40.14, 44.00, 48.66 und 99.17 ppm), eine
Methingruppe (8¢ = 37.03), sowie vier quartire Kohlenstoffatome (3¢ = 45.60, 48.95, 62.32
und 162.37 ppm) enthélt (Tab. 4, S.75). Die Auswertungen der NMR-Daten aus
'H-'H-COSY- und HMQC-Spektren liefern in Zusammenhang mit 'H- und *C-Daten
folgende Teilstrukturen’ A-F (Abb. 36).

)T

A B Cc D E F

Abb. 36: Die Teilstrukturen der Komponente 43 — Pethybren — aus Petasites hybridus

Durch die Auswertung des 'H-">C-long-range NMR-Spektrums lassen sich die
Teilstrukturen zusammenfiigen. In der Abbildung 37 wurden einige wichtige HMBC-
Konnektivitdten von 43 dargestellt (siche Tab. 4, S. 72).

Anhand dieser Informationen wurde fiir die Komponente 43 die Struktur 2,5,8-Trimethyl-7-
methylen-tricyclo[6.3.0.0"Jundecan angenommen (Abb. 37).

iDie Teilstruktur F 146t sich nicht in dieser Form aus den NMR-Spektren 'H-,'"H-'"H-COSY-, *C-, DEPT-,
HMQC- und HMBC-Spektren ablesen, kann aber nach dem Ausschlu3prinzip aus den vorhandenen
Teilstrukturen A-E angenommen werden.
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Abb. 37: Ausgewahlte HMBC-Konnektivitaten, die die Komponente 43 als 2,5,8-Trimethyl-7-
methylen-tricyclo[6.3.0.01’5]undecan — Pethybren — charakterisieren.

C

Um die Struktur der Verbindung 2,5,8-Trimethyl-7-methylen-tricyclo-[6.3.0.0'°]-undecan
zu verifizieren, wurde die Komponente 43 als Mischfraktion (Fraktion A, 240 mg, 29.7%,
vgl. Abb. 35, S. 71) einer INADEQUATE-NMR-Messung unterzogen. Aufgrund der
geringen Signalbreite der C-Kerne kann ein INADEQUATE-Experiment mit einer
angereicherten Probe durchaus sinnvoll sein. Aus dem INADEQUATE-Spektrum kénnen
die relevanten *C-">C-Konnektivititen durch die '*C-Verschiebungen der reinen Probe
bestimmt und die Konstitution der angenommenen Struktur bewiesen werden. Da nach einer
60-stiindigen Messung der Probe mit dem INADEQUATE-Pulsprogramm keine *C-">C-
Konnektivititen zu sehen waren, wurde die Probe fiir weitere 60 Stunden mit dem
Pulsprogramm INEPT-INADEQUATE gemessen. Im Gegensatz zum INADEQUATE-
NMR-Spektrum ist fiir die Analyse des INEPT-INADEQUATE-NMR-Spektrums die
genaue Zuordnung der Protonensignale von elementarer Bedeutung. Da die Zuordnung der
Protonensignale bei der gemessenen Probe kaum mdglich war, konnte durch die
Auswertung des INEPT-INADEQUATE-NMR-Spektrums kein eindeutiger Strukturbeweis
gefiihrt werden. Jedoch bestétigt die Analyse des INEPT-INADEQUATE-NMR-Spektrums
nach dem AusschluBBprinzip die angenommene Struktur 2,5,8-Trimethyl-7-methylen-
tricyclo[6.3.0.0"°Jundecan.
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Tabelle 3: "H-NMR-Spektrum der Komponente 43 - Pethybren - (CsDs, 500 MHz)

Proton O [ppm] J[Hz]
2-H 1.89 q,°J=17.1
3-H 1.33 m

3-H 2.07 m

4-H 1.50 m

4-H° 1.68 m

6-Hu. 6-H" 1.63 br.su. br.s
9-H 1.60 m

9-H 1.74 m

10-Hu. 10 H' 1.78 m

11-H 2.14 m

11-H 1.41 m

12-H 4.80 br. s
12-H" 5.04 br. s
2-Me 1.09 d,*J=7.1
5-Me 1.31 S

8-Me 1.26 S

Tabelle 4: '>C-NMR-Daten der Komponente 43 - Pethybren - (C¢Dg, 126 MHz) und einige
HMBC-Korrelationen

Position o [ppm] HMBC

C-1 62.32,s

C-2 37.03,d

C-3 27.59,t

C-4 40.14, t H-C(4) — C(2), C(5), C(3)
C-5 24.89, q

C-6 48,66, q H-C(6) — C(5), C(7), C(8)
C-7 99.17,t

C-8 48.95, s

C-9 44.00, t H-C(9) — C(8), C(10)
C-10 21.26,t

C-11 3031, t H-C(11) = C(1)

C-12 162.37,t

Me-C(2) 17.90, q H-C(14) — C(1), C(2), C(3)
Me-C(8) 19.53, q H-C(13) — C(8), C(9), C(7)

Me-C(5) 24.89, q H-C(15) — C(4), C(5), C(6)
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Einen weiteren Hinweis auf die angenommene Triquinanstruktur des (-)-2,5,8,-Trimethyl-7-
methylen-tricyclo-[6.3.0.0">]-undecans (43) sowie die Moglichkeit zur Aufklirung der
absoluten Konfiguration liefert die selektive Umlagerung zu dem erstmalig aus Isocoma

[111]

wrighti und Berkheya radula™'” isolierten (-)-o-Isocomen (45). Zunichst folgt jedoch

die Bestimmung der relativen Konfiguration an den Stereozentren C(1), C(2), C(5) und
C(8). Mit Hilfe eines NOESY-Spektrums (Abb. 38) lassen sich folgende NOESY-Wechsel-
wirkungen feststellen (Abb. 39).
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Abb. 38: Ausschnitt aus dem NOESY-Spektrum

Die NOESY-Kontakte zwischen den Methylprotonen C(15) und den Methylenprotonen
C(10) NOESY-
Wechselwirkungen des Methinprotons C(2) mit den Methylprotonen C(13) weist auf eine

beweisen die cis-Anordnung dieser  Strukturelemente. Die
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anti-Konfiguration der Methylgruppe C(14) zu der Methylgruppe C(13) hin. Anhand dieser
Daten konnte die relative Konfiguration der vier Stereozentren als (1S*, 2R*, 5S*, 8S*)

aufgeklért werden.

43

Abb. 39: Durch die NOESY-Kontakte wurde die relative Konfiguration der Verbindung 2,5,8-
Trimethyl-?-methylen-tricyclo[G.3.0.01’s]undecan als (1S*, 2R*, 5S*, 8S*) — Pethybren
(43) — bestimmt.

Dieser Triquinan-Sesquiterpenkohlenwasserstoff, welcher den Namen Pethybren (43)
erhélt, ist das erste bekannte Sesquiterpen mit der relativen Konfiguration (1S*, 2R*, 5S*,
8S*) und dem Grundgeriist des 2,5,7,8-Teramethyl-tricyclo[6.3.0.0"Jundecan und stellt ein
Strukturisomer des  2,5,6,8-Tetramethyl-tricyclo[6.3.0.0."” Jundecan-Grundgeriists ~ der

Isocomene dar.

4.2.6.1 Bestimmung der absoluten Konfiguration von (-)-Pethybren (43)

Die absolute Konfiguration von 43 konnte ebenfalls bestimmt werden. Wie schon oben
erwahnt, 148t sich Pethybren selektiv zum o-Isocomen 45 umlagern. Die Co-injektion dieses
Umlagerungsprodukts und (-)-o-Isocomen (45) aus Silphium perfoliatum zeigt bei der
enantioselektiven GC (6-TBDMS-2,3-Me-f-CD-Phase) die Identitét dieser Verbindungen.
(-)-o-Isocomen (45) wurde aus Silphium perfoliatum isoliert und die absolute Konfiguration
1993 durch eine stereoselekiven Umlagerungsreaktion zum (-)-Modhephen (44)
bestimmt.!"'™  AuBerdem gelang die Bestimmung der absoluten Konfiguration von
(-)-o-Isocomen (45) durch asymmetrische Synthese.[119]

Der in Schema 7 formulierte hypothetische Umlagerungsweg von Pethybren zum
(-)-o-Isocomen (45) 14Bt die Korrelation beider Verbindungen zu und ergibt fiir 43 die
absolute Konfiguration (1S, 2R, 58S, 8S).
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4.2.6.2 Hypothetische Biogenese des (-)-Pethybren (43)

Obwohl mittlerweile Cyclisierungsmechanismen einiger Sesquiterpen-Synthasen[120] mit
Hilfe isotopenmarkierter Substrate aufgeklart werden konnten, bilden diese bei weitem nur
eine kleine Gruppe der bekannten Sesquiterpenkohlenwasserstoffe. Fiir die meisten
Sesquiterpen-Geriiste — zu denen auch die Silphinane, Isocomane, Modhephane und
Presilphiperfolane z&hlen — findet man in der Literatur Cyclisierungsmechanismen, die
lediglich hypothetischer Natur sind.

In Anlehnung an die hypothetischen Cyclisierungsmechanismen von Silphinen, Isocomen
und Presilphiperfolen, lassen sich fiir die Biogenese von (-)-Pethybren (43) die folgenden
Schemata 8a-d diskutieren.

Die Protonierung von Caryophyllen, welches aus FPP gebildet wird, liefert das
Carbeniumion 74. 74 stabilisiert sich durch eine 1,2-Alkyl-Umlagerung unter
Ringerweiterung zum Carbeniumion 75. AnschlieBende ,,Markownikoff-Cyclisierung* fiihrt
zum Presilphiperfolen-Kation 76, das nach einer 1,3-Hydrid-Verschiebung das bei der

Biogenese von Triquinan-Sesquiterpenkohlenwasserstoffen wichtige Intermediat 77 ergibt

(Schema 8a).

a
FPP —~ »

75

(a): Cyclisierung des FPP zu [B-Caryophyllen und Protonierung, (b): 1,2-Alkyl-Umlagerung,
(c): ,,Markownikoff-Cyclisierung®, (d):1,3-Hydrid-Verschiebung

Schema 8a
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Die Deprotonierung des Carbeniumions (77) fiihrt zum Presilphiperfol-8-en 39, welches
durch sein Massenspektrum und Co-Injektion mit einer authentischen Probe — isoliert aus
Matricaria perforata — auch im itherischen Ol von Petasites hybridus nachgewiesen wurde.
77 liefert durch eine 1,2-Alkyl-Verschiebung unter Ringverengung das Carbeniumion 79,
das unter einer 1,2-Methyl-Verschiebung in das Silphiperfolan-Carbeniumion 80 iibergeht.
Von den Deprotonierungsprodukten dieses Carbeniumions 80 konnte lediglich das
7-0-H-Silphiperfola-5-en (38) als Bestandteil des étherischen Ols von Petasites hybridus

identifiziert werden.

H““h

82

(a): Deprotonierung, (b): Hydroxylierung, (c): 1,2-Alkyl-Umlagerung, (d): 1,2-Methyl-

Verschiebung, (e): Deprotonierung, (f): Deprotonierung, (g): Deprotonierung

Schema 8b
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Die 1,2-Alkyl-Verschiebung des Presilphiperfolan-Kations 77 unter Ringverengung zum
Silphinan-Carbeniumion (83) bildet die Vorstufe fiir das Silphinan-Geriist, welches durch
Deprotonierung das (-)-Silphinen (40) liefert. Das Cabeniumion 83 kann durch eine
1,3-Protonen-Umlagerung in das Carbeniumion 84 iibergehen, aus dem durch eine 1,2-
Methyl-Umlagerung das Isocoman-Carbeniumion 85 entsteht. Die durch Deprotonierung
entstandenen Vebindungen (-)-a-Isocomen (45) (endocyclisch) oder (-)-B-Isocomen (47)

(exocyclisch) wurden im #therischen Ol von Petasites hybridus vorgefunden.

s
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(a): 1,2-Alkyl-Verschiebung, (b): 1,3-Protonen-Verschiebung, (c): 1,2-Methyl-Verschiebung,
(d): Deprotonierung, (e): 1,2-Alkyl-Verschiebung, (): 1,2-Alkyl-Verschiebung,
(g): Deprotonierung, (h): Deprotonierung

Schema 8c
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Wie aus Schema 8c zu entnehmen ist, kann das Carbeniumion 84 auch durch eine
1,2-Alkyl-Verschiebung in das Carbeniumion 86 iibergehen. Eine weitere 1,2-Alkyl-
Verschiebung liefert das Modhephan-Carbeniumion 87, aus dem durch Deprotonierung das
(-)-Modhephen (44) entsteht. 44 konnte ebenfalls in dem i#therischen Ol von
Petasites hybridus identifiziert werden.

Nun kann fiir die Biogenese von (-)-Pethybren (43) folgende Uberlegung angestellt werden:
Das in Schema 8c gezeigte Isocoman-Carbeniumion 85 lieBe sich durch die auf Seite 77
dargestellte Umlagerung zum Pethybran-Carbeniumion 88 umsetzen, welches durch

Deprotonierung das gewlinschte (-)-Pethybren (43) bildet (Schema 8d).
K
<“"//: \ a
+C— <

85 88 43

(a): Umlagerung vom Isocoman-Carbeniumion (85) zum Pethybran-Carbeniumion (88) (vgl. S. 75).

(b): Deprotonierung

Schema 8d

Wie bereits oben erwihnt, handelt es sich bei den Schemata 8a-d um hypothetische
Biogenesewege, die sich jedoch in einigen Teilen durch protonenkatalysierte Umlagerungen
bestdtigten lassen. So findet die Umlagerung von (-)-Silphinen (40) zu (-)-Isocomen (14)

statt, wobei die intermedidren Carbeniumionen 83, 84 und 85 postuliert werden kénnen.!''®!

Ein anderes Beispiel liefert die Dehydratisierung von 8-o-Hydroxy-Presilphiperfolan (78)
mit Essigsdureanhydrid. Es entsteht neben dem Dehydratisierungsprodukt Presilphi-
perfol-8-en (39) vermutlich iiber die Carbeniumionen 77, 79 und 80 umgelagertes

(-)-Silphiperfol-6-en (82).' 1"



Spezieller Teil: Cistus incanus 82

4.2.7 Isolierung der Komponente 52 — 4,5-di-epi-Aristolochen —
aus Cistus incanus

Die Komponente 52 mit dem Massenspektrum (Abb. 40) stellte eine weitere ,,unbekannte*
Verbindung dar, die in dem i#therischen Ol von Petasites hybridus vorkommt. Da die
Isolierung der Komponente 52 aus dem itherischen Ol von P. hybridus aufgrund des
geringen Gehalts kaum moglich war, wurden zur Isolierung ergiebigere Quellen gesucht.
Die Komponente 52 kommt als Bestandteil in verschiedenen itherischen Olen sowohl von
hoheren Pflanzen (Cistus incanus) als auch in Lebermoosen (Marchantia polymorpha) vor.
Fiir die Strukturaufklirung wurde 52 aus dem itherischen Ol von Cistus incanus subsp.
creticus (Cistaceae)i isoliert. Cistus incanus ist eine im Mittelmeerraum heimische Pflanze
aus der Familie der Cistaceae."*" Die Harze dieser Gattung enthalten neben Terpenen, auch
Flavonoide und Glycoside, die in der Volksmedizin gegen verschiedene Beschwerden

[121]

eingesetzt wurden. AuBerdem liefert das i#therische Ol, das durch Wasser-

dampfdestillation aus den Harzen gewonnen wird, einen wertvollen Rohstoff fiir die

1221 pie Isolierung der Komponente wurde mittels prap. GC in insgesamt

Parfiimindustrie.
zwei Trennschritten durchgefiihrt. Im ersten Schritt konnte die Komponente 52 an der
2,6-Me-3-Pe-B-Cyclodextrin-Phase angereichert werden. Der nichsten Trennschritt an der

6-T-2,3-Me-B-Cyclodextrin-Phase lieferte 52 in 89 %-iger Reinheit.

105
[%]100 1

161

147 189 204
A

50 100 150 200

Abb. 40: Massenspektrum der Komponente 52 — 4,5-di-epi-Aristolochen — aus Cistus incanus
(GC-MS, EI 70 eV).

! Cistus incanus wurde fiir die Untersuchungen vom Botanischen Garten Klein Flottbek Hamburg bezogen.
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4.2.8 Strukturaufklirung von (-)-4,5-di-epi-Aristolochen (52)

Aus der massenspektrometrisch bestimmten Summenformel CisH,y ([M'] = m/z 204
(Abb. 40) und den 'H- und "*C-NMR-spektroskopischen Untersuchungen geht hervor, daf
die Komponente 52 vier Doppelbindungséquivalente besitzt und somit ein bicyclisches
Ringsystem ist.

Wie aus dem 'H-NMR-Spektrum zu entnehmen ist, besitzt die Komponente 52 zwei
Methylgruppen (&ye = 0.82 und 0.92), eine Isopropenylgruppe (8y = 4.70 und Sy = 1.73)
und ein olefinisches Proton (8 = 5.34). Die Interpretation des C-NMR-Spektrums in
Zusammenhang mit dem DEPT-Spektrum zeigt, dal 52 insgesamt drei quartdre C-Atome
enthilt, wobei zwei davon olefinische C-Atome sind (8¢ = 150.30, 146.40, und 39.50).
Desweiteren lassen sich sechs sekundére (8¢ = 29.3, 31.5, 31.6, 32.3, 39.7 und 108.3), zwei
tertidgre (&c = 37.7 und 38.7) und drei primdre (8¢ = 15.8, 20.8 und 21.1) C-Atome
identifizieren.

Durch Auswertung der Protonenkorrelationen aus den zweidimensionalen NMR-
Korrelationsexperimenten 'H-'"H-COSY- und '"H-"*C-Spektren lassen sich fiir 52 die in
Abbildung 41 dargestellten Teilstrukturen A-E aufstellen. Auflerdem zeigt die Abbildung 41
einige ausgewihlte 'H-">C-NMR long-range-Korrelationen (COLOC), durch die sich fiir 52
eine Struktur mit Eremophilangerist (-)-1,2,3,4,6,7,8,8a-octahydro-1,8a-dimethyl-7-(1-
methylethenyl)-naphthalin (52) aufstellen la6t.

B H
C
& \
D 12
AH/ \ 5
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Me 15 13
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Abb. 41: Aus den NMR-spektroskopischen Daten laft sich fir die Komponente 52 aus
Cistus incanus die Struktur (-)-1,2,3,4,6,7,8,8a-octahydro-1,8a-dimethyl-7-(1-
methylethenyl)-naphthalin angeben.
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Im néchsten Schritt wurde die relative Konfiguration der Stereozentren C(4), C(5) und C(7)
bestimmt. Die in Abbildung 42 dargestellten NOESY-Kontakte der Verbindung 52 fiihren

eindeutig zu der relativen Konfiguration (-)-(4S*, SR*, 7R*).

Abb. 42: Ausgewahlte NOESY-Wechselwirkungen zeigen, dal} die Verbindung 52 eine relative
Konfiguration (4S*, 5R*, 7R*) besitzt.

Die Bestitigung dieser Zuordnung der Konstitution und relativen Konfiguration der
Verbindung (-)-(4S*,5R*,7R*)-1,2,3,4,6,7,8,8a-octahydro-1,8a-dimethyl-7-(1-methyl-
ethenyl)-naphthalin (52) gelingt auch durch eine chemische Korrelation mit Eremophilen
(54). Ein Vergleich der Hydrierungsprodukte 54a-d (Schema 9) von Eremophileni (54) und
der Verbindung 52 durch GC und GC-MS bestitigt die aus den NMR-Daten abgeleitete
Struktur fiir 52.

Nach der Aufklarung der Struktur von 4,5-di-epi-Aristolochen (52) konnte durch eine
AOU0)11(12)_

Literaturrecherche festgestellt werden, daf3 diese Verbindung unter dem Namen

Eremophilen als Dehydratisierungsprodukt von A’'”-Eremphilen-11-ol, isoliert aus Alpinia

Jjaponica (THUNB.) MIQ. (Zingiberaceae)[123], beschrieben ist.

' Da die Co-Injektion fiir die Bestétigung der relativen Konfiguration und der Konstitution an einer achiralen
GC-Phase durchgefiihrt wurde, ist nicht entscheidend, welches Enantiomer von Eremophilen fiir die
Hydrierung vorgelegen hat.
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4.2.8.1 Bestimmung der absoluten Konfiguration von (-)-4,5-di-epi-Aristolochen

Die Bestimmung der absoluten Konfiguration von (-)-4,5-di-epi-Aristolochen (52) 148t sich
ebenfalls durch die chemische Korrelation mit Eremophilen (54) durchfiihren. Wie in
Schema 9 dargestellt, liefert die totale Hydrierung von (+/-)-Eremophileni (54) mit

[124]

bekannter absoluter Konfiguration insgesamt vier Produkte, wobei zwei davon

zueinander enantiomer und zwei zueinander diastereomer sind. Aus den Untersuchungen
der Hydrierungsprodukte 54a-d im Vergleich mit den Hydrierungsprodukten von (-)-4,5-di-
epi-Aristolochen (52) mittels enantioselektiver Gaschromatographie kann die absolute

Konfiguration von (-)-4,5-di-epi-Aristolochen (52) abgeleitet werden.

(-)-Eremophilen 54 b

y=chedh -

(+)-Eremophilen 54 c 54 d

||I||E

8

(a): Hydrierung Pd/C, H; in p.a. Hexan
Schema 9

Die anschlieBenden Untersuchungen (Abb. 43) zeigen sowohl an der 2,6-Me-3-Pe-B-CD-
Phase als auch an der 6T-2,3-Me--CD-Phase, dal die Hydrierungsprodukte von (-)-4,5-di-
epi-Aristolochen (52) mit den Hydrierungsprodukten von (-)-Eremophilen koeluieren. Somit
entspricht die oben angegebene relative Konfiguration auch der absoluten Konfiguration
von (-)-(4S, 5R, 7R)-4,5-di-epi-Aristolochen (52). Nachdem die Strukturaufkldrung von (-)-
4,5-di-epi-Aristolochen (52) abgeschlossen war, konnte durch Co-Injektion an zwei
verschiedenen nicht enantioselektiven GC-Phasen die Verbindung 52 in dem #therischen Ol

von P. hybridus sicher identifiziert werden.

! Eremophilen (54) mit negativem Drehsinn wurde aus Petasites albus und mit positivem Drehsinn aus dem

Lebermoos Frullania macrocephalum isoliert.“gl
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H
; /
(-)-Eremophilen

\J\J‘J‘. aus Petasites albus
H
; /

(-)-4,5-di-epi-Aristolochen
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Abb. 43: Bestimmung der absoluten Konfiguration von (-)-(4S, 5R, 7R)-4,5-di-epi-Aristolochen (52)

an 50 % 2,6-Me-3-Pe-B-CD in OV-1701 (25 m fused-silica-Kapillare, 115 °C isoth.).
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Desweiteren gelang die Isolierung von (+)-4,5-di-epi-Aristolochen aus dem #therischen Ol
von Marchantia polymorpha in dem es auch zum erstenmal als Bestandteil des dtherischen
Oles identifiziert wurde. Die enantioselektive gaschromatographische Untersuchung an der
2,6-Me-3-Pe-B-CD-Phase zeigt, daBl das (+)-4,5-di-epi-Aristolochen aus Marchantia
polymorpha das Enantiomer zum (-)-4,5-di-epi-Aristolochen aus Cistus incanus darstellt

(Abb. 44).

g L (-)-4,5-di-epi-Aristolochen

aus Cistus incanus

:

y ’/
Ih L M (+)-4,5-di-epi-Aristolochen

aus Marchantia polymorpha

Co-Injektion

i L ALAJm_

[ [ [ —
0 15 30 min

Abb. 44: Enantiomerentrennung von 4,5-di-epi-Aristolochen (52) (25 m fuesd-silica-Kapillare mit
20 % 2,6-Me-3-Pe-B-CD in OV 1701; 120 °C isoth.).
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4.2.8.2 Biogenese von 4,5-di-epi-Aristolochen (52)

Das Sesquiterpen 4,5-di-epi-Aristolochen (52) zdhlt zur Gruppe der Eremophilane, die sich
durch ein Kohlenwasserstoffgeriist auszeichnen, und nicht der von L. Ruzicka aufgestellten
Isoprenregel ,,gehorchen. Nach der Entdeckung des Eremophilangeriistes postulierte
R.  Robinson einen hypothetischen Biogeneseweg, bei dem die Bildung des
Eremophilangeriistes durch Methylgruppen-Verschiebung aus dem FEudesmangeriist,

welches nach der Isoprenregel durch die Cyclisierung von trans,trans-Farnesyldiphosphat
entsteht, angenommen wird (Schema 5)[125]. Diese Hypothese von R. Robinson konnte von
C. J. Brooks et. al im Jahr 1972 anhand von Fiitterungsversuchen mit [2-'*C]-Mevalolacton
durch Petasites hybridus bestatigt werden.! 1262 °I

In Schema 10 ist der Cyclisierungsmechanismus des Eremophilangeriistes dargestellt. Im
ersten Schritt entsteht aus trans,trans-Farnesyldiphosphat das Sesquiterpen Germacren A,
welches unter Abspaltung eines Protons durch einen weiteren Cyclisierungsschritt das
Eudesman-Kation liefert. Das durch ,anti-Markownikoff-Cyclisierung® gebildete
Eudesman-Kation geht unter Protonenabstraktion von C(9), einer 1,2-Wagner-Meerwein-
Umlagerung der Methylgruppe von C(10) zu C(5) und einer 1,2-Hydrid-Verschiebung in
das 4,5-di-epi-Aristolochen (52) iiber.

H
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52 Eudesman-Kation

(a): Cyclisierung zum Germacren A, (b): ,,Anti-Markownikoff-Cyclisierung* zum Eudesman-Kation

(c): Deprotonierung, 1,2 Wagner-Meerwein Methyl-Umlagerung und 1,2-Hydrid-Verschiebung

Schema 10
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4.3 Moospflanzen und Inhaltsstoffe aus Moosen

Die Moose (Bryophyta) sind durch etwa 25.000 iiberwiegend landbewohnende Arten

vertreten. Das entspricht einem Anteil von 5.5% an den etwa 400.000 geschitzten

]

Pflanzenarten der Welt.”] Die Moose lassen sich in drei Hauptgruppen einteilen:

Hornmoose (Anthocerotae) mit etwa 300, Lebermoose (Hepaticae) mit etwa 6.000 und

8,9,127

Laubmoose (Musci) mit rund 14.000 Arten.! I Moose wachsen tiberwiegend an relativ

schattigen und feuchten Standorten.!'"!?"

Wenn auch die ersten chemischen Untersuchungen an Moosen auf das Ende des 19. und

Anfang dieses Jahrhunderts zuriickgehen,mg]

wurden die ersten intensiven Untersuchungen
erst in den 70er Jahren durchgefiihrt. Die jahrzehntelange Vernachldssigung der Chemie
dieser interessanten Pflanzengruppe hatte verschiedene Ursachen. Zum einen lagen die
Schwierigkeiten in der Beschaffung und miihevollen Aufarbeitung groferer Mengen
Moosmaterials fiir die Isolierung von Reinsubstanzen. Zum anderen wurde — da die Moose
weder als Arznei- noch als Giftstoffe aufgefallen waren — irrtiimlich auf eine Armut an
sekundéren Inhaltsstoffen geschlossen.

Begiinstigt durch die zunehmend verfeinerten Analyse- und Isolierungstechniken (siche
allgemeiner Teil), die es heute erlauben, auch mit wenigen Milligramm-Mengen die
Struktur von Naturstoffen zu charakterisieren, verzeichneten die chemischen Unter-
suchungen von Moosinhaltsstoffen einen groen Aufschwung. Jedoch konnten bis heute
héchstens ca. 5 % der bekannten Arten auf ihre Inhaltsstoffe hin untersucht werden."”! Die
erzielten Ergebnisse machen deutlich, dafl die Moose ein erstaunliches Potential an neuen
und seltenen Naturstoffen, einschlieBlich unbekannter Strukturtypen vorweisen. So konnte
in den letzten zwanzig Jahren eine Fiille interessanter sekundérer Inhaltsstoffe aus Moosen
— insbesondere aus Lebermoosen — isoliert werden. Heute kennt man zahlreiche
Moosinhaltsstoffe, die eine Reihe biologischer Wirkungen (u.a. allergene Wirkung,
Fungitoxizitét, cytotoxische  und  cytostatische =~ Wirkungen, FraBhemmung,
antiinflammatorische Wirkung, Enzymhemmung) hervorrufen.””® Wihrend in den
Laubmoosen (Musci) vorwiegend phenolische Verbindungen, wie z.B. Flavonoide und

Biflavonoide enthalten sind,[8’9]

[

findet man in den Hornmoosen (Anthocerotae)

hauptsiachlich Lignane. %91 Die Inhaltstoffe der Lebermoose (Hepaticae) — die in den

nichsten Abschnitten dieser Arbeit behandelt werden — umfassen hauptsichlich Terpene,

sowie Bibenzyle und Bisbibenzyle.[g’g]



Spezieller Teil: Jungermannia lanceolata 90

4.4 Inhaltsstoffe aus Jungermannia lanceolata (Hepaticae)

Jungermannia lanceolata Grolle — auch Jungermannia leiantha genannt — gehort zu den
Lebermoosen (Hepaticae), der Unterklasse Jungermanniidae und der Ordnung Junger-
manniales. Jungermannia lanceolata bildet flache, mehrfach verzweigte groflere Decken
mit 1-2 cm langem Thallus und 3 mm breiten Blattchen. Die Blatter sind unterschléchtig,
abgerundet-rechteckig. Man findet J. lanceolata hiufig auf morschem Holz, auf kalkfreier
feuchter Erde, besonders an Bachrdandern und auf feuchtem kalkfreien Gestein. J. lanceolata
kommt in Deutschland selten vor und ist vom Aussterben bedroht.!'**

Fir die vorliegende Arbeit wurde J. lanceolata im Welzheimer-Wald (Siiddeutschland)
gesammelt und identifiziert. Das Moos wurde nach Reinigung einer zweistiindigen
Wasserdampfdestillation unterzogen. Durch eine Literaturrecherche wurde festgestellt, dafl
das #therische Ol von J. lanceolata noch nicht auf seine Bestandteile hin untersucht worden
ist. Die ersten GC- und GC-MS-Untersuchungen zeigten, daB das #therische Ol von
J. lanceolata neben einigen bekannten, hdufig vorkommenden Monoterpenen auch einige
Sesquiterpenkohlenwasserstoffe und oxigenierte Sesquiterpene enthilt (Abb. 45).

Die Monoterpene Tricyclen (89), (+)-o-Pinen (90), (+)-Camphen (91), (-)-B-Pinen (92),
(-)-Limonen (93) und o-Terpinol (94) aus J. lanceolata konnten eindeutig durch ihre
Massenspektren mit Hilfe der vorhandenen Massenspektren-Datenbank und durch Co-
Injektionen mit Referenzverbindungen charakterisiert werden. Die Stereochemie dieser
Verbindungen wurde mittels enantioselektiver GC durch Co-Injektionen mit authentischen
Proben bestimmt. Im Bereich der Sesquiterpenkohlenwasserstoffe konnten neben den fiir
Lebermoose charakteristisch angesehenen «-Barbaten (96), P-Barbaten (100) und
Isobazzanen (99) auch Sesquiterpenkohlenwasserstoffe wie z.B. trans-a-Bergamoten (98),
o-Funebren (95) und B-Funebren (97) iber ihre Massenspektren mit Hilfe authentischer
Proben identifiziert worden, die fiir die dtherischen Ole von hoheren Pflanzen charak-
teristisch sind, aber auch gelegentlich in den #therischen Olen von Lebermoosen
vorkommen. Aullerdem konnten einige weitere sesquiterpeniode Inhaltsstoffe des Acoran-
Typs isoliert und charakterisiert werden”. Im folgenden werden die Isolierung und

Identifizierung dieser Acoran-Verbindungen ausfiihrlich dargestellt.

! Fiir das Sammeln und Bestimmen von Jungermannia lanceolata danken wir Dr. H. Muhle von der
Universitdt Ulm.

" Diese Ergebnisse wurden beim ,,28th International Symposium on Essential Oils* in Eskisehir in der Tiirkei
(September 1997) als Poster priasentiert.
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Tricyclen (89)
(+)-a-Pinen (90) !
(+)-Camphen (91) P
(-)-B-Pinen (92)
(-)-Limonen (93) 1(30
a-Terpineol (94)
a-Funebren (95)
o-Barbaten (96)
B-Funebren (97)
trans-a-Bergamoten (98)
Isobazzanen (99)
B-Barbaten (100)
(+)-B-Acoradien (101) 101
(-)-a-Neocallitropsen (102) T
(-)-trans-p-Bergamoten (103)
(+)-Acorenol B (104)
(+)-Acorenon B (105) g5 g6 97 98 99
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Abb. 45: Gas Chromatogramm des atherischen Oles von Jungermannia lanceolata (25 m fused-
silica-Kapillare; CpSil 5; 50 °C, 3 °C/min 200 °C).
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Tricyclen (89) (+)-a-Pienen (90) (+)-Camphen (91) -)-B-Pinen (92)
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)-Limonen (93)  «-Terpinol (94) o-Funebren (95) o-Barbaten (96)
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B-Funebren (97) trans-a-Bergamoten (98) Isobazzanen (99)
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B-Barbaten (100) (+)-B-Acoradien (101) (-)-a-Neocallitropsen (102)

(-)-trans-B-Bergamoten (103)  (+)-Acorenol B (104) (+)-Acorenon B (105)

Abb. 46: Sesquiterpeniode Inhaltsstoffe von Jungermannnia lanceolata.
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4.4.1 Isolierung und Strukturaufklirung der Komponente 102
— o-Neocallitropsen —

Die Komponente 102 mit dem in Abb. 47 dargestellten Massenspektrum wurde mittels
praparativer Gaschromatographie an der 2,6-Me-3-Pe-B-Cyclodextrin-Phase isoliert. Das
Massenspektrum der Komponente 102 zeigt eine signifikante Ahnlichkeit mit den in der

[130,131]

Literatur fir o~ und B-Acoradien beschriebenen Daten. Daher wurde fiir die

Komponente 102 zunéchst ein Acoran-Geriist angenommen. Aus den Voruntersuchungen
der 'H-, C- und DEPT-Spektren liBt sich ebenfalls ein Acoran-Geriist fiir diese
Komponente ableiten.

Das 'H-NMR-Spektrum zeigt neben einer sekundiren Methylgruppe (Sye = 0.93) zwei
weitere Methylgruppen, die jeweils an einem olefinischen C-Atom positioniert sind (Ove =
1.61, und 1.76). AuBerdem geht aus dem 'H-NMR-Spektrum die Existenz eines olefinisches
Protons (dy = 5.33) sowie zweier exocyclischer Doppelbindungsprotonen (dy = 4.72 und
4.83) hervor. Die Analysen der C-NMR- und DEPT-Spektren liefern Hinweise auf das
Vorliegen von drei Methylgruppen (Sye = 15.8, 23.2 und 24.1), sechs sekundiren C-Atomen
(0c =24.2,27.8,28.7,31.4,39.1 und 111.7), drei tertidren C-Atomen (8¢ = 44.0, 58.0 und
120.9) sowie drei quartiren C-Atomen (O¢c = 44.6, 133.8 und 147.0), die das Acorangeriist

bestitigen.
[%]11001 19
93
41
79
501 105
55 67
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51 189 204
oy 175

0 .J ll : Lot |II n |I l. 1 || I I.
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Abb. 47: Massenspektrum der Komponente 102 — a-Neocallitropsen — aus
Jungermannia lanceolata (GC-MS, EI 70 eV).
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Die Komponente 102 wurde nach dem bisher mehrmals beschriebenen Analyseprinzip

(siche w.a. S. 37 bzw 74) mit zweidimensionalen Korrelationsspektren (‘H-'H-COSY,

HMQC, HMBC, NOESY) als 1,8-Dimethyl-4-(1-methyl-
ethenyl)-spiro-[4.5]-dec-7-en mit dem Trivialnamen
a-Neocallitropsen bestimmt.

Die Aufklarung der relativen Konfiguration an den
Asymmetriezentren C(1), C(4) und C(5) konnte leider
nicht mit Hilfe eines NOESY-Spektrums erfolgen, da zum
einen aufgrund der geringen Substanzmenge kein

aussagekriftiges NOESY-Spektrum erhalten wurde, und

14

Q ’

11\ 12

13
102

zum anderen die NOESY-Wechselwirkungen wegen des Stereozentrums C(5) so iiberlagert

werden, da3 eine eindeutige Zuordnung der Signale nicht erfolgen konnte. Jedoch 148t sich

die Bestimmung sowohl der relativen Konfiguration als auch der absoluten Konfiguration

durch folgende chemische Korrelation durchfiihren (Schema 11): a-Neocallitropsen (102)

kann zundchst an der exocyclischen Doppelbindung selectiv hydriert und anschlieend

durch eine allylische Oxidation in eine der in Schema 11 dargestellten Verbindungen

iiberfiihrt werden. Mit den darauf folgenden Untersuchungen mittels GC- und GC-MS kann

die Struktur von a-Neocallitropsen (102) verifiziert werden.

102 a

Acorenon B (105)

(a): partielle Hydrierung [(CsHs);P];RhCl, H, in EtOH / CsHg,
(b): Allylische Oxidation SeO, in EtOH, 80°C

Schema 11

4-epi-Acorenon (107)
O

4-epi-Acorenon B (108) |
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Fiir dieses Vorhaben wurden die notwendigen authentischen Proben (-)-Acorenon (106) aus
Acorus calamus und (+)-Acorenon B (105) aus Jungermannia lanceolata isoliert. Die
Verbindungen 4-epi-Acorenon (107) bzw. 4-epi-Acorenon B (108), die bisher als Naturstoff
nicht bekannt sind, lassen sich lediglich durch ihre publizierten Massenspektren und NMR-
Daten identifizieren.!"**! Durch diese Korrelationen konnen alle Asymmetriezentren C(1),
C(4) und C(5) des o-Neocallitropsen (102) festgestellt werden. Die Koelution des
Oxidationsproduktes aus o-Neocallitropsen (102) (Schema 11) mit Acorenon (106) aus
Acorus calamus an verschiedenen achiralen Phasen (CpSil 5 und CpSil 19) deutet auf die
relative Konfiguration der Verbindung (102) als (1S*, 4S*, 5S*) hin. Durch anschlieBende
enantioselektive gaschromatographische Untersuchungen des Oxidationsprodukts aus 102
(Schema 11) mit der authentischen Probe (-)-Acorenon (106) — mit bekannter absoluter
Konﬁguration[133] — konnte die absolute Konfiguration von (-)-o-Neocallitropsen (102)
ebenfalls  bestimmt werden. Aus den enantioselektiven zweidimensionalen
gaschromatographischen Untersuchungen an der 2,6-Me-3-Pe-3-CD-Phase geht hervor, dafl
das Oxidationsprodukt aus o-Neocallitropsen (102) dem (+)-Acorenon entspricht. Damit
1aBt sich nach dieser chemischen Korrelationen die absolute Konfiguration der Verbindung
(102) eindeutig als (-)-(1R, 4R, 5R) zuordnen. Wie eine Literaturrecherche zeigte, wurde
a-Neocallitropsen (102) als Synthesezwischenprodukt bei der Synthese von Acorenon B

(105) beschrieben [134135:136]

102

Abb. 48: Die Komponente 102 aus Jungermannia lanceolata wurde mit der absoluten
Konfiguration als (-)-(1R, 4R, 5R)-1,8-Dimethyl-4-(1-methyl-ethenyl)-spiro [4.5]-dec-7-en
identifiziert und mit dem Trivialnamen a-Neocallitropsen bezeichnet.



Spezieller Teil: Jungermannia lanceolata 96

Nach dieser eindeutigen Zuordnung der Struktur konnte a-Neocallitropsen (102) in weiteren

Pflanzen identifiziert werden. Neben Neocallitropsis pancheri (Cupressaceae) — aus der

1371 _ findet man

o-Neocallitropsen (102) zum erstenmal als Naturstoff isoliert wurde
102 auch in Juniperus chinensis (Cupressaceae). Wie der Abbildung 49 zu entnehmen ist,
stellt 102 aus Jungemannia lanceolata (Hepaticeae) das ungewohnliche Enantiomer zu

a-Neocallitropsen aus Juniperus chinensis (Cupressaceae) dar.

)
)
(-)-o-Neocallitropsen
Jungermannia lanceolata J
_ / | | N
(+) (+)
.l||||“/
(+)-a-Neocallitropsen
y Juniperus chinensis ] LA._
(+)
(),
Co-Injektion K
*)
— e | L‘
0 30 40 0 25 min

Abb. 49: Enantiomerentrennung von (-)-o-Neocallitropsen aus Jungermannia lanceolata und
(+)-o-Neocallitropsen aus Juniperus chinensis. links: CpSil 5 (25 m fused-silica-Kapillare;
50 °C, 3 °C/min, 200 °C), rechts: 50% 2,6-Me-3-Pe-B-CD in OV 1701 (25 m fused-silica-
Kapillare, 110 °C isoth.).
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4.4.2 Isolierung und Strukturaufklirung der Komponente 101 — B-Acoradien —

Die Komponente 101 aus dem itherischen Ol von Jungermannia lanceolata wurde einer
Strukturuntersuchung unterzogen. Die Komponente 101 konnte nach mehreren Reinigungs-
schritten mittels prdp. GC und Silbernitrat imprégnierten Diinnschichtplatten (siche
experimenteller Teil S. 141) in einer Reinheit > 95% isoliert werden. Aufgrund des nahezu
identischen Massenspektrums von 101 (Abb. 50) mit dem von a-Neocallitropsen (102)

(Abb. 47), wurde das Augenmerk ebenfalls auf Verbindungen mit einem Acoran-Geriist

gerichtet.
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Abb. 50: Massenspektrum der Komponente 101 — B-Acoradien — aus Jungermannia lanceolata

Durch einen Vergleich der '"H-NMR-Daten 101 mit den

Literaturdaten!'>!!

von B-Acoradien (101) konnte gezeigt
werden, daBl es sich bei der Komponente 101 um
B-Acoradien handelt. Da kein aussagekriftiges NOESY-

Spektrum gemessen werden konnte, wurde zur eindeutigen

Identifizierung des B-Acoradiens (101) die entsprechende
Co-Injektion mit der authentische Probe von (-Acoradien durchgefiihrt. Der $-Acoradien

Standard wurde durch Dehydratisierung aus [B-Acorenol — isoliert aus Cupressus

[138]

nevadensis — erhalten’.

iAuthentische Proben von o~ und B-Acoradien wurden von Prof. L. G. Cool, Richmond, zur Verfiigung
gestellt.
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B-Acoradien (101) wurde im Jahr 1969 erstmals aus Juniperus rigida von B. Tomita isoliert
und charakterisiert.”” In Rahmen dieser Untersuchungen konnte [-Acoradien in
verschiedenen #therischen Olen identifiziert werden. In den hdéheren Pflanzen kommt
B-Acoradien u. a. in Cedrela odorata vor. In den Lebermoosen wurde -Acoradien sowohl
in Jungermanniales als auch in der Unterklasse Jungermanniidea Ordnung Metzgeriiaceae
beschrieben.™ Die Isolierung von B-Acoradien (101) gelang neben J. lanceolata auch aus
dem Lebermoos Diplophyllum albicans. B-Acoradien wurde ebenfalls aus dem é&therischen
Ol von C. odorata isoliert. Aus den enantioselektiven gaschromatographischen
Untersuchungen an verschiedenen Cyclodextrin-Phasen geht hervor, daBl in J. lanceolata
und D. albicans das gewohnliche Enantiomer (+)-B-Acoradien (101) wie in Cedrela

odorata enthalten ist.

4.4.3 Isolierung und Strukturaufklirung der Komponente 103
— trans-B-Bergamoten —

Die Komponente 103 stellte eine weitere ,,unbekannte* Verbindung in dem itherischen Ol
von J. lanceolata dar, die aufgrund fehlender Referenzdaten in der vorhandenen
MS-Datenbank nicht identifiziert werden konnte. Somit wurde die Isolierung und
Strukturaufkldrung der Komponente 103 vorgenommen. 103 146t sich aus dem &therischen
Ol von J. lanceolata mittels priparativer Gaschromatographie an der 2,6-Me-3-Pe-f-
Cyclodextrin-Phase in 90%-iger Reinheit isolieren.

Das Massenspektrum mit dem Molekiilionenpeak [M'] = m/z 204 zeigt ein wenig charak-
teristisches Fragmentierungsmuster. Aus dem 'H-Spektrum (Abb. 51) geht die Existenz
eines olefinischen Protons bei & = 5.17 ppm (1H, t) und zwei exocyclischer olefinischer
Protonen bei &= 4.57 (1H, m) und 4.64 ppm (1H, m) hervor. AuBlerdem kdnnen mittels
"H-NMR drei Methylgruppen identifiziert werden: zwei sind mit C,C-Doppelbindungen
verkniipft (Opme = 1.70; dye = 1.63) und eine ist tertidr Oye = 0.71 ppm. Durch die
Auswertung des "°C- und DEPT- Spektrums konnte gezeigt werden, daB fiir die
Komponente 103 ein cis- bzw. trans-B-Bergamotan Grundgeriist in Frage kommt.
AnschlieBend liel sich durch eine Literaturrecherche zeigen, dall die NMR-Daten der

Komponente 103 aus Jungermannia lanceolata identisch mit den fiir trans-f3-Bergamoten in

der Literatur angegebenen Daten sing. 1401411421

Dieser Befund deckt sich mit Ergebnissen bisheriger Untersuchungen zur Biogenese von

Verbindungen in J. lanceolata. Aufgrund der Tatsache, dal bei der Biogenese von
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Bergamotenen sowie bei den Acoran-Geriisten ein Bisabolen-Kation als Vorstufe dient, ist

dieser Befund nicht {iberraschend (Schema 13, Seite 103). Bisher wurden sowohl trans-3-

Bergamoten als auch frans-o-Bergamoten selten in Lebermoosen gefunden.[g]

trans-[3-Bergamoten (103)

(ppm)
2.5 2.0 1.5 1.0
Abb. 51: Protonenspektrum von trans-B-Bergamoten (400 MHz, in CDCl3)
4.4.4 Isolierung und Strukturaufklirung der Komponente 104 — Acorenol B —

Die Komponente 104 (vgl. Abb. 45, S. 91) stellt eine weitere unbekannte Verbindung dar,
die mittels praparativer Gaschromatographie an der 2,6-Me-3-Pe-B-CD-Phase in 84%-iger
Reinheit isoliert wurde. Das Massenspektrum mit dem Molekiilionenpeak [M'] = m/z 222

zeigt eine [M" - 18]-Fragmentierung, die fiir einen Sesquiterpenalkohol charakteristisch ist.

Die Strukturaufkldarung der Komponente 104 gelang anhand ihrer massenspektrometrischen
sowie ein- und zweidimensionaler NMR Daten. Eine eingehende Interpretation des 'H-
NMR-Spektrums (Abb. 52) zeigt Protonensignale bei oy = 5.38 (1H) und bei oy = 4.08
(1H), die charakteristisch fiir olefinische bzw. elektronegativ substituierte (-OH) Methin-

Protonen sind.
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AuBerdem 143t sich die Anwesenheit von drei Methyldubletts (8ye = 0.81, 0.83 und 0.89)
und eines Methylsinguletts (y. = 1.76), die charakteristisch fiir an eine C,C-Doppelbindung
gebundene Methylgruppe ist, feststellen.

Acorenol B (104)

S

(Ppm)

5.0 4.0 3.0 2.0 10

Abb. 52: Protonenspektrum von Acorenol B (400 MHz, in CgDg)

Aus den C- und DEPT-Experimenten geht hervor, da die Komponente 104 aus zwei
quartdren, finf tertidren, vier sekundéren und vier primédren Kohlenstoffen aufgebaut ist.
Nach eingehender Analyse der zweidimensionalen Korrelationsspektren (‘H,'H-COSY,
HMQC, HMBC,) laBt sich fiir die Komponente 104 die Struktur eines 7-Hydroxy-1,8-
dimethyl-4-isopropyl-spiro-[4.5]-dec-8-en (104) — Acorenol B — bestimmen.

Diese Struktur steht ebenfalls im Konsens mit den Verbindungen, die bisher in J. lanceolata
gefunden worden sind. Sie 146t sich durch die Reduktion von Acorenon B (104), welches
ein Hauptbestandteil des &therischen Ols von J. lanceolata darstellt, iiberpriifen (Schema
12)i. Durch diese chemische Korrelation kann sowohl die Konstitution, als auch die

Konfiguration an den Stereozentren C(1), C(4) und C(5) verifiziert werden.

! Fiir diese Reduktion wurde Acorenol B aus J. lanceolata isoliert, NMR-spektroskopisch identifiziert und der
Drehsinn mit (+) bestimmt.
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Bei einer Ubereinstimmung der Konstitution und der relativen Konfiguration an den
Stereozentren C(1), C(4) und C(5) miilte aus der Reduktion von Acorenon B (105) die
Komponente 104 und ein weiteres Diastereomer 104 a zu dieser Verbindung entstehen, was
sich an einer achiralen GC-Phase tiberpriifen lieB3e.

Durch die anschlieBenden GC- und GC-MS-Untersuchungen konnte gezeigt werden, dal3
die Komponente 104 mit einem der Reaktionsprodukte koeluiert. Somit konnte sowohl die
Konstitution der Komponente 104 als auch die relative Stereochemie beziiglich der
Stereozentren C(1), C(4) und C(5) als (IR*, 4R*, 55*) identifiziert werden.

14
OH

104

Schema 12

Die relative Konfiguration an dem Stereozentrum C (7) wurde aus dem NOESY-Spekrum
bestimmt. Die Abbildung 53 zeigt einige ausgewidhlte NOESY-Wechselwirkungen, die das
Stereozentrum C(7) als (7R*) ausweisen. Anhand dieser Daten wurde die Komponente 104
mit der relativen Konfiguration als (+)-(1R*,4R*,5S* 7R *)-1,8-Dimethyl-4-isopropyl-spiro-
[4.5]-dec-8-en-7-0l — Acorenol B — identifiziert.

15

-|||I|||H

-

104

Abb. 53: Aus dem NOESY-Spektrum wird die relative Konfiguration des Stereozentrums
C(7) als (7R*) bestimmt.
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44.4.1 Bestimmung der absoluten Konfiguration von (+)-Acorenol B (104)

Die Tatsache, daB (+)-Acorenon B (105) eine der Hauptkomponenten des étherischen Ols
aus Jungermannia lanceolata darstellt (Abb. 45) und Acorenol B (104) durchaus auf dem
gleichen biogenetischen Wege entstehen bzw. ein Reduktionsprodukt von Acorenon B (105)
sein konnte, macht fiir das (+)-Acorenol B an den Stereozentren C(1), C(4) und C(5) die

absolute Konfiguration von Acorenon B hochstwahrscheinlich. (-)-Acorenon B (105) wurde

als Naturstoff von Zalkow et al. aus Bothriochloa intermedia isoliert und charakterisiert.''*!

Die absolute Konfiguration von Acorenon B (105) wurde durch Rontgenstrukturanalyse
seines  4-lod-2-nitrophenyl-hydrazon-Derivates und stereoselektive Synthesen als

(-)-(1R,4R,7R) aufgekléirt.[l43’l44’l45] Das (+) Enantiomer von Acorenon B (105) konnte als

Naturstoff aus dem itherischen Ol von Bazzania tridens (Hepaticae) isoliert und

charakterisiert werden,!!*®!

Da die absolute Konfiguration von Acorenon B (105) bekannt ist, 146t sich die absolute
Konfiguration der Komponente 104 an den Stereozentren C(1), C(4) und C(5) durch die in
Schema 12 durchgefiihrte Korrelation mittels enantioselektiver Gaschromatographie
ebenfalls feststellen. Die Koelution der Komponente 104 mit einem Reduktionsprodukt von
(+)-Acorenon B an der 2,6-Me-3-Pe-B-CD-Phase ermoglicht die eindeutige Zuordnung der
absoluten Konfiguration der Stereozentren C(1), C(4) und C(5). Das Stereozentrum C(7)
konnte durch das NOESY-Experiment ermittelt werden (Abb.53). In Abbildung 54 ist
Acorenol B (104) mit der absoluten Konfiguration (+)-(1R, 4R, 5S, 7R) dargestellt.

H

15

104

Abb. 54: Die absolute Konfiguration von (+)-Acorenol B (104) wurde mittels enantioselektiver
gaschromatographischer Untersuchungen und durch das NOESY-Spektrum als
(1R, 4R, 58, 7R) bestimmt.
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4.5 Inhaltsstoffe aus Dumortiera hirsuta

Das Lebermoos Dumortiera hirsuta gehort zu der Moosunterklasse Marchantiidae, der

127,128

Ordnung Marchantiales.! I Da eine Bestimmung dieses Moses schwierig ist, wurde die

genaue Klassifizierung chemotaxonomisch vorgenommen. In Japan wurde von drei

147 Bs st anzunehmen, dall weltweit weitere

Chemotypen des D. hirsuta berichte
Chemotypen existieren. Die phytochemischen Untersuchungen von D. hirsuta wurden von
verschiedenen Arbeitsgruppen durchgefiihrt. M. Toyota et al. konnten aus dem Ether-
Extrakt von D. hirsuta (Sw.) neben einigen aus der Moosunterklasse Marchantiidae
bekannten Verbindungen, wie z.B. Marchantin C, Isomarchantin C, Riccardin C und

[148]

Lunularin, verschiedene neue Terpenoid-Komponenten isolieren. Chemische

Untersuchungen der Kohlenwasserstoff-Fraktion von D. hirsuta (Sw.) wurden von Matsuo

[149]

et al. im Jahr 1976 unternommen. Matsuo et al. verwendeten fur ihre

gaschromatographischen Untersuchungen eine mit Polyethylenglycol (PEG) 20M (3%) auf
Chromosorb AW (60-80 mesh) gepackte GC-Siule."**! Diese Untersuchungen werden nach
heutigen Moglichkeiten als unzureichend angesehen. Unter diesem Gesichtspunkt war eine
erneute Untersuchung der Kohlenwasserstoff-Fraktion von D. hirsuta (Sw.) mit modernen
chromatographischen und spektroskopischen Methoden sinnvoll. Dabei wird das
Augenmerk auch auf die Enantiomeren-Zusammensetzung der Bestandteile gerichtet. Diese
Untersuchungen wurden hauptséchlich mittels enantioselektiver 2D-Gaschromatographie
durchgefiihrt. Die Isolierung von Referenzsubstanzen aus dem #therischen Ol und die
Synthese von Standards fiir diese Untersuchungen stellten einen weiteren Teil dieser
Untersuchungen dar. D. hirsuta (Sw.) wurde 1997 in Sao Francisco de Paula, Rio Grande do
Sul (Brasilien) gesammelt und als solches identifiziert’. D. hirsuta (Sw.) wurde nach
Reinigung einer zweistiindigen Wasserdampfdestillation unterzogen. In dem #therischen Ol
von D. hirsuta konnten nach den ersten GC- und GC-MS-Untersuchungen viele bekannte
Komponenten, wie z.B. a-Cubeben (109), cis-o-Bergamoten (49), trans-o-Bergamoten (98)
0-Guiaen (114), Valencen (121), die fiir die #therischen Ole hoherer Pflanzen
charakteristisch sind, identifiziert werden. Da die von A. Matsuo et al. beschriebenen
Bestandteile des untersuchten D. hirsuta kaum identifiziert werden konnten, liegt die
Vermutung nahe, daf3 es sich bei der untersuchten Moosprobe um einen anderen Chemotyp

handelte.

' Das Lebermoos D. hirsuta wurde von Dr. H. Muhle von der Universitit Ulm gesammelt und bestimmt.
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Abb. 55: Gaschromatogramm des atherischen Oles von Dumortiera hirsuta (25 m fused-silica-
Kapillare CpSil-5; 50 °C, 3 °C/min, 230 °C); oben: angereicherte Fraktion von D. hirsuta
nach Abtrennung der Komponenten 123, 57 und 124.
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Abb. 56: Sesquiterpenkohlenwasserstoffe aus dem Lebermoos Dumortiera hirsuta.
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4.5.1 Identifizierung von Aciphyllen (122) aus Dumortiera hirsuta

Nach den ersten GC-MS-Untersuchungen des itherischen Oles von Dumortiera hirsuta
konnten Komponenten, die hiufig in #therischen Olen vorkommen, durch Vergleich mit
Referenzspektren und Retentionszeiten identifiziert werden. Die Verbindungen, deren
Identifizierung so nicht méglich war, wurden entweder aus dem itherischen Ol von
D. hirsuta direkt isoliert' oder aus einer anderer Quelle zugénglich gemacht.

Die Komponente 122 (Abb. 55) stellte eine ,,unbekannte Verbindung in dem Wasser-
dampfdestillat von D. hirsuta dar, deren Identifizierung mit der vorhandenen Datenbank der
Sesquiterpenkohlenwasserstoffe nicht moglich war. Da diese Komponente aus dem
dtherischen Ol von D. hirsuta aufgrund der geringen Konzentration nicht isoliert werden
konnte, wurde zur Isolierung von 122 nach anderen Quellen gesucht. Nach einer MS-
Datenbankrecherche von itherischen Olen” konnte diese Verbindung als ,,nicht
identifizierte* Komponente in dem Patchoulidl (Pogostemon cablin) festgestellt werden.
Die Isolierung der Komponente 122 aus Patchouliol gelang mittels prap. GC und DC mit
Silbernitrat impriagnierten Diinnschichtplatten. Fiir NMR-spektroskopische Untersuchungen
(‘"H-NMR, "*C, DEPT und 'H-"H-COSY) wurden ca. 2 mg der Komponente 122 isoliert.

Im '"H-NMR-Spektrum (Abb.57) erkennt man neben einer sekundiren Methylgruppe (Sye =
0.75) zwei weitere Methylgruppen, die jeweils an einem olefinischen C-Atom positioniert
sind (Oye = 1.57 und 1.72). Aus den weiteren Protonen-Signalen 14t sich die Existenz
zweier exocyclisch olefinischer Protonen ableiten (g = 4.59, 1H, s. und 4.66, 1H, s.). Aus
den *C- und DEPT-Spektren geht hervor, daff die Komponente 122 drei Methylgruppen (8¢
= 12.94, 14.14 und 20.23 ppm), sechs Methylengruppen (3¢ = 28.52, 31.96, 35.14, 37.10,
37.44 und 107.55 ppm), drei Methingruppen (8¢ = 36.96, 45.72 und 53.28 ppm) sowie drei
olefinische quartidre Kohlenstoffatome (8¢ = 132.54, 135.17 und 152.83 ppm) besitzt. Diese
NMR-Daten und die bisher in dem i#therischen Ol von P. cablin beschriebenen
Komponenten[lso’lsu legen eine Konstitution der Struktur mit Guaian-Geriist nahe. Durch
eine eingehende Interpretation des 'H-"H-COSY-Spektrums konnte fiir die Komponente 122
die Struktur 1,2,3.4,5,6,7,8-Octahydro-1,4-dimethyl-7-(1-methylethenyl)-azulen (223) —

Aciphyllen — vorgeschlagen werden.

! Da eine sehr kleine Probe von D. hirsuta zur Verfligung stand, konnten nur die Hauptkomponenten (siche
Abb. 55) aus dem Wasserdampfdestillat isoliert werden.

" Diese MS-Datenbank von dtherischen Olen wurde iiber mehrere Jahre von Prof. Dr. W. A. Konig et al.
angelegt.
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Abb. 57: Protonenspektrum von Aciphyllen (122) aus Pogostemon cablin (400 MHz, in CDClIs).

Die anschlieBend durchgefiihrten CAS-Recherchen zeigen, dafl (+)-Aciphyllen (122) zum
erstenmal von T. Kubota et al. aus dem #therischen Ol von Lindera glauca (Sieb. et Zucc.)
isoliert und NMR-spektroskopisch charakterisiert wurde.** Die relative Konfiguration von
Aciphyllen (122) an den Stereozentren C(3a), C(4) und C(7) wurden von 7. Kubota et al. als
(+)-(3aS*,4S* ,7R*) bestimmt. Die Aufklirung der relativen Konfiguration der aus
P. cablin isolierten Verbindung (122) gelang durch Vergleich mit den Literaturdaten, die

1521 per optische Drehsinn von 122 wurde mit (+)

von T. Kubota et al. angegeben wurden.
bestimmt.

Anschlieend konnte Aciphyllen (122) als Bestandteil von D. hirsuta eindeutig durch
Co-Injektioni identifiziert werden. Die Untersuchung, ob es sich bei dem Aciphyllen aus
D. hirsuta um das ungewohnliche Enantiomer handelt, lieB sich nicht eindeutig
beantworten. Da kein (-)-Enantiomer vorlag und eine Enantiomerentrennung nicht
beobachtet wurde, kann nach den enantioselektiven zweidimensionalen gaschromato-

graphischen Untersuchungen mit 2,6-Me-3-Pe-B-CDﬁ lediglich angenommen werden, daf3

es sich um das gleiche Enantiomer handelt.

' Die Co-Injektion wurde an einem zwei Kanal-Gerédt (Orion) unter Verwendung zweier Siulen mit den Phasen
CpSil-5 und CpSil-19 durchgefiihrt.
" Hauptsdule 25 m fused-silica-Kapillare mit 20 % 2,6-Me-3-Pe-B-CD in OV-1701
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4.5.2 Identifizierung von (-)-Aristolochen (120) aus Dumortiera hirsuta

Da weder Aristolochen (120) als Standard noch das itherische Ol von Aristolochia indica
Wurzeln (Aritolochiaceae), aus dem das Aristolochen (120) zum erstenmal isoliert und als

[153]

Naturstoff charakterisiert wurde, zur Verfligung stand, wurde Aristolochen als Standard

durch eine in der Literatur bekannte Synthese (Schema 14) hergestellt.[154] AnschlieBBend
gelang die Identifizierung von (-)-Aristolochen (120) aus dem #therischen Ol von D.

hirsuta duch den Vergleich des Massenspektrums und der Retentionszeit mit diesem

Standard.

Die Synthese von (-)-Aristolochen (334) 148t sich — ausgehend von (+)-Nootkaton (126) —
in vier Schritten durchfilhren. Im ersten Schritt wird das (+)-Nootkaton, welches
kommerziell erhiltlich ist, in den Enol-Ester 127 iiberfithrt.'>*! Die Reduktion des
Enol-Esters mit Natriumborhydrid in wéBriger ethanolischer Losung liefert den
Sesquiterpenalkohol 128.°°) AnschlieBend wird die Hydroxygruppe mit Methansulfonyl-
chlorid in Pyridin zum Sulfonsdurederivat verestert. Die Desoxygenierung des
Sesquiterpenmesylates 129 mit Li-NH; bei —77 °C in ‘BuOH liefert das (-)-Aristolochen.
Nach der Reinigung des Rohproduktes konnte (-)-Aristolochen (120) NMR-spektroskopisch

156]

durch Vergleich mit Literaturdaten charakterisiert werden.!

O AcO

(+)-Nootkaton (126) 127

(-)-Aristolochen (120) 129
(a): NaH, THF, Ac,0 (b): NaBH,, EtOH/H,0, 0 °C (c): CH3SO,Cl, Py (d): Li, NH;, ‘BuOH

Schema 14

Durch anschlieBende GC- und GC-MS Untersuchungen lieB sich 120 im itherischen Ol von
D. hirsuta eindeutig identifizieren. AuBerdem ermdglicht dieses enantioselektiv hergestellte

(-)-Aristolochen mittels enantioselektiver zweidimensionaler Gaschromatographie die
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stereochemische Untersuchung direkt aus dem itherischen Ol von D. hirsuta. Die
Untersuchungen zeigen, dafl das Aristolochen aus D. hirsuta das gewdhnliche Enantiomer
darstellt. Dieses Ergebnis konnte durch das von C. Fricke aus dem Lebermoos Porella
arboris-vitae isolierte (+)-Aristolochen eindeutig bestétigt werden.!"””! Abbildung 58 zeigt
die zweidimensionale gaschromatographische Enantiomerentrennung von

(+/-)-Aristolochen an der 2,6-Me-3-Pe-B-CD-Phase.

D. hirsuta
Kohlenwasserstoff-Fraktion

S

! —> I
25 min 35

[ e—
& __

(-)-Aristolochen
aus D. hirsuts

(+)-Aristolochen
aus Porella arboris-vitae

()
\IL Co-Injektion

T
60 min 70

Abb. 58: Zweidimensionale gaschromatographische Untersuchung von Aristolochen (120)
aus dem atherischen Ol von D. hirsuta. Als enantioselektive Trennsaule wurde 2,6-Me-3-
Pe-B-CD (20 % in OV 1701, 25 m fused-silica-Kapillare 110 °C isoth.) verwendet.
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4.5.3 Isolierung von Z-y-Bisabolen (57) aus Dumortiera hirsuta

Aufgrund der vorangegangenen GC- und GC-MS-Untersuchungen wurden die beiden
Hauptkomponenten 57 und 123 (siche Abb. 55) des #therischen Oles von D. hirsuta
zunichst als ,,unbekannt* eingestuft. Die Komponente 57 C;sHy4 ((M'] = m/z 204) konnte
mittels prdp. GC und TLC isoliert und einer Strukturaufklarung unterzogen werden.

Die 'H-NMR und "“C-NMR-spektroskopischen Untersuchungen fiihrten zu einem
Bisabolan-Geriist. Durch die eingehende Analyse des 'H-'"H-COSY-Spektrums konnte die
Komponente 57 als y-Bisabolen identifiziert werden."”® Um die Frage zu beantworten,
welche der beiden Doppelbindungsisomere des y-Bisabolens vorlag, wurde ein NOESY-
Spektrum ausgewertet. Die NOESY-Wechselwirkungen der C(14) Methylgruppe mit den
Methylenprotonen an C(1) und die Methylenprotonen an C(8) mit den allylischen

Methylenprotonen an C(5) beweisen das Vorliegen des Z-Isomers des y-Bisabolens.

14
5 N
9

15

11

Z-y-Bisabolen (57)

Abb. 59: Mittels ausgewahlten NOESY-Kontakten laft sich die Komponente 57 eindeutig als
Z-y-Bisabolen identifizieren.

Obwohl die sesquiterpenoiden Verbindungen mit Bisabolan-Geriist in hoheren Pflanzen
weit verbreitet sind, findet man sie in den Lebermoosen relativ selten. Bisher wurden aus
den Lebermoosen o, B-Bisabolen, ar-Curcumen, B-Sesquiphellandren sowie oxygenierte
Derivate dieser Komponeten beschrieben.™ Wie oben dargestellt, wurde Z-y-Bisabolen (57)
zum erstenmal als Lebermoosinhaltsstoff aus D. hirsuta isoliert und charakterisiert.
AulBlerdem lie3 sich als weiterer Vertreter mit Bisabolan-Geriist das ar-Curcumen (119)
mittels GC-MS identifizieren. Durch die enantioselektiven 2D-GC-Untersuchungen konnte

gezeigt werden, dall ar-Curcumen, im Gegensatz zu dem aus Marsupella emarginata

(Hepaticae) isolierten ar-Curcumen, das (+)-Enantiomer darstellt."®!
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4.5.4 Identifizierung von (-)-Isoguaien (123) aus Dumortiera hirsuta

Die Isolierung der Komponente 123 (Abb. 55) mit (m/z 204 [M']) gelingt aus dem
dtherischen Ol von D. hirsuta mittels prip. GC an der 2,6-Me-3-Pe-B-CD Phase. Im
"H-NMR-Spektrum stellt man die Existenz von drei sekunddren Methylgruppen (Sye =
0.77, 1.00 und 1.02) und einer weiteren Methylgruppe (dme = 1.72), die an ein olefinisches
Kohlenstoffatom gebunden ist, fest. Das olefinische Proton bei tiefem Feld (dy = 6.03 ppm)
und eine UV-Absorption der Komponente 123 weisen auf
eine konjugiertes Dien hin. Die Analysen der *C-NMR und
DEPT-Spektren lassen auf vier primédre C-Atome (d¢c = 13.20,
13.92, 21.22 und 21.27 ppm), fiinf sekunddre C-Atome (&¢c =
26.52, 26.59, 34.18, 34.89 und 37.31 ppm), drei tertidre C-
Atome (8¢ = 38.02, 51.70 und 117.56 ppm) und drei quartire

C-Atome (&¢c = 134.14, 135.63 und 147.39 ppm) schlieBen. lsoguaien (123)

Die Konstitutionsautkldrung der Komponente 123 wurde

durch Auswertungen der 'H-"H-COSY-, HMQC- und HMBC-Spektren erginzt. Anhand
dieser NMR-Untersuchungen wurde der Komponente 123 ein Guaien-Geriist zugeordnet.
Die anschlieBend durchgefiihrten Literaturrecherchen zeigten, daB die 'H-NMR-Daten der
Komponente 123 mit den 'H-NMR-Daten von Isoguaien identisch sind.!"*”! Isoguaien
wurde von F. Bohlmann et al. aus der Pflanze Ambrosia cumanensis (Compsitae) isoliert
und charakterisiert.'>”! Die relative Konfiguration von Isoguaien (123) an den Stereozentren
C(1) und C(10) wurde von F. Bohlmann et al. nach Doppelresonanz-Experimenten mit
(1S*,10S*) angegeben.“sg] Da identische 'H-NMR-Daten vorlagen, wurde die relative
Konfiguration der isolierten Verbindung 123 ebenfalls als (1S*,10S*) bestimmt. Es konnten
bisher einige sesquiterpenoide Verbindungen mit Guaian-Geriist aus Lebermoosen isoliert

werden.®!

Isoguaien (123) wird in der Literatur ,félschlich® mit dem Namen -
Iso—o—Gurjunen B — als Bestandteil vom Pellia epiphylla beschrieben. C. Fricke konnte in
ihrer Arbeit zeigen, dal3 es sich tatsdchlich bei der Verbindung aus P. epiphylla um ein C-1-

157

Epimer des Isoguaien handelt.””" Im dtherischen Ol von D. hirsuta konnten weitere

Komponenten mit Guaian-Gerlist — (+)-a-Guaien (114), (+)-Guaie-6,9-dien (115) und (+)-
Aciphyllen (122) — mittels GC-MS durch Vergleich mit authentischen Proben identifiziert

werden. Die Stereochemie dieser Komponenten konnte durch enantioselektive 2D-

Gaschromatographie festgestellt werden.
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4.5.5 Stereochemische Untersuchungen von Bestandteilen aus Dumortiera hirsuta

Nach der Identifizierung der meisten Inhaltsstoffe des #therischen Oles von D. hirsuta
(Abb 55, S. 105), konnte mittels enantioselektiver 2D-Gaschromatographie eine

systematische ~ Untersuchung der  Enantiomerenzusammensetzung  vorgenommen
werden."®”! In Abbildung 60 wird als Beispiel die enantioselektive 2D-gaschromato-

graphische Untersuchung von cis-o-Bergamoten (49) und B-Caryophyllen (112) dargestellt.

D. hirsuta
Kohlenwasserstoff-Fraktion

(+)-cis-a-Bergamoten B-Caryophyllen

aus D. hirsuta _‘.\A\ aus D. hirsuta

)-cis-a-Bergamoten ()
aus Opoponaxol (-)
B-Caryophyllen-
4\\4 Standard
(
()

Co-Injektion (-) Co-Injektion
(+) %\\J
min 50 60  min

Abb. 60: Zweidimensionale gaschromatographische Untersuchungen von cis-o-Bergamoten und
B-Caryophyllen aus dem atherischen Ol von D. hirsuta. Als enantioselektive Trennsaule
wurde 2,6-Me-3-Pe-B-CD (20 % in OV 1701, 25 m fused-silica-Kapillare 110 °C isoth.)
verwendet.
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Fir diese Untersuchungen wurden zunidchst Standards aus verschiedenen Quellen
zuginglich gemacht. (-)-cis-o-Bergamoten, und (-)-frans-o-Bergamoten wurden aus
Opoponaxdl mittels prap. GC isoliert. (+/-)-a-Copaen und (+/-)-B-Copaen mit bekannter
Zusammensetzung wurde durch Umlagerung aus Germacren D erhalten.”® (-)-o-Guaien
und (-)-Aciphyllen konnten aus Patchouli6l isoliert werden.

Die Ergebnisse der enantioselektiven 2D-gaschromatographischen Untersuchungen sind in
Tabelle 5 zusammengefalit. Die Komponenten o-Guaian (114), B-Copaen (113) und
ar-Curcumen (112) kommen als Enantiomerengemische vor, wobei die ,,ungewohnlichen*
Enantiomere in groBem UberschuB enthalten sind. Tabelle 5 zeigt, daB im #therischen Ol
von D. hirsuta eine groBBe Anzahl der Komponenten ausschlielich in einer ungewdhnlichen
Enantiomerenform vorkommt. Die ungewohnlichen Enantiomeren der Komponenten
(+)-cis-a-Bergamoten (49) und (+)-trans-o-Bergamoten (98) wurden zum erstenmal als

Naturstoffe identifiziert.

Tabelle 5: Enantiomerenzusammensetzung der Komponenten aus D. hirsuta

(25 m fused-silica-Kapillare mit 20 % 2,6-Me-3-Pe-B-CD).

Sesquiterpen-
kohlenwasserstoffe % (+)-Enantiomer % (-)-Enantiomer
1. o-Cubeben 25 75
2. Cyclosativen — 100
3. a-Copaen 100 —
4. cis-o-Bergamoten 100 —
5. B-Caryophyllen 95 5
6. B-Copaen 73 27
7. o-Guaien 84 16
8. trans-o-Bergamoten 100 —
9. Guaia-6,9-dien 100 —

10. Unbekannt — —
11. (E)-B-Farnesen — —
12. Unbekannt — —

13. ar-Curcumen 87 13

14. Aristolochen — 100
15. Valencen 100 —
16. Aciphyllen 100 —
17. Isoguaien — 100

18. (Z)-y-Bisabolen — —
19. epi-a-Selinen — 100
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Die Komponenten o-Cubeben (109), Aristolochen (120) und Valencen (121) sind mit ihren

,,gewohnlichen Enantiomeren im dtherischen Ol von D. hirsuta vertreten. Die Komponente

571 aber

epi-o-Selinen (124), welche im itherischen Ol des Lebermooses Pellia epiphylla,
auch in #therischen Olen von héheren Pflanzen u.a. Bixa orellana, Nardostachys jatamansii
vorkommt, wurde als (-)-Enantiomer identifiziert. Das (+)-Enantiomer von epi-o-Selinen
(124) wurde als Bestandteil des #therischen Oles von Dipterocarpus alatus

Rocb.(Gurjunbalsamol) beschrieben.!'!
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5 Zusammenfassung

Die Isolierung und Strukturaufkldrung stellt ein hoch interessantes Gebiet der organischen
Naturstoffchemie dar. Die methodischen Entwicklungen auf den Gebieten der
Chromatographie und Spektroskopie — besonders die inversen Korrelationsmethoden der
NMR-Spektroskopie — haben der Strukturaufklirung von Naturstoffen neue Impulse
verlichen. Heute lassen sich Komponenten aus verschiedenen Quellen isolieren und
charakterisieren, die bis vor einigen Jahren kaum fiir die Strukturaufkldrung zugénglich

gewesen waren.

In der vorliegenden Dissertation wurde die Isolierung und Strukturaufklirung von
sesquiterpenoiden Verbindungen aus #therischen Olen durchgefiihrt. Es wurden
verschiedene i#therische Ole aus den hoheren Pflanzen Petasites hybridus und Amyris
balsamifera, sowie itherische Ole aus den Lebermoosen Jungermannia lanceolata und
Dumortiera  hirsuta untersucht. Stereochemische Korrelationen von bekannten

sesquiterpenoiden Verbindungen stellten einen weiteren Schwerpunkt dieser Arbeit dar.

Aus dem i#therischen Ol von Petasites hybridus konnten, neben den aus dieser Pflanze
schon bekannten Komponenten (-)-Eremophilen (54), y-Humulen (53) o-Santalen (48),
(-)-Alben (37) und B-Bisabolen (56), einige weitere Verbindungen wie Modhephen (44),
Silphinen (40), o-Isocomen (45) B-Isocomen (47), Presilphiperfol-7-en (39) und 7-o-H-
Silphiperfol-5-en (38), welche fiir die Pflanzenfamilie der Asteraceae charakteristisch, aber
noch nicht in Petasites-Arten beschriebenen worden sind, identifiziert werden.

AuBerdem gelang die Isolierung von zwei neuen Sesquiterpenkohlenwasserstoffen mit den
Trivialnamen (-)-Petasiten (46) und (-)-Pethybren (43) aus dem i#therischen Ol von
P. hybridus.

(-)-Petasiten (46) (-)-Pethybren (43)
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Die Aufklirung der Konstitution und der relativen Konfiguration dieser Verbindungen
wurde an Hand der 1D-NMR- und 2D-NMR-Korrelationsspektren vorgenommen. Durch
die Synthese von (-)-Petasiten aus (-)-Alben (37) konnte neben der Bestitigung der aus den
NMR-Spektren abgeleiteten Konstitution und der relativen Konfiguration, auch die absolute
Konfiguration dieser Verbindung mittels enantioselektiver Gaschromatographie mit
modifizierten Cyclodextrin-Phasen ermittelt werden. Die Bestimmung der absoluten
Konfiguration von (-)-Pethybren (43) lieB sich durch eine stereochemisch selektive
Umlagerung zum (-)-o-Isocomen (45) durchfiihren, dessen absolute Konfiguration in der
Literatur beschrieben ist. Ferner wurde die hypothetische Biogenese von (-)-Petasiten (46)

und (-)-Pethybren (43) diskutiert.

Aus dem itherischen Ol von Amyris balsamifera wurden zwei neue Sesquiterpenkohlen-
wasserstoffe (-)-Muurola-4,11-dien (22) und Cadina-4,11-dien (27) mit Hilfe priparativer
GC und Silbernitrat imprégnierter TLC-Platten isoliert. Nach der Konstitutionsaufklarung
dieser Verbindungen mittels NMR-Spektroskopie wurden zur Aufkldrung sowohl der
relativen als auch der absoluten Konfiguration neben dem NOESY-Spektrum auch

chemische Korrelationen herangezogen.

H

X X
(-)-Muurola-4,11-dien (22) Cadina-4,11-dien (27)

Die selektive Hydrierung der exocyclischen Doppelbindung von (-)-Muurola-4,11-dien (22)
und von (+/-)-y-Muurolen (23) und die Untersuchungen dieser Hydrierungsprodukte an
modifizierten Cyclodextrin-Phasen lieferten die absolute Konfiguration. Das
(+)-Enantiomer von Muurola-4,11-dien (22) konnte ebenfalls als Naturstoff aus dem
dtherischen Ol des Laubmooses Mnium hornum (L.) isoliert werden. Die
Enantiomerentrennung von (+/-)-Muurola-4,11-dien gelang an der 2,6-Me-3-Pe-f3-

Cyclodextrin Phase.



Zusammenfassung 118

Die absolute Konfiguration von Cadina-4,11-dien (27) wurde analog zu der Bestimmung
der absoluten Konfiguration von (-)-Muurola-4,11-dien (22) durchgefiihrt. Da der Drehsinn
von Cadina-4,11-dien (27) aufgrund zu geringer Substanzmenge nicht bestimmt werden

konnte, lief3 sich der absoluten Konfiguration kein Drehwert zuordnen.

Die #therischen Ole von Lebermoosen (Hepaticae) sind reichhaltige Quellen fiir unbekannte
sesquiterpeniode Verbindungen. Oftmals stellen die Inhaltsstoffe aus Lebermoosen die
,sungewOhnlichen“ Enantiomere zu denen aus hoheren Pflanzen dar. Die Isolierung und
Strukturaufkldrung von Bestandteilen aus Lebermoosen hat in den letzten Jahren Bedeutung
erlangt, weil ihnen eine Vielzahl an biologischen Aktivititen zugeschrieben werden

konnten.

In Abschnitt 4.5 und 4.6 wurden die Untersuchungen von Jungermannia lanceolata und

Dumortiera hirsuta (Hepaticae) beschrieben.

Aus dem itherischen Ol von J. lanceolata konnten neben vielen bekannten mono- und
sesquiterpenoiden Komponenten die neuen Verbindungen (-)-o-Neocallitropsen (102) und
(+)-Acorenol B (104) mit Acoran-Geriist isoliert und charakterisiert werden. Die
Aufkldrung der Konstitution dieser Verbindungen wurden mit spektroskopischen Methoden
vorgenommen. Die relative und absolute Konfiguration konnte durch Auswertung des
NOESY-Spektrums und durch chemische Korrelation mit literaturbekannten Verbindungen

durchgefiihrt werden.

(-)-o-Neocallitropsen (102) (+)-Acorenol B (104)

Da im étherischen Ol von Dumortiera hirsuta viele Verbindungen als Neben- bzw. Spuren-
komponenten vorkommen, wurden zu deren Identifizierung Referenzsubstanzen aus
bekannten Quellen isoliert bzw. synthetisiert. AnschlieBend gelang die Charakterisierung
der Komponenten durch Co-Injektion an verschiedenen GC-Séulen und durch Vergleich der

Massenspektren.
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Das itherische Ol von D. hirsuta enthilt viele bekannte Komponenten, die bisher selten in
Lebermoosen gefunden wurden. Durch enantioselektive 2D-gaschromatographische
Untersuchungen lieB sich zeigen, daB3 die Komponenten Cyclosativen (110), o-Copaen
(111), Guaia-6,9- dien (115), cis-o-Bergamoten (49) und frans-o-Bergamoten (98) in dem
dtherischen Ol ausschlieBlich in der ,,ungewdhnlichen Enantiomerenform vorkommen.

Dabei wurden (+)-cis-o-Bergamoten (49) und (+)-frans-o-Bergamoten (98) zum erstenmal

aus einer natlirlichen Quelle identifiziert.
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6 Abstract

The isolation and structure elucidation of natural products remains a very important field of
organic chemistry. The amazing progress beeing made in chromatography and spectroscopy
— mainly the introduction of 2D- and 3D-NMR techniques — have enabled the isolation and
structure elucidation of products from various origin. It is now possible to elucidate such
complicated structures which few years ago seemed unthinkable to chemists.

The present thesis describes the isolation and structure elucidation of sesquiterpenoids from
essential oils. Essential oils from higher plants — Petasites hybridus and Amyris balsamifera
— and also from liverworts — Jungemannia lanceolata and Dumortiera hirsuta — were
investigated. Sterechemical correlation of some known sesquiterpenoids are also reported.
The investigation of the oil of Petasites hybridus led to the identification of many known
sesquiterpenoids, (-)-eremophylene (54), y-humulene (53), o-santalene (48), (-)-albene (37),
and B-bisabolene (56). Furthermore modhephene (44), silphinene (40), o-isocomene (45),
B-isocomene (47), silphiperfol-7-ene (39), and 7-o-H-silphiperfola-5-ene (38) were
identified, which are characteristic of the familly of the Asteraceae, but have not yet been
described in the Petasites genus. Moreover, from the essential oil of Petasites hybridus two
new sesquiterpene hydrocarbons were isolated and characterized which were called

(-)-petasitene (46) and (-)-pethybrene (43).

(-)-Petasiten (46) (-)-Pethybren (43)

The skeleton and the relative configuration of these products was derived from 1D- and
2D-NMR spectra. The confirmation of the structure and also the absolute configuration of
(-)-petasitene was achieved by combination of its partial synthesis from (-)-albene and

enantioselective gas chromatography. The absolute configuration of (-)-pethybrene (43)
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resulted from its stereoselective chemical transformation to (-)-isocomene (45) of known

absolute configuration. A hypothetical biogenetic pathway for the two compounds is
described.

From the essential oil of Amyris balsamifera, the two new sesquiterpene hydrocarbons
(-)-muurola-4,11-diene (22), and cadina-4,11-diene (27) were isolated by a combination of
preparative GC and TLC over silver nitrate precoated plates. The constitution of these

compounds was obtained by NMR. Their absolute configuration was derived from the

interpretation of the NOESY diagram and some chemical transformations.

H
X X
(-)-Muurola-4,11-dien (22) Cadina-4,11-dien (27)

The selective hydrogenation of the isopropenyl double bond of (-)-muurola-4,11-diene (22)
and a (+/-)-Muurolene (23) authentic sample enabled the determination of the relative
configuration by capillary GC. Further analysis of the two samples by enantioselective
capillary GC on modified cylodextrin phases gave the absolute configuration of (22). In
addition the (+)-enantiomer of muurola-4,11-diene was isolatad from the essential oil of
Mnium hornum (L) (Musci). The enantiomeric separation of (+/-)-muurola-4,11-diene was

achieved on a capillary column with 2,6-Me-3-Pe-B-cyclodextrin.

The absolute configuration of cadina-4,11-diene (27) was determined by the same procedure
which was used for (-)-muurola-4,11-diene (22). The optical rotation of cadina-4,11-diene

(27) could not be determined because of the too small quantity of isolated product.

Essential oils of liverwort are rich sources of sesquiterpenoids. It has been found that
liverworts usually produce unusual enantiomers of secondary metabolites as encountered in

higher plants.
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The paragraphs 4.5 and 4.6 describe the investigation of Jungermannia lanceolata and

Dumortiera hirsuta (Hepaticae).

The study of the oil of J. lanceolata led to the identification of many mono- and
sesquiterpenoids, but also to the isolation and characterization of two unknown acorane-type
sesquiterpene hydrocarbons : (-)-a-neocallitropsene (102) and (+)-acorenol B (104). Their
structure was determined by combination of spectroscopic methods — mass spectrometry
and NMR spectrocopy — and chemical correlation with compounds of known absolute

configuration.

(-)-o-Neocallitropsen (102) (+)-Acorenol B (104)

The essential oil of Dumortiera hirsuta contains a great variety of minor constituents and it
is therefore difficult to isolate them for characterization. For identification standard samples
were isolated from other sources or synthezised and their identification was performed by
co-injection in capillary gas chromatographs equipped with different columns, and by

comparison of their mass spectra.

The essential oil of D. hirsuta contains many known compounds which up to now have not
been described as liverwort constituents. Using two-dimensional enantioselective gas
chromatography it could be proved that only the rare enantiomers of cyclosativene (110), o-
copaene (111), guaia-6,9-diene (115), cis-o-bergamotene (49) und trans-o-bergamotene
(98) are present in the oil of D. hirsuta. It should be mentioned that for the first time (+)-cis-

o-bergamotene (49) and (+)-trans-o-bergamotene (98) were identified in a natural source.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Mefgerite und Methoden

Kapillargaschromatographie:

Es wurden die Gerite Fractovap 2101AC, 2150, 4160 und Mega 5300 der Firma Carlo Erba,
sowie Dani 3900 und ein Micromat 412 der Firma Orion verwendet. Stereochemische
Untersuchungen wurden mit den modifizierten Cyclodextrin-Phasen 2,6-Me-3-Pe-B-CD
oder 6-TBDMS-2,3-Me-B-CD durchgefiihrt. Fiir achirale gaschromatographische Analysen
wurden 25 m fused-silica-Kapillaren, belegt mit CpSil-5 und CpSil-19 verwendet.
Zweidimensionale Gaschromatographie wurde mit einem Siemens Sicromat 2 mit einer
25 m fused-silica-Kapillare CP-Sil 5 als Vorsdule und einer 25 m fused-silica-Kapillare mit
20 % 2,6-Me-3-Pe-B-CD in OV-1701 als Hauptsdule durchgefiihrt. Alle Gerdte waren mit
Flammenionisationsdetektoren und Splitinjektoren ausgestattet, als Tragergas diente
Wasserstoff. Die Aufzeichnung 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.

Durchfiihrung von stereochemischen Untersuchungen mittels enantioselektiver
zweidimensionaler Gaschromatographie:

Die Durchfiihrung von stereochemischen Untersuchungen chiraler Komponenten mittels
enantioselektiver zweidimensionaler Gaschromatographie wird im allgemeinen in vier
Schritten vorgenommen. Im ersten Schritt wird die Retentionszeit der zu untersuchenden
Komponente an der Vorsdule bestimmt. Im zweiten Schritt wird die Komponente mittels
einer ,,live-Schaltung® auf die chirale Hauptsdule transferiert und die Retentionszeit auf der
Hauptsdule bestimmt. Als drittes kann die Co-Injektion der zu untersuchenden Komponente
mit racemischen Referenzsubstanzen und deren Transfer auf die Hauptsdule folgen. Im
vierten und letzten Schritt werden die racemischen Referenzsubstanzen eingespritzt und
deren Retentionszeiten auf der Hauptséule bestimmt. Durch den Vergleich der erhaltenen
Retentionszeiten auf der chiralen Hauptsdule wird eine Zuordnung beziiglich der

Konfiguration der Komponenten getroffen.
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Priaparative Gaschromatographie:

Es wurden fiir die priaparative Gaschromatographie modifizierte Gaschromatographen des

Typs Varian 1400 bzw. 2800 mit einem Flammenionisationsdetektor verwendet. Die

Trennungen wurden an folgenden gepackten Saulen durchgeﬁjhrtiz

Saule Misch Anteil Bela- Trdger i.D  Linge Siulen-
Phase CD dung [mm] [m] material
(w/w)  (w/w)
[SE30] - - 6.4% W-HP 43 1.85 Edelstahl
[SE30] - - 10% W-HP 43 1.85 Edelstahl
[2,6-Me-3-Pe-B-CD/W] OV-1701  50% 5%  W-HP 43 1.85 Edelstahl
[2,6-Me-3-Pe-B-CD] SE-52 50% - W-HP 53  2.00 Silcosteel
[6-T-2,3-Me-B-CD] SE-52 50% 6.4% W-HP 53 1.95 Silcosteel
[6-T-2,3-Me-B-CD] SE-52 50% - W-HP 53  2.00 Silcosteel
[6-Me-2,3-Pe-B-CD] SE-52 50% 2.5% G-HP 53  2.00 Silcosteel

Als Tragergas diente Helium, eluierte Substanzen wurden in einem Teflon-Schlauch, der in

ein Kiihlbad mit fliissigem Stickstoff getaucht war, aufgefangen.
NMR-Spektroskopie:

Die Messungen der 'H-, C- und DEPT-Spektren sowie aller zweidimensionaler
Korrelationsspektren (lH-]H-COSY, '"H-1*C-cosy, HMQC, HMBC, NOESY) erfolgten
mit den Gerdten WM 400 ("H: 400 MHz, °C: 100.62 MHz) und DRX 500 ("H: 500 MHz,
13C: 125.77 MHz) der Firma Bruker. Als interner Standard diente Tetramethylsilan (8 = 0
Chloroform

In den meisten Féllen dienten als Losungsmittel deuteriertes

ppm).
(mind. 99.6 % D) oder Deuterobenzol der Firma Merck.

Fiir die Absicherung der Struktur von den zu Vergleichszwecken isolierten bekannten
Verbindungen wurden meist 'H-NMR- und 'H-'H-COSY-Spektren angefertigt. Zur
Strukturaufklirung von unbekannten Verbindungen wurden, sofern es moglich war,
zusitzlich *C-, DEPT-, 'H-">C-, COLOC-, HMQC-, HMBC- und NOESY-Spektren

ausgewertet.

' Fiir die préparative Gaschromatographie wurden die gepackten Séaulen selbst hergestellt bzw. die von
Dr. I. H. Hardt hergestellten Séulen verwendet.
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Massenspektometrie:

Die gaschromatographisch-massenspektrometrischen Analysen wurden an dem Sektorfeld-
Gerdit VG70-250 S der Firma VG Analytical, das mit einem Hewlett-Packard
Gaschromatographen HP 5890 gekoppelt war, durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten
mittels ElektronenstoBionisation (EI) bei 70 eV. Fiir die GC-MS-Untersuchungen wurde
auch ein lontrap-Massenspektrometer ITD 800 der Firma Finnigan, gekoppelt mit einem
Dani 6500 Gaschromatographen, eingesetzt. Als Tragergas diente jeweils Helium.

Angegeben werden Massenzahlen (m/z) und relative Intensititen (in %) bezogen auf den

Basispeak.
Polarimetrie:

Die qualitative und quantitative Bestimmung des Drehwertes wurde mit einem Perkin-
Elmer 243 Polarimeter mit einer 1 dm Kiivette bei 589 nm durchgefiihrt. Als Losungsmittel

wurden Chloroform p.a. und n-Hexan p.a. verwendt.
Diinnschicht-Chromatographie (TLC):

Fiir diinnschichtchromatographische Bestimmungen wurde Aluminiumfolie der Firma
Merck verwendet, die mit Kieselgel 60 F,s4 beschichtet war (Schichtdicke 0.2 mm). Die
priaparativen diinnschichtchromatographischen Isolierungen wurden mit Glasplatten
(2020 cm), beschichtet mit Kieselgel (SIL G-25 HR/UV,s4, Schichtdicke 0.25 mm), der
Firma Macherey-Nagel oder Merck durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte meist durch
Aufsprithen einer 10% igen ethanolischen Schwefelsdurelosung mit anschliefender

Verkohlung der Substanzen mittels eines HeiBluftfons.
Herstellung von Silbernitrat imprégnierten priaparativen TLC-Platten:

In einer lichtgeschiitzten Wanne (20x15x10 cm) wurden 100 ml Ethanol/Wasser (1:4)
vorgelegt und je nach Trennproblem Silbernitrat zugesetzt (die Menge an zugesetztem
Silbernitrat wurde nach mehreren Test DC-Laufen bestimmt). AnschlieBend wurden
praparative TLC-Platten (10x20 cm) in die Wanne gelegt und auf einem Schiittler 1 Stunde
inkubiert. AnschlieBend wurden die Platten ca. eine Stunde lang bei 110°C im

Trockenschrank getrocknet.
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Fliissig-Chromatographie:

Saulenchromatographische Trennungen wurden an Kieselgel 60 (0.040-0.063 mm) der
Firma Merck durchgefiihrt. Die Sdulen wurden, wenn nicht anders beschrieben, trocken

gepackt und bei einem Uberdruck von 0.2-0.4 bar (,,Flash-Bedingungen*) betrieben.
Reagenzien und Losungsmittel:

Fiir die gaschromatographischen Untersuchungen wurden ausschlieBlich p.a. Losungsmittel
der Firma Merck und Fluka verwendet. Fiir die Fliissigchromatographie benutzte
Losungsmittel wurden vor dem Gebrauch einmal destilliert. Die #therischen Ole von
hoheren Pflanzen — soweit sie kommerziell erhéltlich sind — wurden freundlicherweise von
K.-D. Protzen, Paul Kaders GmbH, Hamburg, und von der Firma Végele, Lauffen, zur
Verfiigung gestellt. Von Dr. D. Joulain, Grasse, stammt die Sesquiterpenkohlen-
wasserstoffprobe aus Neocallitropsis pancheri. Von Prof. Dr. K. H- Kubeczka, Universitit
Hamburg, stammten zahlreiche Proben von itherischen Olen, die nicht kommerziell
erhéltlich sind. Kommerziell erhiltliche Sesquiterpenkohlenwasserstoff-Standards wurden
groftenteils von Fluka, Merck, Roth und Sigma bezogen. Weitere Reagenzien fiir die

durchgefiihrten Synthesen wurden von den Firmen Merck, Fluka oder Aldrich bezogen.
Gewinnung der itherischen Ole:

Das Pflanzenmaterial von hoheren Pflanzen wurde, sofern erforderlich mit einer
Gartenschere zerkleinert, um anschlieend mit einem handelsiiblichen Kiichenmixer oder
einem mechanischen Fleischwolf piiriert zu werden. Das so vorbehandelte Pflanzenmaterial
wurde einer Wasserdampfdestillation nach Sprecher[log] (ca. zwei Stunden) unterzogen. Das
Pflanzenmaterial von Lebermoosen wurde nach sorgfiltigem Entfernen von
Verunreinigungen frisch mit einem Kiichenmixer zerkleinert und einer Wasser-
dampfdestillation nach Sprecher (ca. zwei Stunden) unterzogen. Das kondensierte

dtherische Ol wurde in 1 ml #n-Hexan p.a. aufgenommen.
Herkunft und Identifizierung der Lebermoose:

Die in dieser Arbeit untersuchten Lebermoose Jungermannia lanceolata aus dem
Welzheimer Wald (Stiddeutschland) und Dumortira hirsuta aus Brasilien wurden von

Dr. H. Muhle (Universitat Ulm) gesammelt und identifiziert.
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Herkunft und Identifizierung der hoheren Pflanzen:

Die hoheren Pflanzen Petasites hybridusi, Petasites albus, Silphium perfoliatum, Cistus
incanus und Juniperus chinensis wurden aus dem Botanischen Garten, Universitit

Hamburg, bezogen.

7.2 Isolierung und Darstellung terpenoider Verbindungen

In den folgenden Kapiteln werden die Isolierungen und fiir die Strukturaufklarung
durchgefiihrten Synthesen beschrieben. Verbindungen, die als Referenzsubstanzen isoliert
wurden, werden lediglich benannt und 'H-NMR-Daten angegeben. Da sehr viele
Hydrierungs- und Umlagerungsreaktionen zu Vergleichszwecken im MicromaRstab
durchgefiihrt worden sind, konnte die Identifizierung dieser Produkte lediglich mittels GC-
MS durchgefiihrt werden. Daher werden zur Charakterisierung dieser Komponenten nur

Massenspektren angegeben.

7.2.1 Isolierung von (-)-Muurola-4,11-dien (22) aus Amyrisol

Fiir die Abtrennung der Kohlenwasserstoffe von den sauerstofthaltigen Komponenten des
Amyriséls wurde 1 g Ol einer Trockensdulenchromatographie (100 g Kieselgel 60
0.040-0.063 mm gefiillt in eine unten mit einen Hahn versehenen Glassdule; Linge: 30 cm,
i.D.: 3 cm) unterzogen. Die Kohlenwasserstoffe wurden mit n-Hexan p.a. (ca. 300 ml)
eluiert. Da die Trennung der Kohlenwasserstoffe von den sauerstoffhaltigen Komponenten
mihelos durchgefiihrt werden konnte, wurden die Kohlenwasserstoffe in einer Fraktion
aufgefangen.

Spéter wurden die sauerstofthaltigen Komponenten mit Diethylether (ca. 450 ml) von der
Sdule eluiert. Nach dem Einengen der Kohlenwasserstoff-Fraktion mittels Rotations-
verdampfer auf ca. 2 ml wurde eine priparative gaschromatographische Trennung
vorgenommen. Aus mehreren Einspritzungen dieser Fraktion lieen sich an der 2,6-Me-3-
Pe-B-CD-Phase (85°C, 2°C/min bis 160°C und 3.3 bar Helium (ca. 240ml/min))
verschiedene Fraktionen erhalten, wobei das Muurola-4,11-dien (22) auf 47 % angereichert

wurde.

! Petasites hybridus ist eine weit verbreitete Pflanze, so dal man sie auch in Hamburg an mehreren Orten
finden kann. Fiir detaillierte Untersuchungen wurde P. hybridus an der AuBlenalster (Hamburg) gesammelt und
chemotaxonomisch bestimmt.
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Diese Fraktion wurde auf einer mit Silbernitrat impragnierten préaparativen TLC-Platte
(10x20 cm, Schichtdicke 2 mm, Kieselgel 60 F,s4) aufgetrennt. Dazu ist die TLC-Platte
flinfmal mit dem Laufmittel n-Hexan / Ethylacetat (5:1) entwickelt worden.

AnschlieBend wurde die Fraktion Muurola-4,11-dien (22) von der Platte gekratzt und mit
n-Hexan p.a. aufgenommen. Nach dem Abfiltrieren und Einengen wurden ca. 1-2 mg

Muurola-4,11-dien (22) erhalten.

7.2.2 Isolierung von (+)-Muurola-4,11-dien (22) Mnium hornum:

Die Isolierung von ca. 1 mg (+)-Muurola-4,11-dien (22) aus dem é#therischen Ol, welches
durch Wasserdampfdestillation aus ca. 100 g (Frischgewicht) Mnium hornum erhalten
wurde, wurde mittels préparativer Diinnschichtchromatographie (Laufmittel: Hexan)

durchgefiihrt.
Muurola-4,11-dien (22):

"H-NMR (500 MHz, C¢Dg): & (in ppm) = 1.00 (d, 3H), 1.23-1.31
(m, 2H), 1.34-1.42 (m, 1H), 1.49-1.61 (m, 4H), 1.63 (br. s, 3H), H
1.68 (br. s, 3H), 1.75-1.79 (m, 3H), 2.06 (ddd, 1H), 2.28-2.34 (m,

1H), 4.88 (br. s, 2H), 5.48 (m, 1H).

H
BC-NMR (100.6 MHz, C¢Dg): & (in ppm) = 19.69 (q), 20.41 (q), X

23.84 (q), 26.08 (q), 26.53 (t), 28.08 (1), 30.84 (t), 33.30 (d), 34.98 (-)-22
(d), 39.44 (d), 48.62 (d), 110.92 (t), 126.21 (d), 133.28 (s), 148.51 (s).

MS (EL, 70 eV) m/z (%): 204 (31), 189 (39), 175 (7), 162 (22), 147 (19), 133 (20),
121 (100), 119 (91), 107 (21), 105 (37), 94 (50), 93 (78), 91 (41), 81 (50), 79 (63), 67 (31),
55 (43), 41 (68)

7.2.3 Die Isolierung von Cadina-4,11-dien (27) aus Amyrisol

Die Isolierung von Cadina-4,11-dien (27) gelang ebenfalls nach den Trennschritten, die
bereits fiir Muurola-4,11-dien (22) beschrieben worden sind (siche oben). Jedoch zeigt
Cadina-4,11-dien (27) im Gegensatz zu Muurola-4,11-dien (22) eine stirkere
Komplexierung mit Silberionen (niedrigere Re-Werte), bei mit Silbernitrat impraginerten
TLC, wodurch erst eine Trennung moglich wird. So konnten fiir die NMR-Untersuchungen

ca. 0.5 mg Cadina-4,11-dien (27) bereitgestellt werden.
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Cadina-4,11-dien (27):

"H-NMR (500 MHz, C¢D¢): 8 (in ppm) = 0.73-0.81 (m, 1H), 0.89
(d, CH3), 0.98-1.08 (m, 2H), 1.09-1.16 (m, 1H), 1.39 (ddd, 1H),
1.63 (s, CHj3), 1.65 (s, CH3), 1.57-1.81 (m, 3H), 1.83-1.99 (m, 4H),
4.87 (m, 1H), 4.90 (m, 1H), 5.55 (br. s, 1H).

i

MS (EL 70 eV) m/z (%): 204 (35), 189 (26), 175 (9), 162 (17),
161 (17), 147 (21), 133 (28), 121 (100), 119 (94), 107 (31), 105
(41), 93 (83), 91 (48), 81 (50), 79 (57), 69 (63), 55 (46), 41 (100)

7.2.4 Selektive partielle Hydrierung von (-)-Muurola-4,11-dien (22)

Zu einer Losung von ca. 0.01 mg Muurola-4,11-dien (22) in 1 ml Ethanol/Benzol (1:1)
wurde in katalytischen Mengen Wilkinson-Katalysator ((C¢Hs);P);RhCl zugesetzt.
Anschlieend wurde fiir 2 min. Wasserstoff eingeleitet. Nach 4 Stunden Riihren bei
Raumtemperatur wurde die Losung eingeengt, der Riickstand in 1 ml n-Hexan p.a.
aufgenommen und filtriert und das Losungsmittel eingeengt. Die anschlieenden GC-Unter-

suchungen zeigten quantitative Umsetzung zu Muurola-4-en (23a).

Muurola-4-en (23a):

MS (EL 70 eV) m/z (%): 206 (7), 164 (15), 163 (100), 162 (11), 150
(11), 135 (8), 121 (22), 107 (37), 95 (22), 93 (28), 81 (33), 79 (22), H
69 (12), 55 (19), 41 (22).

Nach diesem Syntheseprinzip wurden fiir Vergleichszwecke die H
Verbindungen y-Muurolen (23), y-Cadinen (24) und y-Amorphen

(25) sowie Cadian-4,11-dien (27) selektiv partiell hydriert und 23a
mittels GC-MS charakterisiert. Da Massenspektren der Isomere der jeweiligen

Verbindungen nahezu gleich sind, wird nur eines der beiden Massenspektren angegeben.

Muurola-4-en (23a-b):

MS (EL 70 eV) m/z (%): 206 (7), 164 (15), 163 (100), 162 (11), 150 (11), 135 (8), 121 (22),
107 (37), 95 (22), 93 (28), 81 (33), 79 (22), 69 (12), 55 (19), 41 (22).
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Cadina-4-en (24a-b):

MS (EL 70 eV) m/z (%): 206 (14), 189 (10), 164 (15), 163 (100),
162 (30), 150 (9), 133 (7), 131 (7), 121 (31), 107 (50), 95 (31), 93
(41), 81 (70), 77 (22), 69 (18), 55 (39), 41 (57).

Amorpha-4-en (25a-b):

MS (EL 70 eV) m/z (%): 206 (7), 164 (15), 163 (100), 162 (11), 150
(9), 135 (7), 121 (22), 107 (37), 95 (22), 93 (27), 81 (33), 79 (22),
69 (11), 55 (16), 41 (22).

Cadina-4en (24a):

MS (EL 70 eV) m/z (%): 206 (14), 189 (10), 164 (15), 163 (100),
162 (30), 150 (9), 133 (7), 131 (7), 121 (31), 107 (50), 95 (31), 93
(41), 81 (70), 77 (22), 69 (18), 55 (39), 41 (57).

24 a

7.2.5 Totale Hydrierung von (-)-Muurola-4,11-dien (22)

Eine Losung von 0.01 mg (-)-Muurola-4,11-dien (22) in 1 ml n-Hexan p.a. wurde mit einer
katalytischen Menge von Palladium auf Aktivkohle (15%-Pd) versetzt und unter Riihren
2 min. Wasserstoff eingeleitet. Nach vier Stunden wurde der Katalysator abfiltriert. Durch
GC-MS-Untersuchungen konnten die Produkte — zwei Isomere — identifiziert werden. Da
die Massenspektren der beiden Isomere nahezu identisch sind, wurden nur die MS-Daten

einer Verbindung angegeben.
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H
MS (EL 70 eV) m/z (%):208 (6) [M'], 166 (14), 165 (60), 164
(28), 149 (9), 135 (3), 123 (20), 109 (100), 95 (72), 83 (31), 81
(37), 69 (24), 67 (28), 55 (37), 41 (31). H
26 a

Analog zur oben beschriebenen Durchfiihrung der Totalhydrierung wurden Cadina-4,11-
dien (27) und Cadina-1,4-dien (28) umgesetzt und durch GC und GC-MS charakterisiert.
Die Isomere aus Cadina-4,11-dien (27) sowie aus Cadina-1,4-dien (28) zeigen jeweils
nahezu identische Massenspektren jedoch bei unterschiedlichen Retentionszeiten.

Deswegen sind nur die Massenspektren der ,,entsprechenden® Isomere angegeben.

Totale Hydrierung von Cadina-4,11-dien (28¢c-d):

i

MS (EL 70 eV) m/z (%): 208 (11) [M'], 166 (20), 165 (72), 164
(9), 149 (5), 135 (2), 123 (16), 109 (100), 95 (66), 83 (33), 81 (38),
69 (26), 67 (30), 55 (41), 41 (35).

Totale Hydrierung von Cadina-1,4-dien (28a-d)
28 c

MS (EL 70 eV) m/z (%): 208 (11) [M'], 166 (20), 165 (72), 164 (9), 149 (5), 135 (2), 123
(16), 109 (100), 95 (66), 83 (33), 81 (38), 69 (26), 67 (30), 55 (41), 41 (35).

7.2.6 Isolierung der Komponenten 38, 40, 44, 45, 47 aus Silphium perfoliatum

Die Isolierung der auf Seite 54 beschriebenen Verbindungen aus dem Wasserdampfdestillat
der Pflanze Silphium perfoliatum wurde in zwei Trennschritten erzielt. Im ersten Schritt
wurde das Wasserdampfdestillat mittels priaparativer Gaschromatographie an der 2,6-Me-3-
Pe-B-CD-Phase (80°C, 2°C/min., 160°C, 3.3 bar Helium (ca. 240 ml/min)) einer
Fraktionierung unterzogen. AnschlieBend konnten aus den entsprechenden Fraktionen der
prap. GC o-Isocomen (47), B-Isocomen (45), Silphinen (40), Modhephen (44) und 7-o-H-
Silphiperfolen (38) mit Hilfe Silbernitrat imprégnierter priaparativer TLC-Platten (s.o.) in

einer Reinheit von jeweils tiber 93% isoliert werden.
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Modhephen (44):

"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (in ppm) = 0.97 (br. s, 3H), 0.98 (br. s,
3H), 1.00 (d, 3H), 1.01-147 (m, 6H), 1.60 (d, 3H), 1.63-1.82 (m, 4H),
1.99-2.07 (m, 1H), 4.82 (q, 1H).

BC-NMR (67.5 MHz, CDCl3) § (in ppm) = 13.7 (q), 15.7 (q), 27.3 (q),
27.3 (1), 29.3 (q), 30.0 (t), 34.4 (1), 36.0 (t), 38.7 (1), 44.0 (d), 46.0 (s),
66.4 (s), 73.2 (s), 135.4 (d), 141.1 (s).

—

-)-44
MS (EL 70 eV) m/z (%): 204 (13) [M'], 189 (100), 175 (4), 161 (22), 147 (26), 133 (19),
119 (28), 105 (19), 91 (20), 77 (13), 65 (6), 55 (13), 41 (20).

7-o~-H-Silphiperfolen (38):

"H-NMR (400 MHz, CDCls) & (in ppm) = 0.93 (d, 3H), 0.95 (d,
3H), 0.97 (d, 3H), 1.00-1.47 (m, 9H), 1.66 (br. s, 3H), 4.93 (br. s,
3H).

BC-NMR (67.5 MHz, CDCl3) § (in ppm) = 15.4 (q), 17.2 (q),
17.3 (q), 20.2 (q), 23.3 (t), 29.4 (t), 30.0 (t), 36.0 (t), 37.9 (d),
43.1 (d), 55.2 (d), 57.7 (s), 64.4 (s), 133.3 (d), 142.5 (s).

MS (EL 70 eV) m/z (%): 204 (23) [M'], 189 (13), 175 (100), 162 (6), 161 (6), 147 (17), 133
(28), 121 (30), 119 (30), 105 (27), 91 (31), 77 (20), 67 (11), 55 (26), 41 (41).

Silphinen (40):

"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm) = 0.82 (d, 3H), 0.91 (s,

3H), 0.97 (s, 3H), 1.25 (m, 4H), 1.63 (d, 1H), 1.68 (d, 1H), 1.86 i, JH
(dd, 1H), 1.99 (ddq, 1H), 2.16 (ddd, 1H), 2.45 (ddd,1H), 5.44

(ddd, 1H), 5.58 (ddd, 1H).

BC-NMR (67.5 MHz, CDCls) & (ppm) = 16.4 (q), 26.7 (q), 27.4
(), 27.7 (), 31.1 (q), 37.6 (t), 38.7 (d), 39.4 (s), 49.4 (s), 51.4 (-)-40
(t), 58.7 (t), 64.0 (d), 76.2 (s), 125.4 (d), 138.5 (d).

MS (EL 70 eV) m/z (%): 204 (37) [M'], 189 (61), 175 (20), 163 (24), 161 (28), 148 (46),
147 (62), 133 (61), 121 (33), 119 (43), 107 (50), 105 (70), 93 (43), 91 (100), 77 (46), 69
(20), 65 (20), 55 (44), 41 (100).
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o-Isocomen (45):

"H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) = 0.85 (d, 3H), 1.03 (s,
3H), 1.04 (s, 3H), 1.11-1.28 (m, 4H), 1.28-1.47 (m, 2H), 1.47-
1.59 (m, 2H), 1.56 (d, 3H), 1.69-1.76 (, 1H), 2.00 (m, 1H), 4.85

(q, IH).
BC-NMR (67.5 MHz, CDCl;) § (in ppm) = 13.0 (q), 17.3 (q),

23.2 (q), 24.1 (q), 32.0 (t), 33.7 (1), 37.0 (t), 40.0 (d), 42.7 (t), (-)-45
56.7 (s), 60.0 (5), 63.9 (s), 132.8 (d), 142.8 (s).

MS (EL 70 eV) m/z (%): 204 (9) [M'], 189 (20), 175 (6), 162 (100), 147 (43), 133 (20), 119
(35), 105 (24), 91 (22), 77 (15), 67 (7), 55 (14), 41 (26).

B-Isocomen (47):

"H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm) = 0.91 (d, 3H), 0.98 |

I,
(s, 3H), 1.09 (s, 3H), 1.20-1.76 (m, 10H), 1.99 (m, 1H), 2.09 " il
(d, 1H), 2.33 (ddd, 1H), 4.61 (br. s, 1H), 4.63 (br. s, 1H). _

BC-NMR (67.5 MHz, CDCl3) & (ppm) = 18.0 (q), 23.6 (q),
24.0 (), 24.2 (q), 30.2 (1), 34.7 (t), 40.5 (d), 41.7 (1), 42.8 (1), (-)-47
48.1 (1), 49.6 (s), 55.1 (s), 66.9 (s), 100.9 (t), 162.8 (s).

MS (EL 70 eV) m/z (%): 204 (18) [M'], 189 (57), 175 (9), 161 (31), 147 (44), 134 (26), 133
(46), 121 (54), 119 (48), 109 (86), 108 (100), 93 (70), 91 (76), 79 (67), 77 (50), 67 (41), 55
(57), 41 (100).

7.2.7 Isolierung von Presilphiperfol-7-en (39) aus Matricaria perforata

Aus dem Wasserdampfdestillat der Pflanze Matricaria perforata gelang die Isolierung von
Persilphiperfol-7-en (39) in drei Trennschritten. Als erstes wurde das Wasserdampfdestillat
einer Trockensdulenchromatographie (sieche Abschnitt 7.12.1) unterzogen. AnschlieBend
konnte Presilphiperfol-7-en (39) aus der Kohlenwasserstoff-Fraktion mittels prip. GC
zunéchst an der 6-Me-2,3-Pe-B-CD-Phase (80°C, 2°C/min. 160°C, 3.3 bar Helium (ca. 240
ml/min)) dann an der 2,6-Me-3-Pe--CD-Phase (80°C, 2°C/min. 160°C, 3.3 bar Helium (ca.

240 ml/min)) getrennt und rein erhalten werden.
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Presilphiperfol-7-en (39)

"H-NMR (400 MHz, C¢Dg) & (ppm) = 0.99 (d, 3H), 1.17 (s,
3H), 1.21 (s, 3H), 1.35 (s, 3H), 1.59 (m, 1H), 1.83 (d, 4H), 1.87
(d, 1H), 1.94 (m, 1H), 2.01 (m, 1H), 2.22 (ddd, 1H)

BC-NMR (100.6 MHz, C¢D¢): & (ppm) = 20.4 (q) 21.5 (1), 26.3
(q), 28.5 (q), 31.6 (q), 33.4 (1), 35.5 (1), 36.1 (d), 40.4 (1), 43.9
(d), 49.1 (s), 52.7 (s), 55.5 (1), 131.4 (s), 156.2 (s)

MS (EL 70 eV) m/z (%): 204 (52) [M'], 189 (98), 175 (20), 161 (74), 148 (37), 147 (70),
133 (44), 119 (100), 105 (51), 91 (50), 77 (26), 65 (13), 55 (28), 41 (41).

7.2.8 Isolierung von Petasiten (46) aus Petasites hybridus:

Das dtherische Ol (ca. 1 ml) von P. hybridus wurde auf eine Trockensiule (25 cm, 5 cm
1.D.) aufgetragen und mit p.a. n-Hexan fraktioniert. Die Kohlenwasserstoff-Fraktion wurde
zuerst an der 2,6-Me-3-Pe-B-CD-Phase (80 °C, 2 °C/min 160 °C, 3.3 bar Helium (ca. 240
ml/min)) aufgetrennt. Anschlieend wurde die entsprechende Fraktion erneut mit prap. GC
an der 6-T-2,3-Me-B-CD-Phase (80 °C, 2 °C/min 160 °C, 3.3 bar Helium (ca. 240 ml/min))

getrennt.
(-)-Petasiten (46):

"H-NMR (400 MHz, C¢D¢) & (ppm) = 0.96 (s, 6H, 2-, CH;-6),
1.00 (dt, 1H, H-10-anti, ’J = 9.7 Hz), 1.11 (d, 3H, 12-CH3, *Ji5, 1,
=7.1 Hz), 1.12 (d, 3H, 13-CHj, *J13, 11 = 6.6 Hz), 1.28 (m, 1H, H-
8-ex0), 1.34 (m, 1H, H-9-exo), 1.56 (m, 2H, H-8-endo-,
9-endo), 1.74 (m, 1H, H-10-syn, 2] =97 Hz), 1.79 (br. d, 1H,
H-7), 1.95 (br. d, 1H, H-1), 2.06 (sep. 1H, H-11, *J};, 1, = 7.1 Hz,
)11 13 = 6.6 Hz), 2.22 (dd, 2H, H-5, °J = 8.6 Hz, *Js_4 = 2.6 Hz),
5.38 (t, 1H, H-4, *J, s = 2.6 Hz)

(-)-46

BC-NMR (125 MHz, C¢D) & (ppm) = 17. 17 (q, 2-CHs), 21.14 (q, 6-CH;), 24.17 (t, 8-C),
24.40 (t, 9-C), 25.41 (q, 12-C), 25.61 (g, 13-C), 27.42 (d, 11-C), 34.89 (t, 10-C), 45.75 (d, 1-
C), 47.84 (s, 6-C), 50.63 (t, 5-C), 51.39 (d, 7-C), 59.08 (s, 2-C), 121.47 (d, 4-C), 156.91
(s, 3-C)

MS (EL 70 eV) m/z (%): 204 (4) [M'], 189 (8), 161 (4), 147 (2), 137 (100), 121 (27), 105
(9), 95 (26), 79 (9), 77 (9), 75 (9), 67 (9), 57 (9), 41 (19).
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7.2.9 Herstellung von Petasiten-Epoxid (62)

5 mg (25 umol) Petasiten (46) in 5 ml Chloroform wurden mit 17.3 mg (100 umol) m-
Chlorperbenzoesiure versetzt und ca. 9 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend
wurde die Reaktion durch Zugabe von 5 ml gesittigte Na,SO3-Losung abgebrochen und
aufgearbeitet. = Das  Rohprodukt  wurde  mittels prdp. TLC  angereichert
(Petrolether/Diethyleter 10:1) und durch prip. GC an der 2,6-Me-3-Pe-B-CD-Phase (80 °C,
2 °C/min 160 °C, 3.3 bar Helium (ca. 240 ml/min)) isoliert.

Ausbeute: 3 mg (14 umol, 55% d. Th.).

(-)-Petasiten-Epoxid (62):

"H-NMR (400 MHz, C4Ds) & (ppm) = 0.83 (s, 3H, 7-CH3), 0.92 (d,
6H, 13, 14-CH3, *J = 7.1 Hz), 0.99 (s, 3H, 2-CH3), 1.09 (dt, 1H, 11-
anti-H), 1.24 (m, 1H, 9-exo-H), 1.32 (m, 1H, 10-ex0-H), 1.43 (m,
1H, 9-endo-H), 1.55 (m, 1H, 10-endo-H), 1.62 (m, 1H, 11-syn-H),
1.71 (dd, 1H, 6-H, %J = 14.6 Hz, *Js s = 2.0 Hz), 1.77 (br. d, 1H, 1-
H), 1.82 (d, 1H, 6-H, %J = 14.6 Hz), 2.18 (br. d, 1H, 1-H), 2.25
(sep, 1H, 12-H,*J}5 ;3. 12 14= 7.1 Hz), 3.34 (d, 1H, 5-H, *J4 5 = 2.0
Hz)

BC-NMR (125 MHz, C¢D¢) & (ppm) = 13.89 (q, 2-CH3), 18.31 (q, 13-C), 19.69 (g, 14-C),
20.98 (q, 7-CH3), 21.45 (t, 9-C), 22.31 (t, 10-C), 24.76 (d, 12-C), 33.26 (t, 11-C), 42.62
(d, 1-C), 44.53 (t, 6-C), 48.91 (s, 7-C), 50.01 (d, 8-C), 52.93 (s, 2-C), 62.57 (d, 5-C), 77.61
(s, 3-C)

MS (EL 70 eV) m/z (%): 220 (2) [M'], 205 (4), 187 (2), 177 (4), 153 (100), 135 (10), 121
(5), 107 (16), 93 (11), 79 (10), 67 (10), 55 (10), 41 (17).

7.2.10 Isolierung von (-)-Alben (37) aus Petasites hybridus:

Das itherische Ol (ca. 1 ml) von P. hybridus wurde auf einer Trockensdule (Linge: 25 cm,
1.D.: 5 cm) aufgetragen und mit p.a. n-Hexan fraktioniert. Aus der Kohlenwasserstoff-
Fraktion wurde (-)-Alben (37) mittels prap. GC an der 2,6-Me-3-Pe-B-CD-Phase (80 °C,
2 °C/min 160 °C, 3.3 bar Helium (ca. 240 ml/min)) isoliert.
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(-)-Alben (37):

"H-NMR (400 MHz, CDCl3) § (ppm) = 0.94 (s, 6H, 2-, CH;-6), 0.98
(dt, 1H, 13, H-10-anti, 2J = 9.5 Hz), 1.29 (m, 2H, H-8,9-ex0), 1.56
(m, 2H, H-8,9-endo), 1.63 (m, 1H, H-10-syn, 2/ = 9.5 Hz), 1.79 (m,
2H, 1-, H-7), 2.23 (dd, 2H, H-5, %J = 19.0 Hz, °Js 4 = 5.6 Hz,
“Js.3=2.4 Hz), 5.26 (dt, 1H, H-4,°J, 3= 6.1 Hz, *J4 s = 5.6 Hz), 5.56
(dt, 1H, H-3, °J5 4, = 6.1 Hz, *J5 s = 2.4 Hz)

3

N

BC-NMR (100 MHz, CDCls) & (ppm) = 18.09 (q, 2-CHs), 20.65 (q, 6-CHj), 23.77 (t, 8-C),
23.79 (t, 8-C), 34.16 (t, 10-C), 46.55 (s, 6-C), 47.02 (d, 7-C), 50.27 (d, 1-C), 51.75 (t, 5-C),
56.33 (s, 2-C), 128.30 (d, 4-C), 139.59 (d, 3-C)

MS (EL 70 eV) m/z (%): 162 (2) [M'], 147 (4), 133 (2), 119 (7), 105 (9), 95 (100), 94 (41),
79 (24), 67 (13), 53 (7), 41 (17).

7.2.11 Darstellung von Albenon (65):

In einem 5 ml ,,Druck-Schraubdeckel-Glas®“ wurden 150 mg (0.92 mmol) (-)-Alben
— isoliert aus Petasites hybridus — mit 2 ml Pyridin, 5.2 g (13.9 mmol) Pyridiniumdichromat
(PDC) und einer Spatelspitze Molsieb 4A versetzt und bei 100 °C 15 Stunden geriihrt. Nach
dem Abkiihlen wurde der Reaktionsansatz in 2 ml Wasser gegeben und viermal mit 10 ml
Diethylether extrahiert. AnschlieBend wurden die vereinigten organischen Phasen mit je 10
ml 1 M HCI, gesittigte NaHCO; und gesittigter NaCl-Losung gewaschen, {tber
Magnesiumsulfat getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt wurde sdulenchro-
matographisch  (Hexan/Diethylether 10:1) gereinigt und massenspektroskopisch
charakterisiert.

Ausbeute: 83 mg (0.47 mmol, 51% d. Th.).
(-)-Albenon (65):

MS (EL 70 eV) m/z (%): 176 (100) [M'], 161 (63), 148 (31), 133
(41), 119 (28), 110 (68), 108 (68), 105 (41), 91 (41), 80 (41), 79 (35),
67 (31), 53 (16), 41 (31).
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7.2.12 Darstellung von Albanon (64):

In einem 4 ml Schraubdeckelglas mit Septum wurden 100 mg (0.56 mmol) (-)-Albenon (65)
mit 1 ml Diethylether und einer Spatelspitze Palladum auf Aktivkohle (15 % Pd) versetzt
und unter Rithren Wasserstoff eingeleitet. Nach vier Stunden wurde der Katalysator
abfiltriert und (-)-Albanon (64) quantitativ erhalten und massenspektroskopisch
charakterisiert.

Ausbeute: 100 mg (567 umol, 99 % d. Th.).
(-)-Albanon (64):

MS (EL 70 eV) m/z (%):178 (20) [M'], 163 (6), 156 (6), 135 (4), 122
(44), 111 (22), 94 (100), 79 (50), 77 (28), 67 (37), 53 (28), 41 (61).

7.2.13 Darstellung von Petasitanol (63):

Eine Losung aus 25 mg (140 umol) (-)-Albanon (64) in 10 ml n-Hexan wurde unter einer
Argonatmosphére unter Riickflu3 erhitzt und innerhalb von 2 Stunden mit 30 ml (45 mmol)
Isoprophyllithium (ca. 1.5 M) in Hexan versetzt. Nach 15 Stunden wurde das iiberschiissige
Reagenz mit gesittigter Ammoniumchlorid-Losung zersetzt, anschlieBend wurde viermal
mit je 10 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und iiber eine Kieselgelsdule filtriert.

Ausbeute: Aufgrund des geringen Umsatzes konnte 63 lediglich durch GC-MS identifiziert

werden.

Petasitanol (63):

MS (EI, 70 eV) m/z (%): 222 (1) [M'], 189 (1), 179 (16), 161 (7),
151 (1), 137 (11), 123 (100), 111 (16), 95 (24), 94 (33), 81 (34),
67 (34), 55 (24), 41 (85).

Darstellung von Isopropyllithium: 63

Das als Losungsmittel verwendete n-Hexan wurde iiber Natriumhydrid getrocknet und
frisch destilliert. Das 2-Chlorpropan wurde {iiber Natriumsulfat getrocknet und in
Argonatmosphire destilliert.

Zu 1.04 g (150 mmol) Lithiumpulver in 15 ml siedendem n-Hexan wurden unter einer
Argonatmosphédre 6.4 ml (74 mmol) 2-Chlorpropan in 25 ml n-Hexan innerhalb von
2 Stunden zugetropft. Die Losung wurde weitere 2 Stunden unter RiickfluB3 erhitzt und das

Produkt vom Riickstand unter Argonatmosphare abfiltriert.
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7.2.14 Darstellung von Petasiten (46):

Eine Losung aus ca. 20 pg Petasitanol (63) in 250 pl Diethylether wurde mit einer
Spatelspitze Amberlyst® 15 versetzt und 12 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieBend wurde vom Kationenaustauscher abfiltriert und Petasiten (46) als reines

Produkt erhalten.
(-)-Petasiten (46):

Das Massenspektrum ist identisch mit dem der aus Petasites hybridus isolierten Verbindung

(siche Anhang Seite 157).

7.2.15 Isolierung von Pethybren (43) aus Petasites hybridus:

Das #therische Ol (ca. 1 ml) von P. hybridus wurde auf einer Trockensdule (25 cm, 5 cm
1.D.) aufgetragen und mit n-Hexan p.a. fraktioniert. Die Kohlenwasserstoff-Fraktion wurde
zuerst an der 2,6-Me-3-Pe-B-CD-Saule (80 °C, 2 °C/min 160 °C, 3.3 bar Helium (ca. 240
ml/min)) aufgetrennt. AnschlieBend wurde die entsprechende Fraktion mittels Silbernitrat
imprégnierten TLC-Platten erneut fraktioniert (Laufmittel: Hexan). Eine weitere Trennung
der entsprechenden Fraktion mit prap. GC an der 6-T-2,3-Me--CD-Phase (80 °C, 2 °C/min
160 °C, 3.3 bar Helium (ca. 240 ml/min)) lieferte das Pethybren (43) in 95 % iger Reinheit.

(-)-Pethybren (43):

"H-NMR (500 MHz, C¢D¢) & (ppm) = 1.09 (d, 3H, 2-CH; *J =

7.1 Hz), 1.26 (s, 3H, 2-CH3), 1.31 (s, 3H, 5-CH3) 1.33 (m, 1H, o
3-H), 1.41 (m, 1H, 11-H), 1.50 (m, 1H, 4-H), 1.60 (m, 1H, 9- ot
H), 1.63 (2s, 2H, 6-H), 1.68 (m, 1H, 4-H), 1.74 (m, 1H, 9-H),

1.78 (m, 2H, 10-H), 1.89 (q, 1H, 2-H, *J = 7.1 Hz), 2.07 (m,1H,

3-H), 2.14 (m, 1H, 11'-H), 4.80, 5.04 (2s, 2H, 7-CH,) ()-43

BC.NMR (100 MHz, C¢Dg) & (ppm) = 17.90 (q, 2-CHj), 19.53 (q, 8-CHs), 21.26 (t, 10-C),
24.89 (q, 5-CHs), 27.59 (t, 3-C), 30.31 (t, 11-C), 37.03 (d, 2-C), 40.14 (t, 4-C), 44.00
(t, 9-C), 45.60 (s, 5-C), 48.66 (t, 6-C), 48.95 (s, 8-C), 62.32 (s, 1-C), 99.17 (t, 7-CH.),
162.37 (s, 7-C)

MS (EL 70 eV) m/z (%): 204 (8) [M'], 189 (22), 175 (7), 161 (15), 149 (100), 133 (15), 119
(15), 107 (19), 105 (19), 93 (19), 91 (19), 79 (15), 67 (9), 55 (16), 41 (28).
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7.2.16 Umlagerung von (-)-Pethybren (43) zum (-)-o-Isocomen (34)

0.2 mg (0.9 umol) (-)-Pethybren (43) wurden in 500 ul n-Hexan p.a. mit einer Spatelspitze
Amberlyst” 15 versetzt und bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 2 Stunden wurde die Lsung
vom Kationenaustauscher abpipettiert. Das erhaltene Produkt wurde mittels GC- und GC-

MS-Analyse als (-)-o-Isocomen (34) identifiziert.

7.2.17 Isolierung von (-)-4,5-di-epi-Aristolochen (52) aus Cistus incanus:

Die Isolierung von 7 mg (-)-4,5-di-epi-Aristolochen (52) aus dem itherischen Ol, welches
durch Wasserdampfdestillation aus ca. 500 g Cistus incanus erhalten wurde, wurde mittels
priparativer GC in zwei Schritten durchgefiihrt. Im ersten Schritt wurde das Ol an der
2,6-Me-3-Pe-B-CD-Phase (80 °C, 2 °C/min 160 °C, 3.3 bar Helium (ca. 240 ml/min))
fraktioniert und im zweiten Schritt konnte 52 aus der entsprechenden Fraktion mit der
6-TBDMS-CD-Phase (80 °C, 2 °C/min 160 °C3.3 bar Helium (ca. 240 ml/min)) in

89 %-iger Reinheit isoliert werden.

(-)-4,5-di-epi-Aristolochen (52):

'H-NMR (400 MHz, CDCl;) & (ppm) = 0.82 (d, CHs), 0.92
(s, CHy), 1.09-1.30 (m, 2H), 1.34-1.51 (m, 2H), 1.60-1.70
(m, 1H), 1.73 (s, CHs), 1.70-2.04 (m, 5H), 2.08-2.25 (m, 2H),

4.68-4.72 (m, 2H), 5.34 (m, 1H). |
(-)-52
BC-NMR (67.5 MHz, CDCls) & (ppm) = 15.8 (q), 20.8 (q), 21.1

(@), 29.3 (), 31.5 (t), 31.6 (t), 32.3 (t), 37.7 (d), 38.7 (d), 39.5 (s), 39.7 (t), 108.3 (1), 117.9
(d), 146.4 (s), 150.3 (s).

MS (EL 70 eV) m/z (%): 204 (11) [M'], 189 (13), 175 (2), 161 (24), 147 (11), 113 (17), 121
(24), 105 (100), 93 (33), 91 (33), 79 (22), 67 (11), 55 (22), 41 (33).

Totale Hydrierung von (-)-4,5-di-epi-Aristolochen (52):

Eine Losung von 2.5 ul (-)-4,5-di-epi-Aristolochen (52) in 500 pl n-Hexan p.a. wurde mit
einer katalytischen Menge von Palladium auf Aktivkohle (15%-Pd) versetzt und unter
Riihren 2 min. Wasserstoff eingeleitet. Nach vier Stunden wurde vom Katalysator abfiltriert.
Durch GC- und GC-MS-Untersuchung konnten die Produkte — zwei Isomere — identifiziert
werden. Da die Massenspektren der beiden Isomere nahezu identisch aussehen, wurden die

MS-Daten nur fiir eine Verbindung angegeben.
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Eremophilan (54a-b):

MS (EL 70 eV) m/z (%): 208 (72) [M'], 193 (15), 165 (96), 151 H
(7), 138 (20), 137 (22), 123 (22), 109 (76), 95 (100), 82 (76), 81
(81), 69 (56), 55 (61), 41 (67).

54 a
Mit der oben beschriebenen Vorschrift wurden (+)-Eremophilen

und (-)-Eremophilen einer vollstindigen Hydrierung unterzogen und die Produkte mit GC
und GC-MS charakterisiert. Die Massenspektren der Eremophilan-Isomere (54a-d) sind

nahezu identisch mit dem fiir 54a angegebenen Massenspektrum.

7.2.18 Isolierung von (-)-o-Neocallitropsen (102) aus Jungermannia lanceolata:

Die Isolierung von ca. 1-2 mg (-)-a-Neocallitropsen (102) aus dem &therischen Ol, welches
durch Wasserdampfdestillation aus ca. 20 g (Frischgewicht) Jungermannia lanceolata
erhalten wurde, wurde mittels préparativer GC an der 2,6-Me-3-Pe-f-CD-Phase (80 °C, 2
°C/min 160 °C, 3.3 bar Helium (ca. 240 ml/min)) durchgefiihrt.

(-)-o-Neocallitropsen (102):

"H-NMR (400 MHz, CDCl3) § (ppm) = 0.93 (d, CH;), 1.40-
1.50 (m, 2H), 1.61 (br. s, CH;), 1.64-1.72 (m, 2H), 1.76 (s,
CHs), 1.72-1.84 (m, 3H), 1.87-2.06 (m, 4H), 2.19 (dd, 1H),
4.72 (br. s, 1H), 4.83 (m, 1H), 5.33 (m, 1H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCL3) & (ppm) = 15.80 (q), 23.28 (-)-102
(q), 24.17 (q), 24.20 (1), 27.8 (1), 31.6 (1), 32.3 (1), 37.7 (d), 38.7 (d), 39.5 (s), 39.7 (1), 108.3
(t), 117.9 (d), 146.4 (s), 150.3 (s).

MS (EL 70 eV) m/z (%): 204 (11) [M'], 189 (9), 175 (4), 161 (19), 147 (23), 133 (15), 121
(78), 119 (100), 105 (46), 93 (87), 91 (39), 79 (46), 68 (28), 55 (33), 41 (54).
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7.2.19 Darstellung von (+)-Acorenon aus (-)-o-Neocallitropsen (102):

Selektive partielle Hydrierung von (-)-o-Neocallitropsen (102):

Zu einer Losung von 30 mg (-)-a-Neocallitropsen (102) in 1 ml Ethanol/Benzol (1:1) wurde
in katalytischen Mengen Wilkinson-Katalysator ((C¢Hs);P);RhCl  zugesetzt und
anschlieBend in die Losung 2 min. Wasserstoff eingeleitet. Nach 4 Stunden Riihren bei
Raumtemperatur wurde die Losung eingeengt, der Riickstand in 1 ml n-Hexan p.a.
aufgenommen, filtriert und eingeengt. Die anschlieBenden GC-Untersuchungen zeigten eine

quantitative Umsetzung zu der Verbindung Dihydro-o-Neocallitropsen (102 a).

Dihydro-o-Neocallitropsen (102 a):

MS (EL 70 eV) m/z (%): 206 (16) [M'], 191 (7), 164 (41),
163 (100), 150 (2), 136 (17), 121 (38), 107 (41), 95 (62), 93
(53), 81 (60), 79 (49), 69 (31), 67 (31), 55 (31),
42 (100). 102 a

Allylische Oxydation von Dihydro-o-Neocallitropsen:

Im einem Schraubdeckel-Glas wurden 30 mg Dihydro-o-Neocallitropsen in 1 ml EtOH (95
%) mit ca. 0.5 mg Selendioxid umgesetzt und 9 Stunden bei 80 °C geriihrt. Nach dem
Abkiihlen wurde vom Riickstand abfiltriert und das Eluat eingeengt. Aus dem Rohprodukt
wurde Acorenon (106) mittels TLC (n-Hexan/AcOEt 10:1) isoliert.

(+)-Acorenon (106):

MS (EL 70 eV) m/z (%): 220 (22) [M'], 205 (5), 191 (4),
177 (24), 164 (9), 150 (24), 135 (63), 123 (44), 109 (89), 93
(43), 82 (100), 77 (24), 69 (24), 55 (41), 41 (81).

(+)-106
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7.2.20 Isolierung von (-)-Acorenon (106) aus Acorus calamus:

Die Isolierung von ca. 5 mg (-)-Acorenon (106) aus dem itherischen Ol, welches durch
Wasserdampfdestillation aus ca. 250 g (Frischgewicht) Acorus calamus erhalten wurde,
wurde mittels préparativer Diinnschichtchromatographie (Hexan/Diethylehter 10:1)

durchgefiihrt und NMR-spektroskopisch identifiziert.
(-)-Acorenon (106):

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls) & (ppm) = 15.80 (s), 16.4 (q), 21.8 (q), 24.20 (q), 25.7 (1),
29.3 (d), 30.1 (1), 38.0 (t), 39.0 (1), 47.5 (d), 48.3 (s), 57.2 (d), 135.2 (t), 144. 9 (d), 201.0 ()

Die *C-NMR- und massenspektroskopischen-Daten sind identisch mit den in der Literatur

genannten (MS-Daten siehe oben).

7.2.21 Isolierung von (+)-B-Acoradien (101) aus Jungermannia lanceolata:

Die Isolierung von ca. 0.5 mg (+)-B-Acoradien (101) aus dem itherischen Ol, welches durch
Wasserdampfdestillation aus ca. 20 g (Frischgewicht) Jungermannia lanceolata erhalten
wurde, wurde mittels praparativer GC an der 2,6-Me-3-Pe-B-CD-Phase (80 °C, 2 °C/min
160 °C, 3.3 bar Helium (ca. 240 ml/min)) und einer anschlieBenden Trennung mit

Silbernitrat imprégnierten TLC-Platten (Laufmittel: Hexan) durchgefiihrt.
(+)-B-Acoradien (101):

"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm) = 0.86 (d, CHz), 1.60
(br. s, CHs), 1.74 (br. s, CHs), 1.0-2.4 (m, 11H), 2.28 (dd,
1H), 4.65 (m, 1H), 4.81 (m, 1H), 5.33 (m, 1H).

MS (EL 70 eV) m/z (%): 204 (15) [M'], 189 (7), 175 (2), 161
(18), 147 (18), 133 (13), 121 (78), 119 (100), 105 (44), 93
(81), 79 (50), 77 (35), 67 (31), 55 (33), 41 (61).

7.2.22 Isolierung von (-)-trans-B-Bergamoten (103) aus Jungermannia lanceolata:
Die Isolierung von ca. 0.5 mg (-)-trans-B-Bergamoten (103) aus dem itherischen Ol,
welches durch Wasserdampfdestillation aus ca. 20 g (Frischgewicht) Jungermannia

lanceolata erhalten wurde, wurde mittels praparativer GC an der 2,6-Me-3-Pe-B-CD-Phase
(80 °C, 2 °C/min 160 °C, 3.3 bar Helium (ca. 240 ml/min)) durchgefiihrt und NMR-

spektroskopisch charakterisiert.



Experimenteller Teil 143

(-)-trans-B-Bergamoten (103):

"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm) = 0.71 (s, CHs), 1.42
(d, 1H), 1.62 (br. s, CH;), 1.70 (br. s, CH;), 1.73-1.84 (m,
4H), 195 (m, 2H), 2.01 (m, 1H), 2.28 (m, 2H), 2.52 (br. dd,
2H), 4.56 (br. s, 1H), 4.63 (m, 1H), 5.16 (t, 1H).

-)-103
BC-NMR (75 MHz, CDCl;) & (ppm) = 17.6, 18.6, 23.5, 25.7, ©)

27.1,31.6,38.2,38.7,43.8, 50.2, 106.0, 125.1, 131.1, 152.

MS (EL 70 eV) m/z (%): 204 (6) [M'], 189 (2), 161 (15), 147 (2), 133 (21), 120 (16), 107
(13), 93 (56), 79 (29), 69 (100), 51 (26), 41 (96).

7.2.23 Isolierung von (+)-Acorenol B (104) aus Jungermannia lanceolata:

Die Isolierung von ca. 1 mg (+)-Acorenol B (104) aus dem #therischen Ol, welches durch
Wasserdampfdestillation aus ca. 20 g (Frischgewicht) Jungermannia lanceolata erhalten
wurde, wurde mittels praparativer GC an der 2,6-Me-3-Pe-B-CD-Phase (80 °C, 2 °C/min
160 °C, 3.3 bar Helium (ca. 240 ml/min)) durchgefiihrt.

(+)-Acorenol B (104):

"H-NMR (500 MHz, C¢Ds) & (ppm) = 0.81 (d, 3H, CH;-12,
3J12. 11 = 6.6 Hz), 0.83 (d, 3H, CH3-14 °Ji, | = 6.6 Hz) 1.14
(m, 1H, H-4) 1.40 (m, 1H, H-2), 1.51 (m, 1H, H-3), 1.46 (d,
2H, 6-H *Jg 7 = 7.6 Hz), 1.61 (m, 1H, H-1), 1.67 (m, 2H,
H-10), 1.70 (m, 1H, H-4), 1.74 (m, 1H, H-11), 1.76 (s, 3H,
CH;-15), 4.08, (br. s, 1H, H-7), 5.38, (br. s, 1H, H-9).

(+)-104
BC-NMR (100 MHz, C¢D¢) & (ppm) = 16.27 (q, 14-CHs3), 19.68 (q, 12-CH3), 19.88 (q, 13-
CHs), 23.37 (t, 2-C), 26.22 (t, 3-C), 25.74 (q, 15-CH3), 28.55 (d, 11-C), 31.46 (t, 6-C), 45.47
(d, 1-C), 46.03 (s, 5-C), 46.19 (t, 10-C), 56.75 (d, 4-C), 68.96 (d, 7-C), 124.65 (d, 9-C),
135.84 (s, 8-C).

MS (EL 70 eV) m/z (%): 222 (42) [M'], 204 (18), 189 (5), 179 (11), 161 (36), 151 (22), 138
(18), 119 (100), 109 (46), 105 (79), 95 (43), 91 (48), 84 (50), 77 (34), 69 (34), 55 (56), 41
(100).
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7.2.24 Reduktion von Acorenon B (105):

Eine Losung von 0.5 mg (2.2 umol) Acorenon B (105) in 500 pl abs. Diethylether wurde zu
einer Suspension von 4 mg (0.1 mmol) Lithiumaluminiumhydrid in 2 ml abs. Diethylether
gegeben und iiber Nacht geriihrt. Nach Zugabe von 5 ml Wasser wurde mit je 2 ml
Diethylether dreimal extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter
Natriumchlorid-Losung gewaschen und iiber Magnesiumsulfat getrocknet und eingeengt.
Die Umsetzung erfolgte quantitativ. Es wurde die Reduktion sowohl mit (+)- als auch mit
(-)-Acorenon B durchgefiihrt. Die Produkte wurden massenspektroskopisch identifiziert

(siehe oben).

7.2.25 Isolierung von (+)-Aciphyillen (122) aus Patchouliol:

Die Isolierung von ca. 2 mg (+)-Aciphyllen (122) aus Patchouliél wurde mittels praparativer
GC mit der 2,6-Me-3-Pe-B-CD-Phase (80 °C, 2 °C/min 160 °C, 3.3 bar Helium (ca. 240
ml/min)) und einer anschlieBenden Trennung mit Silbernitrat impréignierten

TLC-Platten (Laufmittel: Hexan) durchgefiihrt und NMR-spektroskopisch charakterisiert.
(+)-Aciphyllen (122):

"H-NMR (400 MHz, CDCl3) § (ppm) = 0.75 (d, 3H, *Jis, 10 =
7.0 Hz CH3), 1.45 (dddd, J; = 13 Hz, J, = 9.5 Hz, J; = 6.5 Hz,
Jy = 6.3 Hz), 1.57 (s, CH3), 1.50-1.73 (m, 3H), 1.72 (s, CHs),
1.80-1.90 (m, 1H), 1.95 (ddt, 1H, J4; = 13.0 Hz, Jo, = 5.0 Hz, J;
= 8.8 Hz), 2.00-2.13 (m, 3H), 2.13-2.30 (m, 2H), 2.40 (br. d,
1H, J = 13.3 Hz), 2.95 (m, 1H), 4.59 (s, 1H), 4.66 (s, 1H). (+)-122

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl3) & (ppm) = 12.94 (q), 14.14 (q), 20.23 (q), 28.52 (t), 31.96
(), 35.14 (1), 36.96 (d), 37.10 (1), 37.44 (1), 45.72 (d), 53.28 (d), 107.55 (1), 132.54 (s),
135.17 (s), 152.83 (s).

MS (EL 70 eV) m/z (%): 204 (42) [M'], 189 (69), 175 (18), 161 (41), 147 (52), 133 (48),
119 (43), 105 (84), 95 (100), 93 (76), 91 (72), 81 (52), 79 (78), 77 (50), 67 (42), 55 (59), 41
(100).
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7.2.26 Synthese von (-)-Aristolochen (120) aus (+)-Nootkaton (126):

Darstellung des Enolacetats (127):

100 mg (0.45 mmol ) (+)-Nootkaton (126) in 50 ml abs. THF wurden zu einer Suspension
aus 15.5 mg (0.65 mmol) NaH in 50 ml abs. THF zugetropft und 12 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurden zu der Losung 100 mg (0.97 mmol)
Acetanhydrid in 50 ml abs. THF innerhalb von 30 min zugegeben und weitere 2 Stunden
geriihrt. Uberschiissiges Reagenz wurde mit 20 ml Wasser zersetzt und das
Reaktionsgemisch mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
mit gesittigter Natriumchlorid-Losung gewaschen und iiber Magnesiumsulfat getrocknet.
Das Produkt wurde mittels GC-MS identifiziert.

Ausbeute: 80 mg (0.30 mmol, 95 % d. Th.).

Enolacetat (127):

AcO
MS (EI, 70 eV) m/z (%): 260 (2) [M'], 219 (9), 203 (6),

177 (100), 159 (2), 150 (20), 136 (13), 135 (47), 121 (2),
105 (6), 91 (18), 77 (6), 67 (4), 55 (4), 41 (86).

127

Reduktion des Enolacetats zum Aristolochen-Alkohol (123):

80 mg (0.30 mmol ) Enolacetat in 20 ml Ethanol wurden bei 0 °C zu einer Losung aus
56 mg (1.5 mmol ) NaBH, in 50 ml Ethanol bei 0 °C zugetropft und 1 Stunde geriihrt. Nach
weiteren 3 Stunden Riihren bei 5 °C wurde der Reaktionsansatz mit 10 %-iger NaOH
versetzt und aufgearbeitet (zur Aufarbeitung wurden ausschlieBlich eisgekiihlte Losungen
verwendet). Das Rohprodukt wurde diinnschichtchromatographisch gereinigt und
massenspektrometrisch charakterisiert.

Ausbeute: 40 mg (0.18 mmol, 42 % d. Th.).

Aristolochen-Alkohol (123):

MS (EL 70 eV) m/z (%): 220 (6) [M7], 205 (55), 187 11O

(18), 177 (4), 159 (35), 145 (29), 131 (33), 119 (62), 107
(49), 105 (49), 91 (60), 79 (46), 67 (33), 53 (31), 41
(100).

128
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Darstellung des Mesylesters (129):

40 mg (0.18 mmol) Aristolochen-Alkohol (128) wurden in 10 ml Pyridin bei 0 °C mit
0.5 ml (6.4 mmol) Methansulfonylchlorid versetzt. Nach 1 Stunde Riihren bei 0 °C und
3 Stunden bei Raumtemperatur, wurde die Reaktion unter Kiihlung durch Zugabe von Eis
abgebrochen und mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
mit geséttigter Natriumchlorid-Lésung gewaschen und iiber Magnesiumsulfat getrocknet.
Das Rohprodukt wurde diinnschichtchromatographisch gereinigt und massenspektro-
metrisch charakterisiert.
Ausbeute: 10 mg (0.03 mmol, 34% d. Th.).
Mesylester (129):

MsO
MS (EL 70 eV) m/z (%): (298-96) (6) [M'], 202 (13),
187 (18), 161 (31), 145 (31), 131 (26), 119 (100), 105
(51), 91 (60), 77 (31), 65 (22), 53 (22).

129

Darstellung von (-)-Aristolochen (129):

10 mg (0.03 mmol ) Mesylester (129) in 10 ml tert-Butylalkohol und 20 ml THF wurden zu
einer Suspension aus 1.5 g (216 mmol) Lithium in 150 ml fliissiges NH; bei —78 °C
zugegeben. Nach 2 Stunden bei —78 °C und weiteren 2 Stunden bei —33 °C Riihren wurde
die Reaktion durch Zugabe von EtOH abgebrochen und das Alkoxid mit Ammonium-
chlorid-Lésung neutralisiert.

AnschlieBend wurde der Ammoniak verdampft und der Riickstand in Diethylether
aufgenommen und (wie gewoOhnlich) aufgearbeitet. Das Rohprodukt wurde diinnschicht-
chromatographisch gereinigt und massenspektrometrisch sowie NMR-spektroskopisch
charakterisiert.

Ausbeute: 3 mg (0.014 mmol, 20 % d. Th.).
(-)-Aristolochen (120):

Die NMR-spektroskopische- und MS-Daten sind identisch mit den in der Literatur
angegebenen Daten (Vgl. Anhang S. 158).
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7.2.27 Isolierung von Z-y-Bisabolen (57):

Die Isolierung von ca. 1 mg Z-y-Bisabolen (57) aus dem itherischen Ol, welches durch
Wasserdampfdestillation aus ca. 10 g (Frischgewicht) Dumortiera hirsuta erhalten wurde,
wurde mittels praparativer GC an der 2,6-Me-3-Pe-B-CD-Phase (80 °C, 2 °C/min 160 °C,
3.3 bar Helium (ca. 240 ml/min)) und einer weiteren diinnschichtchromatographischen
Trennung (Laufmittel: Hexan)  durchgefiihrt. Die Identifizierung gelang durch den
Vergleich der NMR-Spektren mit Literaturdaten.

Z-y-Bisabolen (57):

"H-NMR (400 MHz, C¢Ds) & (ppm) = 1.54 (s, CHs), 1.63 (s,
CHs), 1.66 (s, CH3), 1.70 (s, CHs), 1.94 (t, 2H, J = 6.3 Hz), 2.13
(m, 4H), 2.31 (t, 2H, J = 6.3 Hz), 2.82 (br. s, 2H), 5.22 (br. s, 1H),
5.40 (br. s, 1H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl3) § (ppm) = 17.66, 18.00, 23.57,
25.85, 27.24 (t), 27.33 (1), 29.81, 31.83 (1), 34.83 (1), 121.37 (d), 154
125.30 (d), 125.67 (s), 131.21 (s), 133.97 (s).

MS (EL 70 eV) m/z (%): 204 (30) [M'], 189 (2), 161 (9), 147 (9), 135 (28), 134 (27), 121
(27), 119 (54), 107 (70), 105 (29), 93 (100), 91 (41), 79 (37), 77 (30), 69 (30), 55 (37), 41
(80).

7.2.28 Isolierung von (-)-Isoguaien (123):

Die Isolierung von ca. 1 mg (-)-Isoguaien (123) aus dem itherischen Ol, welches durch
Wasserdampfdestillation aus ca. 10 g (Frischgewicht) Dumortiera hirsuta erhalten wurde,
wurde mittels praparativer GC an der 2,6-Me-3-Pe-B-CD-Phase (80 °C, 2 °C/min 160 °C,
3.3 bar Helium (ca. 240 ml/min)) und einer weiteren diinnschichtchromatographischen
Trennung (Laufmittel: Hexan) durchgefiihrt. Die Identifizierung erfolgte durch den
Vergleich der NMR-Spektren mit Literaturdaten.
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(-)-Isoguaien (123):

"H-NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm) = 0.77 (d, CH3) 1.00 (d,

CHs), 1.02 (d, CH3), 1.49-1.63 (m, 2H), 1.72 (s, CH3), 1.73-1.84 H
(m 1H), 1.84-1.97 (m, 2H), 2.06 (ddd, 1H), 2.27 (d, 1H), 2.28

(m, 3H), 3.04 (m, 1H), 6.03 (s, 1H)

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl;) § (ppm) = 13.20, 13.92, 21.22,
21.27, 26.52, 26.59, 34.18, 34.38, 37.31, 38.02, 51.70, 117.56,
134.14, 135.63, 147.39

(-)-103

MS (EL 70 V) m/z (%): 204 (100) [M'], 189 (83), 161 (100), 147 (33), 133 (41), 119 (66),
105 (78), 93 (54), 91 (72), 79 (39), 77 (89), 69 (54), 55 (45), 41 (91).
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8 Spektrenanhang

(-)-103

L

(ppm)

25 2.0 1.5 1.0

'H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCls): trans-p-Bergamoten aus Jungermannia
lanceolata

[%]1007 41 69
93
50+
79
55 100 133
LU AL T [t
204
o 1 A 11 “L.JL“"..mﬁ L 47 L 189 |
50 100 150 200

Massenspektrum (El, 70 eV): trans-B-Bergamoten aus Jungermannia lanceolata
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154

I UULJL

(Ppm)
6.0 5.0 4.0 3.0 20 10
1H-NMR-Spekrum (500 MHz, C¢Dg): Z-y-Bisabolen aus Dumortiera hirsuta
[%]100 - 93
41
107 119
504
55
69 79 135 204
65 147
H UL il L |I | R
0 fnll | P A 1111 I.' p Ll IR N | - 1 :
50 100 150 200

Massenspektrum (El, 70 eV): Z-y-Bisabolen aus Dumortiera hirsuta
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. A MMWKL}M MJUM

(ppm)
5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
'H-NMR-Spekrum (400 MHz, CDCls): Aciphyllen aus Patchouliél
[%]1004 41
95
79
91
i 55 105
67 147 189
119 133
65 161 204
175
0 N I ||| || ||| | 1 ."-ll |I- L ll |I. |J|- || — I Al |
50 100 150 200

Massenspektrum (El, 70 eV): Aciphyllen aus Patchoulidl
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(+)-104

JJ\N@W

5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

(ppm)

'H-NMR-Spekrum (400 MHz, C¢Ds): Acorenol B aus Jungermannia lanceolata

[%]100-41 19
105
55
] 84
50 91 599
69 161
77 151
65 138 204
179,159

O 145 il J_._l. ||| IL1 |

50 100 150 200

Massenspektrum (El, 70 eV): Acorenol B aus Jungermannia lanceolata
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(ppm)

6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
'H-NMR-Spekrum (400 MHz, CDCls): Alben aus Petasites hybridus
[%]100 - 95

50+

79
147
oLt 3Bl e e 138 T e |
50 100 150 200

Massenspektrum (El, 70 eV): Alben aus Petasites hybridus
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-|I|||m

A A

T T T T T (ppm)
5.0 4.0 30 20 10

'H-NMR-Spekrum (400 MHz, C¢Ds): Cadina-4,11-dien aus Amyris balsamifera

[%] 1007 4 121
93
69
79
50 1 55
105 204
133
U g 189

51 | h ” 175
0. - l|“l- I || [ ."I

50 100 150 200

Massenspektrum (El, 70 eV): Cadina-4,11-dien aus Amyris balsamifera
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(-)-22

N A

(ppm)
[ I | [ |
5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

'H-NMR-Spekrum (400 MHz, C¢D¢): Muurola-4,11-dien aus Amyris balsamifera

[%] 100- 121
93
41
79
50-
99 105 189
67 204
133 147 162
T
0| II.. ulll, | I | -
50 100 150 200

Massenspektrum (El, 70 eV): Muurola-4,11-dien aus Amyris balsamifera
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(ppm)
2|.5 2|.0 1|.5 1|.0
'H-NMR-Spekrum (400 MHz, CDCls): o-Neocallitropsen aus
Jungermannia lanceolata
[%]100 119
93
41
79
50 1 105
55 g7
AT
51 189 204
0 .Ill : [ u L Lo ||I 2 |I l. 1I75 || . I.
30 100 150 200

Massenspektrum (El, 70 eV): a-Neocallitropsen aus Jungermannia lanceolata
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(+)-101
5.6 4.6
(ppm)
20 15 1.0
'H-NMR-Spekrum (500 MHz, CDCls): B-Acoradien aus Cedrela odorata
[%]100 1 19
93
41
501 I 105
55 67
147 161
133 T 204
189
.lll :Inll |.|| Iy |||l...L ||‘|| L || ..J.Ihl A ||. SR L
50 100 150 200

Massenspektrum (El, 70 eV): B-Acoradien aus Cedrela odorata
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(-)-46
5!56 5.48
T | T (plpm)
2.2 1.8 1.4 1.0
'H-NMR-Spekrum (500 MHz, C¢Ds): Petasiten aus Petasites hybridus
137
[%]100 -
50
95 121
41
5357 67 77 91| 105 189
0 T Y P R Y N P AL 147 16 | 204
50 100 150 200

Massenspektrum (El, 70 eV): Petasiten aus Petasites hybridus
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(-)-120

WMMMWW

(ppm)
25 2.0 15 10 055
'H-NMR-Spekrum (400 MHz, CDCls): Aristolochen
[%]100 - 105
41
33 189
50+ 119
i i 133 161
69 147
65 ” | 204
175
0_ || L ||1u L IIII | ||| | || ”| II "' 1 || ] . I
50 100 150 200

Massenspektrum (El, 70 eV): Aristolochen
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-
(-)-103
6.20 6.00
N Mw
(Ppm)
3.0 2.0 1.0
'H-NMR-Spekrum (400 MHz, CDCls): Isoguaien aus Dumortiera hirsuta
[%]100 - 161 204
41 105 189
9 119
501
P 133
81 147
69
o8 ‘ 175
0 .Ihh||m|| X .M
50 100 150 200

Massenspektrum (El, 70 eV): Isoguaien aus Dumortiera hirsuta
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|
(-)-52
S
5.2 478
(ppm)
2.0 10

'H-NMR-Spekrum (400 MHz, CDCls): 4,5-di-epi-Aristolochen aus Cistus incanus

105
[9%] 100 -
50 1
41 93
121 161
55 79 133 50
67
A A O Al
0 ||| Al llll Ly, l PR ".. | ’ It 1 . l.
50 100 150 200

Massenspektrum (El, 70 eV): 4,5-di-epi-Aristolochen aus Cistus incanus
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.|I|||||
(-)-43
5.0 4.4
(ppm)
2.0 1.0
'H-NMR-Spekrum (500 MHz, C¢Ds): Pethybren aus Petasites hybridus
149
[%] 1007
50+
189
133 161 L Jou
175
L I.||" N ||| .lll ll I:
50 100 150 200

Massenspektrum (El, 70 eV): Pethybren aus Petasites hybridus
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[%]100- 176
110
161
50 -
80 91 133
39 67 119 148
53
95 l
0 | |.|.l|l el ||lI Jl .
50 100 150 200
Massenspektrum (El, 70 eV): Albenon
[%]1001 94
41
50- [ 122
67
53
105 I
0 ll I I||I I||| ||”| I N I’ |l : l.IJIIll . uI 1 _11]35 |1?0 16|3 1 :
50 100 150 200

Massenspektrum (El, 70 eV): Albanon



Spektrenanhang 164

[%]100- 123
43
50 -
55
B9
71 111 137 179
_L 85 161 |
0 oy 1 189 201 222
50 100 150 200

Massenspektrum (El, 70 eV): Petasitanol
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9 Gefahrstoffanhang

Stoffbezeichnung Gefahrensymbol |R-Sitze S-Sitze

Aceton F 11 9-16-23.2-33
Acetonitril T,F 11-23/24/25 16-27-44
Aluminiumchlorid C 34 7/8-28.1
Ammoniumchlorid Xn 22-36 22

Benzol F, T 45.2-11-E23/24/25-48 | 53-16-29-44
Benzol-dg T,F 45.2-11-E23/24/25-48 | 53-16-29-44
Bortrifluorid-Methylethera |F, C 15-34 23.2-26-36/37/39-45
Chloroform-d, Xn 20/28-40-48/20/22 (2)-36/37
m-Chlorperbenzoesiure 0O, Xi 7-36/37/38 3/7-14.10-36/37/39
2-Chlorpropan F, Xn 11-20/21/22 9-29
Dichlormethan Xn 40 (2)-23-24/25-36/37
Diethylether F 12-19 9-16-29-33
Essigsdure C 10-35 2-23.2-26

n-Hexan Xn, F 11-20/21-40 9-16-23.2
Kaliumhydroxid C 35 2-26-37/39
Lithium F,C 14/15-34 8-43.7-45
Lithumaluminiumhydrid F 15 7/8-24/25-43.6
Methanol T,F 11-23/25 2-7-16-24

Natrium F,C 14/15-34 5.3-8-43.7-45
Palladiumoxid/Aktivkohle |O 8 7

n-Pentan F 11 9-16-29-33
Petrolether F 11 9-16-29-33
Platinoxid - 8 -

Pyridin Xn, F 11-20/21/22 26-28.1
Pyridiniumdichromat O, T 45-8-10-43 53-36/37/39-45
Schwefelsdure C 35 2-26-30
Selendioxid T 23/25-33 20/21-28.-45
Silbernitrat C 34 2-26
Tetrahydrofuran Xi, F 11-19-36/37 1-29-33
Thionylchlorid C 14-34-37 (1/2)-26-45
Wasserstoff F’ 12 9-16-33
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