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1 Einleitung

Schon sehr friih in der Geschichte erkannten die Menschen, dass bestimmte Blat-
ter und Friichte ein kostliches Aroma besitzen.

Ungefdhr um das Jahr 50000 vor Christi Geburt, wahrend der
Magdalénien-Periode der Altsteinzeit, diirften die Menschen nach
Meinung amerikanischer Archidologen herausgefunden haben, daf3
bestimmte Blitter und Friichte einen kostlichen Duft ausstromen,
(...). Die ersten Bodenfunde, die auf die Verwendung von Gewiirzen
hinweisen (... ), sind aus der Jungsteinzeit, die etwa im Jahre 4 000 vor
Christi Geburt begann (...). In der Vorzeit und auch noch zur Zeit der
alten Kulturvolker gab es keine scharfe Grenze zwischen Nahrungs-,
Gewtlirz-, Arznei- und Opferpflanzen (Goock, 1977, 5.25).

Allgemein sind Aromastoffe definiert als fltichtige Verbindungen, die mit den Ge-
ruchsrezeptoren wahrgenommen werden. Sie gehoren den verschiedensten Stoff-
klassen an, und kommen z.T. in sehr geringen Konzentrationen in Lebensmitteln
Vor.

1.1 Aromastoffe

Aromastoffe sind allgegenwiértig. Sie begegnen uns bereits beim morgendlichen
Zihneputzen. Hier werden vor allem die frischen dtherischen Ole aus Minze, Sal-
bei und Myrrhe eingesetzt. Sie besitzen nicht nur einen frischen Geruch, sondern
wirken auch kiihlend und desinfizierend.

Bis heute sind ca. 8000 fliichtige Verbindungen in den unterschiedlichsten Me-
dien, v.a. Lebensmitteln, charakterisiert worden und in Standardwerken zusam-
mengefasst (Maarse etal., 1996).

Eine Einteilung der Aromastoffe kann nach verschiedenen Kriterien getroffen
werden:

Herstellung: Gemaf Richtlinie 88/388/EWG lassen sich natiirliche, naturidenti-
sche und synthetische Aromastoffe unterscheiden.

Natiirliche Aromastoffe sind dabei nicht nur die aus Pflanzen isolierten Aroma-
stoffe, sondern es diirfen zu ihrer Gewinnung auch enzymatische, physika-
lische und mikrobiologische Verfahren oder herkommliche Lebensmittelzu-
bereitungsverfahren angewandt werden.
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Naturidentische Aromastoffe sind durch chemische Synthese oder durch Isolie-
rung mit chemischen Verfahren gewonnene Aromastoffe, die mit natiirlich
vorkommenden strukturell identisch sind.

Synthetische Aromastoffe sind ebenfalls synthetisch hergestellte Aromastoffe,
die aber kein Vorbild in der Natur haben. Dabei unterscheiden sich die
Strukturen oft nur in einer funktionellen Gruppe von den natiirlichen
Aromastoffen, was eine Verstirkung des Aromas bewirken kann.

Biogenese: Biogenetisch lassen sich Aromastoffe in primdre und sekundire
Pflanzenmetabolite einteilen.

Primdre Aromastoffe werden in der Pflanze synthetisiert. Sie dienen der Pflan-
ze z.B. zur Feindabwehr oder zum Anlocken von Bestdubern. Einige &dtheri-
sche Ole kénnen beide Zwecke erfiillen, da sie sowohl antibiotisch wirksam
als auch geruchlich aktiv sind. Atherische Ole stellen sehr reaktive Verbin-
dungen dar und werden héufig in speziellen Absonderungs- oder Speicher-
organen akkumuliert (z.B. Driisenschuppen oder Driisenhaare der Minze
oder schizogene Exkretgidnge bei den Apiaceen).

Sekundidre Aromastoffe entstehen aus Vorlduferverbindungen (Prakursoren)
meist erst nach der Ernte durch enzymatische, thermische oder chemische
Reaktionen. In der Pflanze stellen diese Vorldufer Speicherstoffe, Trans-
portformen oder , Zwei-Komponenten Frafigifte” dar. Zur Speicherung und
zum Transport werden die Stoffe in leichter wasserlosliche Formen {iber-
tiihrt, z.B. durch Einfithrung von Hydroxylgruppen (Hydroxilierung) oder
durch Konjugation mit Zuckern (Glykosidierung). Die Frafigifte entstehen
erst bei der Verletzung der Pflanze aus Vorstufen, die fiir die Pflanze un-
schéddlich sind. So werden z.B. bei Brassica-Arten aggressive Abwehrstoffe
(Senfdle) erst bei Zerstorung der Zellen gebildet, indem nach Dekomparti-
mentierung das Enzym (Myrosinase) mit seinem Substrat (Glucosinolat) in
Bertihrung kommt.

Allgemein bekannt ist die Entstehung des scharfen Geschmacks des Meer-
rettichs beim Zerschneiden oder Kauen. Dabei wird durch das Enzym My-
rosinase (3-Thioglucosidase) aus dem geruchlich und geschmacklich inak-
tiven Glucosinolat (Gluconasturtiin) das instabile Aglykon freigesetzt, das
nach Lossen-Abbau das scharf schmeckende Methylbutenylisothiocyanat
bildet.

Zunehmendes Interesse besteht in jiingster Zeit an den Vorstufen der Aroma-
stoffe, seit bekannt ist, dass nur ein geringer Teil dieser Stoffe frei vorliegt, wih-
rend der grofite Teil meist in gebundener Form von den Pflanzen gespeichert
wird (Skouroumounis und Winterhalter, 1997).

Ein Vergleich der Gehalte an Aromastoffen vor und nach enzymatischer Freiset-
zung aus Traubenmosten ist in Tabelle 1.1 dargestellt.
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Freie Aromastoffe
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\
Gebundene Aromastoffe

Abbildung 1.1: Zusammenhang zwischen freien und gebundenen Aromastoffen
in Pflanzen

Neben dieser enzymatischen Freisetzung konnen aus den Vorstufen die Aroma-
stoffe auch durch Warme wihrend der Zubereitung der Speisen freigesetzt wer-
den. Wichtig ist deren Einsatz vor allem bei den so genannten ,,Convenience
Foods”. Da die Menschen immer weniger Zeit fiir die Bereitung ihrer Speisen
verwenden, werden fertige Gerichte zunehmend in der Mikrowelle erwédrmt. Die
beim Vorkochen dieser Gerichte entstandenen Aromastoffe haben sich wiahrend
der Lagerzeit meist schon verfliichtigt oder sind nicht stabil. Daher werden sta-
bile Aromavorstufen zugesetzt, die in der Warme (der Mikrowelle) aromaaktive
Verbindungen freisetzen.

Tabelle 1.1: Gehalte an gebundenen und freien Aromastoffen in verschiedenen

Traubenvarietdten in pug/1 (verdndert nach Giinata etal. (1985))
Traubensorte ges. Terpene Geraniol Linalool Nerol a-Terpineol ~ Ph.ethanol

geb. frei geb. frei geb. frei geb. frei geb. frei geb. frei
Muskat (Alexandria) | 4040 1513 1507 342 1839 1084 618 59 61 21 157 58

Gewiirztraminer 4325 282 3356 218 23 6 617 43 183 3 159 37
Riesling 276 58 65 26 87 19 10 5 114 7 249 49
Cabernet-Sauvignon 26 5 12 4 4 2 - - 10 — 88 16
Syrah 36 2 36 2 — — - = — — 93 6

Ph.ethanol: 2-Phenylethanol, geb.: gebunden, ges.: gesamt

Im Zuge der , Biowelle” geriet die Verwendung naturidentischer and kiinstlicher
Aromastoffe bei vielen Verbrauchern in Misskredit. Dies fithrte dazu, dass die
Industrie heute mit biotechnologischen Methoden arbeitet, um Aromastoffe als
natiirlich deklarieren zu konnen. Dabei wird vor allem auf Speicher- oder Trans-
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portformen der Aromastoffe in den Pflanzen zurtickzugegriffen, besonders wenn
diese mengenmaflig tiberwiegen oder in , Abfallprodukten” (Trester, Laub oder
Melasse) vorkommen.

1.2 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Isolierung und strukturelle Charakterisierung
neuer Aromavorldufer aus Wein, Dillkraut und Lindenbliiten.

Ausgehend von methanolischen Extrakten, oder wie beim Wein dem Lebens-
mittel selbst, sollte durch Anwendungen verschiedener Trennoperationen ei-
ne Fraktionierung erreicht werden. In den erhaltenen Fraktionen vorhandene
Aromavorldufer wurden durch thermische oder sdurekatalysierte Umsetzungen
in die aromaaktiven Verbindungen tiberfiihrt und mittels Gaschromatographie-
Massenspektrometrie (GC-MS) analysiert. Durch weitere Fraktionierungen soll-
ten die fiir die Generierung des Aromas verantwortlichen Substanzen isoliert und
charakterisiert werden.

Besonderes Interesse galt dabei denjenigen Verbindungen, die den typischen Ge-
ruch eines Lebensmittels prdagen konnen. Diese werden als Character Impact
Compounds (CIC) bezeichnet. Nicht immer sind in hoheren Konzentrationen
vorhandene fliichtige Verbindungen auch fiir das Aroma wichtig. Die Forschung
im Bereich der fltichtigen Aromastoffe setzt daher zunehmend auf die Verkniip-
fung von instrumentell-analytischen und sensorischen Daten.

Wihrend friither meist nur die prozentualen Gehalte der fliichtigen Verbindungen
bestimmt wurden, geht man heute dazu tiiber, durch stufenweises Verdiinnen
und sensorisches Beurteilen der getrennten Aromastoffe (GC/Olfaktometrie) die
potenten Aromastoffe zu identifizieren. Diese Technik wird als Aromaextrakt-
Verdiinnungsanalyse (engl. Aroma Extract Dilution Analysis) bezeichnet (Ull-
rich und Grosch, 1987). Die CHARM (engl. Combined Hedonic Aroma Response
Measurement) ist eine etwas aufwendigere Variante, bei der zusétzlich die Dau-
er jedes Geruchseindrucks in einem Computersystem registriert und mit in die
Bewertung einbezogen wird (Acree etal., 1984).

Nachfolgend ist ein Flavor Dilution (FD) Chromatogramm der fliichtigen Frakti-
on des Dillkrautes dargestellt. Uber Modellmischungen und Variationen (durch
Weglassen einzelner Aromastoffe) konnten Dillether und «a-Phellandren als
Schliisselaromastoffe des Dillkrautes identifiziert werden.

Entsprechend enthalten auch Lindenbliiten und Wein Character Impact Com-
pounds. Die Bedeutung fiir das Aroma wird schon in den Trivialnamen der Ver-
bindungen deutlich: So riecht Lindenether intensiv siif$ und pragt das Aroma
von Lindenbliiten (Blank etal., 1990), wahrend der Geruch des Weinlactons an
Kokosnuss erinnert und u.a. das Aroma der Scheurebe préagt (Guth, 1997).

Gemeinsam gehoren die genannten Aromastoffe der Klasse der Benzofurane an.
In Abbildung 1.3 sind neben Weinlacton, Dillether und Lindenether noch weitere
Benzofuranderivate aufgefiihrt, die in Pfefferminze identifiziert werden konnten.
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Abbildung 1.2: FD-Chromatogramm der fliichtigen Verbindungen aus Dillkraut
nach Blank und Grosch (1991) 1:

Methylpropionsduremethylester, 2: 2-Methylbuttersduremethylester, 3: 1-Hexen-3-on, 4: S(+)-x-Phellandren, 5: 1-Octen-
3-on, 6: Z-1,5-Octadien-3-on, 7: 2-Isopropyl-3-methoxypyrazin, 8: Phenylacetaldehyd, 9: Dillether, 10: p-Anisaldehyd, 11:
unbekannte Verbindung, 12: (E,E)-2,4-Decadienal, 13: Vinylguajakol, 14: Eugenol, 15: Vanillin, 16: Myristicin; FD: Flavor
Dilution

Da die Biogenesewege von Menthofuran, Mintlacton und Isomintlacton kiirzlich
durch Studien von (Lange und Croteau, 1999) aufgekldrt worden sind, wurden
sie nicht in die Untersuchungen mit aufgenommen.

Gemeinsam ist den Benzofuranderivaten die niedrige Geruchsschwelle (z.B.
Weinlacton 0,02 ppb in Luft), der angenehm siifSe Aromaeindruck und die Chira-
litat. Jedes dieser Molekiile besitzt mindestens ein chirales Zentrum. Beim Wein-
lacton und Dillether sind acht Stereoisomere (entsprechend drei chiralen Zen-
tren) moglich, wovon jedoch infolge sterischer Effekte nur die vier cis-Ring-
verkniipften Isomere gebildet werden (siehe Abbildung 2.6 und 2.33).

Die Aromavorldufer der entsprechenden Verbindungen unterscheiden sich be-
ziiglich der Konzentrationen, der natiirlich vorkommenden Stereoisomere und
dem Bildungsweg.

Die Konzentrationen der Zielaromastoffe (Dillether: Hauptkomponente im Dill-
krautol, Weinlacton: Spurenkomponente in Weissweinen, Lindenether: Spuren-
komponente in Lindenbliitenhonig) waren bekannt und stellten bei der Suche
nach deren Vorlduferverbindungen hohe Anforderungen an die Isolierungstech-
niken. Auch kleinste Mengen an Vorldufersubstanz mussten aus einem komple-
xen Gemisch isoliert werden kdnnen.

Hinsichtlich der natiirlich vorkommenden Stereoisomere lagen ebenfalls Er-
kenntnisse vor. Bei Weinlacton 1 und Dillether 2 wurde von nur einem natiirlich
vorkommenden Isomeren der acht moglichen Stereoisomere berichtet (siehe Ka-
pitel 2.1.1), wahrend der Lindenether 3 als natiirliches Racemat vorliegt (siehe
Kapitel 2.3.2).

Nach der Isolierung sollten daher iiber die Synthese der Vorlduferverbindungen
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Weinlacton 1 Dillether 2 Lindenether 3
3a,4,5,7a-Tetrahydro-  2,3,3a,4,5,7a-Hexa- 2,4,5,7a-Tetrahydro-
3,6-dimethyl-3H-ben-  hydro-3,6-dimethyl-  3,6-dimethyl-benzo-
zofuran-2-on benzofuran furan

~ "o o
o) )
Menthofuran 4 Mintlacton 5 Isomintlacton 6
4,5,6,7-Tetrahydro- (7aR)-5,6,7,7a-Tetra- (7aS)-5,6,7,7a-Tetra-
3,6-dimethyl-benzo-  hydro-3,6-dimethyl- hydro-3,6-dimethyl-
furan 4H-benzofuran-2-on 4H-benzofuran-2-on

Abbildung 1.3: Struktur wichtiger geruchsaktiver Benzofuranderivate

und tiber Modellstudien Hinweise zum Bildungsmechanismus der Aromastoffe
aus ihren Vorldufern gewonnen werden. Wahrend fiir diejenigen Verbindungen,
die enantiomerenrein in der Natur vorkommen, ein enzymatischer Bildungsweg
wahrscheinlich erscheint, wird fiir Lindenether 3 ein chemischer Bildungsweg
(z.B. durch Umlagerungen) vermutet. Die Vermeidung dieser Reaktionen im Zu-
ge der Aufarbeitung und Isolierung war ein weiteres Kriterium fiir die Wahl der
im Folgenden beschriebenen schonenden Isolierungstechniken.

1.3 Verwendete Methoden

1.3.1 Fraktionierungstechniken

Neben den allgemein iiblichen Trenntechniken der Losungsmittelextraktion, der
Saulenchromatographie an Kieselgel (z.T. nach Derivatisierung), der Gelchroma-
tographie an Sephadex LH-20 (Henke, 1995) und der prdparativen und analyti-
schen HPLC an Kieselgel bzw. modifiziertem Kieselgel wurde folgende Methode
zur Trennung der Naturstoffgemische eingesetzt.
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MLCCC

Die Multi-Layer Coil Countercurrent Chromatography (MLCCC) ist eine fliissig-
keitschromatographische Technik, bei der z.B. ein komplexes Naturstoffgemisch
durch Verteilung zwischen zwei nicht miteinander mischbaren Phasen in Frak-
tionen unterschiedlicher Polaritdt getrennt wird.

Eine fliissige Phase bleibt dabei als stationdre Phase im System, wihrend die an-
dere mit Hilfe einer HPLC Pumpe durch das System gepumpt wird. Da keine
festen Materialien als stationédre Phase eingesetzt werden, findet keine Artefakt-
bildung oder irreversible Adsorption statt.

zentrale Achse
(starr)

Zuleitung—
(fixiert)
Ableitung
drehbarer
Ku er Telller
|
_ | B=— B
rotierender Coil ——Gegengewicht
w& E I 1 zentrales
Zahnrad
(starr)
Planeten- /_,——‘
Zahnrad Buchse
(drehbar)

Schlauche

Planetenachse
Abbildung 1.4: Schematischer Aufbau einer MLCCC-Apparatur nach Ito (1994)

Die fliissigen Phasen befinden sich in einem sogenannten , Coil”, der aus einem
in vielen Windungen um eine Spule gewickelten, bis zu 160 m langen Teflon-
schlauch besteht. Dieser Coil wird in einer planetenartigen Rotation (ca. 1000
Umdrehungen pro Minute) einmal um seine eigene Achse und zum zweiten um
eine zentrale Achse bewegt (vgl. Abbildung 1.4).

Durch die Addition der Zentrifugalkrifte herrschen in den dufSeren Bereichen der
Planetenbahn hohe Gravitationskrifte, wiahrend sich die Krifte in den zentralen
Bereichen autheben (vgl. Abbildung 1.5). Dadurch findet im Zentrum eine Durch-
mischung der Phasen statt. In den dufSeren Bereichen hingegen trennen sich die
Phasen aufgrund des hohen Gravitationsfeldes wieder.

Durch diese permanenten Verteilungsvorgange (ca. 50 000 pro Stunde) findet eine
Trennung der Substanzen nach ihren Verteilungskoeffizienten statt. Die getrenn-
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"Trennzone" ——— "Mischzone"
starkes Kraftfeld abgeschwachtes
Kraftfeld
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Abbildung 1.5: Multiple Verteilungsvorgiange in einer MLCCC durch variieren-
de Kraftfelder nach Ito (1996), F: Vektor der jeweiligen Zentrifugalkraft, w: Winkelge-
schwindigleit

ten Verbindungen werden mit der mobilen Phase aus dem System eluiert. Im
Gegensatz zur Adsorptionschromatographie an festen Tragermaterialien konnen
die Substanzen aus beiden Phasen nach Entfernen des Losungsmittels komplett
wiedergewonnen werden.

Weitere Vorteile sind die grofsen Probenmengen, die pro Lauf aufgegeben wer-
den konnen (bis zu 10 g), und die Vielseitigkeit der Technik, da eine nahezu un-
begrenzte Zahl unterschiedlicher Fliefimittelsysteme eingesetzt werden kann.

Entwickelt haben sich die modernen fliissig-chromatographischen Trennverfah-
ren ausgehend von der Droplet-CounterCurrent-Chromatography (DCCC) und
der Rotational-Locular-CounterCurrent-Chromatography (RLCCC), bei denen
die Trennung der Phasen nur durch das normale Schwerkraftfeld bewirkt wird.
Im Falle der DCCC werden eine grofle Anzahl von Glasréhren gefiillt mit statio-
ndrer Phase verwendet, die von Tropfen mobiler Phase (je nach Dichteverhaltnis)
aufsteigend oder absteigend durchstromt wird. Bei der RLCCC handelt es sich
um eine geneigte Rohre, die durch Lochscheiben in mehrere Trennkammern un-
terteilt ist, dabei um die eigene Achse rotiert und von mobiler Phase durchstromt
wird (Ito, 1996).
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Der Trennung liegt das Nernst’sche Verteilungsgesetz zugrunde:

K=—
Cin

mit

K Verteilungskoeffizient

Cs Konzentration des geldsten Stoffes in der stationdren Phase
Cu Konzentration des gelosten Stoffes in der mobilen Phase

Um eine gute Trennung zu erzielen, sollten die Verteilungskoeffizienten der zu
trennenden Substanzen 0,1 bis 10 betragen. Dazu sind entsprechende zweiphasi-
ge bindre, tertidre oder quartdre Losungsmittelgemische auszuwidhlen. Strategi-
en zur Auswahl von geeigneten Zweiphasensystemen finden sich bei Oka etal.
(1991).

Fiir die Auflosung R als Maf3 fiir die Trennung eines Stoffgemisches zweier Sub-
stanzen gilt (Adam und Becker, 2000):

/

(a—1)-VN- k

R. =
S 1+kl

| =

mit

a Selektivitatsfaktor

N Anzahl der theoretischen Trennstufen
K Kapazitatsfaktor = K - VL,Z

Vs Volumen der stationdren Phase

V.n  Volumen der mobilen Phase

Wichtig ist darauf hinzuweisen, dass das Volumenverhiltnis von mobiler zu sta-
tiondrer Phase (V;,/V;) ein entscheidender Parameter ist, der die Trennung zwei-
er Komponenten direkt beeinfluf$t. Bei der CCC kommt ein grofies Volumen an
stationdrer Phase zum Einsatz. Daher ist hier der Quotient (V,,/ V) viel kleiner
(0,1 bis 1) als z.B. bei der praparativen HPLC (ca. 20). Somit ldsst sich durch Ein-
stellen von Vs (und damit von V,,, da Vs + V;;, = const.) der Kapazitatsfaktor k’
direkt beeinflussen. Dies erklédrt, weshalb man mittels CCC héufig gute Trennun-
gen erzielt, obwohl die Trennleistung, ausgedriickt als Anzahl der theoretischen
Boden N, nur etwa 1000 theoretische Trennstufen betrdgt (Conway, 1990).

Dies zeigt sich in den zahlreichen erfolgreichen Anwendungen der CCC im Be-
reich der Naturstoffanalytik (Conway, 1995; Cannell, 1998). Das Prinzip der MLC-
CC ist detailliert bei Ito (1996) beschrieben.

1.3.2 Strukturaufklarung

Die Strukturaufkldrung erfolgte mit modernen spektroskopischen Methoden.
Eingesetzt wurden v.a. die Massenspektrometrie (MS) und die Kernresonanz-
spektroskopie (NMR). Die Aufklarung der absoluten Konfiguration sollte durch
Rontgenstrukturanalyse bzw. chiroptische Methoden erreicht werden.
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Roéntgenstrukturanalyse

Die Rontgenstrukturanalyse stellt eine der wichtigsten analytischen Methoden
zur Bestimmung der absoluten Konfiguration von Verbindungen, die im Stan-
dardzustand fest sind, oder sich bei tiefer Temperatur kristallisieren lassen, dar.
Dabei konnen eine Vielzahl von Informationen gewonnen werden, wie z.B. die
Konnektivitdt der Atome, die Bindungslangen und -winkel und auch die Kristall-
packung. Man kann sich mit ihrer Hilfe zerstorungsfrei ein Bild von der rdumli-
chen Struktur der Verbindung machen.

Die Rontgenstrukturanalyse gliedert sich in die Teilbereiche Rontgenbeugung
an Kristallen, Datenreduktion, Strukturldsung und Strukturverfeinerung (Kleber,
1998; Borchardt-Ott, 1993; Biirger, 1977).

Fiir die Rongenstrukturanalyse werden moglichst klare Einkristalle benotigt, die
gut ausgebildete Kanten und Fldchen aufweisen sollten. Der Durchmesser der
Kristalle wird vom Durchmesser des Primérréntgenstrahls vorgegeben und sollte
zwischen 0,3 und 0,8 mm liegen. Die Kristalle werden unter einem Polarisations-
mikroskop ausgewdhlt und mittels Inertdl am Kopf des Diffraktometers zentriert.
Bei der Drehung des Kristalles und/oder des Detektors (Szintillationszdhlers)
werden die Beugungsreflexe der Rontgenstrahlen durch den Kristall registriert
und aus ihnen die rdumliche Struktur der Verbindung errechnet.

Die gidngigsten Methoden der Kristallztichtung sind die Diffusion, langsames
Abkiihlen einer heify gesittigten Losung, sowie das langsame Verdunsten des
Losemittels. Weitere Methoden fiir den Erhalt rontgentauglicher Kristalle finden
sich bei Jones (1981).

Chiroptische Methoden

Unter chiroptischen Methoden versteht man alle Untersuchungsmethoden der
absoluten rdumlichen Anordnung und damit der Chiralitdt (Eigenschaft eines
Molekiils, sich von seinem Spiegelbild zu unterscheiden, von griechisch cheir
,Hand”).

Als messbare Grofien kommen die Drehung linear polarisierten Lichts (Polarime-
ter), der Circulardichroismus (Spektralpolarimeter) und die optische Rotations-
Dispersion (ORD) in Frage. Im Polarimeter wird die Drehung linear polarisierten
Lichts bestimmter Wellenldnge beobachtet (meist Natrium-D-Linie, A = 589 nm).
Dabei stellt man sich linear polarisiertes Licht als Uberlagerung einer rechts und
einer links circular polarisierten Teilwelle mit gleicher Amplitude vor. Da die
Adsorption der rechts und links circular polarisierten Teilwelle nicht notwendi-
gerweise gleich sind, ergibt sich nach Durchgang durch eine Losung einer op-
tisch aktiven Verbindung und Uberlagerung der Teilwellen elliptisch polarisier-
tes Licht, was als Drehung der Ebene linear polarisierten Lichts messbar ist.

ORD stellt die Drehrichtung in Abhéngigkeit von der Wellenldnge dar, CD ist als
Differenz der molaren dekadischen Adsorptionskoeffizienten definiert und stellt
somit ein Spektrum iiber den gesamten Wellenldngenbereich der optischen Akti-
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vitdt dar. Naheres hierzu findet sich bei Snatzke (1982a,b). Grofse und Vorzeichen
des CD reagieren sehr empfindlich auf die molekulare Umgebung des Chromo-
phors und konnen daher zur Festlegung der absoluten Konfiguration chiraler
Molekiile verwendet werden.

Massenspektrometrie

Die Probenaufgabe der isolierten Verbindungen erfolgte bei fliichtigen Substan-
zen durch Kopplung mit einem Gaschromatographen. Proben, die bis 250°C nicht
verdampfbar waren, oder die durch Wechselwirkung mit den stationdren Pha-
sen verdndert wurden, ionisierte man direkt in der Quelle oder durch Spray-
Techniken.

Fir komplex zusammengesetzte Fraktionen wurden HPLC-ESI-MS Chromato-
gramme aufgenommen, um iiber MS-Daten in Verbindung mit UV /VIS-DAD-
Spektren Hinweise auf das Vorkommen von Aromavorlduferverbindungen zu
bekommen.

Um Molekiilmassen zu erhalten, wurde die chemische Ionisierung (CI) bzw.
die Spray-Versionen Atmospheric Pressure Chemical Ionisation (APCI) oder
Electrospray Ionisation (ESI) fiir schwerfliichtige Substanzen eingesetzt. Die
Elektronenstossionisation (EI) liefert iiber die vermehrte Fragmentbildung wich-
tige Strukturinformationen (EI-MS/MS).

Die Trennung und/oder Speicherung der Ionen erfolgte in Ionenfallen (Ion-Trap)
oder durch Quadrupol-Gerate mittels elektrostatischer Felder. Fiir die hochauf-
losende Massenspektrometrie war vor dem elektrostatischen ein magnetischer
Analysator angebracht (inverse Nier-Johnson Geometrie). Die exakte Masse wur-
de im ,Peak matching”-Verfahren bestimmt. Hierbei werden die Signale des zu
messenden und eines Vergleichs-Ions bekannter Masse bestimmt und die Be-
schleunigungsspannung eines der beiden so lange verandert bis die Signale zur
Deckung gebracht werden (d.h. ihre Ablenkungsradien gleich sind). Bei konstan-
tem Feld folgt dabei

my U2
moy N U1
mit
mq Masse zu bestimmendes Ion
my Masse Referenz-Ion
Uy Beschleunigungsspannung zu bestimmendes Ion
U, Beschleunigungsspannung Referenz-Ion

woraus sich die unbekannte Masse berechnen lédsst. Dieses Verfahren ist sehr ge-
nau, aber zeitaufwendig (Budzikiewicz, 1998).

Zusétzliche Strukturinformationen lieflen sich durch mehrstufige Massenspek-
trometrie (MS"-Techniken) gewinnen, indem die in der Trap gefangenen Ionen
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durch Energiezufuhr wiederholt fragmentiert und analysiert wurden. Bei Triple-
stage Quadrupol Gerdten wird ein zu analysierendes Ion im ersten Quadrupol
(Qq) selektiert, im zweiten Quadrupol (Q;) fragmentiert und im Quadrupol Qs
nach Masseneinheiten getrennt.

Kernresonanzspektroskopie

Neben 'H- und '3C-NMR-Spektren (breitbandentkoppelt) wurden zur Struk-
turaufklarung neuer Verbindungen vor allem korrelierte Techniken eingesetzt.
Diese werden hier kurz vorgestellt; die Grundlagen der Kernresonanzspektro-
skopie und die genauen physikalischen Zusammenhénge konnen der Fachlitera-
tur entnommen werden (Derome, 1988; Friebolin, 1988; Braun et al., 1998).

NOE (Nuclear-Overhauser-Effect, Kern-Overhauser-Effekt):

Drei verschiedene Phanomene werden heute mit dem Begriff Overhauser-Effekt
in Zusammenhang gebracht. Allgemein handelt es sich um Intensitidtsverdande-
rungen im Zusammenhang mit Doppelresonanz-Experimenten (Giinther, 1983).

Beim eigentlichen Overhauser-Effekt wird das Kernresonanzsignal durch Sétti-
gung des Elektronenspins verstirkt. Ubertragen auf ein aus zwei Kernen beste-
hendes Spinsystem, wie bei rdumlich benachbarten Protonen, kann {iiber Ein-
strahlung der Resonanzfrequenz eines der beiden eine Intensitdtserhchung des
zweiten Protons beobachtet werden, wenn deren Abstand entsprechend ge-
ring ist. Zuriickzufiihren ist das auf eine longitudinale Relaxation, die durch
Dipol-Dipol-Wechselwirkungen vermittelt wird. Dieser Effekt ist proportional
zur sechsten Potenz des Abstandes der beiden Kerne und wird eingesetzt, um
die rdumliche Anordnung von Atomen zu bestimmen. Der Effekt kann durch
Differenzbildung aus einem 'H-NMR-FID (engl. Free Inductive Decay) mit und
ohne Einstrahlung dieser Resonanzfrequenz nach Fourier-Transformation ermit-
telt werden.

Der generelle Overhauser-Effekt wirkt bei allen Doppelresonanz-Experimenten,
bei denen die eingestrahlte Frequenz zur Anregung von Spinsystemen fahig ist.
Bei breitbandentkoppelten '3C-NMR-Spektren z.B. wird so eine Verstirkung der
Signale bis zu Faktor drei bewirkt.

(H,H)-COSY (Homonuclear-Quantum-Correlated Spectroscopy):

Das zweidimensional homonuklear-(H,H)-korrelierte Experiment liefert NMR-
Spektren, bei denen auf beiden Frequenzachsen 'H-chemische Verschiebungen
aufgetragen sind. Erhalten werden diese Spektren, indem nach einer Vorberei-
tungsanregung unterschiedlich lange gewartet wird, bis die Magnetisierungen
von angeregten Spinsystemen auf die Nachbarkerne tibertragen wurden. Nach
einer erneuten Anregung in dieser variablen Mischzeit werden Interferogramme
in der zweiten Zeitachse erhalten (Friebolin, 1988).

Koppelt nun ein Proton mit mehr als einem Nachbarproton, so bilden die auftre-
tenden Crosspeaks die Ecken von Quadraten, die koppelnde Kerne anzeigen. Der
Vorteil gegeniiber dem einfachen Entkopplungs-Experiment ist, dass hier Nach-
barschaftsbeziehungen aller koppelnder Kerne auf einmal erhalten werden kon-
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nen.
(1J-C,H)-HETCOR (Heteronuclear-Correlation-Spectroscopy):

Bei der heteronuklearen Version der zweidimensionalen Spektroskopie wird
ebenfalls der zeitabhdngige Magnetisierungstransfer zwischen Nachbarkernen
ausgenutzt. Die eine Achse der Spektren liefert dabei die chemischen Verschie-
bung der 1*C-Atome, wihrend auf der zweiten Achse die 'H-Verschiebungen der
an diese Kohlenstoffatome gebundenen Protonen abzulesen sind. Bei der norma-
len Version werden in der Vorbereitungsphase die Protonen angeregt und nach
Anregung der C-Atome in der Mischzeit der FID dieser Atome registriert.

HMOQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation):

Bei der inversen, heteronuklearen Version wird der Magnetisierungstransfer von
den C-Atomen auf die Protonen registriert, die sich aufgrund ihrer grofleren na-
tiirlichen Haufigkeit im Vergleich zu den 13C-Atomen und ihres héheren gyro-
skopischen Faktors empfindlicher detektieren lassen.

COLOC (Correlation spectroscopy via long Coupling):

Bei der long range oder relayed-NMR-Spektroskopie wird die Magnetisierung
nicht direkt von einem C-Atom auf ein Proton oder von H-Atom zu H-Atom
tibertragen, sondern ein Kern als ,Relais” dazwischen geschaltet (Friebolin,
1988). Dadurch sind Aussagen iiber die Kopplungen {iiber drei oder mehr Bin-
dungen moglich, und auch sehr kleine Kopplungen (W-Kopplung, allylische
Kopplungen) konnen beobachtet werden.

HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation):

Diese heteronukleare inverse Long-Range-Verschiebungskorrelation gibt Infor-
mationen {iber weiter entfernte Kopplungspartner (> und ®J-C-H-Kopplungen)
und erreicht die hohere Empfindlichkeit durch Detektion der H-Atome. Dabei
werden durch spezielle Pulsfolgen die geminalen Kopplungen unterdriickt und
es konnen auch quartidre Kohlenstoff-Atome beobachtet werden.

1.3.3 Anmerkungen zur Bezeichnung der Substanzen

Im Allgemeinen wurden zur Bezeichnung der isolierten und synthetisierten Ver-
bindungen, wie in der Aromaforschung iiblich, die Trivialnamen verwendet. Iso-
lierte Verbindungen erhielten zusétzlich ein Kiirzel, bestehend aus den Anfangs-
buchstaben des Materials, aus dem sie isoliert wurden, bzw. ihrer logischen Zu-
gehorigkeit zu den drei bearbeiteten Lebensmitteln (Wein, Dill und Linde), und
einer laufenden Nummer. An diese Bezeichnung wurden die Kiirzel dac fiir de-
acetyliert, dglc fiir eine enzymatische Glucoseabspaltung bzw. red nach chemi-
scher Reduktion angehdngt. Im experimentellen Teil ist neben der Strukturformel
auch ein systematischer Name nach IUPAC sowie die Fraktion geméfs Fraktionie-
rungsschema in den Tabellen vermerkt. Da bei den Lindenbliiten sowohl getrock-
nete als auch frische Bliiten aufgearbeitet wurden, werden die aus getrockneten
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Bliiten isolierten Substanzen mit L fiir Linde gekennzeichnet, die aus frischen
Bliiten isolierten mit Tn fiir Tilia.

Zur Referenzierung anderer im Text gebrauchter Strukturen wurden einfache
Nummern verwendet.



2 Ergebnisse und Diskussion

2.1 Wein

Schon seit tausenden von Jahren nimmt der Wein unter den Getrdnken die wich-
tigste und vornehmste Rolle ein. Alteste Rebenfunde reichen bis in das Tertiér zu-
riick. Die klimatischen Bedingungen ermdglichten damals eine Verbreitung der
Trauben bis in den nordlichen transalpinen Bereich. Heute finden sich noch ein-
zelne Exemplare dieser Wildreben, Vitis vinifera silvestris Gml., in Auwédldern am
Rhein. Sie gelten als Vorldufer unserer heutigen Kulturreben (Hardie, 2000).

Tabelle 2.1: Evolution der Gattung Vitis (verandert nach Hardie (2000))

Era Period Epoch Millions of years Significant Events
from start to present
Precambrian 4.500 Presumptive origin of life.
Paleozoic Cambrian 600 Marine invertebrates; primitive algae.
Ordovician 500 First agnathan (jawless fish) vertebrates.
Silurian 425 Invasion of land by primitive tracheophytes.
Mesozoic Triassic 230 Drifting apart of Laurasia and Gondwana.
Jurassic 181 Ancestral (Labruscoid) forms of Vitis
presumed to have arisen in North America.
Cretaceous 135 Labruscoid forms similar to V. aestivalis
and V. riparia (North america).
Cenozoic Tertiary Palaeocene 63 Evolution of two distinct
races Vitis (europ./amer.).
Eocene 58 Vitis acquires a creeping habit.
Oligocene 36
Miocene 25
Pilocene 12 Vitis proevinivera, near Labruscoid form present.
Period Epoch Archeological Years from Start Significant events
time to present
Quarternary Pleistocene Mesolithic 1.400.000 Homo errectus appears.
Neolithic 400,000 Homo sapiens evolved
Holocene 10,000 Earliest hypothesized date of viticultivation.
Bronze Age 5,000 Cultivation of winegrapes in Near East.
Iron Age 3,000 Winegrape cultivation introduced
to southern Europe.
2,000 Cultivars taken to northern and
eastern Europe by Romans.

Die Weinbereitung hat ihren Ursprung bei den indogermanischen Vélkern in Vor-
derasien. Sowohl aus dem frithen Anbau roter Trauben, wie auch der Art der
Weingewinnung, kann Rotwein als frithester Wein angenommen werden. Am-
phoren aus dem 5. Jh. v. Chr. zeugen davon. Die Weinkultur war aber auch den
Agyptern und Assyrern seit 3.500 v. Chr. bekannt; ihr Stand ist durch zahlreiche
Abbildungen in Grabern, Tempeln und Pyramiden tiberliefert. Von den Griechen,
erinnert sei nur an Odysseus, der Polyphem mit ,,gewtiirztem rotem Wein” trun-
ken machte, gelangte das Wissen vom Weinanbau iiber die Romer und Gallier an
Mosel, Rhein und nach Siidwestdeutschland und verdrdngte den damals bei den
Germanen beliebten Met (Olmo, 1976).



16 Kapitel 2. Ergebnisse und Diskussion

2.1.1 Die Weinrebe - Vitis vinifera L.

Botanik:

Abteilung: Spermatophyta,

Unterabteilung: Magnoliophytina (Angiospermae),
Klasse: Magnoliatae (Dicotyledoneae),
Unterklasse: Rosidae,

Ordnung: Rhamnales,

Familie: Vitaceae,

Gattung: Vitis,

Art: Vitis viniferea L.

i %W.g Weinfiork.

Abbildung 2.1: Abbildung eines Weinstocks nach Thome (1885)

Botanisch gesehen gehort die Weinrebe zur Familie der Vitaceae (Rebengewdach-
se), die aus zehn Gattungen besteht. Die Gattung Vitis, die alle Weinreben um-
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fasst, kommt in zahlreichen Arten und Unterarten in der nordlichen gemaf3ig-
ten Zone, in Amerika, Asien und Europa vor. Alteste Funde (in der Westeifel)
werden auf ein Alter von 45 Millionen Jahren geschétzt (Bergner und Lemperle,
1998). Auf der kiihleren stidlichen Erdhalbkugel ist der Anbau bis nach Chile und
Neuseeland moglich.

In Amerika werden vor allem die Arten V. labrusca, liparia, rotundifolia und ru-
pestris kultiviert. Die sortenreichen europdischen Kulturreben V. vinifera L. ssp.
vinifera Gmelin diirften aus den Unterarten V. vinifera ssp. silvestris Gml. und V.
vinifera ssp. caucasia Vav. hervorgegangen sein (Bergner, 1993).

Die Amerikaner-Rebe fiihrte Mitte des letzten Jahrhunderts durch Einschleppung
von falschem Mehltau Plasmopara viticola und der Reblaus Phylloxera vastatrix zu
Schidden an den europdischen Sorten, die gegen diese Parasiten keine Resistenz
aufwiesen. Heute werden die Amerikaner-Reben daher als Pfropfunterlage oder
zur Ziichtung von Resistenzen eingesetzt. Ihre Bedeutung fiir die Gewinnung
von Weinen ist ansonsten eher gering, da die aus ihnen gewonnenen Weine ein
Fehlaroma (off flavor), der als ,Fuchsgeschmack” oder , Erdbeerton” bezeichnet
wird, aufweisen (Robinson, 1994).

Die Ampelographie (Sortenkunde) beschiftigt sich mit der Beschreibung und Zu-
ordnung der mittlerweile {iber 300 Sorten von Vitis vinifera mit ihren geschétzten
8000 Varietaten. Aufgrund der langen Tradition der Rebenziichtung finden sich
erste Zusammenfassungen schon bei Goethe (1887). Bedeutung fiir die Produk-
tion haben nur wenige Sorten, die von nationalen oder europdischen Behorden
fiir das jeweilige Anbaugebiet zugelassen sein miissen. In Deutschland sind die
weissen Sorten Miiller-Thurgau, Riesling, Silvaner, Scheurebe und Bacchus wich-
tig. Vermehrt werden aber auch rote Sorten kultiviert, wie der Portugieser, Trol-
linger, blaue Spatburgunder und der Dornfelder.

Morphologisch ist die Weinrebe eine Liane mit sympodialen Sprossen. Jedes
Glied endet dabei mit einer Sprofiranke, die seitlich abgedrangt wird, wahrend
eine Achselknospe die Scheinachse fortsetzt (Bergner und Lemperle, 1998).

Die Bliitenstdnde stellen morphologisch Rispen dar und keine ,Trauben”. Die
Wildreben sind dabei zweihédusig, im Gegensatz zu nahezu allen Kulturreben.
In Deutschland reifen die Beeren je nach Sorte etwa Ende August, konnen aber
gerade bei Uberreife oder Edelfiule auch erst Ende November geerntet werden
(Kunkel und Apitz, 1994).

Weinbereitung

Die Weinbereitung findet im Herbst nach der Traubenlese statt und gliedert sich
in die Arbeitsschritte Einmaischen, Keltern, Vergédren, Kldren und Lagern (vgl.
Abbildung 2.2). Hier soll nur kurz ein Uberblick gegeben werden, soweit er fiir
das Verstdandnis der durchgefiihrten Untersuchungen von Bedeutung ist. Wei-
teres kann der entsprechenden Fachliteratur entnommen werden (Flitsch, 1999;
Gotz und Vogt, 1977; Jung, 1996, Woller und Wiirdiger, 1989; Dittrich, 1987;
Troost, 1988).
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Abbildung 2.2: FliefSsschema der Weissweinbereitung nach Troost (1988)

Nach der Traubenlese und dem Einbringen der Trauben werden diese moglichst
schnell und schonend entrappt (d.h. von den Stielen befreit) und zerkleinert. Bei
der Rotweinherstellung wird die Maische (Saft und Beeren zusammen) vergoren,
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um durch den entstehenden Alkohol oder durch Hitzebehandlung einen Farb-
tibergang aus den Beerenschalen in den Most zu erreichen. Bei der Weissweinbe-
reitung werden die Beeren, evtl. zusammen mit den Stielen, in Horizontalpressen
von den Beerenschalen und -kernen getrennt (Keltern), die als Trester zuriickblei-
ben (Jakob etal., 1984). Die Moste ldsst man absetzen, um eine weitere Kldarung
zu erreichen; ein geringer Resttrub fordert die gleichmassige Garung.

Der erhaltene siifie Traubensaft kann einer spontanen Garung iiberlassen werden,
die durch Hefen von der Beerenhaut ausgeldst wird. Risikoloser bei gleichzeitig
besserer Durchgarung wird unter Verwendung von Reinzuchthefen nach Steri-
lisierung (durch Schwefeln oder Hitzebehandlung) vergoren. Die Garung findet
tiblicherweise in fiinf bis sieben Tagen bei Kellertemperatur statt. Die Hefen wan-
deln dabei den vorhandenen Zucker in Alkohol um (Dittrich, 1987).

Hefegattungen

Als Hefen werden mikroskopische Pilze mit Géarfahigkeit verstanden, die sich
durch Sprossung fortpflanzen. Von der Beerenhaut gelangen beim Pressen ca.
100.000 lebende Hefen pro Milliliter in den Most. Die als Reinzuchthefen verwen-
deten Saccharomyces cerevisiae , Arten” sind dabei nur zu ein bis zehn Prozent
vertreten (Woller und Wiirdiger, 1989). Sie sind definiert als Nachkommenschaft
einer einzigen Hefezelle, die besondere Eigenschaften aufweist (z.B. Toleranz ge-
gen Schwefelung oder Vergarung bei tiefen Temperaturen). Die zu Beginn der
Géarung zahlenmaflig tiberlegenen , Wildhefen” leiten die Garung ein. Mit einem
Verbrauch an Sauerstoff (oder durch Schwefelung) und dem damit verbundenen
Abfall des Redoxpotentials treten diese jedoch im Verlauf der Garung zurtick.
Die hohen Zuckerkonzentrationen, die niedrige Temperatur und deren eigene
Stoffwechselprodukte (v.a. Ethanol) drangen die ,Wildhefen” zurtick, so dass im
abgegorenen Wein fast ausschliefilich Saccharomyceten vorliegen (Dittrich, 1987).

Untersuchungen zur mikrobiologischen Flora in spanischen Weinen haben ge-
zeigt, dass die ,Wildhefen” u.a. den Gattungen Candida, Zygosaccharomy-
ces und Torulaspora angehoren (Esteve-Zarzoso etal., 2000). Ein Vergleich des
Wachstums der verschiedenen Weinhefen bei unterschiedlichen Temperaturen,
Zuckergehalten und pH-Werten ergab, dass Kloeckera- und Candida-Gattungen,
die auch als Kahmhefen bezeichnet werden, schneller als die Saccharomyceten
wachsen und daher die Garung einleiten (Charoenchai etal., 1998). Beobach-
tet wurden Biotransformationen von Monoterpenalkoholen von Saccharomyces
cerevisine und Torulaspora delbrueckii. Dabei bewirkte S. cerevisine die Reduktion
von Geraniol zu Citronellol, wahrend beide Hefen Umlagerungen, Zyklisierun-
gen und Hydratisierungen von Terpenen bewirken konnten (King und Dickin-
son, 2000). Insgesamt konnen Candida- und Torulaspora-Gattungen den Geruch
und Geschmack von Weinen positiv beeinflussen, wahrend Kloeckera apiculata v.a.
durch Ethylacetat-Bildung (Esterton) negative Einfliisse hat (Ciani und Maccarel-
li, 1998). Allgemein liefern Hefen Garnebenprodukte (sekunddre Aromastoffe)
die neben den sortentypischen primédren Aromakomponenten einen nicht unwe-
sentlichen Beitrag zum Aroma des Weines leisten konnen (Dittrich, 1987).
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Im Anschluss an die Garung kann ein biologischer oder chemischer Saureabbau
erfolgen und der Wein geschwefelt oder geschont werden. Vor der Lagerung wird
nochmals gekldrt und/oder stabilisiert.

Lagerung oder Ausbau des Weines

Der Ausbau der Weine erfolgt durch Lagerung bei gleichméfiigen, kithlen Tem-
peraturen im Holzfass, im Tank oder in der Flasche (siehe Abbildung 2.3). Die La-
gerstabilitdt ist dabei materialabhdngig und sinkt mit zunehmender Luftdurch-
lassigkeit. Im Tank ist auf eine inerte Oberflache zu achten, die auch von saurem
Wein nicht angegriffen wird. In Kunststofftanks muss die Migration von Weich-
machern oder Monomeren verhindert werden. Holzfasser miissen vor und nach
dem Ausbau griindlich gereinigt werden, um eine Kontamination durch Pilze
und andere Mikroorganismen zu vermeiden (, Weingriinmachen”). Die Behail-
ter sind dabei moglichst voll zu fiillen oder durch Schutzgas vor Luftsauerstoff
zu schiitzen. Im Holzfass tritt Schwund auf, der nachgefiillt werden muss, und
durch hohe Luftfeuchtigkeit bei der Lagerung zuriickgedrangt werden soll. Ein
aufwindiger Ausbau im Holzfass (,,barrique”) ist nur bei qualitativ hochwerti-
gen Weinen sinnvoll und steigert dessen Qualitdt und Aroma sowohl durch oxi-
dative Verdnderungen wie auch durch Aufnahme von Ligninabbauprodukten,
wie Guajakol und Eugenol aus dem Holz (Chatonnet, 1998).

Abbildung 2.3: Heidelberger Fass (Bergner, 1993) und Metalltanks nach Troost
(1988)

In gerbstoffreichen Weinen wird durch Lagerung in Eichenholzfdssern, die selbst
viele Polyphenole enthalten, eine Verstarkung des oxidativen Abbaus erreicht,
der zur Polymerisierung der Weinphenole und damit zu einer beschleunigten
Reifung fiihrt.

Bei der Lagerung in Flaschen werden diese mit Korken verschlossen. Neben den
Naturkorken aus den Rinden der Korkeiche (Quercus suber, Hauptproduzent
Portugal) werden in den letzten Jahren verstarkt auch PrefSkorken oder Kunst-
korken (aus Polyethylen) eingesetzt. Auch die von anderen Getrdanken bekannten



2.1. Wein 21

Abbildung 2.4: Polymerisation von Polyphenolen in Wein (Saucier etal., 1997)

Kronen oder Schraubverschliisse sind moglich, doch ldsst sich ein Austausch des
Naturkorkens (v.a. bei hoherwertigen Weinen) schwer durchsetzen und verhin-
dert durch Luftdichtheit weitere Reifung (Fischer, 2000). Nachteile der Naturkor-
ken sind moglicher Befall durch Schadlinge und die Alterung der Korken.

2,4,6-Trichloranisol (TCA) ist neben anderen Fehlnoten fiir den Korkgeschmack
des Weines verantwortlich und kann mit einem Schwellenwert von nur ca. 5ng/1
empfindlich wahrgenommen werden (Amon etal., 1989; Butzke etal., 1998). Fiir
die Entstehung dieses Weinfehlers werden drei Wege diskutiert, wobei Schim-
melpilze eine Methylierung genuiner Phenole bewirken, und der Chloranteil
durch Pflanzenschutzmittel oder bei der Bleichung durch Hypochlorite einge-
bracht wird. Der international entstehende Schaden durch Korkgeschmack im
Wein wird auf tiber 20 Mrd. DM /Jahr geschétzt.

Allgemein ist die Lagerung von Rotweinen problemloser. Durch die Polymerisa-
tion der Polyphenole wird der Geschmack weicher und ausgewogener, die Farbe
erhélt braune Noten. Bei Weissweinen bleibt das sortentypische Aroma meist nur
etwa 5 Jahre erhalten, bevor sie , firn” werden, ein Geschmack, der durchaus ge-
schdtzt wird, aber die typische Note des Weines iiberdeckt. Je mehr Sdure ein
Weisswein enthilt, desto langer kann man ihn lagern.

Insgesamt miissen die positiven Effekte der Lagerung den Verlust an Aroma-
stoffen ausgleichen. Welcher Art diese Verdanderungen sind, die als ,Reifen” des
Weines bezeichnet werden, ist noch nicht bekannt. Wahrscheinlich finden Um-
setzungen der Inhaltsstoffe statt, die zur Bildung von angenehmen Duft- und
Geschmacksstoffen (Lagerbukett) fithren (Woller und Wiirdiger, 1989). Einen Bei-
trag zur Aufklarung der Bildung dieses , Alterungsaromas” soll auch die vorlie-
gende Arbeit liefern.

Bisherige Untersuchungen

Wein besteht zu 85-90% aus Wasser und enthilt je nach Qualitat 55-110g/1 Al-
kohol. Weitere Bestandteile sind Sdauren, Kohlenhydrate, Gerb- und Farbstoffe,
Stickstoffverbindungen und Mineralstoffe, die als Extrakt zusammengefasst wer-
den. Nicht zum Extrakt werden die fliichtigen Bestandteile wie Aldehyde, Ester,
Terpene und die fliichtigen Sduren gerechnet. Fiir die Qualitédt eines Weines ist
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neben dem Sédure- und Alkoholgehalt vor allem die Zusammensetzung dieser
Aromastoffe relevant (Vogt, 1968).

Wein ist schon seit jeher sowohl als Genussmittel wie auch als Arzneimittel be-
kannt (Diamandis etal., 1997). Seit in den 90er Jahren in der Sendung "60 mi-
nutes" im amerikanischen Fernsehen (CBS, 1991) auf eine negative Korrelation
zwischen (Rot-)Weinkonsum und dem Auftreten von koronaren Herzkrankhei-
ten hingewiesen wurde, sind die Forschungen zur antioxidativen Aktivitdt und
dem als , French Paradox” bezeichneten Phinomen einer breiten Offentlichkeit
bekannt gemacht worden.

Im Zuge dieser gesundheitsbezogenen Forschungen wurden eine Vielzahl von
antioxidativ-wirksamen Verbindungen aus Rot- wie Weifiwein isoliert und auch
der ,blutverdiinnende” Einfluss des Ethanols untersucht. Im Weifswein wird den
Hydroxyzimtsdauren der Hauptanteil der antioxidativen Aktivitdt zugesprochen,
wihrend in Rotweinen die Hauptaktivitdt auf hohere Gehalte an Flavonoiden
und farbaktiven Anthocyanen zuriickzufiihren ist. Die Weinantioxidantien ver-
mogen u.a. vor Oxidation der LDL-Partikel zu schiitzen, die als Ausloser fiir Ar-
teriosklerose angesehen werden (Frankel etal., 1995; Baderschneider, 2000).

Weinaroma

Detaillierte Kenntnis des Weinaromas ist Grundlage fiir Untersuchungen der ver-
muteten Vorldufersubstanzen. Im Folgenden soll deshalb kurz ein Uberblick ge-
geben werden. Zusammenfassungen finden sich bei Ebeler (2001), Schreier (1979)
sowie bei Mandery und Rapp (1986). Erste Untersuchungen wurden von Hennig
und Villfort (1942) durchgefiihrt.

Generell lassen sich die primadren Aromastoffe, die genuin in der Traube vorlie-
gen, die sekunddren Aromastoffe, die wahrend der Verarbeitung (Mahlen, Mai-
schen, Erhitzen) entstehen, sowie das Gar- und Lagerbukett unterscheiden.

Das Aroma der Trauben bildet sich erst in den letzten Phasen der Reife und ist
sortenabhéngig (Coombe und MacCarthy, 2000). Es sind bisher mehr als 1300
fliichtige Verbindungen charakterisiert worden (Ebeler, 2001), unter denen sich
aliphatische und aromatische Alkane, Ethylester (typisch fiir Friichte), hhere Al-
kohole, Aldehyde, Ketone und Sduren finden (vgl. Abbildung 2.5). Weitere wich-
tige Stoffklassen sind Lactone, Sulfide, Terpene und Carotinoidabbauprodukte
(C13-Norisoprenoide).

Sekundare und wéhrend der Garung gebildete Aromastoffe lassen sich oft nicht
eindeutig unterscheiden. Charakteristische Garungskomponenten sind das Ace-
taldehyd, das z.T. bei der Schwefelung wieder gebunden wird, und die von der
Hefe gebildeten Fuselalkohole.

Uber das Lagerbukett ist noch relativ wenig bekannt. Es scheint sich um oxi-
dative Veranderungen oder eine Aufnahme von geruchsaktiven Verbindungen
wihrend der Lagerung im Holzfass zu handeln (besonders bei Port- oder Sherry-
weinen (Cutzach etal., 2000)). Der niedrige pH-Wert der Weine oder Moste fiihrt
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Abbildung 2.5: Strukturen wichtiger Weinaromastoffe nach Williams (1982)

zu sdurekatalysierten Umlagerungen und kann damit wesentlich zur Entstehung
des Lageraromas beitragen. Im Jahre 1988 konnten Strauss etal. diolische Ter-
penverbindungen und deren Glycoside aus Wein isolieren und in Modellstudien
deren Umlagerung zu geruchsaktiven Verbindungen unter Sdureeinwirkung zei-
gen (siehe Abbildung 2.40, Seite 71).

Auch eine Freisetzung von glycosidisch gebundenen Aromastoffen wahrend der
Lagerung kann zur Verstarkung des sortentypischen Aromas fithren, wie Modell-
lagerungen unter erhohten Temperaturen kiirzlich zeigten (Duncan etal., 1999).

Wie in der Einleitung beschrieben, wird in neuerer Zeit versucht, iiber Aromaex-
traktverdiinnungsanalysen (AEDA) oder die Verhéltnisse der gefundenen Kon-
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zentrationen an Aromastoffen zu ihren Geruchsschwellenwerten (odor activity
values, OAV) die mafigeblich am Aroma eines Lebensmittels beteiligten Aroma-
stoffe zu identifizieren.

Dabei gelang Guth (1996) die Identifizierung eines neuen Aromastoffes in Wein
der Rebsorten Scheurebe und Gewlirztraminer, der seiner Struktur und Herkunft
nach als Weinlacton bezeichnet wurde. Die Verbindung (35,3aS,7aR)-3a,4,5,7a-
Tetrahydro-3,6-dimethyl-benzofuran-2(3H)-on weist eine duflerst niedrige Ge-
ruchsschwelle von 0,00001 ng/1 Luft auf und riecht angenehm siifs nach Kokos-
nuss. Aufgrund der drei Stereozentren sind insgesamt acht Stereoisomere mog-
lich, die sich in ihrer Geruchsschwelle unterscheiden (siehe Abbildung 2.6).

Tabelle 2.2: Wichtige Aromastoffe in Scheurebe und Gewtirztraminer (nach Guth
(1998), FD: flavor dilution)

FD-Faktor

Verbindung Scheurebe Gewiirztraminer
Weinlacton 1000 1000
Isobuttersdureethylester 100 10
2-Methylbuttersdureethylester 100 100
3-Methylbutanol 100 100
2-Phenylethanol 100 100
3-Ethylphenol 100 100
3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon 100 100
3-Methylbuttersdureethylester 10 10
Buttersdaureethylester 10 10
2-Methylpropanol 10 10
Hexansdureethylester 10 10
cis-Rosenoxid <1 10
4-Mercapto-4-methylpentan-2-on 10 <1
Octansdureethylester 10 10
Essigsdure 10 10
Linalool 10 10
Buttersdure 10 10
2-/3-Methylbuttersaure 10 10
5-Ethyl-4-hydroxy-2-methyl-3(2H)-furanon 10 10
trans-Zimtsdureethylester 10 10

Das Weinlacton gilt als einer der potentesten Aromastoffe im Wein. Es konnte
selbst nach 1000-facher Verdiinnung eines Weinaromaisolates, beim Abriechen
des Eluates eines Gaschromatographen noch wahrgenommen werden, wahrend
die instrumentellen Detektoren diese geringen Konzentrationen nicht mehr an-
zeigen konnten (vgl. Tabelle 2.2). Erst durch prédparative Techniken und Steige-
rung der Empfindlichkeit durch selektive Methoden (Single Ion Monitoring, SIM)
konnte die Verbindung in Wein bestimmt werden. Obwohl die Verbindung schon
1975 von Southwell als Metabolit im Urin von Koalabéren, die mit Eukalyptus-
blattern gefiittert wurden, nachgewiesen werden konnte, gelang eine Isolierung
aus Lebensmitteln bis dato nicht. Auch eine Synthese der Verbindung war be-
schrieben (Bartlett und Pizzo, 1981), ohne jedoch deren sensorische Relevanz zu
bemerken. In einer weiteren Arbeit verglich Guth (1998) die Gehalte an Weinlac-
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Abbildung 2.6: Mogliche Stereoisomere des Weinlactons 1 und deren Geruchs-
schwellen in Luft nach Guth (1996)

ton wihrend verschiedener technologischer Stufen der Weinbereitung. Wahrend
der Gehalt an Weinlacton nach dem Pressen der Trauben bei 0,03 ug/1 lag, war
nach der Géarung eine Verdopplung der Gehalte festzustellen. Bei der anschlie-
lenden viermonatigen Lagerung in Stahltanks stieg die Konzentration an Wein-
lacton auf 0,19 pug/1 an (vgl. Abbildung 2.7).

Konzentration ( pg/)
o
i

Most Fermentation bio. Saureabbau Ausbau

Abbildung 2.7: Konzentrationszunahme von Weinlacton im Verlauf der Weinbe-
reitung (Beispiel: Gewd{irztraminer) (Guth, 1998)

Das Weinlacton konnte ferner in Rotwein (Lopez etal., 1999), Orangensaft (Hin-
terholzer und Schieberle, 1998; Buettner und Schieberle, 2001b), Grapefruitsaft
(Buettner und Schieberle, 1999, 2001a), Pfeffer und Basilikum (Guth und Murgo-
ci, 1997) nachgewiesen werden. Auch bei diesen Lebensmitteln trégt es entschei-
dend zum Aroma bei.
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Prdkursoren verschiedener Weinaromastoffe

Seit Allcock und Francis (1969) tiber das Vorkommen von glucosidisch gebun-
denen Aromastoffen in Rosen berichteten, sind diese Aromavorstufen in vielen
Pflanzen untersucht worden. Cordonnier und Bayonove (1974), Williams etal.
(1981) und Gtinata etal. (1985) konnten Mono- und Diglucoside von Monoter-
penen aus Muskat- und Rieslingwein isolieren und durch enzymatische und
saurekatalysierte Spaltungen die Aromastoffe freisetzen. Dominierend waren
dabei die Monoterpene Linalool, a-Terpineol, Geraniol und Nerol. Erst kiirzlich
wurden diese Glycoside synthetisiert und deren Verhalten in Modellweinen
untersucht (Skouroumounis und Sefton, 2000). Coombe et al. (1995) zeigten, dass
Glucoside eine wichtige Rolle als Aromavorldufer in Weiss- und Rotweinen spie-
len, insbesondere wenn sie langer gelagert werden. Das Konzept der "Glucosyl-
Glucose (G-G)" versucht iiber den Gehalt dieser Prakursorverbindungen eine
Abschédtzung der im Zuge der Lagerung zu erwartenden Qualitdtsverbesserung.
Bei Rotweinen konnten erwartungsgemifl mehr phenolische und auch noriso-
prenoide Verbindungen freigesetzt werden, wahrend die Monoterpengehalte
geringer waren als in den Weissweinen. Beim Rotwein muss allerdings von
dem ermittelten G-G-Wert noch der Gehalt an Anthocyanglycosiden abgezo-
gen werden, was einen "red free G-G" ergibt. Anthocyanglycoside leisten zwar
einen Beitrag zur Farbe, nicht aber zum Aroma (Coombe etal., 1996). Ebenso
ist mit der Freisetzung von anderen eventuell unerwiinschten Verbindungen
aus den Glycosiden zu rechnen, so dass das G-G-Konzept nicht unumstritten
ist. Kiirzlich gelang der erfolgreiche Einsatz von gereinigten Glycosidasen aus
Pilzstimmen (Aspergillus) zur Verbesserung des Aromas von Falanghina Wein
tiber die Freisetzung von terpinogenen Aromavorstufen (Martino etal., 2000).

Aufgabenstellung

Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zur Aufklarung der Genese des Wein-
lactons liefern. Dabei sollten die von Guth (1998) untersuchten Phasen der Wein-
bereitung betrachtet werden. Der grosste Zuwachs konnte dabei in der letzten
Phase, der Lagerung, beobachtet werden. Kennzeichnend fiir diese Phase sind
der niedrige pH-Wert und der hohe Ethanolgehalt. Die Hefen zeigen daher kaum
mehr enzymatische Aktivitdt. Der inerte Stahltank schliesst oxidative Verdnde-
rungen oder ethanolische Extraktionen aus dem Holz aus. Aufgrund des niedri-
gen pH-Wertes kann eine Freisetzung des Weinlactons aus nichtfliichtigen Vor-
stufen angenommen werden. Aus verschiedenen Weinen sollten daher Extrakte
hergestellt und auf das Vorliegen dieser Vorstufe untersucht werden. Aus den
Weinlacton generierenden Fraktionen sollte eine Isolierung dieser wichtigen Aro-
mavorstufe versucht werden.

Anschliessend sollte der Prakursor synthetisiert werden, um die Verbindung in
Modellweinen lagern und die gebildeten Produkte untersuchen zu konnen.

Im Gegensatz zur Lagerung befinden sich wihrend der Garung verschiedene He-
fen in unterschiedlichen Wachstumsstadien. Diese Organismen konnten durch
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eine Biotransformation das Weinlacton generieren. Zur Uberpriifung dieser The-
se sollte die synthetische Vorstufe in Modellfermentationen umgesetzt werden.
Die Auswahl der Hefen, der Kulturbedingungen und der Nahrmedien orientier-
te sich dabei an der Weinbereitung.

2.1.2 Isolierung von Aromaprakursoren aus Rieslingwein

Aufarbeitung des Rieslingweines

Anreicherung von glycosidischen Verbindungen aus Rieslingwein

1001 Rieslingwein (QbA, Jahrgang 1992, Leinsweiler Sonnenberg) wurden 1:1 mit
Wasser verdiinnt und auf eine mit XAD-2 Material gefiillte Chromatographiesdu-
le gegeben (vgl. Abbildung 2.8). Das Divinylbenzol-Styrol Copolymerisat XAD-2
bindet Glycoside iiber ihr Aglykon (hydrophobe Wechselwirkungen). Die polare-
ren Begleitstoffe werden durch Spiilen mit Wasser entfernt. Die Elution der Gly-
coside erfolgt mit Methanol.

Diese Anreicherung hat sich als Standard bei der Isolierung von glycosidi-
schen Aromavorstufen durchgesetzt. Giinata etal. (1985) benutzten das XAD-
2-Material, um die in geringen Konzentrationen vorhandenen Prakursoren von
den Begleitstoffen in Wein abzutrennen. Durch eine anschliefiende fliissig-fliissig
Extraktion mit Ether wurden die freien Aromastoffe entfernt.

Fliissig-fliissig Extraktion von Rieslingwein

61Rieslingwein (QbA, Jahrgang 1993, Ilbesheimer Herrlich) wurden in mehreren
Portionen schonend am Rotationsverdampfer entalkoholisiert.

Anschlieffend wurde der Wein neutralisiert und fiir 24 Stunden mit Diethylether
extrahiert, um die neutralen, freien Aromastoffe zu erfassen. Nach Ansduern des
Weines wurde nochmals mit Ether extrahiert und ein saurer Extrakt erhalten.

Um die chromatographischen Eigenschaften des sauren Extraktes zu verbessern,
wurde ein Teil methyliert (siehe Seite 125).

Bereitung eines XAD-Extraktes aus Albarifnowein

Albarifio Wein wird vor allem im nordlichen Spanien (Rias Baixas, Galizien)
angebaut und soll dem deutschen Rieslingwein sehr dhnlich sein. Einer Sage
nach brachten deutsche Monche im 11. Jahrhundert eine Rieslingrebe als Gast-
geschenk bei einer Pilgerfahrt nach Santiago de Compostela mit. Andere berich-
ten von franzosischen Monchen aus Cluny in Burgund oder halten die Rebe fiir
urspriinglich in Galizien beheimatet. Geruchlich und geschmacklich sind jedoch
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deutliche Ahnlichkeiten zum deutschen Riesling zu erkennen. Auch die kleine
Wuchsform und der geringe Ertrag sind dem deutschen Riesling dhnlich.

Von 501 dieses Weins (DOC, Jahrgang 1997, Granbazan) wurde ein XAD-Extrakt
analog dem des Rieslingweins hergestellt (vgl. Abbildung 2.8).

Wein (1001/501)
1:1 verd. mit Wasser

Adsorption an Spalen mit .
XAD-2 —_— polare Begleitstoffe
Wasser

Screening Flussig-flussig _
auf Vorlaufer | XAD-2-Extrakt ] —— ‘ freie Aromastoffe ’

Extraktion mit Ether

prap. MLCCC-
Trennung

Screening

auf Vorlaufer ‘ 6 / 4 Hauptfraktionen ’

anal. MLCCC-
Trennung
weitere _
‘ Feinfraktionen ’ —— Reinsubstanzen
Trennungen

Abbildung 2.8: Aufarbeitungschema des Riesling- und des Albarifioweines

Vorfraktionierung

Die erhaltenen XAD-Extrakte der beiden Weine waren fiir direkte Untersuchun-
gen zu komplex, wie erste Screeningversuche mittels GC-MS zeigten. Infolge
dessen wurde als erste Vorfraktionierung die fliissig-fliissig Verteilungschroma-
tographie (MLCCC) gewdhlt. Beide Weine wurden dabei mit dem Zweiphasen-
system Chloroform-Methanol-Wasser in einer praparativen Anlage getrennt und
die aufgefangenen Fraktionen nach Untersuchung mittels Diinnschichtchroma-
tographie zu sechs (Riesling) bzw. vier Fraktionen (Albarifio) dhnlicher Polaritat
vereinigt.
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Screening auf Vorlduferverbindungen

Aus den Fraktionen und Extrakten wurden die Aromastoffe enzymatisch bzw.
durch Sdurekatalyse freigesetzt. Dabei werden im enzymatischen Ansatz v.a.
die aus den Glycosiden freigesetzten Vorldufer nachgewiesen. Die simultane
Destillation-Extraktion (SDE) mit Sdurezusatz fiihrt dagegen durch die thermi-
sche Belastung zur Bildung des gewiinschten Aromastoffs (durch Umlagerungen
oder Hydratisierungen).

In den fliissig-fliissig Extrakten aus Rieslingwein tiberwogen die fliichtigen Sdu-
ren bzw. deren Ethyl- oder Methylester (Bernstein-, Apfel-, Butter-, Maleinsaure),
so dass eine Identifizierung der in geringen Mengen enthaltenen Aromastoffe
oder deren Vorldufer nicht moglich war.

In den enzymatischen Hydrolysen des Albarifios waren neben Phenylethanol
und Benzylalkohol als Hauptkomponenten oxygenierte Terpene v.a. des Lina-
lools zu finden (vgl. Abbildung 2.9). Neben dem bekannten 8-Hydroxylinalool
tiel bei der gaschromatographischen Analyse eine Verbindung besonders durch
die Peakform auf (,,Sagezahn” typisch fiir Sduren). Zusammen mit dem Massen-
spektrum lief3 sich die Verbindung als 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure
(Linaloolsaure) identifizieren.
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Abbildung 2.9: GC-MS Chromatogramm (DB5) der enzymatischen Hydrolyse
von Albarifio Wein (3. MLCCC Fraktion)

Die Untersuchung der einzelnen Fraktionen zeigte, dass die Trennung mittels
MLCCC gute Erfolge brachte: die polaren Fraktionen eins und zwei enthielten
tast nur phenolische Verbindungen, die nachfolgende Fraktion vier enthielt die
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fliichtigen Sduren, die schon im fliissig-fliissig Extrakt die Detektion storten. In
der enzymatischen Hydrolyse des gesamten XAD-Extraktes war die Detektion
durch koeluierende Substanzen gestort. Die Fraktion drei enthielt die hochsten
Gehalte an Linaloolsdure.

Die SDE-Hydrolysen des Rieslings waren komplexer zusammengesetzt, da zu-
satzliche Abbauprodukte nachweisbar waren. Neben dem 8-Hydroxylinalool
und der 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure konnten die isomeren Lina-
looloxide sowie das Weinlacton nachgewiesen werden (siehe Abbildung 2.10).
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Abbildung 2.10: GC-MS Chromatogramm (DB5) der sauren SDE der 3. MLCCC

Fraktion des Rieslingweins

Die Bildung von Weinlacton unter SDE-Bedingungen war ein erstes Anzeichen
tiir das Vorliegen einer nichtfliichtigen Vorstufe. In Analogie zur Bildung des Dill-
ethers aus 8-Hydroxygeraniol (siehe Abbildung 2.40, Seite 71) wurde eine gebun-
dene Form von 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure als mogliche Vorstufe
vermutet. Um diese Hypothese zu bestétigen, sollte der Prakursor isoliert und
synthetisiert werden.

Isolierung der Vorlauferverbindungen

Glucoseester der 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure aus Rieslingwein

Die 3. MLCCC-Fraktion des Rieslingweines wurde mittels MLCCC weiter aufge-
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trennt. Im Unterschied zur ersten Trennung wurde hier das polarere Fliefimittel-
Gemisch Ethylacetat:Butanol:Wasser (3:2:5) verwendet.

Erneute Screenings der Fraktionen zeigten, dass Fraktion 3.3 bei saurer SDE das
Weinlacton bildet. Die Fraktion wurde daher fiir weitere chromatographische
Trennungen acetyliert (Acetanhydrid /Pyridin) und iiber eine Sdulenchromato-
graphie an Kieselgel weiter fraktioniert. Aus der Fraktion 3.3.2 konnte nach ana-
lytischer HPLC mit TBME/Pentan eine Verbindung isoliert werden, deren Mo-
lekularmasse 514 amu betrug. Im DCI-Massenspektrum waren daneben die typi-
schen Fragmente der acetylierten Glucose (331, 271 usw.) zu erkennen. Dies legt
ein Molekulargewicht von 184 fiir das Aglykon nahe.
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Abbildung 2.11: HMBC des isolierten Linaloolsdure-Glucoseesters W1
(360 MHz, C¢Dg,ppm)

In den 'H-NMR-Spektren, die zur besseren Aufspaltung der Zuckersignale in
deuteriertem Benzol aufgenommen wurden, deutet die Tieffeldverschiebung des
Dubletts des anomeren C-Atoms der 3-D-Glucose (5,96 ppm) auf eine Esterbin-
dung hin. Weiterhin sind die charakteristischen Signale fiir eine Vinylgruppe
(5,55 ppm, cis/trans (10,5/17,5 Hz)-Kopplung) und das olefinische H3 (7,03 ppm,
Triplett von Quartett, CH,- bzw. long-range der Methylgruppe) zu erkennen. Ab-
gesichert wurde die Struktur durch inverse C-H- und Fernkorrelation (siehe Ab-
bildung 2.11). Die trans-Stellung der Doppelbindung konnte tiber einen NOE-
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Effekt am H4-Atom nach Einstrahlung auf die allylischen Methylprotonen be-
stimmt werden (vgl. Abbildung 2.12).

Abbildung 2.12: 3C- und 'H-NMR-Daten des Linaloolsaure-Glucoseesters W1
(90 MHz bzw. 360 MHz, C¢Dg, ppm)

2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure aus Albarifiowein

Die nach dem Screening ausgewdhlte 3. Fraktion des Albarifio-XAD-Extraktes
wurde ebenfalls einer zweiten analytischen MLCCC-Trennung unterworfen.
Nach Acetylierung, Sdulenchromatographie und weiterer Aufreinigung durch
prdparative und analytische HPLC konnte aus mehreren Fraktionen die freie
Form der Saure isoliert werden. Die Identifizierung gelang analog dem Glucose-
ester iiber das 'H-NMR-Spektrum, das Massenspektrum (GC-MS, EI) und den
Retentionsindex nach Kovats (RI).
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Abbildung 2.13: EI-Massenspektrum der aus Albarifio Wein isolierten 2,6-
Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure
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2.1.3 Synthese der Verbindungen

Zur Strukturabsicherung und fiir weitere biomimetische Versuche zur Entste-
hung des Weinlactons sollte die Verbindung 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadi-
ensdure sowie der entsprechende Glucoseester synthetisiert werden.

Die bisher in der Literatur (Carda etal., 1995) beschriebene Synthese ging von
racemischem Linalool aus (bzw. von Geraniol iiber Sharpless-Oxidation und S-
(+)-Linalool). Uber mehrere Stufen wurde nach Schutz der Saure- und Alkohol-
funktion und Oxidation bei -78°C mit Ozon die Sdure in einer Ausbeute von ca.
25 % erhalten. Dieser Weg fiihrt trotz hohen apparativen Aufwandes zu geringer
Ausbeute.

Daher wurde ein alternatives Syntheseschema entwickelt. Ausgehend von Lina-
lool sollte in einer allylischen Oxidation eine Sauerstofffunktion eingefiihrt und
tiber eine weitere Oxidation diese in eine Sdure bzw. einen Ester {iberfiihrt wer-
den (siehe Abbildung 2.14). Hohere Ausbeuten bei weniger Nebenprodukten
konnten durch Schutz der tertidaren Hydroxylgruppe erzielt werden, allerdings
stellte die enzymatische Abspaltung dieser und die Spaltung des Esters eine zeit-
aufwendige und storungsanfillige Reaktion dar.

OR OR OR OR
| Se0,, | ox | Glung, |
OAcC
| | | | OOAC?“‘“”(\‘“ZOAC
CHO COOH —~—-720

OAc

W7a W9

Abbildung 2.14: Allgemeines Syntheseschema (R=H,Ac) zur Darstellung von
Saure W7a und Glucoseester W9

Ein dhnlicher Syntheseweg wurde kiirzlich in der Literatur beschrieben (Sharma
und Chand, 1996; Sekine etal., 1997). Dabei wurde durch Wechsel des Oxida-
tionsmittels (tert.-Butylhydroperoxid, Selendioxid als Katalysator) die Ausbeute
des ersten Schrittes gesteigert. Fiir den zweiten Oxidationsschritt wurde Natri-
umchlorit eingesetzt, so dass die Sdurefunktion direkt (ohne Umweg tiber den Es-
ter) erhalten wurde. Auf diesem rein chemischen Weg konnten fiir die Garungs-
versuche grofiere Mengen an 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure synthe-
tisiert werden.

Stufe 1: Darstellung von 8-Oxolinalool

Schon lange sind die oxidierenden Eigenschaften von Selendioxid bekannt
(Friedheim und Peters, 1907). Wiederholt wurde auch beschrieben, dass bei Oxi-
dationen mit konzentrierter Schwefelsdure das in Spuren enthaltene SeO, das
eigentlich oxidierende Agens ist (Rabjohn, 1947). Praktische Anwendung findet
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Selendioxid v.a. bei der Oxidation von aktivierten Methylengruppen, z.B. von
Carbonylverbindungen zu 1,2-Dicarbonylverbindungen. Bei Verbindungen mit
weiteren Doppelbindungen im Molekiil findet eine schonende Oxidation der «-
Methylengruppe zu ungeséttigten allylischen Alkoholen und Aldehyden statt
(Rabjohn, 1975; Trahanovsky, 1978).

_OH

o . . R 2\
+ Se” en-Reaktion \"(\ + [2,3]-Umlagerung
| I N
(@]

R

[2,3]-Umlagerung R | Se/OH Abspaltung Selen R |
I
O OH

Abbildung 2.15: Mechanismus der Selendioxid-Oxidation (verdndert nach Tra-
hanovsky, 1978)

Die Nachteile der Verwendung von SeO; sind dessen Toxizitdt (dhnlich den
Arsen-Verbindungen) und Probleme bei der Aufreinigung der Produkte. Wird
tiberschiissiges Selendioxid nicht aus dem Produkt entfernt (durch Extraktion
der wéssrigen Losung mit inerten Losungsmitteln), fallt bei der Aufreinigung
des Produktes laufend Selen aus. Vorteile sind die Stereospezifitat (Bhalerao und
Rapoport, 1971) beztiglich der E- bzw. trans-Stellung und die Selektivitit.

Als Losungsmittel kamen Ethanol und Dioxan mit 5 % Wasserzusatz zum Ein-
satz. In Gegenwart von Essigsdure oder Acetanhydrid konnen in einem Schritt
die acetylierten Alkohole erhalten werden.

Oxidation von Linalylacetat

MnO,/0C
Hexan

OAc OAC OAC OH OAc
| SeO, | |
—_—
| 70°C/EtOH | + + Se
oH |
CHO
w2 W3 N -

Abbildung 2.16: Oxidation von Linalylacetat mit SeO,
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Die Oxidation von Linalylacetat ergab eine Mischung des entsprechenden Al-
kohols und des Aldehyds (siehe Abbildung 2.16). Als Nebenprodukte entstan-
den selenorganische Verbindungen (Grigoreva etal., 1986). Um die Ausbeute der
Reaktion zu erhdhen, wurde das 8-Hydroxylinalylacetat mit aktiviertem Braun-
stein zum Aldehyd oxidiert. Insgesamt konnte damit eine Ausbeute von ca. 50 %
erreicht werden. Um eine enantiomerenreine Verbindung (als Vergleich zur iso-
lierten) zu synthetisieren, wurde die Reaktion mit R(-)-Linalylacetat wiederholt.
Da diese Verbindung nicht kiuflich zu erwerben war, wurde sie aus Lavendelol
isoliert, sowie durch Acetylierung von R-(-)Linalool synthetisiert.

Oxidation von Linalool

Die analoge Reaktion mit Linalool als Ausgangsverbindung ergab schlechte Aus-
beuten und sehr viele Nebenprodukte (SanFeliciano etal., 1993). Moglich war
eine Reduktion des kompletten Reaktionsansatzes zum 8-Hydroxylinalool (Aus-
beuten ca. 20 %) (Behr etal., 1978). Eine Ausbeute von 80 % des Aldehyds wur-
de von Sharma und Chand (1996) berichtet, die SeO, nur als Katalysator und
tertidr Butylhydroperoxid in stochiometrischen Mengen als Oxidationsmittel be-
nutzten (siehe Abbildung 2.17). Die Ausbeute bei den durchgefiihrten Versuchen
lag im Schnitt bei 50 %. GrofSter Vorteil war, dass auf die Einfithrung der Acetyl-
Schutzgruppe und deren enzymatische Abspaltung verzichtet werden konnte.

OH OH
| Se0,t-BuOOH |
| 15C/CH ,Cl, |
CHO
W5

Abbildung 2.17: Oxidation von Linalool mit SeO; und tert.-Butylhydroperoxid

Stufe 2: 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure

Oxidation mit Chromsaure (Jones-Oxidation)

Erste Versuche zur Synthese der Sdure wurden durch Oxidation der Alkohol-
funktion mit Chromsdureldsungen in Analogie zur Synthese von p-Menthenalen
und dessen Sdureanalogon aus p-Menthenol unternommen (Ohloff etal., 1969).
Es konnte jedoch keine 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure nachgewie-
sen werden. Auch eine Verseifung des Ansatzes (moglich ware eine Reaktion
der gebildeten Sdure mit der Alkoholfunktion der Ausgangsverbindung) zeig-
te ebenfalls kein erwiinschtes Reaktionsprodukt. Vermutlich finden sdurekataly-
sierte Umlagerungen statt, bevor es zu einer Oxidation kommt.
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Oxidation mit Silberoxid

Fiir die Oxidation der Aldehydfunktion des Linalools zur Carbonylfunktion wa-
ren in der Literatur alkalisches Silberoxid und Silbernitrat beschrieben (Clark
etal., 1959; Takido etal., 1983). Hier konnten dabei allerdings nur Spuren der 2,6-
Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure nachgewiesen werden.

Aufgrund der Empfindlichkeit des Eduktes schieden die gingigen, stiarkeren
Oxidationsmittel wie Kaliumpermanganat und Chromséure (siehe letzter Ab-
satz) aus. Eine Arbeit von Bal etal. (1981) verglich schonende Oxidationsmittel
fiir ungesattigte Verbindungen. Fiir ein ungesittigtes p-Menthenal verwendeten
sie die Cyanhydrin-Route nach Corey etal. (1968) und Natriumchlorit mit ver-
schiedenen Chlor-Fangern.

Cyanhydrin-Route nach Corey

Aktivierter Braunstein oxidiert primaére allylische Alkohole zu den entsprechen-
den Aldehyden (siehe Seite 35), ohne die entsprechenden Sauren zu bilden. In der
Gegenwart von Cyanid-Ionen gelingt dagegen die Oxidation zur Sdure tiber ein
Cyanhydrin und das entsprechende Acyl-Cyanid. Bei der Anwesenheit von Al-
koholen bilden sich die entsprechenden Ester (siehe Abbildung 2.18). Dabei wird
im Gegensatz zur klassischen Oxidation mit Silberoxid (Ag,O) keine Isomerisie-
rung der Doppelbindung beobachtet.

OAc OAcC
| HCN |
—_—
| |
CHO $/OH
CN
w3
l MnO,
OAcC OAc
| MeOH |
-
| |
COOMe ﬁCN
o}
W6

Abbildung 2.18: Oxidation von 8-Oxolinalylacetat (Cyanhydrin-Route)

Die Abspaltung der Schutzgruppen erfolgte enzymatisch mit PLE (Porcine Li-
ver Esterase, Carboxylesterase, EC 3.1.1.1), nachdem die Reaktion an Dimethyl-
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acrylsdure als Analogon getestet worden war. Eine chemische Hydrolyse schied
wegen Umlagerungsreaktionen im sauren und alkalischen Milieu aus (Okada
etal., 1980).

Esterasen werden hdufig fiir milde Esterspaltungen eingesetzt. Sie setzen dabei
im Gegensatz zu den Lipasen nur geloste Ester um, wobei der Ubergang flie-
8end ist. Durch regioselektive Esterspaltungen konnen Diastereomere getrennt
werden, so dass die PLE oft fiir stereoselektive Synthesen Anwendung findet.
Die Enzympréaparate bestehen aus mindestens sechs Isoenzymen (Tamm, 1992).
Ein k&duflich zu erwerbendes Isoenzym (Esterase from hog liver, Fluka) zeigte ge-
ringere Ausbeuten in der Esterspaltung, so dass mit der Mischung der Isoenzy-
me gearbeitet wurde. Da fiir die folgenden Versuche jedoch grofiere Mengen an
Linaloolsdure bendtigt wurden und die enzymatische Esterspaltung einige Tage
dauerte, wurde zusitzlich ein rein chemischer Weg der Synthese gewihlt.

Natriumchlorit Oxidation von 8-Oxolinalool nach Bhalerao und Rapoport
(1971)

Fiir die Oxidation der Aldehyd-Funktion in empfindlichen Substraten wurde die
Oxidation mit Natriumchlorit in Anwesenheit von Chlor-Fangern schon wieder-
holt eingesetzt (Mahadevan etal., 2000). Hier gelang die Oxidation zur Saure in
Ausbeuten von ca. 90 % (siehe Abbildung 2.19).

OH

NaCIO LIt-But ‘

COOH

W5 W7

Abbildung 2.19: Oxidation von 8-Oxolinalool mit Natriumchlorit in einer Mi-
schung von tertidrem Butanol und Wasser unter Zusatz von 2-Methyl-2-buten als
Chlorfanger

Fir die Bestitigung der Struktur und erste thermische Abbauversuche war
die Menge der enzymatisch synthetisierten 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadi-
ensdure ausreichend. Erst als fiir die Modellfermentationen mit verschiedenen
Hefen grofiere Mengen (ca. 10 g) der Verbindung benétigt wurden, erfolgte die
Darstellung iiber den neuen Syntheseweg.

Synthese des Glucoseesters der 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure

Die Referenzverbindung des aus Riesling isolierten Glucoseesters wurde durch
Umsetzung der 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure mit acetylierter
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Bromglucose erhalten. Eine Anwendung der Konigs-Knorr-Synthese in Analogie
zur Glycosidsynthese scheiterte, jedoch stellten sich zwei alternative Methoden
als praktikabel heraus.

Synthese des Glucoseesters iiber das Casiumsalz

In Analogie zu einer Synthese von Abscisinsdure-Glucoseester (Southwick etal.,
1986) wird 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure mit Casiumhydrogencar-
bonat in das Cédsiumsalz umgesetzt und durch wiederholtes Abrotieren mit was-
serschleppenden Substanzen und Trocknung tiber P,Os wasserfrei gemacht. In
einem organischen Losungsmittel wird anschliefSend das Alkylhalogenid nukleo-
phil substituiert. Casiumbromid fallt dabei aus und wird so aus dem Gleichge-
wicht entfernt.

Vorteile der Methode gegeniiber der einfachen basenkatalysierten Reaktion sind
die hoheren Ausbeuten sowie die schonenden Reaktionsbedingungen. Umstand-
lich war die vollstindige Entfernung des Wassers. Die Salzbildung erfolgte in
wiéssriger Losung, wihrend die anschliefende nukleophile Substitution wasser-
frei erfolgen musste.

Synthese des Glucoseesters unter Basenkatalyse

Einfacher erschien daher die Reaktion mit a-Brom-tetra-O-acetylglucopyranose
und Triethylamin als Katalysator in organischen Losungsmitteln. Lehmann und
Schiitte (1977) konnten auf diese Weise Ester von verschiedenen empfindlichen
Pflanzenhormonsduren (wie Gibberelinsdure oder 3-Indolylessigsdure) in Aus-
beuten von mehr als 50 % synthetisieren. Umlagerungen wurden nicht beobach-
tet; weitere im Molekiil vorhandene Hydroxygruppen reagierten nicht.

Hier gelang die Umsetzung ohne Schutz der freien Hydroxygruppe und es konn-
te die enantiomerenreine Verbindung (ausgehend von R-Linalool) in kleinen
Mengen erhalten werden. Der Drehwert zeigte negatives Vorzeichen und stimm-
te darin mit der aus Riesling isolierten Verbindung tiberein. Die NMR-Daten des
Esters und der freien Sdure sind in Tabelle 2.3 gegeniibergestellt.

2.1.4 Modellabbau

Zum Nachweis der Bildung von Aromastoffen aus labilen Vorlduferverbindung-
en hat sich die sdurekatalysierte Umlagerung bei erhohten Temperaturen als
hilfreich erwiesen. Bei einer simultanen Destillation-Extraktion (SDE, Abbildung
2.21) bei saurem pH-Wert kann so schnell eine lingere Lagerung des Weines si-
muliert werden. Die gebildeten Aromastoffe konnen dabei in einem organischen
Losungsmittel (Pentan/Ether) konzentriert und mittels GC-MS analysiert wer-
den.
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Tabelle 2.3: 'H-NMR-Daten (360 MHz, CDCl;, Kopplungskonstanten in Hz) der
synthetisierten 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure und deren Glucose-
ester. Nummerierung siehe Abbildung 2.20

H 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure | Glucoseester(Ac)y
Aglykon:

3 6,88 tq (7,5/1,5) 6,85 tq (7,0/1,5)
4ab 2,25 m 2,23 m

5ab 1,67 m 1,64 m

7 5,92 dd (17,5/11,0) 5,89 (17,5/10,5)

8a 5,10 dd (11,0/1,5) 5,07 dd (10,5/1,5)
8b 5,24 dd (17,5/1,5) 5,22dd (17,5/1,2)
CH;2 |1,32s 1,295

CH3;-6 1,84 brs 1,80 brs

Glucose:

1 5,73 d (8,0)

2 5,19 dd (9,5/8,0)
3 5,27 dd (9,5/9,5)
& 5,13 dd (10,0/9,5)
5 3,86 ddd (10,0/4,5/2,5)
6a’ 4,10 dd (12,0/2,5)
6b’ 4,28 dd (12,0/4,5)

OAc
ACO?"“‘”(\'”ZOAC
O—: o
OAc

Abbildung 2.20: Synthetisiertes Tetraacetat des Glucoseesters von 2,6-Dimethyl-
6-hydroxy-2,7-octadiensdure W9

In mehreren Ansédtzen bei pH-Werten zwischen 2 und 3,5 wurden wenige Mil-
ligramm der 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure in Pufferlosungen in ei-
ner SDE mit Pentan/Diethylether als Losungsmittel fiir eine Stunde bei Siede-
hitze umgesetzt. Nach schonender Konzentrierung wurde mittels GC-MS analy-
siert. Es entstanden eine Vielzahl von Umwandlungsprodukten. Gemeinsam war
diesen Produkten ein "Leading "der Peaks auf der verwendeten unpolaren GC-
Sdule (Sdgezahnpeaks), so dass vermutet wurde, dass es sich hierbei ebenfalls um
Sauren handelt (siehe Abbildung 2.22).
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Abbildung 2.21: Simultane Destillation-Extraktion (SDE)

Nachweis des Weinlactons

Der einzige Peak mit einer , gaufsschen Peakform” lieferte ein Massenspektrum,
das dem von Guth (1996) publizierten entsprach. Auch ein Vergleich der Reten-
tionsindizes bestdtigte die Vermutung, dass es sich um das Weinlacton handelte
(vgl. Abbildung 2.23).

Als Bildungsmechanismus wird entsprechend der Zyklisierung von 1,6-Diolen
nach Kitagawa etal. (1983) und Ohloff et al. (1966) ein Ringschluss postuliert, wie
er im Dill-Teil der Arbeit fiir Dillether besprochen wird (siehe Abbildung 2.40,
Seite 71).

Die hier vorliegende Sauregruppe zyklisiert zu einem Lacton. Es werden aus ste-
rischen Griinden ebenfalls bevorzugt die cis-verkniipften Ringe gebildet, so dass
zwei Diastereomere entstehen (vgl. Abbildung 2.24, Seite 43).

Der Nachweis des Diastereomerenpaares gelang mittels multidimensionaler
Gaschromatographie (MDGC). Dazu wurde der Ansatz des Modellabbaus auf
einer polaren GC-Sdule getrennt und der Peak der Weinlactonisomeren durch ei-
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Abbildung 2.22: GC-MS Chromatogramm (Totalionenchromatogramm, DB5)
der SDE (pH=2) von 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensaure

ne ventillose Sdulenschaltung auf eine chirale Trennsédule (Cyclodex-3-3P) trans-
feriert und erneut chromatographiert. Das Chromatogramm der chiralen Saule
zeigt zwei Peaks mit gleichen Flachenintegralen. Im Modellabbau ist also ein Ra-
cemat entstanden, wie nach dem postulierten Zyklisierungsschema zu erwarten
war (vgl. Abbildung 2.25).

Analysen verschiedener alter Weine und eines Sherryweines liefsen keine eindeu-
tigen Aussagen tiber die darin vorkommenden Stereoisomeren zu. Aufgrund der
geringen Gehalte an Weinlacton, neben grofien Mengen anderer Verbindungen
mit dhnlichen Retentionseigenschaften, war es bei der MDGC nicht moglich, se-
lektiv die Isomeren des Weinlactons auf die zweite Trennsdule zu tiberfiihren. Im
Chromatogramm der chiralen Trennsdule traten daher mehrere Peaks mit glei-
cher Retentionszeit wie die des Weinlactonisomeren auf. Ohne massenspektro-
metrischen Detektor war eine Identifizierung daher nicht moglich.
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Abbildung 2.23: Massenspektrum (EI) des Peaks bei RT 21.3 (oben) und Ver-
gleichsspektrum des Weinlactons nach Guth (1996)
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Abbildung 2.24: Postulierte Zyklisierung von 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octa-
diensdure unter Sdurekatalyse zum Weinlacton
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Abbildung 2.25: MDGC-Trennung des Weinlactons aus dem Modellabbau (Mas-
ter: DB-Wax;, Slave: Cylcodex-3-3P)
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Identifizierung der Nebenprodukte

Sowohl im Modellabbau von 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure wie
auch bei den Lagerversuchen wurden weitere Abbauprodukte gebildet, deren
Strukturen ebenfalls aufgeklart werden sollten, da die Struktur einen Einblick in
den Mechanismus der Umlagerungsreaktionen erlaubt.

Neben den Massenspektren der Abbauprodukte wurden in Zusammenarbeit
mit der Firma H & R, Holzminden, tiber GC-FTIR Messungen auch IR-
Spektren der Peaks erhalten. Ubereinstimmend konnten fiir alle grofieren
Peaks (aufser dem Weinlacton) Valenzschwingungen der C=O-Sdurebande (1670-
1683 cm 1) und einer C-O-Bande (1291-1299 cm ') sowie typische OH-Banden
(ca.3200cm™1) nachgewiesen werden. Weitere Strukturmerkmale wurden durch
C=C-Doppelbindungsschwingungen (ca. 1620 cm ') und CH-Valenzen an Dop-
pelbindungen (ca. 3070 cm ') angezeigt (vgl. Tabelle 2.4).

Tabelle 2.4: IR- und MS-Daten der Abbauprodukte der 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-
2,7-octadiensdure. Die Peaknummern beziehen sich auf Abbildung 2.26

Peak | RI(DB5) | m/z IR [cm™1]

1 1385 166(4),148(14),121(70),105(50), 3214, 3088, 2680, 2559,
93(100),91(60),79(61),67(54),41(100) 1683, 1644, 1299, 900

2a 1431 166(20),148(12),121(86),105(87), 3225, 3090, 2674, 2559,
98(64), 93(81),91(88),41(65) 1681, 1646, 1298, 907

2b 1447 | 166(34),148(7),133(12),121(75), 3200, 3088, 2675, 2556,
105(86),98(100),93(100),91(100),41(75) | 1681, 1646, 1299, 899

3a 1517 | 166(30),150(7),133(7),121(100), 3200, 3050, 2664, 2570,
105(60),91(40),79(27),77(28),41(22) 1671, 1612, 1291, 985

3b 1541 166(31),150(7),133(7),121(100), —
105(61),91(36),79(27),77(28),41(21)

Zusammen mit der Information iiber die Molekiilmassen dieser Verbindungen
(166 g/mol) wurde vermutet, dass es sich um Dehydratisierungsprodukte der
Linaloolsdure (MG: 184 g/mol) handelte. Die moglichen Strukturen der Dehydra-
tisierungsprodukte sind in Abbildung 2.26 dargestellt.
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Da diese Verbindungen kommerziell nicht erhiltlich sind, wurde versucht, ih-
re spektralen und chromatographischen Daten durch Synthese abzusichern. Die
Synthese erfolgte analog der Oxidation von 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadi-
ensdure. Im ersten Oxidationsschritt wurde mittels SeO, den Terpenen (Gera-
nylacetat, Citronellol, Ocimen, Myrcen und Terpinolen) eine Sauerstofffunktion
eingefiihrt. Die erhaltene Mischung aus Alkohol und Aldehyd wurde durch Sil-
bernitrat im Alkalischen zur Sdure oxidiert.

Glatt verlief die Reaktion nur fiir die erste Verbindung (3-Myrcen, vgl. Abbil-
dung 2.27). Im ersten Schritt der Oxidation konnte der Alkohol (Myrcenol W11)
und der Aldehyd (Myrcenal W12) erhalten werden. Die weitere Oxidation zur
Myrcensdure W13 ergab eine Verbindung, die in ihrer Retentionszeit auf einer
unpolaren (DB5) und einer polaren (CW) GC-Siule, sowie ihrem Massenspek-
trum der des unbekannten Peaks 1 entsprach.

Ausgehend von trans-3-Ocimen wurden der Alkohol W14 und der Aldehyd W15
erhalten, eine Oxidation zur Sdure war jedoch nicht moglich. Bei einer Synthese
des entsprechenden Methylesters mussten vanDort et al. (1993) ebenfalls feststel-
len, dass dieser wahrscheinlich zu Lilac-Aldehyd zyklisiert.

Fiir die Synthese der beiden isomeren Sdauren mit p-Menthen-Geriist wurde Ter-
pinolen oxidiert. Selbst unter Ausschluss von Luftsauerstoff und bei Verkiir-
zung der Reaktionszeit war eine Aromatisierung zu beobachten. Den gleichen
Alkohol erhielten Abraham et al. (1986) bei Biotransformationen von Terpinolen.
Da Ethanol als Losungsmittel gewdhlt wurde, trat der Ethylether als Nebenpro-
dukt auf. Die Identifizierung gelang massenspektrometrisch sowie mittels NMR-
Spektroskopie durch die typischen Signale des Aromaten.

Geranylacetat und Citronellol wurden analog umgesetzt. Dabei konnten die Sdu-
rederivate zwar erhalten werden, deren spektroskopische Daten stimmten aber
erwartungsgemaf$ nicht mit den Daten der unbekannten Peaks 1-3b {iberein, fiir
die die Sdurederivate des Ocimens bzw. Terpinolens postuliert werden.

Die erhaltenen Verbindungen sind mit ihren chromatographischen und massen-
spektrometrischen Charakteristika im Folgenden tabellarisch zusammengefasst;
aus Platzgriinden sind die Massenfragmente nur nach absteigenden Intensitdten
angegeben (vgl. Abbildung 2.27).
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Nebenprodukte des Ab-
baus von Prakursor 7 ihren spektralen Daten nach Dehydratisierungsprodukte
der 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure darstellen. Die Struktur der My-
rcensdure W13 konnte durch Synthese abgesichert. Durch Abspaltung der terti-
dren Hydroxylgruppe aus 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure bildet sich
eine Methylengruppe. Sie entspricht dem unbekannten Peak 1. Ausgehend von
den entsprechenden Monoterpenen (Ocimen, Geranylacetat, Citronellol und Ter-
pinolen) war die Synthese der anderen Verbindungen nicht moglich. Sie reagier-
ten entweder nicht zur entsprechenden Saure oder zyklisierten unter Aromati-
sierung (Terpinolen). Fiir die unbekannten Peaks 2a und 2b wird als Struktur die
Saure des Ocimens 9ab, fiir die Peaks 3a und 3b die des Terpinolens 10ab postu-
liert.

2.1.5 Lagerungsversuche
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|
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rel.Gehalt [%] (Weinlacton/Linaloolséaure)

o

12 30 48
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Abbildung 2.28: Relative Weinlacton-Gehalte (in Prozent) bezogen auf die einge-
setzte Menge 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure nach 12, 30 und 48 Mo-
naten Lagerzeit

Nachdem in Abbauversuchen unter Erhitzen (pH 2) eine Zyklisierung der
2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure zu Weinlacton nachgewiesen werden
konnte (vgl. Abbildung 2.22), sollte nun eine mogliche Bildung wahrend einer
simulierten Weinlagerung nachgewiesen werden.

Dazu wurden je 5mg der 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure in 2ml ei-
ner 10%igen ethanolischen tartratgepufferten Losung gegeben und bei erhohter
Temperatur (40°C) gelagert. Nach 12, 30 und 48 Monaten wurde ein verschlos-
senes Vial geodffnet, mit Ether extrahiert und die Menge des entstandenen Wein-
lactons tiber das Verhiltnis der Peakflachen (TIC, GC-MS) der Saure zum Lacton

ermittelt.



50 Kapitel 2. Ergebnisse und Diskussion

Trotz geringer absoluter Gehalte ldsst sich eindeutig ein Trend erkennen. Die von
Guth (1996) beobachtete Zunahme des Weinlactongehaltes beim Ausbau des Wei-
nes kann also durch eine sdurekatalysierte Zyklisierung von 2,6-Dimethyl-6-hy-
droxy-2,7-octadiensdure erkldart werden. Das Spektrum der Nebenprodukte ist
mit dem aus dem Modellabbau (siehe oben) vergleichbar. Im Gegensatz zu den
Beobachtungen von Guth konnten jedoch in dieser Arbeit, in Ubereinstimmung
mit dem chemischen Bildungsmechanismus von Weinlacton, zwei Stereoisomere
nachgewiesen werden.
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2.1.6 Fermentationsansatze

Um die Zunahme des Gehalts an Weinlacton, die wahrend der Garung nachweis-
bar war, aufzuklaren, wurden verschiedene aus Weinen isolierte Wein- und Wild-
hefen ausgewadhlt (vgl. Tabelle 2.5).

In einem Screening versetzte man die Hefestammkulturen in verschiedenen Me-
dien (100ml) mit 30 bis 40mg 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure und
lief3 fiir sieben Tage bei 25°C fermentieren. Der Ansatz wurde extrahiert und nach
Konzentrierung mit GC und GC-MS analysiert.

Auswahl der Hefen

Die Einteilung der verschiedenen Arten und Rassen der Hefen ist in der Literatur
nicht einheitlich. Die erste umfassende Hefesystematik (Stelling-Dekker, 1931)
sagt zum Artbegriff, dass es kein starres Schema zur Einteilung gibt. Heute wer-
den viele der 41 vermeintlich selbststindigen Arten der Saccharomyces nur noch
als Rassen der Art Saccharomyces cerevisiae angesehen. Daher sollen hier nur
die fiir die Weinbereitung wichtigen Unterschiede erwdhnt werden, die bei der
Auswahl der Hefen eine Rolle spielten.

Tabelle 2.5: Verwendete Hefen und ihre Herkunft

Stamm CBS Nr. Herkunft
Saccharomyces bayanus 3008 | ex Weichfrucht Most (Weinhefe)
Saccharomyces bayanus 1177 ex deutschem Wein (Weinhefe)

Saccharomyces cerevisiae 6203 ex Wein (aus Spanien)
Saccharomyces cerevisiae | 4054 ex Rotwein (aus Spanien)
Zygosaccharomyces bailii | 4691 ex Traubenmost
Candida stellata 843 ex Weintrauben (Deutschland)
Torulaspora delbrueckii 3085 ex Moselwein
Torulaspora delbrueckii 728 ex Weintrauben (Frankreich)

Aus der Gruppe der Weinhefen wurden neben zwei S. cerevisiae Arten auch zwei
S. bayanus Arten ausgewdhlt, die eine hohere Vertraglichkeit gegeniiber Zucker
und Alkohol aufweisen, und daher hdufig als Nachgarhefen eingesetzt werden.
Die Gattung Zygosaccharomyces gilt als haploides Stadium der Saccharomyces
und weist ebenfalls hohere Toleranz gegeniiber Ethanol, schwefliger Saure, Essig-
sdure und hoheren Temperaturen auf, besitzt aber nur eine schwache Garfahig-
keit. Die Gattung der Candida gehort zu den Fungi imperfecti, deren geschlecht-
liche Vermehrung noch unbekannt ist. Die osmotolerante, schwach garfahige C.
stellata tiberlebt wie die Saccharomyces bis zum Ende der Garung und wird zu
den Kahmhefen gerechnet. Die Torulaspora-Arten vermehren sich sowohl sexu-
ell wie auch asexuell und kommen als Wildhefen auf der Beerenschale oder im
Weinkeller vor.

Wie im Kapitel 2.1.1 beschrieben liegen die Saccharomyces-Arten zu Beginn der
Gérung in geringer Zahl vor. Fiir eine Transformation der 2,6-Dimethyl-6-hydro-
xy-2,7-octadiensdure in Weinlacton konnten daher zu Beginn der Garung die
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Wildhefen verantwortlich sein. Nach starker Vermehrung der Saccharomyces-
Arten gelangen diese gegen Ende der Garung in die stationdre Phase. Hier konn-
ten die osmotoleranten Arten oder die Kahmhefen eine Biotransformation bewir-
ken.

Auswahl der Nidhrmedien und Wachstumskontrolle

Die verschiedenen Stadien des Wachstums wurden durch verschiedene Nahrme-
dien simuliert. Im Komplexmedium waren neben den essentiellen Bestandteilen
auch wachstumsfordernde Stoffe enthalten, die Hefen konnten schnell wachsen
und sich optimal vermehren. In Untersuchungen zur Biotransformation wird ein
Screening oft in dieser Wachstumsphase durchgefiihrt. Denkbar ist ferner eine
Induktion durch das Substrat (Walker, 1998). Das synthetische Medium (Mini-
malmedium) diente zur Simulation der stationdren Phase gegen Ende der G-
rung und enthielt neben den essentiellen Néhrstoffen 8 % Ethanol, das ebenfalls
stoffwechselhemmend wirkt.

Zur Vermeidung von sdurekatalysierten Umlagerungen wurde der Anfangs-pH-
Wert moglichst hoch gewdhlt und ein Blindwert bei pH 6 (Anfangswert) und pH
3,5 (Endwert) mitgefiihrt. Der Garverlauf (25°C) wurde tiber sieben Tage durch
Messung des pH-Wertes und der Glucosekonzentration verfolgt.

Tabelle 2.6: pH-Werte und Glucose-Konzentrationen in den Fermentationsan-
sdtzen nach sieben Tagen. S.:Saccharomyces, Z.:Zygosaccharomyces, C.:Candida,
T.:Torulaspora

Stamm Komplexmedium Synthetisches Medium
pH-Wert | Glucose [%] | pH-Wert | Glucose [%]

S. bayanus 3008 4.2 — 6,1 1

S. bayanus 1177 4,9 — 4,1 —

S. cerevisiae 6203 | 4,4 — 4,4 0,5

S. cerevisiae 4054 | 4,3 — 4,0 —

Z. bailii 4691 44 — 4,1 —

C. stellata 843 3,3 0,5 4,5 0,7

T. delbrueckii 3085 | 4,0 — 45 —

T. delbrueckii 728 | 4,1 — 472 —

Im Komplexmedium war die Glucose schon nach zwei Tagen vollstindig ver-
braucht und der pH-Wert auf ca. vier abgefallen (Ausnahme C. stellata, Rest-
menge an Glucose auch noch nach sieben Tagen).

Im synthetischen Medium konnte nach sieben Tage bei S. bayanus 3008 keine
Glucoseabnahme und pH-Verdnderung nachgewiesen werden, wihrend S. cere-
visiae 6203 und C. stellata die Glucose nur zur Halfte verbraucht hatten (pH 4,5
bzw. 3,3). Dieses Medium fiihrte somit zu deutlich verlangsamtem Wachstum.
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Ergebnisse des Screenings

Zur quantitativen Auswertung wurde das Verhiltnis der Peakfldchen des inter-
nen Standards (ITSD, 1-Phenylethanol) und des Weinlactons herangezogen, da
die isolierten Mengen an Weinlacton aus den Abbauversuchen nicht ausreichten,
um einen Responsefaktor zu bestimmen. Angegeben sind daher im Folgenden
relative Werte bezogen auf den ITSD. Die Auswertung erfolgte mittels HRGC
und HRGC-MS (TIC) im Vergleich zum Blindwert nach Extraktion mit einem
Pentan/Diethylether-Gemisch. Insgesamt ergab die Auswertung mittels Massen-
spektrometrie hohere Schwankungen zwischen den Doppelbestimmungen.

Omit GC syn. Medium EImit GCMS syn. Medium H mit GC kompl. Medium Omit GCMS kompl. Medium

0.15+

0.1+

0.05+

-0.05+

-0.1+

rel. Gehalt (Hefeansatz/Blindwert)
o

'015 T T T T T T T 1
C.stellata T.delbr. T. delbr. Z. bailii S. cerev. S.cerev. S.bayan. S.bayan.
843 728 3085 4691 4054 6203 1177 3008

Bezeichnung der Hefe

Abbildung 2.29: Relative Weinlacton-Gehalte der Modellfermentationen im Ver-
gleich zum Blindwert

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Werte innerhalb der Fehler-
grenzen um den Nullpunkt schwanken. Eine sdurekatalysierte Zyklisierung fin-
det etwa in gleichem Mafle in den Blindwerten wie in den Fermentationsansat-
zen statt. Zwar werden keine absoluten Werte erhalten, doch ldsst sich aus dem
Screening schliefien, dass eine Biotransformation von 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-
2,7-octadiensdure zu Weinlacton durch die Hefen wéahrend der Weinbereitung
nicht festgestellt werden konnte.

2.1.7 Zusammenfassung
Aus verschiedenen Weissweinen konnte 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadien-

sdure bzw. deren Glucoseester zum ersten Mal isoliert werden. Sdurekatalysier-
te Umlagerungen bei erhohter Temperatur fiihrten zur Bildung von Weinlacton,
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eines erst kiirzlich aus Scheurebe und Gewiirztraminer isolierten Aromastoffes.
Aufgrund der duflerst geringen Geruchsschwelle ist das Weinlacton fiir das Aro-
ma dieser Weine charakteristisch, wurde aber wegen dessen geringer Konzentra-
tion lange tibersehen.

OH
HO IR L OH

OH

7 8

Abbildung 2.30: Strukturen des isolierten und synthetisierten Glucoseesters 8 so-
wie der freien Sdure 7

Eine Lagerung von 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure in Modellwein
tiber vier Jahre zeigte eine kontinuierliche Zunahme der relativen Gehalte an
Weinlacton.

Eine Bildung von Weinlacton aus 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure
durch Hefen wéahrend der Garung konnte bei keiner der verwendeten Hefen fest-
gestellt werden.

Uber die Aufklirung der bei der Lagerung und beim Modellabbau entstehen-
den Nebenprodukte (Dehydratisierungsprodukte) konnte der postulierte Zykli-
sierungsmechanismus bestétigt werden. Wahrend das in Modellabbaureaktionen
gebildete Weinlacton ein Racemat darstellt, fehlen bislang eindeutige Beweise
iiber die Zusammensetzung des in Wein vorliegenden Isomeren. Aufgrund der
geringen Gehalte an Weinlacton war eine Stereodifferenzierung mittels MDGC
bislang nicht erfolgreich.
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2.2 Dill - Anethum graveolens L.

Die Dillpflanze ist eine einjdhrige Pflanze, die aus Stideuropa oder dem Orient
stammt, und schon den alten Agyptern bekannt war.

Die ersten schriftlichen Gewdiirznachrichten stammen aus Mesopota-
mien. Im fruchtbaren Zweistromland kannte man eine ganze Reihe
wiirziger Stoffe. Eine babylonische Keilschrift nennt Sesam, Karda-
mom, Kiimmel, Dill, Fenchel, Thymian und Safran (Goock, 1977, Seite
25).

Der botanische Gattungsname Anethum stammt vom griechischen aneeson oder
aneeton ab. Dill wurde daher auch oft mit Anis verwechselt; der Artname bedeu-
tet ,stark riechend” (lateinisch gravis ,stark, schwer” und olens ,riechend” vom
Verb olere). Der deutsche Name leitet sich wahrscheinlich aus dem Mittelhoch-
deutschen Tolde fiir ,,Dolde” ab. Moglich ist auch ein Bezug zu dem englischen
dilla fiir , Einlullen”, da Dillabkochungen friiher als Schlafmittel fiir Kinder be-
nutzt wurden. Bis heute finden die karminativ wirksamen Apiaceen bei Sduglin-
gen Anwendung und werden auch gegen Schlaflosigkeit volksmedizinisch ange-
wendet.

Bekannt ist der Dill auch unter den Namen: Gurkenkrdutel, Kapernkraut, Dille,
Dall, Till, im Englischen als dill herb oder dill weed (seed, fiir die Samen) und im
Franzosischen als Aneth.

Neben der Bedeutung als Heilkraut wurden Dillkraut und Dillsamen seit Alters
her auch in der Kiiche eingesetzt und dienen heute noch zum Wiirzen von Sup-
pen, Salaten (v.a. Gurke) und Fisch. In der Lebensmittelindustrie sind die Krauter
durch die dtherischen Ole ersetzt worden, die durch Wasserdampfdestillation aus
ganzen Pflanzen oder getrennt aus Pflanzen und Samen gewonnen werden. Das
dtherische Dillol wurde bereits im 15. und 16. Jahrhundert gewonnen und wird
z.B. von Brunschwig (1507) in dem Buch ,Liber de Arte destillandi” erwahnt.
Heute wird im Handel das indische (Anethum sowa KURZ) und europdische
Dillol (Anethum graveolens L.) unterschieden. Das indische Dillkrautol enthalt
dabei im Unterschied zum européischen als Hauptkomponente Dillapiol neben
Myristicin und Phthaliden.

Der Dillanbau findet bei 6-26°C und Niederschlagsmengen von 500-
1700 mm/Jahr statt. Geographisch verbreitet ist der Anbau von den subtro-
pischen tiber die geméfiigten Zonen bis in die nordlichen Regionen nahe des
Polarkreises. Wirtschaftlich ist der Dillanbau vor allem fiir Indien, die Vereinig-
ten Staaten, Skandinavien, Ungarn und Polen wichtig.

2.2.1 Botanik des Dills

Abteilung: Spermatophyta,
Unterabteilung: Magnoliophytina (Angiospermae),
Klasse: Magnoliatae (Dicotyledoneae),
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Unterklasse: Rosidae,

Ordnung: Apiales,

Familie: Apiaceae (Umbelliferae, Doldengewdéchse),
Gattung: Anethum,

Art: Anethum graveolens L.
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Abbildung 2.31: Habitus einer Dillpflanze nach Brunfels (1532/1537)

Botanisch gesehen gehort der Dill zur Familie der Apiaceen. Nach dem Inter-
nationalen Code der Biologischen Nomenklatur (ICBN) (Greuter, 2000) ist auch
der alte Familienname , Umbelliferae” noch zuldssig und ldsst sich schon in den
ersten Krdauterbiichern finden (Brunfels, 1532/1537).

Der lateinische Name Umbelliferae leitet sich von den Teilen umbella fiir
,Schirm” und ferre fiir ,tragen” ab und bezeichnet den schirmartig aufgespann-
ten Bliitenstand der Doldenbliitler. Dieses signifikante Merkmal ist dafiir verant-
wortlich, dass diese Pflanzengruppe historisch als erste zu einer eigenen Gruppe
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zusammengefasst wurde. Heute umfasst die Familie Umbelliferae B. Juss. ca. 300
Gattungen mit etwa 3000 Arten (Baumann, 1998).

Zur Familie gehoren fast nur krautige Pflanzen, die in allen Organen schizoge-
ne Exkretginge mit dtherischem Ol haben. Gemeinsam sind ihnen weiterhin die
in Nodi (Verdickungen) und Internodien (unverdickte Bereiche) geteilten Sten-
gel. Die Blatter sind wechselstindig und mehrfach zerteilt. Die Deckblitter der
Bliitenstdnde (Dolden) kénnen zu , Hiillchen” zusammengedriickt sein.

Die Hohe der Dillpflanzen (Anethum graveolens L.) variiert stark und wird mit 30—
125 cm angegeben. Dabei betrdagt der Durchmesser der Dolden ca. 15 cm mit ca.
50 Doldenstrahlen. Die Stengel sind feingerillt, die Friichte braun mit Rand- und
Riickenrippen.

Der indische Dill (Anethum sowa Kurz) unterscheidet sich morphologisch selbst
unter gleichen Anbaubedingungen durch eine gréfiere Anzahl der Doldenstrah-
len, eine langere Bliitenstandsachse und durch einen grofleren Durchmesser der
Dolden. Mikroskopisch (Pulverform) oder anhand der Farbe der Friichte ldsst
sich jedoch eine Unterscheidung nicht treffen (Adhikari, 1965). Auch die Aus-
beute an dtherischem Ol bei der Wasserdampfdestillation der Friichte lasst keine
signifikanten Unterschiede erkennen. Biologisch sind die beiden Dillarten daher
als Kulturvarietdten anzusehen, chemisch lassen sich aber eindeutig zwei Arten
unterscheiden. Neben Limonen und Carvon, die in beiden Arten enthalten sind,
tinden sich Dillapiol und/oder Myristicin in unterschiedlichen Mengen. Die in-
dischen Varietdten enthalten dabei Dillapiol, wihrend die européischen kein Dil-
lapiol enthalten.

Die seit kurzem bekannten Chemotypen, die in den Friichten zwar kein Myri-
sticin, aber Dillapiol enthalten, werden in Anlehnung an Hammer und Kriiger
(1995) mit zu den europdischen (Anethum graveolens L.) gerechnet. Nach Badoc
und Lamarti (1991) ist auch eine ungarische Sorte bekannt, die Myristicin, aber
kein Dillapiol enthélt.

2.2.2 Bisherige Untersuchungen
Phytochemische Analysen

Bisher wurde vor allem die Zusammensetzung der dtherischen Ole der Dillblatter
und Dillsamen bestimmt (Bélafi-Réthy und Kerényi, 1977; Drawert etal., 1981;
Blank und Grosch, 1991; Pino etal., 1995; Wasowicz etal., 1997). Da die Kenntnis
der Hauptaromastoffe fiir die Isolierung der gebundenen Vorstufen des Aromas
wichtig ist, wird im Folgenden ausfiihrlich auf diese eingegangen.

Neben zahlreichen Aromastoffen wurden in den letzten Jahren auch pheno-
lische Inhaltsstoffe aus Dill isoliert. Gefunden wurde hierbei ein Zusammen-
hang zwischen UV-Bestrahlung und der Biosynthese von flavonoiden Glycosiden
als Schutzfunktion vor erhohter Strahlung. Im Gegensatz zu anderen Pflanzen
nimmt aber bei Dill ausschliefSlich der Gehalt an Quercetin-3-O-j3-D-Glucuronid
bei Bestrahlung zu (Mohle etal., 1985). In einer Arbeit von Teuber und Herr-
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Tabelle 2.7: Wichtigste Aromastoffe des Dillkrauts nach Blank und Grosch (1991)

Verbindung RI*(DB5) | FDV Geruch Id.c
2-Methylbuttersduremethylester 685 256 fruchtig, stif3
S-(+)-a-Phellandren 1006 256 | krautig, nach Dill | [1]
Dillether 1187 1024 | blumig, nach Dill [2]
Eugenol 1364 64 | wiirzig, nach Honig
Myristicin 1532 256 nach Muskat [3]

a: Retentionsindex, b: Flavor-Dilution Faktor, c: Id.=Erste Identifizierung durch
[1]: Fritsche Brothers (1908) [2]: Bélafi-Réthy und Kerényi (1977)
[3]: Schimmel und AG (1927)

mann aus dem Jahr 1978 gelang es, zehn Flavonoide in Dill nachzuweisen, die
als Zuckerbausteine neben Glucuronsdure auch Glucose, Galaktose, Xylose und
Arabinose enthalten. Als Aglykone liegen in den Bldttern des Dills Quercetin und
Isorhamnetin, in den Samen hingegen Kampferol vor. Die 3-Sulfate dieser Agly-
kone zeigten im Test mit Salmonella typhymurium mutagene Effekte. Fiir Dillsten-
gel und -samen konnte hingegen im Tierversuch (Ratten) iiber 450 Tage keine
karzinogene Wirkung nachgewiesen werden (Fukuoka etal., 1980).

Weiterhin liegen Untersuchungen zum Vorkommen von Phytosterinen und Cu-
marinen in Dillwurzeln vor (Kartnig etal., 1975).

Die Aromastoffe Dillether, Carvon und Limonen scheinen auch fiir das antikar-
zinogene Potential des Dillkrautols verantwortlich zu sein (Zheng etal., 1992).
Dabei ist Carvon stiarker wirksam als Dillether. Das antikarzinogene Potential
soll sich dabei nach Angaben von Lam und Zheng (1991) entsprechend der Re-
aktionsbereitschaft der Aromastoffe fiir Michael Reaktionen (1,4 Additionen mit
Glutathionsulthydryl=Glutathion (GSH) oder Glutathio-S-transferase (GST)) ver-
halten.

Ein Review-Artikel von Pino (1999) fasst die isolierten Verbindungen aus Dill
zusammen.

Dillaroma

Das Aroma der Dillpflanze und der Dillsamen wurde schon intensiv erforscht.
Fiir Dillkraut liegen Arbeiten iiber die Anderung der Zusammensetzung der
Aromastoffe in Abhdngigkeit von der Sonneneinstrahlung, dem Reifezustand
und vom Anbauort vor. Insgesamt konnten ca. 100 Verbindungen identifiziert
werden (Koedam etal., 1979; Drawert etal., 1981; Huopalahti, 1986; Pino etal.,,
1995; Charles und Simon, 1995; Hammer und Kriiger, 1995; Bouwmeester etal.,
1995; Wasowicz etal., 1997).

Vor allem in jiingerer Zeit wurde mit Hilfe der Aromaextrakt-Verdiinnungs-Ana-
lysen (AEDA nach Ullrich und Grosch (1987)) die sensorische Relevanz der Ver-
bindungen in die Bewertung mit einbezogen. Im Rahmen dieser Untersuchungen
konnte der bereits 1977 von Bélafi-Réthy und Kerényi identifizierte "Character
Impact Compound" des Dillkrautes, der Dillether, als wichtigster Aromastoff im
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Dillkraut bestatigt werden (Brunke und Rojahn, 1984; Brunke etal., 1991).

Einen guten Uberblick iiber die in Dillkraut und -samen vorkommenden fliichti-
gen Verbindungen einschliefSlich ihrer Relevanz fiir das Aroma geben die Arbei-
ten von Blank und Grosch (1991) (siehe Tabelle 2.7). Die Strukturen der wichtigs-
ten aromaaktiven Verbindungen sind in Abbildung 2.32 wiedergegeben.

Das &therische Ol der Samen ist wenig komplex zusammengesetzt. Fiir das Aro-
ma relevant sind vor allem (+)-Limonen und (+)-Carvon. Wegen des hohen Car-
vonanteils wird das Ol auch als Substitut fiir Kiimmelol eingesetzt.

Auch Dillbliiten wurden untersucht. Hier stellte Dillether ebenfalls den Schliis-
selaromastoff dar, neben Carvon, Limonen und «- und [3-Phellandren, sowie ei-
nigen neu identifizierten Verbindungen mit teils dhnlichen Geruchseindriicken
(Drawert etal., 1991; Spraul, 1991).

Stereochemie des Dillethers

Neuere Arbeiten befassen sich mit der stereochemischen Analyse des Dillethers
der an den Positionen 3, 3a und 7a je ein Stereozentrum aufweist. Von den mogli-
chen acht Stereoisomeren sind nur die vier cis-ringverkniipften stabil (Wiist und
Mosandl, 1999).

In der Natur kommt lediglich ein Stereoisomeres vor, welches bisher nur in
Dill nachgewiesen werden konnte. Dillether ist damit ein Trivialname fiir (+)-
(35,3aS,7aR)-3,6-Dimethyl-2,3,3a,4,5,6a-hexahydrobenzo[b]furan 2a (vgl. Abbil-
dung 2.33). Die von Bélafi-Réthy und Kerényi (1977) vorgeschlagene relative

3,9-Epoxi-p-menth-1-en

Dillether 2 o—Phellandren
0\
MeO O OMe
P
=
Myristicin 2-Methylbutanoat

Abbildung 2.32: Strukturen wichtiger Aromastoffe in Dillkraut
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Abbildung 2.33: Mogliche Stereoisomere des 3,6-Dimethyl-2,3,3a,4,5,6a-hexa-
hydrobenzo[b]furans

Tabelle 2.8: Sensorische Beurteilung der cis-Stereoisomeren des Dillethers, ver-
dndert nach Brunke und Rojahn (1984) und Reichert (2000)
Nummerierung siehe Abbildung 2.33

Verbindung Geruchseindruck Geschmack (1 ppm in H,O)

2a (Dillether) Dillkraut, Kiimmel Dill, langanhaltend,
griinkrautig, kraftiger als 2c¢

2b schwach krautig, unspezifisch —

2c Estragon, Dill Anis, Dill, siifs

2d krautig, siifs —

Konfiguration stellte sich als falsch heraus und wurde von Brunke und Rojahn
(1984) mit der Klarung der absoluten Konfiguration richtig gestellt.

Die Isomere unterscheiden sich sowohl im Geruchseindruck wie auch in der Ge-
ruchsintensitét, so dass eine Trennung der optischen Isomeren wichtig ist (siehe
Tabelle 2.8).

Eine erste gaschromatographische Trennung gelang der Arbeitsgruppe Konig
etal. (1990) auf einer 6-Methyl-2,3-dipentyl-y-cyclodextrin-Phase. Erst im Jah-
re 1998 gelang die Trennung aller acht synthetisch gewonnenen Isomere (vgl.
Abbildung 2.34). Als stationdre Phase wurde OV-1701 eingesetzt, die als chi-
rales Trennmaterial 2,3-Di-O-butyryl-6-O-tert-butyldimethylsilyl-y-cyclodextrin
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enthielt (Reichert etal., 1998).

23 2¢ 2&
180y 65.5 71.5 76.1
il ] 1 -|
2b
i 65.2
137 -
Jde
65.0

3680 3908 4200 4300 4500
68:81 B30l 78:01 15:081 8@.01

Abbildung 2.34: Chirale GC-Trennung der 3,6-Dimethyl-2,3,3a,4,56a-hexa-
hydrobenzo[b]furane nach Reichert (2000)

Synthese des Dillethers

Schon zwolf Jahre vor der Isolierung des Dillethers als Naturstoff wurde ei-
ne Synthese dieses Aromastoffs ausgehend von p-Menth-1-en-9-0l vorgestellt
(Ohloft etal., 1966), ohne aber die sensorische Relevanz dieser Verbindung zu
erkennen.

o LIAIH, OH  p-TsCl
— {E———
OMe OH

O
Abbildung 2.35: Synthese von Dillether nach Miiller (1993)

Eine effizientere Synthese wurde von Miiller (1993) in ihrer Dissertation beschrie-
ben. Durch Reduktion eines y-Ketoesters und anschlieffender Zyklisierung des



62 Kapitel 2. Ergebnisse und Diskussion

Diols gelang eine Darstellung der isomeren Dillether in einer Ausbeute von 80%
bezogen auf das Ausgangsprodukt (siehe Abbildung 2.35). Durch sdaulenchroma-
tographische Aufreinigung konnte allerdings nur eines der vier Enantiomeren-
paare abgetrennt werden. Dabei handelte es sich um die Verbindungen 2¢ und
2d, wie durch NOE-Messungen nachgewiesen werden konnte (vgl. Abbildung
2.33).

Untersuchungen zur Biosynthese des Dillethers

Erste Untersuchungen zur Biosynthese der Aromastoffe in Dillkrautdl mit mar-
kierten Vorstufen aus dem Mevalonat-Weg der Terpenbiosynthese wurden schon
in den flinfziger Jahren durchgefiihrt (Luyendijk, 1954, 1957; Bruns und Sander-
mann, 1965). Diese Studien bezogen sich auf die Verbindungen Limonen und
Carvon. Fiir Dillether lagen erste Hypothesen von Zheng etal. (1992) vor, die Li-
monen als biogenetischen Vorldufer fiir Carvon und Dillether postulierten.

1997 fanden Faber et al. experimentell durch Isotopenmassenspektrometrie einen
biogenetischen Zusammenhang zwischen (R)-Limonen und (S)-Carvon. Die
513C-Isotopenverhiltnisse dieser Verbindungen waren sehr dhnlich und auch im
Laufe der Reifung zeigte sich eine parallele Entwicklung beider Verbindungen.
Dillether wies jedoch signifikant unterschiedliche &§'3>C-Isotopenverhaltnisse
auf. Eine Ahnlichkeit zeigte sich allerdings zu den Isotopenwerten von (S)-a-
Phellandren.

Ausgehend von diesen Messergebnissen synthetisierte Reichert (2000) in ihrer
Dissertation verschiedene isotopenmarkierte (*H und 3C) Verbindungen und
verabreichte diese in geringen Konzentrationen an Dillpflanzen. Eingesetzt wur-
de dabei die sogenannte ,Cut Stem Feeding”-Methode, bei der die Stengel der
Pflanzen abgeschnitten werden und in eine den markierten Prakursor enthalten-
de Losung gestellt wurden. Untersucht wurden dabei verschiedene Prakursoren,
Applikationsdauer und Lichtverhiltnisse. Zusammenfassend kam die Autorin
zum Ergebnis, dass die Dillpflanze stereoselektiv (R)-Limonen zu Dillether me-
tabolisiert. Es wurde vermutet, dass Limonen stereoselektiv hydratisiert und an-
schlieffend allylisch hydroxiliert und zyklisiert wird. Belegt wird diese Annah-
me dadurch, dass ein Einbau mittels Isotopenmassenspektrometrie nur bei (R)-
Limonen und p-Menthen-9-yl-Glucosid nachweisbar war. Die Ergebnisse finden
sich in Abbildung 2.36 graphisch zusammengefasst. Jedoch wurde der Einbau
von Limonen nur fiir die 1*C-markierte Verbindung bewiesen, von Isopiperite-
non jedoch nur die Deuterium-markierte Verbindung eingesetzt.

Arbeitshypothese

Schon vor den Studien iiber die Biosynthese des Dillethers war bekannt, dass bei
der Erhitzung von mehrfach oxigenierten Terpenverbindungen unter Sdurekata-
lyse Dillether entsteht.

Strauss etal. (1988) nahmen im Rahmen von Abbaustudien nach dem Erhitzen
von 8-Hydroxylinalool einen typischen Dillgeruch wahr. In der Folge konnten sie
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Limonen
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Abbildung 2.36: Ergebnisse der Biosynthesestudien mit markierten Prakursoren
(Reichert, 2000)

in massenspektrometrischen Untersuchungen die Bildung von Dillether neben
p-Menthenal und weiteren Dehydratisierungsprodukten nachweisen. Bei einer
selbstdurchgefiihrten Versuchswiederholung konnte ebenfalls die Bildung von
Dillether beobachtet werden. Dariiberhinaus gelang es, weitere Nebenprodukte
des Abbaus strukturell aufzuklaren.

Als weitere Verbindung, die Dillether generieren kann, war sowohl aus den Syn-
theseversuchen (Miiller, 1993) als auch aus der Biogenesestudie (Reichert, 2000)
p-Menth-2-en-1,9-diol bekannt (siehe Abbildung 2.36). Unter Synthesebedingun-
gen konnte diese Verbindung durch p-Toluolsulfonsdurekatalyse Dillether gene-
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rieren. Bei den Untersuchungen zur Biosynthese war eine Verfiitterung von p-
Menth-2-en-1,9-diol nicht moéglich, da es spontan zu Dillether zyklisierte. Auch
das von Reichert eingesetzte p-Menth-2-en-9-ol zyklisierte nach allylischer Hy-
dratisierung zu Dillether. Dabei wurde natiirlich neben Dillether 2a auch das Dia-
stereomere 2b gebildet.

Vor diesem Hintergrund stellte sich die Frage, ob es nicht ein bisher unbekanntes
oxygeniertes Terpen geben konnte, das sich enzymatisch leicht in Dillether tiber-
fithren liefle. Da die meisten Verbindungen der fliichtigen Fraktion schon struk-
turell identifiziert waren, lag die Vermutung nahe, dass die gesuchte Verbindung
als Glycosid in der Pflanze vorliegt.

Seit der Entdeckung terpinogener Glucokonjugate in Rosenbliiten vor {iber 30
Jahren durch Allcock und Francis (1969) sind diese geruchslosen Aromavor-
lauferverbindungen, wie in der Einleitung erwdhnt, zunehmend in den Blick-
punkt der Forschung geraten. Ihre Rolle als Speicher- und Transportform fiir
freie Aromastoffe hat sie fiir die Erforschung der Bildungswege interessant ge-
macht. Die Erkenntnisse {iber aromarelevante Glycokonjugate werden von Skou-
roumounis und Winterhalter (1997) zusammenfassend dargestellt.

In Dillkraut lagen bisher noch keine Arbeiten iiber gebundene Aromastoffe vor,
so dass ausgehend von 10kg frischem Dillkraut ein Glycosidextrakt isoliert und
auf das Vorkommen von gebundenen oxygenierten Terpenverbindungen unter-
sucht wurde.

2.2.3 Isolierung und Modellstudien
Aufarbeitung des Untersuchungsmaterials

Nach einem Vorversuch in kleinem Mafstab wurden 5,6 kg Dillspitzen mit Me-
thanol im Mixer zerkleinert. Das Methanol dient zusammen mit dem Wasser aus
der Pflanze als Losungsmittel fiir die polaren Stoffe, vor allem die Glycoside. Zu-
sétzlich inhibiert Methanol die vorhandenen Enzymaktivititen. Wie in der Ein-
leitung beschrieben, wird durch die Zerkleinerung der Zellen die Kompartimen-
tierung aufgehoben, so dass Enzyme mit ihren Substraten in Berithrung kommen
und so zur Umsetzung (Spaltung) der Naturstoffe fithren. Nach schonendem Ent-
fernen des organischen Losungsmittels unter vermindertem Druck wurden die
Glycoside aus dem wisserigen Extrakt wie folgt angereichert.

Vortrennung des Untersuchungsmaterials

Die Abtrennung der Glycoside von anorganischen Sduren, freien Zuckern, Prote-
inen und anderen Begleitstoffen, wie z.B. den Chlorophyllen, erfolgte aufgrund
ihrer unterschiedlichen Polarititen bzw. Adsorptionseigenschaften.

Um die unpolaren Chlorophylle zu entfernen, wurde der Extrakt mit Pentan aus-
geschiittelt und die griinen, vor allem Chlorophyll enthaltenden Fraktionen ver-
worfen.
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Die freien Aromastoffe wurden durch eine fliissig-fliissig Extraktion mit Diethyl-
ether abgetrennt und mittels HRGC-MS analysiert.

Die verbleibende wiassrige Phase wurde einer Adsorption an XAD-2 (polymerem
Divinylbenzol-Styrol Copolymerisat) unterworfen, bei der die Glycoside tiber ih-
ren Aglykonanteil an das unpolare Adsorbermaterial gebunden werden. Die po-
lareren Begleitstoffe wurden durch Spiilen mit Wasser entfernt. Die Elution der
Glycoside erfolgte mit Methanol (siehe Schema 2.37).

Diese Methode der Anreicherung hat sich bei den glycosidischen Aromavorstu-
fen aus Wein als besonders effektiv erwiesen. Giinata et al. (1985) benutzten XAD-
2-Material, um die in geringen Konzentrationen vorhandenen Priakursoren von
den Begleitstoffen in Wein abzutrennen. Die Autoren {iberpriiften mittels synthe-
tisierter Glycoside die Wiederfindungsraten, die zwischen 90 und 100% lagen.
Gegeniiber der Fliissigextraktion lagen die Ausbeuten an Glycosiden deutlich
hoher. Das Material dhnelt in seinen Retentionseigenschaften dem aus der HPLC
bekannten RP18-Material. Es ist aber in grofseren Partikeldurchmessern erhaltlich
und eignet sich somit besser fiir eine Abtrennung der Glycoside im préaparativen
Maf3stab unter Verwendung von Glassaulen.

Fraktionierungen des Untersuchungsmaterials und Isolierung von Reinsub-
stanzen

Um aus einem komplexen Naturstoffgemisch Substanzen isolieren zu konnen, ist
neben der Abtrennung von Begleitstoffen eine Vorfraktionierung notig.

Bei phytochemischen Analysen pharmazeutisch interessanter Pflanzen dienten
dazu vor allem die Fraktionierung in unterschiedlichen Losungsmitteln. Aus ei-
nem methanolischen Extrakt wurden dazu z.B. die petroletherloslichen Bestand-
teile durch wiederholtes Ausschiitteln entfernt. Mit weiteren Losungsmitteln stei-
gender Polaritdt konnte so eine Auftrennung erzielt werden.

Heute kann man dazu alternativ die Gegenstromverteilungschromatographie
(MLCCC) verwenden, die innerhalb kurzer Zeit grossere Mengen (bis 10g) an
Stoffgemischen zu trennen vermag. Nach Acetylierung und weiterer Fraktionie-
rung mit klassischen Methoden (Sdulenchromatographie, HPLC) gelang es, die
folgenden Stoffe aus Dillkraut zu isolieren:
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Abbildung 2.37: Aufarbeitungschema des Dillkrautes
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8-Hydroxygeranyl-1-O-glucosid als Pentaacetat = D1

AcO

OAc

Aus der 3. MLCCC-Fraktion konnte nach Acetylierung, Sdulenchromatographie
und HPLC aus zwei Subfraktionen ein Glucosid des 8-Hydroxygeraniols isoliert
werden. Die Identifizierung gelang iiber 'TH-NMR-Daten (siehe Abbildung 2.38).

Die Signale der acetylierten Glucoseeinheit sind im Bereich 3,6-4,6 ppm zu se-
hen. Die trans-Kopplungen der dquatorialen Protonen der Glucose fallen mit
9,5 Hz meistens zu pseudo-Tripletts zusammen. Da beim Proton an C2” die Kopp-
lung zum anomeren Proton 8 Hz betrégt, ist dieses leicht zu erkennen. Fiir «-
D-Glucose wiirde die Kopplung des Anomeren ca. 3,5Hz betragen, da es sich
um eine axial-dquatoriale Kopplung mit einem Diederwinkel von ca. 60° han-
delt. Typisch ist die 8 Hz Kopplung (axial-axial) fiir 3-D-Glucoside, die nach der
Karplus-Kurve fiir Diederwinkel von 180° maximal ist (Hesse etal., 1995).

Von den Signalen des Aglykons sind nur die olefinischen Protonen an C2 und C6
im Tieffeld als Vinylprotonen (dd) erkennbar (5,44 ppm und 5,28 ppm). Die Me-
thylprotonen an C4 und C5 sind von den Acetat-Signalen bei ca. 2 ppm verdeckt.
Jeweils zwei Protonen der sauerstoffbenachbarten C-Atome sind im Bereich von
4ppm zu erkennen, werden aber teils auch von den Protonensignalen der Glu-
cose verdeckt. Ein weiterer Hinweis auf die zusédtzlich vorhandene Hydroxyl-
gruppe ist die fiinfte Acetat-Gruppe. Die Glucose ist iiber die Position eins an
das Aglykon gebunden, da die beiden Protonen an C1 chemisch nicht d&quivalent
sind.

Eine Unterscheidung vom Nerolisomeren, das sich nur in der Konfiguration der
Doppelbindung an Postion zwei unterscheidet (2E=Geraniol, 2Z=Nerol), kann
tiber NOE-Experimente erfolgen (ebenso fiir Position sechs). Da beide Glycosi-
de schon aus Rosen isoliert werden konnten (Straubinger, 1998), wird hier auf
die festgestellten Unterschiede im 'H-NMR-Spektrum verwiesen. Im Falle von
Geraniol, mit zwei trans-konfigurierten Doppelbindungen, fallen aufgrund der
Symmetrie die Signale der Methylgruppen bei 1,66 ppm zusammen und die
Methylenprotonen ergeben je ein Multiplett bei 2,10 bzw. 2,17 ppm. Eine cis-
Doppelbindung wiirde eine Tieffeld-Verschiebung einer Methylgruppe ergeben
(Nerol: bei 1,75 ppm).

Im ESI-Massenspektrum ldsst sich fiir beide Verbindungen sowohl im posi-
tiven wie auch im negativen Modus nur schwer ein Signal erhalten. Nur
durch Isolierung der Masse 565 ist das Molekulargewicht der Verbindung
(M(Cp6H38012)=542) als Natriumaddukt bei 565 Masseneinheiten zu erkennen.
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Abbildung 2.38: 'H-NMR von 8-Hydroxygeranylglucosid D1

Die Fragmentierung liefert die fiir acetylierte Glycoside typischen Bruchstiicke,
die jeweils eine Differenz von 60 Masseneinheiten (entsprechend einer HOAc-
Abspaltung) aufweisen (505, 445). Bei weiteren Abspaltungen bleibt der Sau-
erstoff am Molekiil (445-42=403). Nach Verlust des Natrium-Ions finden weiter
60 m/z-Abspaltungen statt. Das Aglykon ist anhand des Fragmentes m/z 170 zu
erkennen.

Monoterpenglycoside sind in der Natur weit verbreitet. Es wurden zahlreiche
Terpene als Glycoside in verschiedenen Pflanzen nachgewiesen. Der erste indi-
rekte Nachweis aus Pelargonium odoratissimum gelang Bourquelot und Bridel
(1913). Es stellte sich heraus, dass in Pflanzen oft etwa die Halfte der Monoter-
pene in gebundener Form vorliegen (vgl. Kaoitel Wein, Seite 2.1.1). In Rosen war
die Zusammensetzung der freien und gebundenen Terpene sehr dhnlich. Da der
hochste Gehalt an Glycosiden in der Reife der Pflanzen vor den freien Terpenen
erreicht wurde, vermutete man, dass die Glycoside Intermediate in der Biosyn-
these sowie Speicher- oder Transportformen der Aglykone darstellen. In Rosen
trugen 80% der Glycoside Geraniol als Aglykon (Stahl-Biskup, 1987).

Angeblich isolierten schon die Alchimisten 1600 vor Christus die ersten Monoter-
pene in relativ sauberer Form. Der Name , Terpen” leitet sich dabei vom deut-
schen Terpentin (fiir das Destillat aus Kiefern lat. ,balsamum terebinthinae”) ab,
aus dem auch die ersten Terpene isoliert werden konnten (Croteau, 1981). Tra-
ditionell versteht man unter Terpenen Naturstoffe, die durchweg aus Isopren-
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Untereinheiten aufgebaut sind (Breitmaier, 1999).

Bis zum Jahr 1977 waren bereits tiber 800 Publikationen erschienen, die sich mit
der Biosynthese der Monoterpene beschiftigen. Zur Terpenbiosynthese befdhigt
sind Pflanzen und einige Mikroorganismen. Da der klassische dreistufige Biosyn-
theseweg zum Lehrbuchwissen zahlt, soll hier nur kurz darauf eingegangen wer-
den. Ausgehend von Acetyl-CoA wird {iber 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA
(HMG-CoA) und Mevalonsdure (MVA) nach Phosphorylierung, Abspaltung von
Kohlenstoffdioxid und Wasser Isopentenylpyrophosphat (IPP) gebildet, das teil-
weise zu Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) umgelagert wird. Durch katio-
nische Dimerisation geht aus IPP und DMAPP Geranyldiphosphat (GPP) her-
vor, das als Vorstufe von Geraniol angesehen wird. Durch weitere Verkniipfun-
gen von IPP (C5-Einheit) wird Farnesyldiphosphat (Sesquiterpen, C15) gebildet.
Durch Dimerisation entstehen daraus die Triterpene und aus ihnen die Steroide.
Aus den Diterpenen (C20-Einheiten) entstehen analog die Carotinoide (Tetrater-
pene, C40).

In den letzten Jahren wurde allerdings iiber Markierungsversuche ein neuer Weg
der Terpenbiosynthese in Pflanzen und Bakterien entdeckt. Im Gegensatz zu der
im Cytosol stattfindenden Synthese der Isopentenylpyrophosphat-Einheiten aus
Mevalonat, wird die C5-Einheit (Desoxyxylosephosphat, DOX) hierbei aus einer
C2-Einheit (aus aktiviertem Pyruvat) und Glycerinaldehyd-3-phosphat gebildet
(Rohmer, 1999). Fiir Monoterpene und andere in den Plastiden gebildeten Ter-
pene wie Isoprenoide, Diterpene und Carotinoide scheint dabei vor allem der
DOX-Weg benutzt zu werden, wahrend die Sesquiterpene und Sterole eher iiber
MVA aus IPP synthetisiert werden. Eine eindeutige Trennung der Biosynthese
kann aber nicht festgestellt werden (Adam etal., 1999), da z.T. auch IPP aus dem
DOX-Weg eingebaut wird (vgl. Abbildung 2.39).

Die Oxidation der allylischen Methylgruppe an Monoterpenen ist in der Natur
weit verbreitet und wird z.B. von verschiedenen Aspergillusarten durch Mo-
nooxygenasen oder von Sdugetieren (Ratten) bewirkt (Madyastha etal., 1977;
Chadha und Madyastha, 1984).

In Dill war 8-Hydroxygeraniol bisher nicht beschrieben, es wurde aber schon in
Wein nachgewiesen (Strauss etal., 1988). Uber eine siurekatalysierte Umlager-
ung kann 8-Hydroxylinalool gebildet werden, das iiber weitere Umlagerungen
zu Dillether cyclisiert. Der Geruch nach Dill wurde schon von Strauss et al. (1988)
bei Abbauversuchen von 8-Hydroxylinalool festgestellt.

In einer sdurekatalysierten Umsetzung von 8-Hydroxygeraniol konnten durch
GC-MS Untersuchungen ebenfalls 3,9-Epoxy-p-menth-1-en (Dillether) und wei-
tere Abbauprodukte nachgewiesen werden (siehe Abbildung 2.41). Die Umset-
zungsprodukte wurden mittels Pentan/Diethylether-Gemisch extrahiert, so dass
die polaren Verbindungen im Gegensatz zu den Untersuchungen von Strauss
etal. (1988) nicht mehr detektierbar waren (vgl. Abbildung 2.40).
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5,6-Epoxy-3-0-3-D-glucopyranosyloxy-f3-jonol als Pentaacetat = D2

OAc

Ebenfalls durch Sdulenchromatographie und HPLC an Kieselgel konnte aus
der 3. MLCCC-Fraktion ein glycosidisch gebundenes C;3-Norisoprenoid isoliert
werden. Glucose konnte als Zuckeranteil analog zur Verbindung D1 aus dem
'H-NMR-Spektrum abgeleitet und im >*C-NMR-Spektrum bestétigt werden. Im
'H-NMR war als Teilstruktur ein ABX-System zu erkennen, das einer CH=CH-
CHOACc-CHj3-Gruppe zugeordnet wurde (Abbildung 2.42). Das Hydroxymethin-
Proton spaltet dabei die Methylgruppe an C9 zu einem Dublett mit ca. 6 Hz auf.
Das Proton selbst wird zum Dublett (vom Proton an C8) vom Quartett (CHj3)
aufgespalten.

Dill 3.7.2.2 (300 MHz, CDCI3, 1H)
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Abbildung 2.42: '"H-NMRSpektrum (300 MHz, CDCl3, ppm) von 5,6-Epoxy-3-
O-p-D-glucopyranosyloxy-f3-jonol D2

Aus der chemischen Verschiebung dieses Protons ergibt sich auch die Bindungs-
stelle der Glucoseeinheit, da es durch die Acetylierung tieffeldverschoben ist,
wihrend C3 eine fiir Glucoseether typische Verschiebung aufweist.
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Die 'H-NMR-Daten von D2 sind im Folgenden zusammengefasst und den von
Matsuda etal. (1997) publizierten gegeniibergestellt. Auch die '*C-NMR-Daten
stimmen mit den Daten aus der Literatur iiberein.

Tabelle 2.9: 'H-NMR-Daten der Verbindung D2 (300 MHz, CDCl3, ppm, Kopp-
lungskonstanten in Hz)

H-Atom | Signal Literaturdaten? (CD3;0D)
2a 1,33 1H dd (13,5/10) 1,33 1H dd (13,5/9,6)

2b 1,70 1H ddd (14/3,5/1,5) | 1,65 1H ddd (13,5/3,3/1,3)
3 3,81 1THm 3,85 1TH m

4a 1,63 1H dd (14/8) 1,68 1H dd (14,5/7,9)

4b 2,27 1H ddd (14/5/1,5) 2,27 1H ddd (14,5/5/1,3)
7 5,89 1H dd (15,5/1) 596 1TH dd (15,5/1)

8 5,64 1TH dd (15,5/6) 5,61 1H dd (15,5/6,4)

9 5,36 1H ddq (1/6/6,5) 5,33 1H ddq (1/6,4/6,6)
H3-C10 | 1,31 3H d(6,5) 1,30 3H d (6,6)

H3-C11 | 0943H s 0913Hs

H;3-C12 | 1,073H s 1,113H s

H;3-C13 | 1,173H s 1,16 3H s

H1’ 4,54 THd (8) 4,74 1TH d (7,9)

H2 4,93 1H dd (9,5/8) 4,81 THm

H3’ 5,18 1TH dd (9,5/9,5) 5,25 1H dd (9,6/9,6)

H4’ 5,031H dd (9,5/9,5) 4,97 TH dd (9,6/9,6)

H5’ 3,68 1Hddd (9,5/5,5/2,5) | 3,85 1THm

Hé6a’ 4,121H dd (12/2,5) 4,111H dd (12,2/2,5)
Hé6b’ 4,231H dd (12/5,5) 4,26 1TH dd (12,2/5)

5. Ac 2,00-2,07 15H5 - s 1,96-2,0515H5 - s

a) 'H-NMR-Daten (270 MHz, CD30D, ppm) nach Matsuda etal. (1997)

Massenspektrometrisch konnte die Molekiilmasse mit 598 bestimmt werden, die
der Molekiilmasse von Cp9Hy2O13 entspricht. Aufier den Acetatabspaltungen
und den typischen Fragmenten der acetylierten Glucose waren keine weiteren
Fragmente zu erkennen.

Die isomere Verbindung mit einer Glucoseeinheit an C9 wurde aus Apfel- und
Brennesselbléttern isoliert (Winterhalter etal., 1994; Neugebauer, 1994). Das Si-
gnal fiir H9 ist hier durch den Acetylierungsshift weiter tieffeldverschoben
(5,36 ppm) als in der an C9 glucosidierten Verbindung (4,27 ppm).

Die isolierte Verbindung konnte bereits in Corchorus olitorius L., einer vietname-
sischen Tilia-Art, nachgewiesen werden (Matsuda etal., 1997). Dabei gelang die
Aufklarung der Stereochemie an C9 tiber die Methode nach Mosher (1969). Die
Stereochemie war an den Zentren C3, C5 und C6 identisch mit dem Isomeren aus
Apfelbladttern, die Position neun wies S-Konfiguration auf (35,5R,65,9S). Auch
aus Alangium premnifolium konnte die Verbindung mit gleicher Stereochemie iso-
liert werden, allerdings blieb die Konfiguration an C9 wieder unaufgeklart. Hin-
sichtlich der von Humpf und Schreier (1992) aus Prunus spinosa L. isolierten Ver-
bindung liegen keine Angaben zur Stereochemie vor.
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Weiterfiihrende stereochemische Untersuchungen waren bei der geringen Sub-
stanzmenge von nur 2mg im vorliegenden Fall nicht moglich, doch lassen die
tibereinstimmenden Konfigurationen der bisher isolierten Verbindung auf eine
gemeinsame biogenetische Vorlduferverbindung schliefsen, die die Stereochemie
determiniert.

Bekannt ist, dass Cj3-norisoprenoide Substanzen durch Abbau von Carotinoiden
gebildet werden (siehe Abbildung 2.43). In Friichten und Bléttern tritt dabei be-
vorzugt eine Spaltung der Tetraterpene an der Doppelbindung zwischen Positi-
on neun und zehn auf, die zur Bildung von C;3-Komponenten fiihrt. In Safran
wird dagegen die Doppelbindung bevorzugt in 7,8-Position gepalten, wodurch
Ci0- (Hydroxysafranal) und Cyp-Bruchstiicke (Crocetin) entstehen (Straubinger,
1998).

HO

l Oxidative

Spaltung

Abbauprodukt

enzymatische
Umsetzung
HO

3-Hydroxy-5,6-epoxy-b-jonol 26

v

Aromastoffe ‘O
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o (@]
Actinidol L

o
2-(2-Butenyliden)-3,3-dimethyl-
-5-(2-oxopropyl)-tetrahydrofuran

3-Hydroxy-Actinidol

Abbildung 2.43: Bildung von Cj3-norisoprenoiden Aromastoffen aus Caroti-
noiden. Beispiel: Abbau von Violaxanthin mit hypothetischer Bildung von Glu-
cosid 26

Im Zuge der SDE, die als Screeningmethode fiir Extrakte und Fraktionen von uns
eingesetzt wurde, bilden sich durch sdurekatalysierte Umlagerungen aus dem
Aglykon u.a. die Abbauprodukte 1,1,6-Trimethyl-1,2-dihydronaphthalin (TDN),
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3-Hydroxy-actinidol, Actinidol und ein Tetrahydrofuranderivat mit den Massen-
fragmenten m/z 208 und 125 (Neugebauer, 1994).
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Abbildung 2.44: Massenspektren (GC-EI-MS) von 3-Hydroxy-5,6-epoxy-f-jonol
und seiner Abbauprodukte

Im Massenspektrum des Aglykons 3-Hydroxy-5,6-epoxy-[3-jonol, das eindeutig
in den enzymatischen Hydrolysen nachgewiesen werden konnte, treten die glei-
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chen Massenfragmente auf. Die Abbauprodukte fanden sich hingegen in den sau-
rekatalysierten Hydrolysen (Abbildung 2.44).

Fir das Aroma von Bedeutung ist TDN als , Kerosin”- oder ,Naphthalin”-
Fehlnote in gealtertem Wein (Neugebauer, 1994). Actinidol wurde erstmals in
Actinidia polygama gefunden (Sakan etal., 1967), spater aber ebenfalls als fliich-
tiger Bestandteil von gealterten Weinen identifiziert (Dimitriadis etal., 1985). Die
oxidationsempfindlichen Actinidole werden an der Luft leicht zu insektizidwirk-
samen Lactonen oxidiert (Winterhalter etal., 1994).
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3-Hydroxy-a-jonol als Diacetat = D3

AcO

Auch freie Cq3-Norisoprenoide lieflen sich in ihrer acetylierten Form aus der
3. MLCCC-Fraktion isolieren. Im 'H-NMR-Spektrum war ein ABX-System zu er-
kennen, das einer CH=CH-CHOA c-CH3-Teilstruktur zugeordnet werden konn-
te. Die absolute Konfiguration konnte wegen zu geringer Substanzmengen nicht
bestimmt werden, jedoch waren in GC-MS Untersuchungen auf einer DB5-Sdule
zwei Stereoisomere trennbar. Die Zuordnung der Signale im 'H-NMR-Spektrum
wurde durch das Vorliegen von Isomeren erschwert, im 3C-NMR-Spektrum
konnten aufgrund der geringen Substanzmenge nicht fiir alle C-Atome Reso-
nanzsignale erhalten werden.

Wie bei der Verbindung D2 diskutiert, entstehen C;j3-Norisoprenoide aus dem
katabolen Carotinoid-Stoffwechsel. Als Vorldufer kann hierbei Lutein oder aber
sein C3-Stereoisomeres (Epilutein) angesehen werden. Denkbar ist auch eine Iso-
merisierung an Position drei. Bei den Diastereomeren miisste es sich folglich um
die Stereomere an den Positionen drei oder neun handeln.

Das Total-Ionen-Chromatogramm zeigt gleiche Mengen der Isomere, die nahezu
identische Massenspektren ergeben (siehe Abbildung 2.45).

Vier Stereoisomere von Verbindung D3 konnten in freier Form aus Tabak isoliert
werden (Behr etal., 1978). Dabei wurde festgestellt, dass sich die Stereochemie an
C3 iiber den Abschirmungseffekt der Hydroxylgruppe sowohl auf die Methyl-
Signale (im 'H-NMR ), als auch auf das C-Atom an Position C2 (im *C-NMR )
bestimmen ldsst. Sollten diese Abschirmungseffekte auch bei der Acetat-Gruppe
gelten, wiirde es sich hier um die Diastereomere an Position neun handeln.

Aufgrund der zusitzlichen Hydroxylgruppe ist diese diolische Verbindung nicht
selbst aromaaktiv.
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Abbildung 2.45: GC-Chromatogramm und Massenpektren (EI) der isomeren
Formen von peracetyliertem 3-Hydroxy-a-jonol D3
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Quercetin-3-0O-glucuronid als Methylester, triacetyliert = D4

OH

OAC

0 Ac :\S‘--in“[om
OH O oo COOMe

1 5

Quercetin-3-glucuronid stellt eines der Hauptflavonoide der Dillpflanze dar. Es
konnte als Methylester in teilacetylierter Form aus der polareren 2. Fraktion der
MLCCC-Trennung isoliert werden. Nach erneuter MLCCC, Acetylierung, Sdu-
lenchromatographie und praparativer RP18-HPLC konnten 3,2 mg dieser Verbin-
dung isoliert und mittels ' H-NMR-Spektroskopie charakterisiert werden.

Im 'H-NMR-Spektrum sind die B-Ring-Protonen mit kleinen Aufspaltungen von
ca. 2 Hz im Tieffeld zwischen 7 und 8 ppm zu erkennen. Die A-Ring-Protonen
ergeben zwei Singuletts bei ca. 6,5 ppm (Abbildung 2.46) . Charakteristisch fiir
Glucuronsdure ist das Dublett des Protons an C5”. Feldkamp (1998) hat in ih-
rer Dissertation festgestellt, dass die 'H-NMR-Verschiebungen konzentrations-
abhingig sind. Als Grund wurde die pH-Abhéngigkeit der Spektren vermutet.
Sie verglich die unterschiedlichen Spektren der Literatur (in CD3OD und DM-
SO) und stellte dabei fest, dass fiir den Abstand der H2” und H6’-Protonen Werte
zwischen 0,02 und 0,58 ppm gefunden wurden. Bei hohen Konzentrationen ver-
einfacht sich das H2” zum Singulett (erwartet Dublett, meta-Kopplung zu H6’).
H6" erscheint als Dublett (erwartet Dublett vom Dublett, Kopplung zu H2" und
H5’). Die Acetylierung bewirkt bei den Protonen eine Tieffeldverschiebung von
ca. 1 ppm, wie von Bock und Thegersen (1982) beschrieben. Die bei Feldkamp
(1998) beschriebene Anomalie des Protonensignals des Anomeren (Dublett, wie
erwartet, beim Kampferol, Multiplett bei Quercetin und anderen B-Ring substi-
tuierten Flavanolen) durch Beeinflussung durch die Zuckerprotonen tritt in der
acetylierten Form scheinbar nicht auf.

Im UV-Spektrum (aufgenommen in Methanol) waren die fiir Quercetin-3-O-
glucuronide typischen Banden von 358 nm (II) und 264 nm (I) mit Schultern bei
296 nm und 267 nm zu erkennen.

Das Massenspektrum (Thermospray, TSP) zeigt ein Pseudomolekiilion bei 619
(IM+H] ™) und ein Signal fiir das Aglykon bei 303 ([C15H10O7+H] ") Massenein-
heiten. Dies konnte auch durch ESI-MS bestétigt werden.

Weitere Substanzen mit dhnlichen Massenspektren und NMR-Daten konnten
aus den polaren Fraktionen isoliert werden. Das Screening mittels LC-MS und
Diodenarray-Detektor lieferte Anhaltspunkte fiir weitere Verbindungen aus der
Klasse der Flavonoide. Da diese Substanzen weder direkt zum Aroma beitragen
noch als Vorldufer von Bedeutung sind, wird auf ihre Besprechung verzichtet
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und das isolierte Quercetin als Hauptflavonoid des Dills stellvertretend herange-
zogen.

Dill 2.2.4.7.3 in DMSO (13C)”
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Abbildung 2.46: IBC-NMR (75 MHz, DMSO, ppm) von Quercetin-3-O-glucuro-
nid D4

Quercetin als Flavonol gehort zur Klasse der Flavonoide. Weitere Vertreter dieser
Klasse sind die Catechine, Anthocyanidine und Flavone, wie auch deren dimere
Verbindungen, z.B. die Proanthocyanidine.

Flavonoide wiederum stellen eine Untergruppe der Polyphenole dar, die sich
durch mindestens zwei phenolische Hydroxyl- oder Phenolether-Gruppen aus-
zeichnen. Aus historischen Griinden werden Polyphenole pflanzlichen Ur-
sprungs auch als , Tannine” oder , Gerbstoffe” bezeichnet, weil sie die Eigenschaft
haben, die Haut von Tieren zu Leder zu gerben.

Die Biosynthese der Polyphenole in Pflanzen verlduft dabei iiber eine Kondensa-
tion des 4-Cumaroyl-CoA mit Malonyl-CoA, die tiber den Shikimisdure- bzw.
den Polyketidweg (Acetat-Weg) gebildet werden und aus dem Kohlenhydrat-
stoffwechsel stammen.

Die Flavonoide kommen weit verbreitet im Pflanzenreich vor, nur in Algen und
Pilzen scheint ihr Vorkommen eher die Ausnahme zu sein. Die Namen der Fla-
vonoide leiten sich dabei oft von den Pflanzen ab, aus denen sie erstmals isoliert
wurden (z.B. Quercetin von quercus lat.: Eiche).

Die Hauptfunktionen in der Pflanze sind der Schutz vor UV-Strahlung, Pil-
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zen, Insekten, Bakterien und Viren sowie die Wirkung als Antioxidans. Die Bio-
synthese der Flavonoide wird UV-abhidngig iiber die Translation der m-RNA
fiir die Phenylalaninammoniumlyase (PAL; EC 4.3.1.5) und die 4-Coumaryl-
CoA-Ligase (4CL; EC 6.2.1.12) gesteuert (Hahlbrock und Scheel, 1989). Im
Dill scheint zusédtzlich die Glucuronidierung iiber eine lichtabhidngige UDP-
Glucuronosyltransferase gesteuert zu sein (Mohle etal., 1985). Damit werden die
in der Pflanze als , UV-Protektoren” gebildeten Flavonolglucuronide nur bei UV-
Bestrahlung und abhéngig von der Sonneneinstrahlung gebildet.

Die starke antioxidative Wirkung macht die Flavonoide auch fiir die Erndhrung
des Menschen interessant (Namiki, 1990). Uber das Quenchen von Hydroxyl-
oder Superoxidanionradikalen, eventuell aber auch durch Komplexierung von
Metallionen, konnen Flavonoide eine Oxidation der Low Density Lipoproteine
(LDL) verhindern, die fiir das Entstehen von Arteriosklerose verantwortlich ge-
macht wird (deWhalley etal., 1990).

In einer Studie zu antioxidativen Verbindungen aus Weisswein konnte fiir Quer-
cetin eine antioxidative Aktivitdt von 12,7 umol Troloxdquivalenten pro mg und
tiir Quercetin-3-O-glucuronid eine Aktivitit von 54 pmol Troloxdquivalenten
pro mg festgestellt werden (Baderschneider, 2000). Im Gegensatz zum Dill ist
die Verbindung im Wein jedoch nur in geringen Mengen enthalten, so dass das
antioxidative Potential des Weissweins von den mengenmaifiig tiberwiegenden
Hydroxyzimtsduren dominiert wird.
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5-Caffeoylchinasdure (Chlorogensiure, als Triacetat) = D5

Chlorogensdure konnte aus mehreren Fraktionen isoliert werden. Nach Acety-
lierung fielen bei der Sdulenchromatographie der polaren 2. MLCCC-Fraktion
ca. 100 mg dieser Verbindung an.

Schon die 'H-NMR-Daten zeigen im Doppelbindungsbereich zwei Protonen
(7,54 und 6,22 ppm) die miteinander mit 16 Hz koppeln. Dies deutet auf eine
trans-Doppelbindung hin. Weiterhin sind im olefinischen Bereich drei Protonen-
signale zu erkennen, die zu einem trisubstituierten aromatischen System geho-
ren. Das Proton bei 7,04 ppm weist eine ortho-Kopplung (1,5 Hz) auf, das Proton
bei 6,95 ppm hat einen Kopplungspartner in ortho- und meta-Stellung (1,5 und
8 Hz). Das Proton bei 6,78 ppm stellt den zweiten Kopplungspartner dieses Si-
gnals dar.

Gerade im Bereich der Chinasdure-Signale ist eine Zuordnung schwierig, aber
tiir die Bestimmung der Hydroxylgruppe, welche mit der Kaffeesdure verestert
ist, und damit fiir die Bestimmung der Stereochemie essentiell (sieche Abbildung
2.47). Pauli (1999) vergleicht 'H-NMR und 3C-NMR-Spektren der Chlorogen-
sdure in unterschiedlichen Losungsmitteln und simuliert Spektren mit bis zu sie-
ben Spinsystemen. Zur Festlegung, ob es sich um Chlorogen- oder Neochloro-
gensdure (5- oder 3-Caffeoylchinalsdure) handelt, ist die Bestimmung der Kopp-
lungskonstanten aller Kerne essentiell.

Die fiir die Zuordnung wichtigen Kopplungen sind in der Tab. 2.10 zusammen-
gefasst.

Zum Vergleich wurden spektrale Daten von kduflicher Chlorogensdure aufge-
nommen, die mit Pyridin/Acetanhydrid acetyliert wurde. Von den Acetat-Resten
am Aromaten ist bekannt, dass sie sich relativ leicht wieder abspalten (Merfort,
1988).

In Tabelle 2.11 sind die Signale und die 6-ppm-Werte des Acetylierungsshifts an-
gegeben. Der Effekt dieses paramagnetischen Shifts nimmt mit dem Abstand von
der acetylierten Stelle ab und betragt 1,4 bis 1,6 ppm. Da an C5 kein Acetylie-
rungsshift auftritt, muss die Veresterung der Chinasdure mit der Kaffeesdure an
der Hydroxylgruppe des C5 (IUPAC-Nummerierung) erfolgt sein.

Im Thermospray-Massenspektrum ist ein Basispeak bei 498 Masseneinheiten zu
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Abbildung 2.47: Relative Stereochemie der Caffeoylchinasdureester nach Pauli

(1999)

Tabelle 2.10: Kopplungskonstanten von Chlorogensdure (300 MHz, CD3;0D,
ppm) und Vergleichsdaten von Pauli (1999)

Kopplung J(CD3OD)[Hz] | Lit.-Daten [Hz]"
2](2a, 2b) 14 -14,2
3J(2a, 3b)[eq/eq] | 5,5 5,4
4](2a, 6a) 1,5 2,2
3J(2b, 3b)[ax/eq] | 3,5 3,4
2](6a, 6b) 13,5 -13,5
3J(3b, 4b)[eq/ax] | 3 3,3
3](4b, 5a)[ax/ax] | 8,5 8,6
3](5a, 6b)[ax/ax] | 9,5 9,3
3](5a, 6a)[ax/eq] | 4,5 4,4
a)Literatur-Daten nach Pauli (1999)

erkennen. Diese Masse entspricht dem Ammoniumaddukt der dreifach acetylier-
ten Verbindung ([C12H2404 2]+NHZ). Weitere Signale konnen Chinasdurefrag-
menten mit unterschiedlicher Anzahl an Acetatgruppen zugeordnet werden.
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Tabelle 2.11: 'H-NMR-Daten der Verbindung D5 (300 MHz, CD;0D, ppm)

H-Nr. | Chlorogensdure D5 (3 Acetylgruppen) | A-ppm | Literatur-Daten”

2a 2,04ddd (14/55/1,5) | 2,82ddd (16/5,5/3) | 0,78 1,9-2,3m

2b 2,18 dd (14/3,5) 2,43 dd (16/3,5) 0,25 1,9-23m

3 4,16 ddd (5,5/3,5/3) 5,53ddd (5,5/3,5/3) | 1,37 5,41 ddd (3,5/3,5/3,5)
4 3,72dd (8,5/3) 5,11 dd (10/3) 1,39 5,08 dd (10/3,5)

5 5,33 ddd (9,5/8,5/4,5) | 5,57ddd (11/10/4,5) | - 5,54 ddd(10/10/4,5)
6a 2,20ddd (13,5/4,5/1,5) | 2,30ddd (13,5/4,5/3) | - 1,9-23m

6b 2,08 dd (13,5/9,5) 1,99 dd (13,5/11) - 1,9-23m

2 7,05d (2) 7,04d (2) - 7,29d(1,9)

5 6,78 d (8) 6,77 d (8) - 7,15d (8,3)

6’ 6,95 dd (8/2) 6,95 dd (8/2) - 7,34dd (8,3/1,9)

7’ 6,26 d (16) 6,22 d (16) - 6,24 d (16)

8’ 7,56 d (16) 7,54 d (16) - 7,54 d (16)

a) 'TH-NMR-Daten (270 MHz, CD30D, ppm) nach Rumbero-Sanchez und Vazquez (1991)

Das 13C-NMR-Spektrum stimmt fiir den Chinasaureteil gut mit den Literatur-
werten fiir acetylierte Chlorogensdure (Rumbero-Sanchez und Vazquez, 1991)
und fiir den Kaffeesdureteil sehr gut mit den Werten der nicht acetylierten Verbin-
dung nach Pauli (1999) iiberein. Nur das quaternédre C1’ gibt ein sehr schwaches
Signal, was auf die raumliche Abschirmung dieses Atoms durch den Acetatrest
zuriickzufiihren ist.

Fiir das Aroma spielt Chlorogensdure nur als Vorldufer in Reaktionsaromen (Bil-
dung von phenolischen Abbauprodukten beim Rosten von Kaffee) eine Rolle.
Physiologisch gilt sie als wirkungsvolles Antioxidans und Radikalfanger. Wie die
Flavonoide verhindert sie ebenfalls die Oxidation des menschlichen LDL (Rice-
Evans etal., 1997).
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6-Hydroxy-2,6-dimethyl-2,7-octadiensdure = (Linaloolsdure) = D6

6-Hydroxy-2,6-dimethyl-2,7-octadiensdure wurde aus der mittelpolaren
3.MLCCC-Fraktion nach Acetylierung und Sdulenchromatographie mit
Ether/Pentan (3/7) eluiert. Die spektroskopische Strukturaufkldrung erfolgte
nach Aufreinigung mittels Normalphasen-HPLC an zwei Fraktionen zu je ca.
1mg.

Da diese Verbindung schon aus Albarifiowein isoliert wurde und als Referenz-
substanz aus den Synthesen zur Verfiigung stand, wurde die Struktur durch ihre
Retentionsindizes auf zwei unterschiedlichen GC-S4aulen und tiber das Massen-
spektrum identifiziert. Zusatzlich wurde jeweils ein 'H-NMR-Spektrum aufge-
nommen.

Die Bedeutung dieser Verbindung als Vorldaufer des Weinlactons ist ausfiihrlich
im Kapitel 2.1 (Wein) dieser Arbeit beschrieben. Das ubiquitdre Vorkommen die-
ses Prakursors wird dazu fithren, dass in Zukunft das Weinlacton als geruchlich
dufierst interessantes (Geruchsprinzip siiflich, nach Kokosnuss) und aktives (Ge-
ruchsschwelle: 0,0001 ppm /1 Luft) Prinzip in weiteren Lebensmitteln nachgewie-
sen werden wird (Guth, 1996; Guth und Murgoci, 1997).

Zur Biosynthese, die vermutlich iiber eine enzymatische w-Hydroxylierung des
ebenfalls ubiquitdr vorkommenden Monoterpenalkohols Linalool erfolgt, sei auf
die Ausfithrungen bei Verbindung D1, Seite 68 verwiesen.
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9-0-3-D-Glucopyranosyloxy-Piperiton als Tetraacetat = D7

7

h [e) AcO

g o .r
10 * 9 OAc OAc
OAc

Das in der Arbeitshypothese vermutete oxygenierte Monoterpen, welches einen
natiurlichen Vorldufer des Dillethers darstellen konnte, wurde aus der mit-
telpolaren 3. MLCCC-Fraktion nach Acetylierung und Sdulenchromatographie
mit Ether/Pentan (1/1) eluiert. Insgesamt konnten ca. 100 mg dieser bisher
noch nicht beschriebenen Verbindung in acetylierter Form isoliert und mit
Hilfe von heteronuklearen (Fern-)Korrelationskernspinspektren aufgeklart wer-
den. Die hochauflosende Massenspektrometrie bestétigte die Summenformel als
C24H34011.

Im 'H-NMR-Spektrum waren aufler den Signalen der acetylierten Glucose, die
aufgrund der Verschiebung des anomeren Protons etherisch an ein Aglykon ge-
bunden sein musste, nur wenige Signale zu sehen. Eine aufgespaltene Methyl-
gruppe, drei Methylen-/Methin-Protonen, sowie zwei Oxymethylen-Protonen
waren zu erkennen. Ein weiteres Signal zeigte ein verbreitertes Singulett (br s)
im Tieffeld und wurde einem Doppelbindungs-Proton in Nachbarschaft zu ei-
nem elektronenziehenden Heteroatom (Sauerstoff) zugeordnet.

Aus dem homonuklearen H,H-COSY konnte abgeleitet werden, dass die beiden
Protonen am heteroatomtragenden (Sauerstoff) C-Atom miteinander koppeln,
und es sich somit vermutlich um die Bindungsstelle der Glucose an eine priméare
Alkoholgruppe handelte. Weiterhin war eine von den Acetatsignalen verdeckte
Methylgruppe im Bereich der an tertidre C-Atome gebundenen CHj3-Gruppen,
sowie zwei weitere Protonensignale in diesem Bereich zu erkennen.

Ein 3C-NMR-Spektrum lieferte die Information, dass es sich bei dem gesuchten
Aglykon um eine einfach ungesittigte C10-Verbindung mit einer Carbonylgrup-
pe handelte. Aufgrund des weit im tiefen Feld liegenden Signal des C-Atoms
wurde ein Keto-Gruppe vermutet. Vor allem im Bereich der Signale der acety-
lierten Glucose und im Bereich der CH;-Gruppen waren weitere Messungen zur
Unterscheidung der sauerstofftragenden C-Atome im Aglykon nétig.

Bei einer DEPT-Messung, bei der ein 135°-Puls eingestrahlt wird, ist es moglich,
C-Atome nach der Anzahl der an sie gebundenen H-Atome zu unterscheiden.
Quartédre C-Atome ergeben kein Signal, CH- und CH3-Gruppen ergeben ein po-
sitives Signal, wihrend CH,-Gruppen unterhalb der x-Achse angezeigt werden.
Daher war es moglich, aus den sechs Signalen zwischen 60 und 75 ppm sowohl
die CH;-Gruppe der Glucose (C6’, 62 ppm) als auch die nicht zur Glucose, son-
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DILL 4.6.4 IN CDCL3 INVERSE FERNKORRELATION
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Abbildung 2.48: HMBC-Spektrum von 9-O-3-D-Glucopyranosyloxy-piperiton
D7

dern zur Bindungsstelle der Glucose am Aglycon gehdrende CH;,-Gruppe zu
identifizieren. Das Vorhandensein von zwei weiteren CH;-Gruppen bestédtigen
die Annahme einer zyklischen Struktur, da fiir offenkettige Monoterpene noch
zwei weitere Methylen-Protonen vorhanden sein miissten.

Vermutet wurde daher die oben angegebene Struktur eines p-Menth-(1)-en-3-ons
mit einer Hydroxylgruppe, an welche die Glucose gebunden ist. Nachdem die
Masse der Verbindung mit dieser postulierten Struktur im Einklang stand, wur-
de die genaue Signalzuordnung mittels HMQC-Messung ermittelt. Um die nahe
zusammen liegenden Signale der Atome C8 (30,9 ppm) und C6 (30,6 ppm) ein-
deutig den an sie gebundenen H-Atomen zuordnen zu kénnen wurde die Struk-
tur mittels inverser Fernkorrelation abgesichert (siehe Abbildung 2.48).

Die Verbindung weist an C4 und C8 chirale Zentren auf, so dass insgesamt vier
Stereoisomere moglich sind. Naturstoffe kommen dabei oft in enantiomerenrei-
ner Form vor. Eine Kldarung der relativen und absoluten Konformation sollte da-
her mittels Rontgenstrukturbeugung erfolgen.

Um fiir die Rontgenstrukturanalyse geeignete Kristalle zu erhalten, wurden ver-
schiedene Methoden getestet (Jones, 1981). Die iiblichste Methode stellt dabei die
Abkiihlung gesittigter Losungen dar. Oft wird auch die Diffusion eines ,,schlech-
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3,73

Abbildung 2.49: Fernkorrelationen von 9-O-3-D-Glucopyranosyloxy-piperiton
D7 (Werte in ppm)

ten” Losungsmittels in eine Losung der Substanz (hier u.a. Hexan in eine Losung
der Verbindung in Methanol) ausgenutzt, um an der Grenzfliche der Fliissig-
keiten eine langsame Ausfallung mit Kristallbildung zu erzielen. Leider fiihrten
diese Methoden, wie auch langsames Verdunsten des Losungsmittels, zwar zu
Kristallen, die Qualitdt und Gleichméfiigkeit reichten aber in keinem Fall fiir eine
aussagekraftige Rontgenstrukturbeugung aus.
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Abbildung 2.50: CD-Spektrum von D7 in Methanol (c=1g/I)

Die Aufnahme eines CD-Spektrums ergab ein positives Maximum bei 330 nm
(siehe Abbildung 2.50). Eine Zuordnung der Stereochemie entsprechend der
Quadrantenregel nach Snatzke (1982a) und ein Vergleich mit Literaturdaten fiir
strukturell dhnliche Verbindungen (Mori und Kato, 1986) ist aufgrund der bei-
den chiralen Zentren an C4 und C8 und abweichender Losungsmittel aber nicht
moglich gewesen.

Um das Aglykon weiter charakterisieren zu konnen, wurde eine Deacetylierung
und anschlieflend eine enzymatische Freisetzung des Aglykons mit Emulsin (sie-
he Seite 125) durchgefiihrt. Das freigesetzte 9-Hydroxy-Piperiton konnte mittels
GC-MS charakterisiert werden (Peak 518 in Abbildung 2.52).

Die Reaktionsbereitschaft der Verbindung zeigte sich bei unterschiedlichen
Injektor-Temperaturen. Im Falle der splitlosen Injektion bei 250°C war eine na-
hezu vollstindige Umlagerung festzustellen (siehe Abbildung 2.52 unten). Die
entstanden Produkte stellen zwei isomere Piperitenone dar. Denkbar ist auch eine
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Abbildung 2.51: Mogliche Dehydratisierungsprodukte von 9-Hydroxypiperiton

und charakteristische Massenfragmente

Halbacetal-Bildung mit anschlieffender Wasserabspaltung zu Doppelbindungsi-
someren des Lindenethers, der wiederum eine dehydrierte Form des Dillethers

darstellt (siehe Abbildung 2.51 und 2.52, Peak 174 ).
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Abbildung 2.52: GC-MS-Chromatogramm von 9-Hydroxypiperiton (Aglykon
von D7), Scan-Nr. tiber den Peaks, C12, C14, C16: Alkane
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Nur im split-modus oder bei Injektortemperaturen von 180°C liefs sich die Ver-
bindung unzersetzt chromatographieren. Sie wies dann einen RI-Wert (DB1) von
1448 auf und zeigte das abgebildete Massenspektrum (siehe Abbildung 2.53).

MASS SPECTRUM DATA: 8438 ¥#518 BASE M/2: 118
B1-11-08 11:23:00 + 8238 CALI: 93M98 #2 RIC: 121216,
SAMPLE: DILL 464

CONDS.: OB1-36W, 285EC SPLITLESS 58'C, 78-308'C &'C/MIN

ENHANCED (S 15B 2N &T)

1985 - 118 [~ 28.8005 _ ooy,
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Abbildung 2.53: EI-Massenspektrum von 9-Hydroxypiperiton (Aglykon von
D7)

In der wiasserigen Phase des Enzymansatzes liefS sich ebenfalls freies Aglykon
nachweisen. Ein ESI-MS Spektrum zeigt den Peak des Natriumadduktes (m/z
191). Ein Fragmentierungsexperiment (MS/MS) lieferte neben dem dehydrati-
sierten Produkt (m/z 173) einen "Basepeak'bei 111 Masseneinheiten.

Um zu beweisen, dass die isolierte Verbindung in der Pflanze als natiirlicher Pra-
kursor des Dillether fungiert, sollte mit chemischen Methoden die Freisetzung in
der Pflanze nachgestellt werden.

Von dem p-Menthen-3,9-diol war bekannt, dass es spontan zu Dillether zykli-
siert (Reichert, 2000). Auch als synthetische Vorstufe konnte daraus in sehr guten
Ausbeuten Dillether (und sein Diastereomeres) synthetisiert werden. Daher wur-
de versucht, durch eine Reduktion die Keto-Gruppe in die gewiinschte Alkohol-
gruppe umzusetzen.

Da die Reduktion sowohl mit LiAlH4 als auch mit NaBH4 an der acetylierten
Verbindung unter den gewédhlten Bedingungen nicht zum Erfolg fiihrte, wurde
die Verbindung deacetyliert und damit wieder in ihre natiirlich vorliegende Form
tiberfiihrt.

Das in der Pflanze vorliegende Glucosid lies sich nun bei erhohter Temperatur
mit Natriumborhydrid reduzieren. Dies war eindeutig durch die Zunahme um
zwei Masseneinheiten im ESI-MS nachzuweisen. Eine Zyklisierung der glycosi-
dischen Vorstufe konnte nicht beobachtet werden, jedoch trat nach Abspaltung
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des Glucoserestes mittels Emulsin eine spontane Zyklisierung zum Dillether auf.

Als moglicher Biosyntheseweg wird nun folgendes Schema postuliert:

regio- und
stereoselektive Oxidation und
—_— —_—
Hydratisierung . Glucosidierung . o

AN

A _OH “__0Glc
R-(+)-Limonen e e
isolierter Prékursor, in der Pflanze wahrscheinlich
Stereochemie unbekannt vorliegendes Isomer
o7 d
o : o)
OGlc _A~~_-OClc
chemische Reduktion enzymatische Freisetzung
und Zuckerabspaltung und Reduktion

OH f e} i
OH /\/OH
spontane Zyklisierung stfarische
Hinderung

Dillether 2a

Abbildung 2.54: Vermutete Biogenese des Dillethers ausgehend von D7

In der Pflanze konnte das 9-Hydroxypiperiton als direkter Vorldufer des Dill-
ethers in Form seines Glucosids gespeichert werden. Nach Abspaltung der
Zuckereinheit erfolgt eine Reduktion der Ketogruppe. Dieser Schritt kann ste-
reoselektiv verlaufen, fiir die Bildung nur eines Stereoisomers des Dillethers ist
jedoch die unter Waldenumkehr verlaufende Zyklisierung zum cis-Ring aus-
schlaggebend (bei festgelegter Stereochemie an C4 und C8).

Als mogliche Ausgangsverbindung fiir 9-Hydroxypiperiton kommt 4R-(+)-
Limonen in Betracht. Reichert (2000) konnte in ihrer Arbeit mit isotopenmarkier-
ten Verbindungen eine Umsetzung von 2-13C-(+)-Limonen zu Dillether feststel-
len. Gleichzeitig war auch eine Umsetzung von markiertem p-Menth-1-en-9-yl-
glucosid, nicht aber von Isopiperitenol oder Isopiperitenon festzustellen. Daher
wurde vermutet, dass die exozyklische Doppelbindung des Limonens im ersten
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Schritt stereospezifisch hydratisiert wird (siehe Abbildung 2.36). AnschliefSend
sollte eine allylische Hydroxylierung stattfinden. Aufgrund des hier gefundenen
Préakursors scheint jedoch alternativ eine allylische Oxidation stattzufinden, wie
sie auch fiir Limonen unter milden Bedingungen durch Luftsauerstoff beschrie-
ben wurde (McGraw etal., 1999).

1-O-f3-D-Glucopyranosyloxy-p-2-menthen-6-ol als Pentaacetat = D8

OGlc(Ac),

Aus der 4. MLCCC Fraktion liefs sich eine weitere Verbindung der p-Menthen-
Klasse isolieren. Neben den schon bekannten Signalen der vierfach acetylierten
Glucose war im 'H-NMR-Spektrum das Signal einer weitere Acetatgruppe vor-
handen. Weiterhin waren je zwei zum Dublett aufgespaltete Methylgruppen, eine
Methylgruppe bei tieferem Feld als Singulett sowie zwei Signale im Doppelbin-
dungsbereich zu erkennen.

Das DEPT-Spektrum bestitigte diese Strukturinformationen, zusétzlich waren ei-
ne CH,-Gruppen, zwei CH-Signale und ein quartidres C-Atom zu erkennen. Ab-
gesichert wurde die Struktur durch homonukleare Korrelation der H-Atome.

Die Untersuchung mittels ESI-MS lieferte ein Signal bei m/z 565. Dabei handelte
es sich um das Natriumaddukt (542 + 23) des Molekiilions (Cy¢H38012). Neben
den Abspaltungen der Acetatreste zeigt die MS/MS-Fragmentierung das Agly-
kon (M(C12Hp90O3)=212) als Natriumaddukt bei m/z 235.

Eine Kldrung der Stereochemie basierend auf NMR-Daten ist schwierig, da Daten

fiir die freien Diole in der Literatur nur fiir Teilstrukturen vorliegen (vergleiche
Tabelle 2.12).

In der Abbildung 2.55 sind die vier 45-konfigurierten Strukturen der freien iso-
meren p-5-Menthen-1,2-diole aus Alpinia densibracteata (Sy und Brown, 1997) und
Chenopodium multifidum (dePascual etal., 1983) mit der Newman-Projektion der
Hydroxygruppen dargestellt. Die absolute Stereochemie konnte dabei durch Hy-
drierungen und Vergleiche mit den gesittigten Diolen bzw. CD-Aufnahmen un-
ter Zusatz von Nickeltetraacetat (Ni(acac),) in CCly bestimmt werden (Dillon und
Nakanishi, 1975).

Die 'H-NMR-Daten der isolierten Verbindung D8 (acetyliert) und dieser freien
p-Menthenole werden in Tabelle 2.12 verglichen.

Die 13C-NMR-Daten stimmen bis auf die Verschiebung der C-Atome in Nachbar-
schaft zur Glucose und dem Acetylierungsshift von 6,3 ppm fiir C6 gut mit den
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HO

HO

s

D8a (1R 2S 4S) D8b (1S 2R 4S)

HO H

¢

D8c (1S 2S 4S) D8d (1R 2R 4S)
OH OH
HO HO
HO HO
OH OH
a b c d

Abbildung 2.55: Mogliche Isomere des p-5-Menthen-1,2-diols ausgehend von
S-a-Phellandren

von Sy und Brown (1997) publizierten Werten {iiberein.

Biogenetisch diirfte die Verbindung durch Epoxidierung des Hauptinhaltsstoffes
des Dillkrautols, S-(+)-«-Phellandren, mit anschlieffender Ring6ffnung zum Diol
entstanden sein.
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(Z)-3-Hexenyl-3-D-Glucopyranosid als Tetraacetat = D9

Aus zwei Fraktionen der 4. MLCCC-Fraktion konnte ein weiteres Glucosid ei-
nes fiir den Dill wichtigen Aromastoffes isoliert werden. Neben den schon
in der Einleitung erwdhnten Schliisselaromastoffen Dillether, Phellandren, 2-
Methylbuttersduremethylester, Eugenol und Myristicin ist 3-Hexenol fiir die in-
tensive griine Note, nicht nur im Dill, bekannt (Maarse etal., 1996).

Im 'H-NMR-Spektrum lielen sich die in Tabelle 2.13 dargestellten Signale nach-
weisen. Wichtig fiir die Zuordnung zur cis- oder trans-Form sind die Kopplun-
gen im olefinischen Bereich die in Abbildung 2.56 stark vergrofiert widergege-
ben sind. Zu erkennen ist die Kopplung der beiden Doppelbindungsprotonen
mit 10,8 Hz. Jedes dieser Signale wird von den Protonen der benachbarten CHj-
Gruppe mit 7 Hz zu Tripletts aufgespalten. Eine long-range Kopplung (J3) tiber
die Doppelbindung spaltet nochmals zu Tripletts mit 1,5 Hz auf. Uberpriift wur-
den diese Kopplungsmuster durch Aufnahme eines COSY-Spektrumes.

Ein Literaturvergleich zeigte, dass die Signale der Doppelbindungsprotonen
meist nur als Multipletts angegeben werden, und somit keine Zuordnung der Iso-
merie der Doppelbindung aufgrund von 'H-NMR-Daten ermoglichen. Fiir das
freie 3-trans-Hexenol fanden sich bei Morisaki etal. (1992) folgende Signale, die
den in dieser Arbeit fiir das Glucosid gefundenen gegeniibergestellt sind:

Tabelle 2.13: 'H-NMR-Daten der Verbindung D9 im Vergleich zu (E)-3-Hexenol

H-Nr. D9 3-(E)-Hexenol
Aglykon:

la 3,48 dt (9,5/7) 3,63 d (6,2)

1b 3,87dt(9,5/7) 3,63 d (6,2)

2 2,32dt(7/7) 2,26 dt (6,3/6,2)

3 5,29 dtt (11/7/1,5) | 5,38 dtt (15,5/7/1,5)

4 546 dtt (11/7/1,5) | 5,61 dtt (15,5/6,3/1,2)
5 2,06 (verd.) 2,04dq(7/7,5)

6 0,96t (7,5) 0,99t (7,5)

Die kleinere Kopplungskonstante zwischen den Protonensignalen H3 und H4 im
Vergleich zum 3-(E)-Hexenol spricht eindeutig fiir eine cis-Kopplung und damit
der 3-Z-Form des vorliegenden Glucosids.

Die Molekiilmasse des Hexenolglucosids konnte im Elektrospray-MS mit 430
Masseneinheiten bestétigt werden. Neben den Abspaltungen der Acetatreste er-
gab sich nach mehrfacher Fragmentierung ein Signal fiir das Aglykon bei m/z
100.
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Abbildung 2.56: Olefinischer Bereich im 'H-NMR-Spektrum von (Z)-3-Hexenol-
Glucosid D9

Die Verbindung wurde von Kobayashi etal. (1994) als erster glycosidisch ge-
bundener Aromavorldufer aus Teeblédttern isoliert. Seine Bedeutung fiir die Ent-
stehung des ,griinen” Geruches spiegelt sich bereits im englischen Namen
Jeaf alcohol” wieder. Auch aus anderen Pflanzen, wie z.B. Kartoffelbldttern
(Solanaceae) (Tazaki etal., 1993) und Pertya glabrescens, konnte Hexenyl-3-D-
Glucopyranosid isoliert werden.



98 Kapitel 2. Ergebnisse und Diskussion

2(4-Hydroxyphenyl)ethanol (Tyrosol) als Diacetat = D10

OA

. C
Ebenfalls aus der zweiten sdulenchromatographischen Fraktion der 4. MLCCC-
Fraktion konnte das Diacetat des 4-Hydroxyphenylethanols isoliert werden.

Im 'H-NMR-Spektrum sind die typischen Signale eines para-disubstituierten
Aromaten bei 7,02 und 7,22 ppm zu erkennen (Hesse etal., 1995). Zwei mitein-
ander koppelnde Tripletts bei 4,27 und 2,92 ppm charakterisieren die Hydroxy-
ethylgruppe.

Mittels GC-MS konnte ein Spektrum mit den Massen 162 und 120 erhalten wer-
den. Die Verbindung mit der Summenformel C1,H;404 und Molekulargewicht
222 g/mol spaltet dabei Essigsdure ab (-60amu). Bei der zweiten Abspaltung
bleibt der Sauerstoff am Aromaten.

Tyrosol (oder 4-Hydroxyphenylethanol) entsteht durch katabolen Abbau der
Aminosdure Tyrosin. Physiologisch wird es u.a. fiir die antioxidativen und an-
tikarzinogenen Eigenschaften des Olivendls verantwortlich gemacht (Bartsch
etal., 2000), und wirkt zusammen mit der unverseifbaren Fraktion auch anti-
inflammatorisch (delaPuerta etal., 2000).

Die Verbindung kommt ubiquitdr vor und konnte bisher aus Koriander (Baba
etal., 1996), marinen Pilzen (Holler etal., 1999) und etwa 30 weiteren Pflanzen,
v.a. deren Bléttern und Rinden, isoliert werden. Tyrosol riecht nach Honig und
soll am Geruch einiger Weinsorten beteiligt sein (Bergner und Lemperle, 1998).

2.2.4 Zusammenfassung

Neben bekannten Cj3-Norisoprenoiden, Flavonoiden, Chlorogensdure und 8-
Hydroxy-Geranylglucosid konnten aus Dillkraut erstmals 2,6-Dimethyl-6-hydro-
xy-2,7-octadiensdure sowie einige wichtige glycosidische Aromavorldufer aus
Dill isoliert werden. Dabei handelt es sich um das Z-Hexenylglucosid, dessen
Aglykon fiir den griinen Geruch vieler Lebensmittel verantwortlich ist. Weiter-
hin wurden zwei oxygenierte Monoterpenglycoside isoliert, die sich biogenetisch
durch Oxidation von Hauptinhaltsstoffen des Dills (Phellandren bzw. Limonen)
ableiten. Als mengenmaéfiig dominierende Komponente (100 mg aus 5,6 Kg Dill-
spitzen) konnte 9-Hydroxypiperitonoxyglucosid erhalten werden. Durch chemi-
sche Umsetzungen war eine Bildung des Dillethers, des Schliisselaromastoffes
von Dillol, aus dieser Vorstufe moglich. Wahrscheinlich stellt diese Verbindung
eine bisher unbekannte Vorstufe auf dem Weg der Dillether-Biosynthese dar.
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2.3 Linde - Tilia

Die Linde ist ein bis zu 40 m hoher Laubbaum mit charakteristischen herzfor-
migen Bladttern. Die Bliiten sind mit einem fliigeligen Vorblatt verwachsen. Die
grofsite Verbreitung in Waldern fand sich in der Jungsteinzeit. Als Baum an Stra-
3en, in Garten und Parkanlagen hat die Linde den Menschen wie kaum eine an-
dere Baumart durch die Geschichte begleitet. Bis zu 1000-jahrige Dorf- oder Ge-
richtslinden (judicum sub tilia, Stock (1676)) zeugen neben dem Vorkommen in
Volkssagen und Liedgut von deren Bedeutung (Bockmann, 1990).

Der botanische Gattungsname leitet sich vom griechischen tilos ,Faser” ab, da
die Linde reich an Phloemfasern ist. Der deutsche Name steht im Bezug zu lind
,weich”, wegen des geschmeidigen Bastes oder des weichen Holzes. Im Eng-
lischen wird der Baum als lime tree bezeichnet, im Spanischen als tilo und im
Franzosischen als Tilleul.

Die Lindenbliiten (tiliae flos) riechen intensiv und werden volksmedizinisch als
mildes Sedativum eingesetzt. Sie enthalten ca. 1% Flavonoide (v.a. Glycoside des
Quercetins und Kampferols), 10% Schleimstoffe (v.a. Arabinogalaktane), Phenol-
carbonsiuren und zwischen 0,02 und 0,1 % dtherisches Ol.

2.3.1 Botanik der Linde

Abteilung: Spermatophyta,

Unterabteilung: Magnoliophytina (Angiospermae),
Klasse: Magnoliatae (Dicotyledoneae),
Unterklasse: Rosidae,

Ordnung: Malvales,

Familie: Tiliaceae (Lindengewéchse),

Gattung: Tilia,

Art: Tilia cordata Miller und Tilia platyphyllos Scop.

Die Familie der Tiliaceae besteht iiberwiegend aus tropischen Holzpflanzen. In
Europa kommen die kleinbldttrige Winterlinde (T. cordata Mill.) und die grofs-
bléttrige Sommerlinde (T. platyphyllos Scop.), sowie deren Kreuzung T. euro-
paea vor. Tropisch-suptropische Vertreter der Familie sind die Jute liefernden
Corchorus-Arten und die Zimmerlinde (Sparmannia africana).

Die wechselstdndigen, langgestielten, oberseits kahlen Laubblitter der Linde
sind etwa zwei bis zwolf Zentimeter lang. Sie sind asymmetrisch, am Grund
leicht herzformig, laufen in eine kurze Spitze aus und sind am Rand scharf ge-
sagt. Im Gegensatz zu den kleineren Blattern der Winterlinde, die nur in den
Nervenwinkeln der Unterseite rosa Haare tragen, ist die Blattunterseite der Som-
merlinde wenig bis stark weifllich behaart.

Der trugdoldige Bliitenstand besteht aus 3-16 Bliiten und ist mit einem netzad-
rigen Hochblatt etwa bis zur Halfte verwachsen. Der fiinffichrige Fruchtkno-
ten birgt zwei x fiinf Samenanlagen, verwéchst sich jedoch zu einer einsamigen
Nuss. Auch die Staubblatter sind meist zu Biindeln verwachsen und weisen zwei
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Abbildung 2.57: Tilia cordata: Morphologie des Bliitenstandes und der Blitter
nach Schicke (2001)

Pollensdcke mit je zwei Pollenfachern auf. Die Bestdubung findet durch Wind
oder Insekten statt (Hegnauer, 1982).

Die im Juni bis Juli bliihende Winterlinde ist ein bis zu 25 m hoher Baum, der vor
allem im kontinentalen Flachland vertreten ist, wahrend die Sommerlinde (bis
40m) bevorzugt im warmen Berg- und Hiigelland anzutreffen ist.

Die einsamige, kugelige Frucht ist behaart, verholzt und weist fiinf Rippen auf.
Sie enthélt ein fettes OL
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2.3.2 Bisherige Untersuchungen
Phytochemische Analysen

Entsprechend der Verwendung der Lindenbliiten als Teedroge und ihrer spasmo-
lytischen, sedierenden und harntreibenden Wirkung wurden vor allem die nicht-
fliichtigen Schleim- und Gerbstoffe untersucht. Bestimmt wurden bisher die Ge-
halte an Quercetin, Kimpferol (Karakaya und El, 1999), die Flavonol-Glycoside
Isoquercitrin, Astragalin, Quercitrin und Kdmpferol-3-O-rhamnosid (Pietta etal.,
1993). Weitere O-glycosidische Flavonoide konnten in den Bliiten der Silberlinde
(T. argentea Dest.) charakterisiert werden (siehe Abbildung 2.58).

Weitere Studien befassen sich mit den schleimlésenden Polysacchariden
(Schmidgall etal., 2000) und abwehrsteigernden Komponenten, die eine Aktivie-
rung des Lymphsystems bewirken sollen (Anesini etal., 1999). Die antioxidative
Wirksamkeit eines Lindenbliitenextrakts war geringer als die von Salbei und Tee,
alle drei Extrakte zeigten keine antibakterielle Wirksamkeit in den untersuchten
Konzentrationen (Yildirim et al., 2000).

Quercetin-3-O-glucosid-7-O-rhamnosid (R;: Glc, R,: Rha, R;: OH)
Quercetin-3,7-O-dirhamnosid (R,: Rha, R,: Rha, R;: OH)
Quercetin-3-O-glucosid (R;: Glc, R,: H, R5: OH) [Isoquercitrin]
Quercetin-3-O-rhamnosid (R;: Rha, R,: H, R;: OH) [Quercitrin]

Kéampferol-3-O-glucosid-7-O-rhamnosid (R,: Glc, R,: Rha, R;: H)
Kampferol-3,7-O-dirhamnosid (R;: Rha, R,: Rha, R5: H)

Kéampferol-3-O-glucosid (R;: Glc, R,: H, R4 H) [Astragalin]
Kampferol-3-O-rhamnosid (R,: Rha, R,: H, R5: H)
Kéampferol-3-O-glucosid-7-O-p-coumaroyl (R1: Glc, R,: p-Cou, R;: H) [Tilirosid]
Kéampferol-3-O-(6-p-coumaroyl)-glucosid (R,: 6-p-Cou-Glc, R,: H, R5: H) [Tilirosid]

Abbildung 2.58: Strukturen der Flavonolglycoside in Linden
glc=Glucose, rha=Rhamnose, Cou=Coumaroyl

Aromastoffe in Lindenbliiten

Uber die fliichtigen Verbindungen der Lindenbliiten liegen vergleichsweise we-
nige Daten vor. Das dtherische Ol der Bliiten (ca. 0,04%) wurde als ,wiirzig, leicht
liebstockelartig, holzig mit einer animalischen Neroli-Note” beschrieben Buch-
bauer und Jirovetz (1992). Charakterisiert werden konnten durch GC-MS- und
GC-FTIR-Untersuchungen 30 terpinogene Verbindungen sowie weitere 34 fliich-
tige Verbindungen (Toker etal., 1999). Nach Auswertung iiber die GC-FID Fla-
che hatte unter den Terpenen Linalool den hochsten Anteil, gefolgt von Carvon,
Campher und 1,8-Cineol. Altere Arbeiten betonen vor allem den hohen Gehalt
(60%) an Kohlenwasserstoffen (Bernasconi und Gebistorf, 1968) sowie den eben-
talls nicht geruchsaktiven aliphatischen Fettsduren.

Eine Extraktion der Lindenbliiten mit Hexan ergibt als Hauptkomponenten (-
Caryophyllen (26%), trans- und cis-Dihydrocarvon (18% bzw. 11%), Limonen
(13%) sowie ebenfalls Carvon (6%). Erwartungsgemafl dominieren dabei die un-
polaren Verbindungen (Ahmadi und Mirza, 1999).
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Aus Lindenhonig und den Bliiten konnten 19 Aromastoffe charakterisiert und de-
ren Beitrag zum Aroma tiber Aromaextraktverdiinnungsanalyse (aroma extract
dilution analysis AEDA) gekldrt werden (Blank etal., 1989). Neben den Honig-
typischen Verbindungen wie Phenylacetaldehyd und -Damascenon konnten als
charakteristisch fiir Lindenbliiten die Verbindungen Lindenether (3,9-Epoxy-p-
mentha-1,4(8)-dien) 3 und cis-Rosenoxid bestimmt werden. Als weiterer Marker
tiir die Herkunft des Honigs aus Lindenbliiten konnte das geruchlose trans-8-p-
Menthen-1,2-diol 31 als Hauptkomponente der fliichtigen Verbindungen in Lin-
denbliitenhonig nachgewiesen werden. Da es sich nicht unter den fliichtigen Ver-
bindungen der Lindenbliiten selbst befand, dort aber hohe Gehalte an Limonen
nachgewiesen wurden, postulierten die Autoren eine Oxidation von Limonen
wéhrend der Honigproduktion.

Eine neuere Arbeit (Guyot etal., 1998) bestitigt die Verbindungen 3 und 31 als
Marker fiir Lindenbliitenhonig, wobei das Massenspektrum von 3 nicht ein-
deutig identifiziert werden konnte. Daneben fanden die Autoren weiter Mar-
ker aus der Klasse der phenolischen Komponenten (ein Ethylmethylphenol, 4-
tert-Butylphenol, Estragol und p-Methylacetophenon) sowie terpinogene Verbin-
dungen (Carvacrol, Thymol und Menthol). Der Lindenether als Character Impact
Compound besitzt an Position drei ein chirales Zentrum und tritt als eine von
wenigen Verbindungen in der Natur als Racemat auf (siehe Abbildung 2.59).

S N ”lﬂ____"

1250 1200
R (Lipodex C)

Abbildung 2.59: Natiirliches Racemat des Lindenethers und seine Trennung
nach Blank etal. (1990)

Das Vorliegen beider Isomere spricht fiir eine chemische Bildung aus einer dio-
lischen Vorstufe (Blank etal., 1990). Miiller (1993) gelang es in ihrer Dissertation
den Lindenether iiber diese postulierte Vorstufe zu synthetisieren (vgl. Schema
in Abbildung 2.60).
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Abbildung 2.60: Synthese des Lindenethers tiber die postulierte diolische Vor-
stufe nach Miiller (1993)

2.3.3 Aufgabenstellung

Ausgehend von diesen Ergebnissen sollte auch aus Lindenbliiten ein Extrakt her-
gestellt und aus diesem die Vorstufen der geruchspriagenden Aromastoffe iso-
liert und charakterisiert werden. Besonderes Interesse galt dabei der postulierten
Vorstufe des Lindenethers als wichtigstem und charakteristischem Aromastoff
sowohl der Bliiten wie auch des daraus produzierten Honigs. Wie bei den vor-
angegangenen Analysen (Kapitel 2.1 und 2.2) sollte der Extrakt unter laufender
Kontrolle fraktioniert und die isolierten Verbindungen charakterisiert werden.
Wichtig war hierbei vor allem die Abtrennung der nicht aromarelevanten Ver-
bindungen, die den Haupteil der fliichtigen Verbindungen des Bliitendls ausma-
chen.

2.3.4 lIsolierung

Weil die bisherigen Versuche zum Nachweis und zur Isolierung der Vorlaufer-
verbindung nicht zum Erfolg fiihrten und auch vom Lindenether 3 nur 2 mg aus-
gehend von 20 kg Honig isoliert werden konnten (Blank etal., 1990), wurde die
Menge an Ausgangsmaterial moglichst hoch gewéahlt. Um Verlust oder Umset-
zungen der Vorstufe wihrend des Trocknens des Pflanzenmaterials, auszuschlie-
len wurden zusétzlich 1,5kg frische Bliiten extrahiert. Da sowohl mit einer frei
vorliegenden diolischen Vorstufe, als auch mit glycosidischen Vorldufern zu rech-
nen war, wurde neben dem XAD-Extrakt auch ein Diethyletherextrakt aus dem
wassrigen Pflanzenauszug bereitet.

Aufarbeitung des Untersuchungsmaterials

10kg getrocknete Lindenbliiten (DAB-Qualitét, Firma Galcke, Gittelde) wurden
im Mixer mit Methanol zerkleinert und fiir 24 Stunden extrahiert. Nach Abziehen
des Losungsmittels (<40°C) und Verdiinnen mit Wasser wurden unpolare Begleit-
stoffe (Chlorophylle und Kohlenwasserstoffe) durch wiederholtes Ausschiitteln
mit Pentan entfernt. Anschlieffend wurde mit Diethylether extrahiert, um den
Hauptteil der fliichtigen Aromastoffe zu entfernen. Der wéssrige Extrakt wur-
de durch Festphasenadsorption an XAD-2 Material von polaren Begleitstoffen
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befreit und gefriergetrocknet. Analog wurde ein Extrakt aus 1,5 kg frischen Blii-
ten hergestellt. Mittels Gaschromatographie wurde die Aufarbeitung kontrolliert
und nach enzymatischer und sdurekatalysierter Hydrolyse der erhaltene Extrakt
analysiert.

Identifizierung freier Aromastoffe im Diethyletherextrakt

Nachfolgend sind die mittels GC-MS und Retentionsverhalten auf zwei unter-
schiedlichen GC-Sdulen (DB5, DB-Wax) im Etherextrakt nachgewiesenen frei-
en Aromastoffe tabellarisch zusammengefasst (siehe Tab. 2.14). Bei bisher schon
identifizierten Verbindungen ist in der lezten Spalte die entsprechende Literatur-
stelle angegeben.

Tabelle 2.14: Fliichtige Inhaltsstoffe von Lindenbliiten
nach GC-MS Analyse auf DB-Wax und DB5-Saule

Verbindung RI (CW) | RI (DB5) Lit.
Hexanal 1090 802 [1]
4-Methyl-4-(isobuten-1-yl)-cyclobutanon | 1235 n.b.
cis-3-Hexen-1-ol 1390 860 [2*]
a-p-Dimethylstyren (p-Cymenen) 1440 1120 [1]
trans-2-Nonenal 1513 1150 [3]
Benzaldehyd 1528 970 [2]
Linalool 1553 1093 [1]
Dimethylsuccinat (tent.) 1599 n.b.

Hotrienol 1619 1102
Phenylacetaldehyd 1654 1053 [2]
2-Phenylethylformiat 1794 n.b.

E-Anethol 1833 n.b. [2%,3]
p-Cymen-8-ol 1855 1257 [1]
Benzylalkohol 1885 1045 [1]
2-Phenylethanol 1924 1125 [1]
(E)-2,6-Dimethyl-3,7-octadien-2,6-diol 1954 1203
8,9-Dehydrotheaspiron 2068 n.b.
p-Anisaldehyd 2010 1271 [1]
p-Menth-8-ene-1,2-diol 2257 1342 [1]
2-(4-Methoxyphenyl)-ethanol 2309 n.b.
Dihydroactinidiolid 2330 1534
4-Vinylphenol 2390 n.b.

Indol >2400 1295

Coumarin >2400 n.b.

Lit.: erste GC-MS-Identifizierung in Lindenbliiten:

[1] Blank etal. (1989), [2] Buchbauer und Jirovetz (1992), [3] Toker etal. (1999)
*: Stereochemie nicht angegeben, (tent.) Identifizierung nicht gesichert

Im Vergleich zu den Untersuchungen von Blank etal. (1990) aus Pentan/Di-
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ethylether-Extrakten konnten die Kohlenwasserstoffe Limonen, p-Cymen, -
Terpinen nicht nachgewiesen werden, da sie wahrscheinlich bei der Extraktion
der Chlorophylle mit abgetrennt wurden. Ebenfalls nicht nachweisbar waren Ro-
senoxid, Dillether sowie Vanillin, wahrscheinlich aufgrund ihrer geringen Gehal-
te. Von den mittels Hexanextraktion aus Lindenbliiten bestimmten 19 unpolaren
Verbindungen (Ahmadi und Mirza, 1999) lief$ sich folglich auch keine Einzige
nachweisen.

Verglichen mit den &therischen Olen (Buchbauer und Jirovetz, 1992; Toker etal.,
1999) waren hier keine Umwandlungsprodukte, die durch die thermische Be-
lastung wahrend der Wasserdampfdestillation gebildet werden, nachzuweisen.
Man kann davon ausgehen, dass die nachgewiesenen Terpene Geraniol, Nerol,
deren Acetate und die Linalooloxide erst bei der Destillation durch die sauren
Bedingungen (vor allem der Essigsdure) entstehen. Bestétigt wurde diese Vermu-
tung durch die im Folgenden beschriebenen Ergebnisse der sauren SDE.

Vortrennung des XAD-Extraktes

Die Hauptmenge des XAD-Extrakts wurde mit préparativer MLCCC und dem
Fliefimittelsystem Chloroform/Methanol/Wasser (7:13:8 v/v/v) unter Verwen-
dung der schweren Phase als stationdrer Phase getrennt und nach DC-Kontrolle
zu vier Fraktionen vereinigt. Eine weitere Trennung wurde auf der HSCCC unter
gleichen Bedingungen durchgefiihrt, wobei die doppelte Probenmenge aufgege-
ben werden konnte und dhnliche Trenneigenschaften erzielt wurden. Insgesamt
konnten 52 g Extrakt getrennt werden (LM1-LM4), vom Rest (15g) wurde ein
Etherauszug hergestellt (LE).

Aus den frischen Bliiten wurden 10 g Extrakt erhalten, und 3 g unter den gleichen
Bedingungen einer MLCCC unterworfen. Fraktionen mit dhnlichem Laufverhal-
ten und Farbreaktionen bei der Diinnschichtchromatographie (DC) wurden zu
tinf Fraktionen vereint.

Ergebnisse des Screenings

Aliquote Mengen der Extrakte wurden sowohl einer sauren SDE als auch einer
enzymatischen Hydrolyse (Rohapect DL5, pH 5,5) unterzogen. Wéhrend bei den
fliichtigen Verbindungen unter Sdurekatalyse eine Umlagerung vor allem zu den
furanoiden Linalooloxiden beobachtet werden konnte, wurden durch das Enzym
schwerer fliichtige, polare Verbindunge wie 4-Vinylphenol freigesetzt (siehe Ab-
bildung 2.61). Eine Gegeniiberstellung dieser Verbindungen sowie eine Abschit-
zung der Mengen findet sich in Tabelle 2.15.
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Tabelle 2.15: Ergebnisse der enzymatischen und sédure-
katalysierten Hydrolyse (pH 2,5) im XAD-Extrakt, fur.:
furanoide, pyr.: pyranoide, n.g.: nicht gefunden, U: un-
bekannte Verbindung, Kont.: Kontaminante

Nr. | Verbindung RI (CW) | Enz.Hyd. | SDE
1 Benzol (Kont.) 878 n.g. +
2 Pyridin (Kont.) 1187 n.g. +
3 | p-Cymen 1274 Spur +
4 | 6,8-Epoxy-1-p-Menthen (Pinol) 1329 Spur +
5 | cis-3-Hexen-1-ol 1390 ++ +
6 | a-p-Dimethylstyren (p-Cymenen) 1440 + ++
7 cis-Linalooloxid (fur.) 1438 n.g. +++
8 Furfural 1451 n.g. +
9 trans-Linalooloxid (fur.) 1466 n.g. +++
10 | Benzaldehyd 1502 ++ Spur
11 | Linalool 1546 n.g. +
12 | Hotrienol 1602 (++) ++
13 | Phenalacetaldehyd 1632 + +
14 | Lindenether 1645 n.g. +
15 | a-Terpineol 1695 n.g. +
16 | 5,6-Epoxy-f3-jonon 1730 n.g. +
17 | Ulm/z 119,91,67,59,79,103 1748 + +
18 | 1,1,6-Trimethyldihydronaphthalin (TDN) 1732 n.g. +
19 | Linalooloxid (pyr.) 1753 + +
20 | Methylsalicylat 1765 n.g. +
21 | p-Damascenon 1812 n.g. ++
22 | p-Cymen-8-ol 1844 n.g. ++
23 | Benzylalkohol 1870 +++ +
24 | U2m/z79,67,81,93,107,121,152 1890 n.g. +
25 | 2-Phenylethanol 1905 +++ +
26 | Actinidol 1932 + n.g.
27 | 3,7-Dimethyl-1,5-octadien-3,7-diol 1945 + n.g.
28 | 8,9-Dehydrotheaspiron 2008 + n.g.
29 | Eugenol 2159 + +
30 | 4-Vinylguajacol 2218 ++ +
31 | 8-Hydroxylinalool 2265 + n.g.
32 | 4-Methoxybenzylalkohol 2268 + n.g.
33 | 2-(4-Methoxyphenyl)-ethanol 2309 +++ Spu
34 | 4-Vinylphenol 2390 +++ n.g.
35 | 3-Hydroxy-f3-jonon 2653 + n.g.
36 | 3-Hydroxy-5,6-epoxy-3-jonon 2695 + n.g.
Die Peak-Nummern beziehen sich auf Abb. 2.61

Waihrend fiir die Aromastoffe Benzyl- und Phenylethanol, Methoxyphenyletha-
nol, Vinylguaiacol und Hexenol glycosidische Vorlduferverbindungen eine Rolle
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zu spielen scheinen, die sich durch enzymatische Hydrolyse freisetzen lassen, ist
vor allem bei den Linalooloxiden und Hotrienol mit freien diolischen Vorlaufern
zu rechnen.

Eine vergleichende Untersuchung der erhaltenen MLCCC Fraktionen mittels
sdurekatalysierter und enzymatischer Hydrolyse zeigte, dass die ersten beiden
Fraktionen so gut wie keine Aromastoffvorldufer enthielten (Area Interner Stan-
dard, ITSD > 93%). Dagegen zeigten die sauren SDE Extrakte von LM3 und vor
allem LM4 grofiere Mengen an den furanoiden Linalooloxiden und Hotrienol, die
als Indikatoren fiir labile Vorstufen herangezogen wurden. Da auch der Diethy-
letherextrakt hohe Gehalte dieser Verbindungen zeigte, wurden diese Fraktionen
tiir weitere Fraktionierungen ausgewdahlt.

Trennungen des Untersuchungsmaterials

Um die fiir die Generierung des Aromas wichtigen Prakursoren zu isolieren,
wurden die MLCCC-Fraktionen drei und vier des XAD-Extrakts sowie der Die-
thyletherextrakt weiter aufgetrennt. Die Trennungen erfolgten durch Saulenchro-
matographie an Kieselgel (teils nach Acetylierung) und anschliefSender prapara-
tiver und analytischer HPLC auf Kieselgel und Reversed-Phase Material (RP).
Eine Trenntabelle mit allen Fraktionierungsschritten findet sich im experimentel-
len Teil (Kapitel 3.2.3, ab Seite 138).

Uberblick iiber die isolierten Verbindungen

Insgesamt konnten 24 Verbindungen in reiner Form isoliert und durch MS- und
NMR-Daten charakterisiert werden. Dabei konnten die glycosidischen Verbin-
dungen L7, L8 und L13-L17 erstmals aus Lindenbliiten isoliert werden. Die freien
diolischen Monoterpene L3 und L5 sind in Lindenbliiten bisher nicht bekannt ge-
wesen; in anderen Pflanzen, wie z.B. Rosen (Knapp et al., 1998)konnten sie schon
isoliert werden. Die Phenylpropane L2, L9 und L10 waren ebenfalls bisher in Lin-
denbliiten nicht bekannt, leisten aber keinen Beitrag zum Aroma. Ebenfalls neu
sind die Verbindungen L11, L21 und L24 (siehe Tabelle 2.16 und Abbildung 2.62).
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Tabelle 2.16: Isolierte Verbindungen aus Lindenbliiten
Nr. | Verbindung Fraktion Menge
L1 | 2-Phenylethanol LE 2.7% 2,5mg
L2 | 2-(4-Methoxy-phenyl)ethanol LM 4.2.5* 16,9 mg
L3 | (E)-2,6-Dimethyl-2,7-octadien-1,6-diol LM4.64.3 3,5mg
L4 | 4-Methoxybenzylalkohol (Anisalkohol) LE 4.6 04mg
L5 | 2,6-Dimethyl-3,7-octadien-2,6-diol LM4.22 2,5mg
L6 | 2-Hydroxy-2-phenylethanol LM 4.6.6 10,3mg
L7 | 2-Phenylethanol-3-D-Glucopyranosid LMA 3.7.1% 11,1mg
L8 | Benzylalkohol-3-D-Glucopyranosid LMA 3.7.2 32,8mg
L9 | 6-Methoxy-7-hydroxy-coumarin (Scopoletin) LM 4.9.4% 8,1mg
L10 | 3,4-Dihydroxybenzoesdure (Protocatechusdure) LM 3.3.2% 9,1mg
L11 | 3-Hydroxy-f3-damascon LM 4.35.3 02mg
L12 | trans-8-p-Menthen-1,2-diol LM 4.3.5.2% 0,3mg
L13 | 2-(4-Methoxyphenyl)ethanol-3-D-Glucopyranosid LMA 3.11.1.1. 14,1mg
L14 | Benzylapiosylfuranosyl-3-D-Glucopyranosid LMA 3.11.1.2.2% 2,2mg
L15 | Phenylthanolapiosylfuranosyl-3-D-Glucopyranosid LMA 3.10.1.3 2,6mg
L16 | 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdureglucoseester | LMA 3.11.1.2.1 2,3mg
L17 | Eugenolapiosylfuranosyl-3-D-Glucopyranosid LMA 3.12.2.2 1,7mg
L18 | Kampferol-3-D-Glucopyranosid (5Ac) LMA 3.16.3 9,6 mg
L19 | Kampferol-3-D-Glucopyranosid (6Ac) LMA 3.14.2.2 51mg
L20 | Benzylalkohol LE 2.6.1* 2,5mg
L21 | Vomifoliol LM 4.85 41mg
L22 | Benzoesdure LE5.1.1 09mg
L23 | Phenylessigsdure LE5.1.2 1,2mg
L24 | Dihydroactinidiolid LM4.1.2 02mg

*:Isolierung aus mehreren Fraktionen, LE: Etherextrakt, LM: XAD-Extrakt, LMA: acetyliert
Fraktionen siehe Tabelle Seite 138
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Biosynthese und Bedeutung der isolierten Verbindungen

Phenylpropane

Aus der Klasse der Phenylpropane konnten die Glycoside des Eugenols, Phenyl-
ethanols und des Benzylalkohols in ihrer acetylierten Form isoliert werden. Wie
schon in der Einleitung erwédhnt, stellen die Glycoside wichtige Speicher- und
Transportformen der Aglykone dar. Durch enzymatische Umsetzung mit einer
Glucosidase konnten aus diesen Prakursoren die Aromastoffe freigesetzt werden.

Die Aglykone selbst sind als wichtige Aromastoffe der Lindenbliiten sowie de-
ren Honige bekannt und konnten bis auf Eugenol 37 auch in der freien Form
isoliert werden. Ihre Biosynthese erfolgt tiber Phenylalanin 31, das auf dem
Shikimisdure-Weg synthetisiert wird. Nach Metabolisierung zu Zimtsdure 32
bzw. einer Transaminierung zur a-Ketosdure 33 wird zu Phenylessigsdure 123
decarboxyliert und weiter zu L1 reduziert. Von 32 ausgehend wird entweder iiber
B-Oxidation Benzoesdure L22 und nach Reduktion L20 erhalten, oder nach zwei-
facher Hydroxylierung zu Kaffeesdure 35, Methylierung (Ferulasdure 36) und
nach Aktivierung mit Coenzym A bis zum Eugenol 37 reduziert. In Abbildung
2.63 ist der Bildungsweg skizziert. Anschliessend erfolgt eine Glycosidierung.

Als weitere Vertreter der Substanzklasse konnte die 3,4-Dihydroxyform der
Benzoesdure (Protocatechusdure, L10) sowie die {iber Hydroxylierung in para-
Stellung zugénglichen 4-Methoxy-Analogen L2 und L4 isoliert werden.

Eugenol ist als charakteristischer Aromastoff der Gewdtirznelke (bis zu 80%)
mit einer ,warmen, wiirzigen” Note nach Nelke bekannt. 2-Phenylethanol
riecht rosenartig mit einer Honignote. Aufgrund der relativ hohen Geruchs-
schwellenwerte (Phenylethanol: 12-24; Eugenol: 0,2-0,3ng/1 Luft) ist der Bei-
trag zum Aroma der Lindenbliiten vor allem von Phenylethanol jedoch gering.
4-Methoxybenzylalkohol, der auch als Anisalkohol bezeichnet wird, riecht blu-
mig, stifs nach Pfirsich, wahrend Phenylessigsdure einen rosigen Duft aufweist
(Fenaroli, 1994).

Die Monoglucoside von Phenyl- und Benzylalkohol kommen ubiquitdr in der
Natur vor (Stahl-Biskup etal., 1993), wahrend die isolierten Apiofuranosylgluco-
side (Vicianoside) seltener vorkommen. Das Benzyl- und Phenylvicianosid konn-
te kiirzlich auch aus Vitis vinifera isoliert werden (Baltenweck-Guyot et al., 2000).
Das Phenylalkoholanaloge wurde auch aus Solenostemma argel isoliert (Kamel
etal., 2000). Auierdem sind Triglucoside bekannt (Ono etal., 1999).

Monoterpene

Aus der Klasse der Monoterpene konnten die beiden Diole L3 und L5 in ihrer
freien Form isoliert werden. Die Verbindung L16 stellt eine hoher oxidierte Form
des Diols L3 dar. Beide Verbindungen, sowie die Biosynthese der Monoterpene
und deren w-Hydroxylierung, werden ausfiihrlich im Kapitel Wein behandelt, da
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Abbildung 2.63: Biosynthese der isolierten Phenylpropane ausgehend von Phe-
nylalanin 31

sie schon dort als Referenzverbindungen synthetisiert wurden (siehe 2.1.2). Trotz
der zusatzlichen Hydroxylgruppe stellt das Diol L3 eine geruchlich auch fiir die
Industrie interessante Verbindung dar (Hasegawa, 1982).

Die Bedeutung von Diol L5 konnte in einer Arbeit von Strauss etal. (1988) durch
sdurekatalysierte Abbaustudien belegt werden. Sie fanden, dass das Diol 38, mit
dem auch die in dieser Arbeit isolierte L5 verunreinigt war, nach 15-miniitigem
Erhitzen im Wasserbad bei pH 3 fast vollstindig zu einer Mischung aus dem



2.3. Linde - Tilia 113

Dehydratisierungsprodukt Hotrienol 39 und dem Umlagerungsprodukt Diol L5
umgesetzt wurde. Dieses Diol konnte weitere Umlagerungsreaktionen eingehen
und ergab dabei ebenfalls Hotrienol 39, neben Spuren von Neroloxid 40, wobei
es jedoch stabiler war als Verbindung 38 (Abbildung 2.64).

i 5.4

Abbildung 2.64: Sdurekatalysierte Umlagerungsprodukte von L5 und Diol 38
nach Strauss etal. (1988)

In Lindenbliiten scheint also das Diol L5 fiir die Entstehung des Aromastoffs Ho-
trienol verantwortlich zu sein, da es auch in anderen Pflanzen zusammen mit
dieser Vorstufe auftritt z.B. bei Papaya, (Winterhalter etal., 1986).

Trans-8-p-Menthen-1,2-diol L12 konnte schon 1974 von Tsuneya et al. in Linden-
bliittenhonig nachgewiesen werden. Blank etal. (1989) gingen von einer Oxidati-
on des Limonens durch Enzyme der Bienen wéahrend der Honigbereitung aus, da
sie das Diol nicht in den Bliiten selbst nachweisen konnten. Auch eine neuere Ar-
beit (Guyot etal., 1998) konnte es als Marker fiir Honige aus Lindenbliiten besta-
tigen. Im Rahmen der Arbeit konnten erstmals Verbindung L12 auch in Linden-
bliiten nachgewiesen werden. Trotz der schonenden Aufarbeitungs- und Fraktio-
nierungsschritte ist eine Artefaktbildung jedoch nicht ganzlich auszuschliefSen.

Norisoprenoide Verbindungen

Auch aus der Klasse der Cy3-norisoprenoiden Verbindungen konnte mit L21 ei-
ne labile Vorstufe, von der bekannt war, dass sie sich zu den isomeren Theaspi-
ranonen umlagert (Enzell etal., 1977), isoliert werden. Die Biogenese der C13-
Verbindungen ausgehend von den Carotinoiden ist schon im Kapitel Dill be-
schrieben (siehe Abbildung 2.43). Ein weiteres Abbauprodukt, das hierbei aus
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den in 5,6-Stellung epoxidierten Carotinoiden durch Epoxidringdffnung entste-
hen kann, ist das Vomifoliol L21. Aus der oxidierten Form von L21, dem Dehy-
drovomifoliol, das in Rosen nachgewiesen wurde (Knapp etal., 1998), konnten
die Autoren durch eine Reduktion mit nascierendem Wasserstoff ein Halbace-
tal erhalten, das unter Wasserabspaltung 8,9-Dehydrotheaspiron bildete. Dieses
konnte in den freien Aromastoffen der Lindenbliiten nachgewiesen werden, so
dass ebenfalls an eine Bildung aus dieser Vorstufe bzw. aus dem Vomifoliol nach
Oxidation zu denken ist (siehe Abbildung 2.65).

Das Lacton Actinidiolid wird leicht durch Oxidation der isomeren Actinidole ge-
bildet, auf die schon im Kapitel Dill (siehe Seite 76f) eingegangen wurde. Das
Lacton L24 ist als Pflanzenhormon erstmals von Sakan et al. (1967) gefunden wor-
den. Seitdem wurde das bizyklische Lacton als Aromastoff auch in vielen anderen
Pflanzen nachgewiesen sowie eine effektive enantioselektive Synthese entwickelt
(Yao etal., 1998).

3-Hydroxydamascon L11 ist geruchlos, wird aber zusammen mit dem sehr po-
tenten 3-Damascenon 41 (Geruchsschwelle: 0.009 ppb) aus einer als Grashtipfer-
keton 42 bezeichenten labilen Vorstufe gebildet (siehe Abbildung 2.66). Kiirzlich
wurde auch 3-Hydroxy-7,8-didehydro-S-jonon 43 als weitere mogliche Vorstufe
postuliert (Osorio und Duque, 1999). Nachdem bei den GC-Untersuchungen un-
ter den fliichtigen Verbindungen ebenfalls 3-Damascenon nachweisbar war, kann
man das Vorliegen einer dieser ebenfalls aus dem Carotinoidabbau stammenden
Vorstufen vermuten (Isoe etal., 1971). Die Verbindung L11 wie auch sein Gluco-
sid ist bei den in Pflanzen vorherrschenden pH-Werten stabil und fiihrt nicht zum
Dehydratisierungsprodukt Damascenon (Skouroumounis etal., 1993). Nur unter
drastischen Bedingungen (30 %ige Schwefelsdure bei 50°C) konnte nach 15 Stun-
den eine Dehydratisierung erzwungen werden, wobei jedoch weniger als 10 %
3-Damascenon neben dem Zyklisierungsprodukt entstanden (Ohloff etal., 1973).



2.3. Linde - Tilia 115

R
Violaxanthin/

Neoxanthin
N
N
Oxidation
P
Reduktion o
Vomifoliol L21 Dehydrovomifoliol
t H l
g OH . @)
OH OH
O O
7,8-Dihydrovomifoliol 7,8-Dihydrodehydrovomifoliol
@) O
OH
@) @]
Theaspiron L l _
0]
Y
O

8,9-Dehydrotheaspiron
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Schlussfolgerungen

Aus den Lindenbliiten bzw. deren methanolischem Extrakt lieSen sich eine Reihe
von Préakursoren isolieren, die fiir die Bildung von aktiven Aromastoffen ver-
antwortlich sein konnen. Das unter den freien Aromastoffen gefundene Hotrie-
nol kann aus einem Monoterpendiol L5 generiert werden, wie aus Modellver-
suchen bekannt war. Die zweite isolierte diolische Monoterpenverbindung 8-
Hydroxylinalool L3 ist selbst ein attraktiver Geruchsstoff mit langanhaltender
Wirkung. Das fiir die Entstehung des Lindenethers postulierte p-Menthendiol
konnte jedoch nicht isoliert werden, obwohl das als Marker in Lindenhonig be-
kannte trans-p-Menthen-1,2-diol L12, sowie die isomeren Diole L3 und L5 isoliert
werden konnten.

Wie aus den enzymatischen und sdurekatalysierten Hydrolysen zu erken-
nen war, stellten die aus dem Shikimi-Saurestoffwechel abgeleiteten Verbin-
dungen die Hauptmenge der polaren Prakursoren dar. Isoliert werden konn-
ten die Mono- und Diglycoside des Benzylalkohols, Phenylethanols, des 4-
Methoxyphenylethanols sowie des Eugenols. Auch in freier Form fielen diese
Verbindungen, bis auf Eugenol, als Reinsubstanzen an.

Auch Cjz-norisoprenoide Verbindungen lieflen sich erstmals in Lindenbliiten
nachweisen, und auch hier konnten Umlagerungsprodukte von oxigenierten For-
men beobachtet werden.
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3 Experimenteller Telil

3.1 Material und Methoden

3.1.1 Gerate

Drehwert ([ap]) Die Messung der Drehwerte erfolgte mit einem Polarimeter der
Firma Carl Zeiss (370292 mit Spannungsgerdt LEP A2) bei 20°C in Kiivetten
mit 5cm Schichtdicke (Konzentration und Losungsmittel sind jeweils an-
gegeben). Die Messung erfolgte bei den Wellenldngen 546 und 578 nm und
wurde auf die Natrium-D-Linie (589 nm) umgerechnet.

Infrarotspektroskopie (IR) Infrarotspektren wurden auf einem Fourier-Trans-
formation (FT) Spektrometer der Firma Bruker (IFS 66) aufgenommen. Die
Messungen erfolgten als KBr-Pressling oder als Film auf NaCl

Elektronenspektrum (UV/Vis) Die Aufnahme der UV /Vis-Spektren erfolgte auf
einem UV Scanning Spectrometer (UV-2101 PC) der Firma Shimadzu bei
20°C in Kiivetten mit 1 cm Schichtdicke (Konzentration und Losungsmittel
sind jeweils angegeben).

Alternativ wurde das UV /Vis-Spektrum online bei der chromatographi-
schen Trennung mittels HPLC mit einem Scanning Detektor der Firma Jas-
co (UV 975 Intelligent UV / VIS Detektor) ermittelt. Die Konzentration kann
dabei nur abgeschitzt werden, Losungsmittel entsprechen den jeweiligen
Flieffmitteln.

Kernresonanzspektren (NMR) Gemessen wurde in den deuterierten Losungs-
mitteln Benzol, Chloroform, Methanol, Wasser und Dimethylsulfoxid. Die
Werte sind als 6-Werte in ppm angegeben. Kalibriert wurde auf die Proto-
nensignale der undeuterierten Reste in den Losungsmitteln. Die Aufnahme
der Spektren erfolgte auf AC 250, AMX 300 und AM 360 Spektrometern der
Firma Bruker. Die Messfrequenzen fiir 'H-Spektren (13C-Spektren) betru-
gen dabei in der Reihenfolge der Geréte: 250,1 (62,9) MHz, 300,1 (75,5) MHz,
360,1 (90,6) MHz.

Massenspektren (MS) EI-, CI-, TSP- und DCI-Spektren wurden auf einem Single
Stage Quadrupol (SSQ 710) der Firma Finnigan aufgenommen. Wenn nicht
anders angegeben, kam dabei die Kapillargaschromatographie (HRGC) als
Probenaufgabetechnik mit direkter Kopplung zum Einsatz (Transferline:
300°C, Ion Source: 150°C). Die ElektronenstofSionisation fand bei 70 eV statt.
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Fiir GC-Séulen siehe Seite 120. Eine davon abweichende Ionisierungs- und
Probenaufgabetechnik ist bei den Spektren vermerkt.

Fiir HRGC-MS Untersuchungen stand aufierdem ein Quadrupolgerat der
Firma Hewlett-Packard (GCD 1800 A) mit Kaltaufgabesystem (KAS 3) der
Firma Gerstel zur Verfiigung. Wenn nicht anderes angegeben, fand eine
splitlose Injektion Anwendung (Anfangstemperatur: 25°C, Rate: 10°C/sec,
Endtemperatur: 250°C). Als Trennsdulen wurden DB-Wax und DB5-Saulen
der Firma J&W Scientific (30m x 0,25 mm ID, Filmdicke 0,25 um) mit He-
lium als Tragergas eingesetzt (Flusskontrolliert 1 ml/min). Die Temperatur-
programme entsprechen den Standardprogrammen (siehe Seite 120), die
Kopplung erfolgte iiber eine beheizte Transferline (DB5: 300°C, DB-Wax:
deaktivierte Kapillare bei 300°C), die Ionisierungsenergie betrug 70 eV bei
180°C. Als Massenbereich wurden 38 — 425 u gewahlt.

Als weiteres HRGC-MS System stand eine Finnigan Ion Trap (ITDS) mit
Open-Split-Kopplung an einen Carlo-Erba Gaschromatographen (HR 5160
Megaseries) und Autosampler der Firma Fisons (A 200 S) zur Verfligung.
Die eingesetzten Trennsdulen, DB-Wax und DB-5 der Firma J&W Scientific
(B0m x 0,25mm ID, Filmdicke 0,25 um) wurden mit Helium als Tragergas
betrieben (Druckkontrolliert 135 kPa). Die Temperaturprogramme entspre-
chen den Standardprogrammen (siehe Seite 120), die Open-Split-Kopplung
erfolgte {iber eine beheizte deaktivierte Transferline (270°C), die Ionisie-
rungsenergie betrug 70 eV bei 180°C. Als Massenbereich wurden 38-425u
gewdhlt.

Weitere Messungen erfolgten auf einem Finnigan MAT 4515 (Quadrupol)
mit direkter Kopplung zu einem GC der Firma Varian (Vega). Injiziert wur-
de splitless (bei 180°C) zusammen mit einem Standard der Alkane, um die
Retentionsindizes nach Kovats (Riicker et al., 1992) moglichst genau bestim-
men zu konnen (siehe HRGC). Eingesetzt wurde eine DB 1 Siule (Firma
J&W, 30m x 0,25 mm ID, Filmdicke 0,25 um) mit Helium als Trdgergas. Bei
der direkten Kopplung an das Massenspektrometer iiber eine Transferline
(250°C) wurde in der Quelle elektrisch ionisiert (70 eV, 270°C).

Hochauflosende Massenspektren wurden auf einem Finnigan MAT 8200 im
Peak Matching Mode aufgenommen (M/AM=10000).

Hochauflésende Kapillargaschromatographie (HRGC) Die Aufnahme der
Gaschromatogramme erfolgte an den verschiedenen Gerédten mit Kapillar-
sdulen der Firmen J&W (DB1, DB5, DB-Wax und CDX-B; je 30m x 0,25mm
ID, Filmdicke 0,25 um), Phenomenex (ZB5, 30m x 0,25mm ID, Filmdi-
cke 0,25 um) und Macherey-Nagel (FS-Hydrodex 3 — 3P 30m x 0,25mm
ID, Filmdicke 0,25 um). Tragergas war Helium, die Druckangaben sind bei
den Geréten zu finden.

Wenn nicht anders angegeben, wurde fiir die polare DB-Wax Séule folgen-
des Temperaturprogramm verwendet (Std-CW):

50°C (3 min isotherm) - 4°C/min (Aufheizrate) - 215°C (25 min isotherm).
Fiir die DB5 oder ZB5 Saule (Std-DB5):
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60°C (3 min isotherm) - 5°C/min (Aufheizrate) - 300°C (10 min isotherm).

Zur Berechnung der Kovats-Indizes (Riicker etal., 1992), die zur Charakte-
risierung von Aromastoffen gebrauchlich sind, wurde eine Mischung der
Alkane C7-C28 (fiir DB-Wax) oder C7-C32 fiir alle anderen achiralen Saulen
unter gleichen Bedingungen wie die Proben chromatographiert.

Die Retentionszeiten dieser Alkan-Standards dienten zur Berechnung der
Retentionsindizes nach Kovats entsprechend folgender Formel:

log (t5), —log (t5),

I=100-z+100-
log (ts5),.1 —log (ts),

mit

(ts)x = Nettoretentionszeit der zu bestimmenden Komponente (x)
(ts)z = Nettoretentionszeit des kiirzerkettigen n-Kohlenwasserstoffs
(t5)z+1= Nettoretentionszeit des langerkettigen n-Kohlenwasserstoffs

z = Anzahl der C-Atome des kiirzerkettigen n-Kohlenwasserstoffs

Gerit 1: Dani, Typ: Dani Educational mit FID
Injektor:  Split (30 ml/min)/Splitless-Injektor (S/SL, 250°C)
Detektor: Flammenionisationsdetektor (FID, 280°C)
Tragergas: Helium, p =1,7bar, v=1,7ml/min
Make-Up: Stickstoff p = 1,0bar, v = 30 ml/min
Brenngase: Wasserstoff, p = 1,4bar, v~30 ml/min
Synthetische Luft, p = 1,0bar, v~300 ml/min

Gerat 2: Ed, Typ: ~ Dani Educational mit FID und Sniffing-Port
Detektor: Flammionisationsdetektor (FID, 280°C)
Sniffing-Port (beheizter Aluminiumkegel,
100°C, zum Abriechen des Eluates)
sonst wie Gerét 1

Gerit 3: HRGC, Typ: Carlo Erba Instrumazione, HRGC
Injektor:  Split (30 ml/min)/Splitless-Injektor (SL Control)
Detektor:  Flammenionisationsdetektor (FID, 280°C)
(EL 430)
Tragergas: Helium, p =1,0bar, v =1,5ml/min
(LT-Programmer 430 fiir Std-Temperatur-Programme)
Make-Up: = Stickstoff p = 1,0bar, v = 30 ml/min
Brenngase: Wasserstoff, p = 1,4bar, v~30 ml/min
Synthetische Luft, p = 1,0 bar, vA.300 ml/min

Multidimensionale Gaschromatographie (MDGC) Bei dieser Technik wird das
Eluat eines Master-Gaschromatographen online mit einer Sdulenschaltung
auf einen zweiten Chromatographen iibertragen und dort erneut getrennt.
Eingesetzt wurde ein Gerédt der Fima CE Instruments mit ventilloser Sdu-
lenschaltung (M.C.S.S. Moving Column Stream Switching).
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Master: Megal, Typ: CE Instruments Mega Series 8530

Slave:

Injektor:
Detektor:
Tragergas:

Make-Up:
Brenngase:

Mega2, Typ:
M.C.S.S:
Detektor:
Tragergas:

Saule:
Make-Up:
Brenngase:

Split (30 ml/min)/Splitless-Injektor
Flammenionisationsdetektor (FID, 280°C)
Helium, p =2,3bar, v =1,5ml/min
Std-CW-Temperatur-Programm (siehe 3.1.1)
Stickstoff p = 1,0bar, v = 30 ml/min
Wasserstoff, p = 0,5bar, vA~30 ml/min
Synthetische Luft, p = 0,8 bar, v~.300 ml/min

CE Instruments Mega Series 8560

Transfer Rate: ca. 95 %
Flammenionisationsdetektor (FID, 280°C)
Helium, p(im Dom vorgegeben) = 1,5 bar

p(im Dom gemessen) = 1,3 bar, v =1,5ml/min
chirale GC-Saulen CDX-B und 3-3P (siehe 120)
Stickstoff p = 1,0bar, v = 30 ml/min
Wasserstoff, p = 0,5bar, v~30 ml/min
Synthetische Luft, p = 0,8 bar, v~.300 ml/min

Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) Die HPLC wurde préaparativ
und analytisch auf RP-18-, CN-, Diol- und Kieselgelphasen durchgefiihrt.
Als Detektoren wurden UV (Spektralphotometer), DAD (Diodenarray),
RI (Brechungsindex), Chiralyzer (Drehwert) und MS (Massenspektrometer
mit ESI, APCI und TSP-Kopplung) eingesetzt.

Pumpen:

e Knauer HPLC Pump 64 mit praparativem und analytischem Pumpen-
kopf und Rheodyne 7125 Injektionsventil

* Jasco PU-980 Intelligent HPLC Pump mit Rheodyne 7125 Injektions-
ventil

* Techlab 2 ED mit Altex 210A Injektionsventil
e Agilent HP 1100

Siulen:

* Analytische HPLC-Séulen:

1.
2.

Knauer Vertex 250 x 4 mm gefiillt mit Eurosphere 100, 5 pm
Merck LiChroCart 250 x 4 mm geftillt mit LiChrospher 100 RP-18,

5 um

Knauer Vertex 250 x 4 mm gefiillt mit Spherisorb S CN, 5 um

Merck Merck LiChroCart 250 x 4 mm gefiillt mit (R,R)-Whelk-O1
(Pirkel-Phase), 5 um

* Praparative HPLC-Séulen:
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1. Knauer Vertex 250 x 16 mm gefiillt mit Eurosphere 100, 5 pm

2. Knauer Vertex 250 x 16 mm gefiillt mit Eurosphere 100-C18, 5 um

Detektoren:

¢ Knauer Variable Wavelength Monitor

¢ Knauer Wellchrom Spektralphotometer K-2500 (préparative Messzelle
mit variabler Schichtdicke)

¢ Knauer Differential - Refraktometer (RI-Detektor)

¢ Jasco UV-975 Intelligent UV /Vis-Detektor (Scanning und Dioden-
array-Version)

¢ IBZ GmbH Chiralyzer (Polarimetrischer Detektor)

¢ Bruker Esquire Iontrap-Massenspektrometer

Multi-Layer Coil Counter Current Chromatography (MLCCC)

Model 1
Pumpe:

Rotation:
Injektion:
Coil:

Coil:

Model 2:
Pumpe:
Rotation:

Injektion:
Coil:

MLCCC (P.C.Inc) im ,tail to head mode”

Biotronik HPLC Pumpe BT 3020

Beladung mit 6,5 ml/min, Trennung mit 1,5ml/min
800 U/min

Rheodyne 5041 4-Wege-Ventil, Probenschleife 10 ml
analytisch: Lange: 160 m, Durchmesser: 1,6 mm ID,
Volumen: 280 ml

praparativ: Lange: 85 m, Durchmesser: 2,6 mm ID,
Volumen: 360 ml

HSCCC (Pharma-Tec Research Corp. CCC-1000)
im ,tail to head mode”

Biotronik HPLC Pumpe BT 3020 Beladung mit
9ml/min, Trennung mit 2 ml/min

800 U/min

Rheodyne 5041 4-Wege-Ventil, Probenschleife 10 ml

praparativ: Lange: 3 X 70m, Durchmesser: 2,6 mm ID,

Volumen: 850 ml

3.1.2 Chemikalien

Losungsmittel Verwendung fanden p.a. Qualitdten oder es wurde vor Gebrauch
destilliert. Wasser wurde deionisiert. Fiir die HPLC wurden Fliefsmittel in
HPLC Qualitdt eingesetzt, das Wasser wurde nochmals {iber eine Reinst-
wasseranlage der Firma Barnstead (NANOpure®) bis zu einer Leitfdahigkeit
kleiner 17 uS/cm deionisiert.

Enzympraparate
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 Rohapect D5L (ROHM)
¢ Emulsin (SIGMA)

e PLE (Pig Liver Esterase, Sigma) Suspension in 3,2 mol (NHy4),SO,4 pH
8 mit einer Aktivitdt von 210 U/mg Protein (1 U £ 1 umol Buttersiu-
reethylester /min bei pH 8 und 25°C)

 Esterase from hog liver (Esterase aus Schweineleber, Fluka)

Pufferlosungen Citronensdure - Phosphat - Puffer nach McILLVAINE (pH-
Bereich 2,2 — 8,0): Die Pufferlosung wurde aus 0,1mol Citronensdure
(21,0g C¢HgOy - H,O/1, Losung A) und 0,2 mol Dinatriumphosphat (35,6 g
Nap;HPOy, - 2 HyO/1, Losung B) hergestellt. Es wurden x ml Losung A mit
Losung B auf 100 ml aufgefiillt (siehe folgende Tabelle).

pH | ml Losung A | pH | ml Losung A | pH | ml Losung A
2,2 98,00 42 58,60 6,2 33,90
24 93,80 44 55,90 6,4 30,75
2,6 89,10 4.6 53,25 6,6 27,25
2,8 84,15 4,8 50,70 6,8 22,75
3,0 79,45 5,0 48,50 7,0 18,15
3,2 75,30 5,2 46,40 7,2 13,05
3,4 71,50 5,4 44 25 74 9,15
3,6 67,80 5,6 42,00 7,6 6,35
3,8 64,50 5,8 39,55 7,8 4,30
4,0 61,45 6,0 36,85 8,0 2,75

Spriihreagenzien Vanillin-Schwefelsdure-Spriihreagenz: 250 ml Methanol wur-
den mit 1 ml konz. Schwefelsdure, 5 Tropfen konz. Essigsdure und 1g
Vanillin versetzt. Die Losung ist im Dunkeln ca. 4 Wochen haltbar.

Anisaldehyd-Schwefelsdure-Sprithreagenz: Frisch bereitete Losung von
1 ml 4-Methoxybenzaldehyd (Anisaldehyd) und 2ml konz. Schwefelsdure
in 100 ml Eisessig (vgl. Jork etal., 1989, Seite 196).

Dinitrophenylhydrazin-Spriithreagenz: 0,4 %ige Losung von 2,4-Dinitro-phenylhydrazin
in 2 N-Salzsaure (Stahl, 1967).

3.1.3 Standardmethoden

Sdulenchromatographie (SC) Chromatographiert wurde in Glassdulen unter-
schiedlicher Grofie, bei Atmosphdrendruck oder unter Stickstoff bei erh6h-
tem Druck (1-1,5bar). Als stationdre Phase wurde Kieselgel 60 (Merck,
0,05-0,2 mm) verwendet. FlieSmittel waren Gradienten aus Pentan/Hexan
mit Diethylether/Ethylacetat oder Methanol.
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Adsorptionschromatographie an XAD-2 Vor der Chromatographie wurde das
XAD-2 Material (Aldrich) in einer Soxhlet-Apparatur erschopfend mit
Diethylether und Methanol extrahiert, als methanolische Suspension in die
Glassdule (80 x 6 cm) gefiillt und mit Wasser gewaschen. Die wéssrigen,
verdiinnten pflanzlichen Extrakte adsorbierte man bei einer Tropfgeschwin-
digkeit von 1-2 Tropfen/sec. Nach Spiilen mit Wasser eluierte man mit Me-
thanol (vgl. Giinata etal. (1985)).

Gelpermeationschromatographie Chromatographiert wurde an dem Dextran-
gel Sephadex LH-20 (Pharmacia) in einer Glassdule (70 x 3 cm). Befiillt wur-
de mit dem in Methanol gequollenem Gel, chromatographiert wurde mit
Methanol (Henke, 1995). Die erhaltenen Fraktionen wurden diinnschicht-
chromatographisch kontrolliert (FM: Chloroform /Methanol =3/1 + 1 Trop-
fen Ameisensdure)

Diinnschichtchromatographie (DC) Chromatographiert wurde auf Kieselgel-
platten (Merck, DC-Alufolien Kieselgel 60 Fps4, Schichtdicke 0,25 mm)
mit FlieSmitteln, die der Polaritit der zu trennenden Substanzen ent-
sprach (angegeben). Detektiert wurde unter UV-Licht (366 bzw. 254 nm),
durch Bespriihen mit Vanilin-Schwefelsdure-, Anisaldehyd-Schwefelsdure-
oder Dinitrophenylhydrazin-Sprithreagenz und anschlieffendes Erhitzen
bei 120°C im Trockenschrank (Jork etal., 1989, 1993).

Fliissig-fliissig Extraktion Die zu extrahierende Probelosung wurde in einen Ex-
traktor gefiillt und vorsichtig mit Diethylether tiberschichtet, bis das organi-
sche Lésungsmittel iiber den seitlichen Uberlauf in den Glaskolben lief. Die-
ser Glaskolben wurde im Wasserbad erwadrmt. Der verdampfende Diethyl-
ether kondensierte am Kiihler und durchperlte iiber einen Trichter mit Fritte
die wéssrige Probelosung aufsteigend. Nach 24 Stunden wurde die Extrak-
tion beendet.

Simultane Destillation-Extraktion (SDE) Ein Aliquot des Extraktes oder der
Fraktion wurde in 100ml Puffer (pH=7) nach McILLVAINE gelost. Fiir
Quantifizierungen der extrahierten Aromastoffe wurde als interner Stan-
dard 2-Heptanol zugesetzt. Als Extraktionsmittel verwendete man eine Mi-
schung aus gleichen Volumenteilen Diethylether und Pentan. Die simultane
Extraktion-Destillation wurde in einer Apparatur nach Likens und Nicker-
son (siehe Abbildung 2.21) durchgefiihrt. Die Fliissigkeiten wurden gleich-
zeitig zum Sieden erhitzt, nach einer Stunde wurde abgekiihlt und in ei-
ner Vigreux-Kolonne eingeengt. Die konzentrierten Losungen chromato-
graphierte man per HRGC und HRGC-MS.

3.1.4 Standardarbeitsvorschriften

1. Acetylierung: Die im Vakuum getrocknete Substanz wurde mit gleichen Vo-
lumenteilen Acetanhydrid und Pyridin (1 — 5ml) versetzt und fiir 12 bis
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36 Stunden bei Raumtemperatur belassen. Unter Eiskiihlung wurde {iber-
schiissiges Acetanhydrid durch Methanolzugabe zerstort. Pyridin wurde
mit Toluol und Methanol als Schlepper im Vakuum abrotiert.

Deacetylierung: Zu 30mg Probe wurden 5ml Methanol und 5ml
Natriummethylat-Losung (0,002n) gegeben. Nach 12-stiindigem Stehen
gab man 90 mg Dowex-Ionenaustauscher in der H"-Form zur Losung, lie8
nochmals 30 min stehen und filtrierte unter Nachwaschen mit Methanol.
Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer abgezogen.

Enzymatische Hydrolyse: Zum Screening auf gebunden vorliegende
Aromastoffe wurden ca. 100mg der isolierten Fraktionen in zwei An-
sdtzen mit 100ul Rohapect D5L und 5 mg Emulsin in je 100 ml Pufferlosung
nach McILLVAINE (siehe 3.1.2) versetzt. Nach Uberleiten von Stickstoff
inkubierte man die verschlossenen Kolben fiir mind. 24 Stunden im Was-
serbad bei 37°C. Die freigesetzten Aromastoffe extrahierte man dreimal mit
je 50ml Diethylether, vereinigte, trocknete mit Na(SO4) (wasserfrei) und
engte vorsichtig an einer Vigreux-Kolonne ein. Anschlieflend wurden die
Aromastoffe mit HRGC und HRGC-MS analysiert.

Sdure-katalysierte Hydrolyse mittels simultaner Destillation-Extraktion:
Um labile Aromastoffvorstufen in die entsprechenden geruchlich aktiven
Komponenten zu tiberfiihren, wurde die SDE wie unter 3.1.3 beschrieben
durchgefiihrt, nur wurde Puffer mit einem pH-Wert von 2,5 verwendet bzw.
die wiassrige Phase mit Schwefelsdure angesauert.

. Methylierung: Die zu methylierende Substanz wurde in Diethylether ge-

16st und im Uberschuss mit einer etherischen Diazomethan-Lésung ver-
setzt. Diese wurde frisch hergestellt durch Uberschichten von N-Methyl-N-
nitroso-harnstoff in wassriger Kalilauge (30%) mit trockenem Diethylether.
Nach erfolgter Umsetzung wurde das Diazomethan (CH,;N;) mit Stickstoff
im Abzug abgeblasen und die etherische Losung vorsichtig am Rotations-
verdampfer eingeengt.

SeO,-Oxidation: Aquimolare Mengen der Monoterpene und SeO, wurden
in Dioxan/Wasser-Mischungen 95/5 bei 70°C am Riickfluss erhitzt. Nach
ca. 1 Stunde (DC-Kontrolle) wurde von {iberschiissigem Selendioxid und
ausgefallenem metallischem Selen abfiltriert, mit Ether extrahiert und das
Losungsmittel abrotiert. Die Aufreinigung erfolgte mittels Sdulenchroma-
tographie an Kieselgel mit Pentan/Essigsaureethylester (3/1).
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3.2 Pflanzenmaterial und Trennungen

3.2.1 Wein
Gewinnung der Extrakte aus Riesling- und Albarifiowein

Herkunft: 1001 Rieslingwein (QbA, Jahrgang 1992, Leinsweiler Sonnenberg,
Deutschland); 501 Albarifiowein (DOC, Jahrgang 1997, Granbazan, Spani-
en).

Anreicherung der Aromavorstufen: Die Weine wurden 1:1 mit Wasser verdiinnt
und auf eine mit XAD-2 Material gefiillte Chromatographiesdule gegeben.
Nach Spiilen mit Wasser wurden die Glycoside mit Methanol eluiert. Nach
Abziehen des Losungsmittels wurden die freien Aromastoffe durch eine 24-
stiindige fliissig-fliissig Extraktion mit Diethylether entfernt. Die etherische
Phase wurde verworfen.

Vortrennung und Auswahl der Fraktionen

Verteilungschromatographische Vortrennung der XAD-Extrakte: Der Glycosi-
dextrakt wurde in sieben Liufen, wie unter 3.1.1 beschrieben, auf einer
praparativen MLCCC getrennt. Als Fliefsmittel diente eine Mischung aus
Chloroform/Methanol/Wasser im Volumenverhiltnis 7/13/8. Nachdem
die spezifisch schwerere als stationdre Phase auf den Coil geladen war,
wurde die Rotation gestartet und die leichte Phase bis zur Equilibrierung
durch das System gepumpt. Nach Injektion von 2-3 g Extrakt in einer 1:1-
Mischung aus mobiler und stationédrer Phase wurde in etwa sechs Stunden
getrennt.

Nach DC-Untersuchung der erhaltenen Fraktionen (siehe 3.1.3, FliefSmittel
stationdre Phase, Detektion Vanillin) wurde zu sechs tibereinstimmenden
Fraktionen vereinigt.

Die Fraktion 2 enthielt sehr polare Substanzen (5,2g) und wurde durch
erneute praparative MLCCC weiter fraktioniert. Als FlieSmittel wurde
hierbei Essigsdureethylester/ Butanol/ Wasser in den Volumenverhaltnis-
sen 3/2/5 verwendet (leichte Phase als stat. Phase). Es wurden zwei Tren-
nungen mit Substanzmengen <3 g durchgefiihrt und zu sieben Unterfrak-
tionen vereinigt. Auf gleiche Weise wurde auch Fraktion 3 weiter aufge-
trennt und zu vier Fraktionen vereinigt.

Screening auf Aromavorstufen: Die isolierten Fraktionen wurden mittels enzy-
matischer und sdure-katalysierter Hydrolyse (wie unter 3.1.4 beschrieben)
umgesetzt und die entstandenen Aromastoffe mittels HRGC und HRGC-
MS analysiert. Dazu setzte man jeweils ca. 100 mg des Gesamt-Extraktes
und der in Tabelle 3.1 zusammengefafsten Fraktionen ein.
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Tabelle 3.1: Vorfraktionen aus Riesling

Fraktion | Gewicht [g] | weiter fraktioniert
Wein 1 n.b. nein
Wein 2 5,2 ja
Wein 3 1,2 ja

Wein 4+5 0,55 ja

Wein 3.1 0,10 nein

Wein 3.2 0,21 nein

Wein 3.3 0,11 ja

Wein 2.4 n.b. nein

Tabellarische Zusammenfassung der Trennungen bei Wein

Eingesetzte | Methode | Fliefimittel Trenn- Erhaltene

Fraktion parameter | Fraktionen
XAD-Extrakt | MLCCC | CHCl3/MeOH/H;0 Coil: Wi 5741 mg
(Rohextrakt) 7:13:8 (v/v/v) Z=26mm | W2 5231 mg
ca.20g L=8m W3 1211 mg
V=360ml | W4/5 559 mg
We n.b.
W3 MLCCC | EtOAc/n-BuOH/H,O Coil: W3.1 480 mg
3:2.5 (v/v/v) @=26mm | W3.2 476 mg
ca.l2¢g L=85m W33 111 mg
V=360ml | W34 85 mg
W33 SC Pentan/Et,O7:3(300ml) | @=35cm | W3.3.1 19 mg
111 mg Kieselgel | Pentan/Et;O 1:1 (300 ml) | L =55 cm W3.3.2 19 mg
Pentan/Et,O 3:7 (300 ml) W3.3.3 18 mg
Et,O (600 ml) W3.3.4 44 mg
W33.2 HPLC TBME/Pentan 1:1 g=16mm | W3321W1 <lmg
19,2 mg Kieselgel | UV: A =205 nm L=25cm W3.322 0,2 mg
Fluss: 8 ml/min W 3.3.2.3 0,2mg
W3324 0,9 mg
W3.325 1,1 mg
W3.3.2.6 0,7 mg
W 3327 0,9 mg
W3.3.3 HPLC TBME/Pentan 8:2 g=16mm | W3331W1 09mg
18,1 mg Kieselgel | UV: A =205 nm L=25cm W333.2 0,5 mg
Fluss: 8 ml/min W 3.3.3.3 1,6 mg
W33.34 0,5mg
W 3.3.35 1,1 mg
W 3.3.3.6 0,3mg
W 3.3.3.7 0,4 mg
W 3.3.2.1 HPLC TBME /Pentan 8:2 g =4 mm W 3.3.21.1 0,3 mg
<lmg Kieselgel | UV: A =205 nm L=25cm W3321.2 <lmg
Fluss: 8 ml/min W3.3.21.3 <l mg
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3.2.2 Dill

Gewinnung des Extrakts aus Anethum graveolens L.

Pflanzenmaterial: Fiir einen Vorversuch wurden 570 g frisches Dillkraut auf dem
lokalen Markt gekauft. Zur Isolierung der Prakursoren wurden dann 10kg
trisches Dillkraut auf dem Grofimarkt in Braunschweig von der Firma Heu-
ke bezogen.

Extraktion: Die frischen Pflanzen wurden bei -38°C eingefroren, von den groben
Stengeln befreit und mit einem Kiichenmixer portionsweise mit Methanol
mazeriert. Dazu wurden im Vorversuch nur 200 g Dillspitzen mit 1,11 Me-
thanol gemixt und fiir 24 Stunden der Extraktion iiberlassen. Im Hauptver-
such konnten 5,6 kg Dillspitzen mit ca. 17,51 Methanol extrahiert werden.
Anschliefiend wurde das Losungsmittel abgezogen und die wassrige Lo-
sung verdiinnt.

Anreicherung der Aromavorstufen: Die wéssrigen Losungen wurden im Schei-
detrichter fiinfmal mit je 300 ml Pentan ausgeschiittelt, um die unpolaren
Blattfarbstoffe zu entfernen. Anschlieflend wurde tiber 24 Stunden fliissig-
fliisssig mit Diethylether extrahiert, um freie Aromastoffe abzutrennen (sie-
he 3.1.3). Es folgte eine Sdulenchromatographie an XAD (wie unter 3.1.3
beschrieben), um weitere unerwiinschte Begleitstoffe zu entfernen. Das me-
thanolische XAD-Eluat wurde eingeengt und gefriergetrocknet.

Man erhielt 12,5 g Extrakt.
Die etherische Phase diente nach Trocknen und schonendem Konzentrieren
zur Analyse der frei vorliegenden Aromastoffe.

Vortrennung und Auswahl der Fraktionen aus Dillspitzen

Verteilungschromatographische Vortrennung der XAD-Extrakte: Von den
12,5g Aromavorstufen-Extrakt des Dillkrautes wurden 12 g in fiinf Tren-
nungen mit der unter 3.1.1 Punkt MLCCC beschriebenen fliissig-fliissig
Verteilungschromatographie aufgetrennt. Als Flieffmittel diente eine Mi-
schung aus Chloroform/ Methanol/ Wasser im Volumenverhéltnis 7/13/8.
Nach Trennung der beiden Phasen wurde die spezifisch schwerere als
stationdre Phase auf den Coil geladen. Die Rotation wurde gestartet und
die leichte Phase bis zur Equilibrierung durch das System gepumpt. Die
Trennung wurde gestartet durch Injektion einer Suspension von 2 — 3¢
Extrakt in einer 1:1-Mischung aus mobiler und stationédrer Phase.

Nach DC-Untersuchung der erhaltenen Fraktionen (siehe 3.1.3, FlieSmittel
stationdre Phase, Detektion Vanillin) wurde zu fiinf tibereinstimmenden
Fraktionen vereinigt.

Da die Hauptmenge der Verbindungen in Fraktion 2 vorlag, diese sehr
polar und fiir sdulenchromatographische Trennungen die Menge sehr
grof$ war, wurde eine analytische MLCCC dieser Fraktion durchgefiihrt.
Als Fliefimittel wurde hierbei Essigsdureethylester/ Butanol/ Wasser in
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den Volumenverhiltnissen 3/2/5 verwendet (analytischer Coil, Fluss:
1ml/min, leichte Phase als stat. Phase). Es wurden finf Trennungen mit
Substanzmengen <1 g durchgefiihrt und zu vier Unterfraktionen vereinigt.

Screening auf Aromavorstufen: Um den Gehalt an Aromavorldufern der iso-
lierten Fraktionen abzuschétzen und fiir weiteren Fraktionierungen auszu-
wihlen, wurden Aliquote der erhaltenen Fraktionen mittels enzymatischer
und sdurekatalysierter Hydrolyse (wie unter 3.1.4 beschrieben) umgesetzt
und die entstandenen Aromastoffe mittels HRGC und HRGC-MS analy-
siert. Dazu setzte man jeweils ca. 50 mg des Gesamt-Extraktes und der in
Tabelle 3.3 zusammengefassten Fraktionen ein.

Tabelle 3.3: Vorfraktionen aus Dillkraut

Fraktion | Gewicht [g] | weiter fraktioniert
Dill 1 2,6 nein
Dill 2 3,8 ja
Dill 3 0,65 ja
Dill 4 0,54 ja
Dill 5 0,44 ja
Dill 2.1 0,96 nein
Dill 2.2 0,74 nein
Dill 2.3 0,33 nein
Dill 2.4 1,00 nein
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Tabellarische Zusammenfassung der Trennungen bei Dill
Eingesetzte | Methode | Fliefimittel Trenn- Erhaltene
Fraktion parameter | Fraktionen
XAD-Extrakt | MLCCC | CHCl3/MeOH/H,O Coil: D1 2584 mg
(Rohextrakt) 7:13:8 (v/v/V) g=26mm | D2 3787 mg
ca.12 g L=8m D3 647 mg
V=360ml | D4 541 mg
D5 435 mg
D2 MLCCC | EtOAc/n-BuOH/H,;0 Coil: D21 959 mg
3:225 (v/v/v) g=16mm | D22 744 mg
ca.38¢g L =160 m D23 325 mg
V=280ml | D24 1009 mg
D3 SC Pentan/Et,O 7:3(300ml) | @=35cm | D3.1 6 mg
647 mg Kieselgel | Pentan/Et;O 1:1 (300 ml) | L =55 cm D32 —
Pentan/Et,O 3:7 (300 ml) D33 12 mg
Et,0O (600 ml) D34 33 mg
EtOAc(1L) D35 13 mg
MeOH (300 ml) D3.6 89 mg
D3.7 32 mg
D338 108 mg
D39 60 mg
D 3.10 24 mg
D311 118 mg
D 3.12 134 mg
D 3.13 —
D4 SC Pentan/Et,O7:3(300ml) | @=35cm | D4.1 42 mg
541 mg Kieselgel | Pentan/Et;O 1:1 (300 ml) | L =55 cm D42 6,1 mg
Pentan/Et,O 3:7 (600 ml) D4.3 3,0 mg
Et,O (600 ml) D44 14,5 mg
EtOAc (600 ml) D45 41,5 mg
MeOH (500 ml) D46 166,4 mg
D47 56 mg
D438 114,2 mg
D49 —
D21 SC Pentan/Et,O 1:1 (300ml) | @=35cm | D2.1.1 21,2 mg
959 mg Kieselgel | Et,O (700 ml) L=55cm D212 16,0 mg
EtOAc (700 ml) D213 21,2 mg
MeOH (700 ml) D214 337,6 mg
D215 615,3 mg
D22 SC Pentan/Et,O7:3(200ml) | @=35cm | D22.1 21,0 mg
744 mg Kieselgel | Pentan/Et;O 1:1 (200 ml) | L =55 cm D222 11,4 mg
Pentan/Et,O 3:7 (200 ml) D223 38,9 mg
Et,O (500 ml) D224 572,3 mg
EtOAc/Et,O (500 ml)
EtOAc (500 ml)
MeOH (500 ml)
D23 SC Pentan/Et,O 1:1 300ml) | @=35cm | D2.3.1 28,8 mg
325 mg Kieselgel | Pentan/Et;O 3:7 (300 ml) | L =55 cm D232 23,0 mg
Et,O (300 ml) D233 54,0 mg
EtOAc (500 ml) D234 16,0 mg
MeOH (500 ml) D235 171,7 mg
D23.6 47,0 mg
D24 SC Pentan/Et,O 1:1 (300ml) | @ =35cm | D24.1 —
1009 mg Kieselgel | Et,O (700 ml) L =55cm D242 240,0 mg

Fortsetzung néchste Seite
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Fortsetzung
Eingesetzte | Methode | FliefSmittel Trenn- Erhaltene
Fraktion parameter | Fraktionen
EtOAc (700 ml) D243 48,7 mg
MeOH (800 ml) D244 717,8 mg
D245 189,1 mg
D246 48,4 mg
D214 HPLC MeOH /H,0 70:30 F=16mm | D214.1 9,8 mg
337,6 mg RP-18 UV: A =210 nm L=25cm D21.42 12,3 mg
Fluss: 5,5 ml/min D2143 13,4 mg
D21.4.4 8,1mg
D21.45 19,0 mg
D21.4.6 4,3 mg
D2147 19,0 mg
D21438 8,5 mg
D2.1.49 11,1 mg
D 2.1.4.10 20,1 mg
D21.4.11 ca.20 mg
D221 HPLC TBME /Hexan 10:90 g=16mm | D221.1 2,0mg
21 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm D221.2 1,0 mg
Fluss: 10 ml/min D221.3 1,0 mg
D223 HPLC TBME /Hexan 90:10 g=16mm | D223.1 0,7 mg
38,9 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm D2232 0,3 mg
Fluss: 10 ml/min D2233 04 mg
D2234 1,3 mg
D2235 1,0 mg
D223.6 1,2 mg
D2237 2,2 mg
D2238 2,0mg
D224 HPLC MeOH/H,0 40:60 g=16mm | D224.1 28,8 mg
572,3 mg RP-18 UV: A =210 nm L=25cm D2242 85,8 mg
Fluss: 10 ml/min D2243 213,8 mg
D2244 128,8 mg
D2245 49,7 mg
D2246 51 mg
D2247 43 mg
D224.1 HPLC Grad. MeOH/H,O 0-100 | @ =4 mm D2241.1 10,5 mg
28,8 mg RP-18 UV: A =210 nm L=25cm D2241.2 44 mg
Fluss: 1 ml/min D22413 0,5mg
D22414 0,1 mg
D224.1.5 0,1 mg
D224.1.6 0,1 mg
D22417 0,7 mg
D224.18 0,1 mg
D22419 0,7 mg
D2.2.4.1.10 0,1 mg
D224.2 HPLC Grad. MeOH/H,0 0-100 | @ =4 mm D224.21 4,6 mg
85,8 mg RP-18 UV: A =210 nm L=25cm D22422 0,9 mg
Fluss: 1 ml/min D22423 3,6 mg
D22424 0,9 mg
D22425 1,0 mg
D22426 1,5mg
D22427 1,7 mg
D2243 HPLC Grad. MeOH/H,O0 0-100 | @ =4 mm D224.3.1D5 40 mg
213,8 mg RP-18 UV: A =210 nm L=25cm D22432 49 mg

Fortsetzung néchste Seite
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Fortsetzung
Eingesetzte | Methode | FliefSmittel Trenn- Erhaltene
Fraktion parameter | Fraktionen
Fluss: 1 ml/min D2243.3 1,3mg
D22434 0,4 mg
D2243 HPLC MeOH/H,0 30:70 g=16mm | D2243.1 39,9 mg
Rest der RP-18 UV: A =210nm L=25cm
anal. Fluss: 7 ml/min
Trennung
D2244 HPLC MeOH/H,0 30:70 g=16mm | D2244.1 1,7 mg
128,8 mg RP-18 UV: A =210 nm L=25cm D22442D5 28,2 mg
Fluss: 7 ml/min D22443 12 mg
D2245 HPLC MeOH/H,0 30:70 Z=16mm | D2245.1 0,6 mg
49,7 mg RP-18 UV: A =210 nm L=25cm D22452 0,3mg
Fluss: 7 ml/min D22453 2,1 mg
D2247 HPLC MeOH/H,0 80:20 g=16mm | D2247.1 50mg
43,0 mg RP-18 UV: A =210 nm L=25cm D22472 2,0mg
Fluss: 7 ml/min D224.73 D4 32mg
D22474 1,6 mg
D22475 2,6 mg
D22476 1,8 mg
D22477 1,6 mg
D231 HPLC TBME/Hexan 60:40 g =4mm D23.1.1 0,7 mg
28,8 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm D23.1.2 0,1 mg
Fluss: 1 ml/min D23.1.3 0,1 mg
D2314 1,1 mg
D23.1.5 mg
D23.1.6 mg
D23.1.7 mg
D23.1.8 mg
D232 HPLC TBME /Hexan 60:40 @ =4 mm D23.2.1 3,4 mg
23,0 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm D23.22 0,6 mg
Fluss: 1 ml/min D23.23 0,6 mg
D2324 0,8 mg
D23.25 0,5 mg
D2326 0,7 mg
D23.2.7 0,4 mg
D2328 2,2mg
D2329 0,2 mg
D233 HPLC TBME/Hexan 70:30 g=16mm | D23.3.1 0,1 mg
54,0 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm D23.32 0,8 mg
Fluss: 10 ml/min D233.3 1,7 mg
D2334 0,4 mg
D2335 4,1 mg
D234 HPLC TBME /Hexan 80:20 =4 mm D234.1 14 mg
16 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm D234.2 0,5 mg
Fluss: 1 ml/min D2343 1,0 mg
D2344 0,2 mg
D23.45 0,1 mg
D23.4.6 0,7 mg
D234.7 0,7 mg
D2348 0,7 mg
D2349 0,7 mg
D235 HPLC MeOH/H,0 80:20 g=16mm | D235.1 10,5 mg
171,7 mg RP-18 UV: A =210 nm L=25cm D235.2 42,6 mg

Fortsetzung néchste Seite
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Fortsetzung
Eingesetzte | Methode | FliefSmittel Trenn- Erhaltene
Fraktion parameter | Fraktionen
Fluss: 7 ml/min D235.3 14,3 mg
D236 HPLC MeOH/H,0 60:40 @=16mm | D23.6.1 2,8mg
47,0 mg RP-18 UV: A =210nm L=25cm D23.6.2 1,2 mg
Fluss: 7 ml/min D23.6.3 10,7 mg
D23.6.4 0,6 mg
D33 HPLC TBME /Hexan 35:65 =4 mm D3.3.1 09 mg
12mg Kieselgel | UV: A =220 nm L=25cm D332 6mg
Fluss: 1 ml/min D3.3.3 02mg
D334 0,3 mg
D3.3.2 HPLC TBME/Hexan 20:80 @=4mm | D3321 0,2mg
6 mg Kieselgel | UV: A =220 nm L=25cm D33.22 0,5 mg
Fluss: 1 ml/min D 3.3.2.3D3 3,0 mg
D33.24 0,5 mg
D34 HPLC TBME/Hexan 40:60 @=4mm | D341 0,6 mg
33 mg Kieselgel | UV: A =220 nm L=25cm D342 8mg
Fluss: 1 ml/min D343 0,6 mg
D344 5,0 mg
D345 10,0 mg
D342 HPLC TBME/Hexan 35:65 @=4mm | D3421 1,1 mg
8 mg Kieselgel | UV: A =220 nm L=25cm D34.22 1,0 mg
Fluss: 1 ml/min D34.23 1,2mg
D34.24 09 mg
D344 HPLC TBME/Hexan 30:70 @=4mm | D3441 0,5 mg
5mg Kieselgel | UV: A =220 nm L=25cm D3442 0,6 mg
Fluss: 1 ml/min D34.43 0,5 mg
D 3.5 HPLC TBME/Hexan 45:55 @=4mm | D351 49 mg
13 mg Kieselgel | UV: A =220 nm L=25cm D352 3,1 mg
Fluss: 1 ml/min D353 39 mg
D 3.6 HPLC TBME/Hexan 40:60 @=4mm | D361 0,7 mg
89 mg Kieselgel | UV: A =220 nm L=25cm D3.6.2 6,0 mg
Fluss: 1 ml/min D3.6.3 14,0 mg
D3.6.2 HPLC TBME/Hexan 40:60 @=4mm | D3.6.21 0,3mg
6 mg Kieselgel | UV: A =220 nm L=25cm D 3.6.2.2 1,6 mg
Fluss: 1 ml/min
D3.6.3 HPLC TBME/Hexan 45:55 @=4mm | D3.6.3.1 0,1 mg
14 mg Kieselgel | UV: A =220 nm L=25cm D3.6.3.2 0,6 mg
Fluss: 1 ml/min D 3.6.3.3 10,3 mg
D 3.6.3.3 HPLC TBME/Hexan 40:60 @=4mm | D3.633.1 6.0 mg
10,3 mg Kieselgel | UV: A =220 nm L=25cm D 3.6.3.3.2 0,6 mg
Fluss: 1 ml/min D 3.6.3.3.3 1,3mg
D37 HPLC TBME /Hexan 60:40 g=16mm | D371 3,0mg
32 mg Kieselgel | UV: A =220 nm L=25cm D372 7,8 mg
Fluss: 10 ml/min D373 71mg
TBME rein Fr.4 D374 53 mg
D372 HPLC TBME/Hexan 45:55 @=4mm | D3721D1 1,0 mg
7,8 mg Kieselgel | UV: A =220 nm L=25cm D3.7.22D2 2,0mg
Fluss: 1 ml/min
D373 HPLC TBME/Hexan 50:50 @=4mm | D3731 3,3mg
71mg Kieselgel | UV: A =220 nm L=25cm D3.732 1,0 mg
Fluss: 1 ml/min D3.7.33 0,6 mg
D374 HPLC TBME /Hexan 70:30 g =4 mm D3.74.1 0,5mg
53 mg Kieselgel | UV: A =220 nm L=25cm D3.74.2 0,3 mg
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Fortsetzung
Eingesetzte | Methode | FliefSmittel Trenn- Erhaltene
Fraktion parameter | Fraktionen
Fluss: 1 ml/min D3.74.3 0,5 mg
D338 HPLC TBME/Hexan 70:30 g=16mm | D38.1 1,5 mg
108 mg Kieselgel | UV: A =220 nm L=25cm D3.8.2 7,0 mg
Fluss: 10 ml/min D 3.8.3 51mg
D3.8.4 13,0 mg
D3.8.5 15,0 mg
D3.8.6 21,3 mg
D3.8.7 7,2 mg
D 3.8.8 15,5 mg
D3.8.2 HPLC TBME /Hexan 90:10 g =4 mm D3.8.2.1 1,8 mg
7,0 mg Kieselgel | UV: A =220 nm L=25cm D3.8.2.2 0,5 mg
Fluss: 1 ml/min
D3.8.4 HPLC TBME/Hexan 80:20 g =4mm D3.8.4.1 1,7 mg
13 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm D3.8.4.2 2,2mg
Fluss: 1 ml/min D3.84.3 0,1 mg
D3.844 54 mg
TBME rein Fr.5 D 3.8.4.5 6,0 mg
D 3.8.5 HPLC TBME/Hexan 60:40 g=4mm | D385.1 0,6 mg
15 mg Kieselgel | UV: A =219 nm L=25cm D 3.8.5.2 2,0mg
Fluss: 1 ml/min D 3.8.5.3 6,0 mg
D3.854 6,8 mg
D3.8.6 HPLC TBME/Hexan 60:40 g=4mm | D38.6.1 0,5mg
21,3 mg Kieselgel | UV: A =219 nm L=25cm D 3.8.6.2 2,0mg
Fluss: 1 ml/min D 3.8.6.3 51mg
D 3.8.6.4 3,5mg
D3.8.7 HPLC TBME/Hexan 65:35 @=4mm | D3871 0,2 mg
72mg Kieselgel | UV: A =206 nm L=25cm D38.7.2 0,4 mg
Fluss: 1 ml/min D3.8.7.3 0,5 mg
D3.8.74 2,0mg
D3.8.8 HPLC TBME/Hexan 70:30 @=4mm | D388.1 0,7 mg
15,5 mg Kieselgel | UV: A =206 nm L=25cm D 3.8.8.2 0,7 mg
Fluss: 1 ml/min D 3.8.8.3 0,5 mg
D3.8.84 2,5mg
D 3.9 HPLC TBME/Hexan 90:10 @=16mm | D39.1 8,0 mg
60 mg Kieselgel | UV: A =220 nm L=25cm D392 20,3 mg
Fluss: 10 ml/min D393 14,3 mg
D394 12,5 mg
D391 HPLC TBME/Hexan 60:40 @=4mm | D39.11 1,3 mg
8 mg Kieselgel | UV: A =220 nm L=25cm D39.12 3,1 mg
Fluss: 1 ml/min D39.1.3 2,3 mg
D3.9.2 HPLC TBME/Hexan 60:40 @=4mm | D3921 0,1 mg
20,3 mg Kieselgel | UV: A =220 nm L=25cm D39.22 1,5mg
Fluss: 1 ml/min D39.23 0,9 mg
D39.24 2,7 mg
D3.9.25 12,0 mg
D4.1 HPLC TBME/Hexan 20:80 @g=4mm | D411 0,8 mg
42 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm D412 0,3 mg
Fluss: 1 ml/min D413 0,2mg
D414 <0,5 mg
D415 0,7 mg
D4.1.6 0,1 mg
D417 0,2 mg
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Fortsetzung
Eingesetzte | Methode | FliefSmittel Trenn- Erhaltene
Fraktion parameter | Fraktionen
D42 HPLC TBME/Hexan 20:80 @=4mm | D421 0,7 mg
6,1 mg Kieselgel | UV: A =220 nm L=25cm D422 D10 2mg
Fluss: 1 ml/min D423 0,5 mg
D424 0,5mg
D425 0,7 mg
D43 HPLC TBME/Hexan 30:70 @=4mm | D431 0,2mg
3,0 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm D432 0,2 mg
Fluss: 1 ml/min D433 0,6 mg
D434 <0,5mg
D435 <0,5 mg
D44 HPLC TBME/Hexan 30:70 @=4mm | D441 0,2 mg
14,5 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm D442 0,3 mg
Fluss: 1 ml/min D443 04 mg
D444 0,1 mg
D445 0,3mg
D446 <0,5mg
D447 0,4 mg
D4.4.38 0,6 mg
D 4.49 D9 1,2 mg
D 4.4.10 D9 0,3mg
D45 HPLC TBME/Hexan 70:30 @=4mm | D451D8 1,7 mg
41,5mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm D452 2,5mg
Fluss: 1 ml/min D453 29 mg
D454 0,7 mg
D455 04 mg
D4.5.6 0,3mg
D4.6 HPLC TBME/Hexan 70:30 @=16mm | D4.6.1 1mg
166,4 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25m D462 1,2mg
Fluss: 10 ml/min D463 0,5 mg
D 4.6.4 D7 90,7 mg
D47 HPLC TBME/Hexan 70:30 @ =4mm D4.71D7 2mg
56 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm D472 2,2mg
Fluss: 1 ml/min D473 2,5 mg
D474 29mg
D475 1,9 mg
D4.7.6 3,1 mg
3.2.3 Linde

Gewinnung der Extrakte aus Tilia cordata Mill.

Pflanzenmaterial: Es wurden zwei Aufarbeitungen durchgefiihrt. Fiir die erste
wurden 10 kg Lindenbliiten (Tiliae offic. Flor. cum bract. conc.) von der Firma
Galke in Gittelde bezogen (alle Fraktionen tragen als Kiirzel das L fiir Lin-

de).

In einer zweiten Aufarbeitung wurden 1,5kg frische Lindenbliiten (gera-
de erbliiht) in Braunschweig-Stiddien, Obere Dorfstrasse am 12.06.2000 ge-
pfliickt. Bei den Baumen handelt es sich um die in Niedersachsen verbrei-

tete Winterlinde (Tilia cordata MILL.).

Extraktion: Zur Aufarbeitung der getrockneten Lindenbliiten wurden diese por-
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tionsweise im Mixer mit ca.451 Methanol zerkleinert und 24 Stunden bei
Raumtemperatur gertihrt.

Die frischen Bliiten wurden sofort nach dem Pfliicken mit einem Kiichenmi-
xer portionsweise mit Methanol zerkleinert. Dazu benétigte man ca. 61 Me-
thanol. Die Mazeration dauerte 24 Stunden. Abschliefsend wurde das Lo6-
sungsmittel abgezogen und die wissrige Losung verdiinnt.

Anreicherung der Aromavorstufen: Die wiassrigen Extrakte wurden mehrmals
mit Pentan und Diethylether extrahiert und nach Entfernen der Losungmit-
telreste und Verdiinnen einer Sdulenchromatographie an XAD (wie unter
3.1.3 beschrieben) unterzogen. Dabei wurde das zum Spiilen verwendete
Wasser gesammelt und nochmals auf die Sdule gegeben.

Man erhielt aus den getrockneten Bliiten 31 methanolisches Eluat, das ein-
geengt und gefriergetrocknet wurde. Ausbeute: 67,5g XAD-Extrakt (getr.
Lindenbliiten). Ein Teil der Etherphase diente nach Trocknen und schonen-
dem Konzentrieren zur Analyse der freien Aromastoffe.

Aus den frischen Bliiten wurden analog 10 g Extrakt hergestellt.

Vortrennung und Auswahl der Extrakte aus Lindenbliiten

Verteilungschromatographische Vortrennung der XAD-Extrakte: Von den

67,5g Aromavorstufen-Extrakt der getrockneten Lindenbliiten wurden
52 g in 15 Laufen mit der unter 3.1.1 MLCCC beschriebenen fliissig-fliissig
Verteilungschromatographie getrennt. Als Fliefsmittel diente eine Mischung
von Chloroform/Methanol/Wasser im Volumenverhiltnis 7/13/8. Nach
Trennung der beiden Phasen wurde die spezifisch schwerere als stationére
Phase auf den Coil geladen. Die Rotation wurde gestartet und die leichte
Phase bis zur Equilibrierung durch das System gepumpt. Die Trennung
wurde gestartet durch Injektion einer Suspension von 2 — 3 g Extrakt in
einer 1:1-Mischung aus mobiler und stationdrer Phase.
Zum Vergleich der beiden zur Verfiigung stehenden Gerdte wurde eine
Trennung auch auf der HSCCC (siehe 3.1.1) durchgefiihrt. Es wurden
6 g Extrakt injiziert, hierbei wurde auf eine Equilibrierung des Sytems
verzichtet und die Trennung mit der Front der mobilen Phase gestartet.
Nach DC-Untersuchung der erhaltenen Fraktionen (siehe 3.1.3, FliefSmittel
stationdre Phase, Detektion Vanillin) wurde zu vier tibereinstimmenden
Fraktionen vereinigt. Dabei unterschieden sich die Trennungen der HSCCC
und MLCCC nicht wesentlich. Analog wurde mit 3g des Extraktes der
frischen Lindenbliiten verfahren.

Etherauszug: Als einfache und schnelle Vortrennung wurde aus den verbliebe-
nen 15g ein Extrakt mit Diethylether bereitet. Die glycosidischen Aroma-
vorldufer verbleiben dabei bevorzugt in der wéssrigen Phase, die hier in-
teressierenden mittelpolaren Vorstufen konnen extrahiert werden.

Screening auf Aromavorstufen: Um den Gehalt an Aromavorldufern der iso-
lierten Fraktionen abzuschatzen und fiir die weiteren Fraktionierungen aus-
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zuwdhlen, wurden die Teile der erhaltenen Fraktionen mittels enzymati-
scher und sdure-katalysierter Hydrolyse (wie unter 3.1.4 beschrieben) um-
gesetzt und die entstandenen Aromastoffe mittels HRGC und HRGC-MS
analysiert. Dazu setzte man jeweils ca. 50 mg des Gesamt-Extraktes und der
im Folgenden tabellarisch zusammengefassten Fraktionen ein.

Tabellarische Zusammenfassung der Trennungen bei Linden

Eingesetzte Methode | Flieffmittel Trenn- Erhaltene
Fraktion parameter | Fraktionen
XAD-Extrakt MLCCC | CHCl3/MeOH/H,0 Coil: LM1 115¢g
(Rohextrakt) 7:13:8 (v/v/V) @=26mm | LM2 140¢g
ca.52 g L=85m LM 3 30g
V=360ml | LM4 45¢g
LM3 SC Pentan (600 ml) g=35cm | LM3.1 0,7 mg
30g Kieselgel | Pentan/Et;O 7:3 (800 ml) | L =60 cm LM 3.2 6,1 mg
Pentan/Et,O 1:1 (800 ml) LM 33 23,2 mg
Pentan/Et,O 3:7 (800 ml) LM 34 7,3mg
Et;O (600 ml) LM 3.5 14,1 mg
EtOAc (600 ml)
MeOH (600 ml)
LM 3.2 HPLC TBME/Hexan 80:20 g=16mm | LM3.2.1 0,1 mg
6,1 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LM 322 0,2mg
Fluss: 10 ml/min LM32.3 0,3 mg
LM3.24 41mg
LM 3.3 HPLC TBME/Hexan 80:20 @=16mm | LM33.1 0,9 mg
23,2mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LM 3.3.2L10 9,1mg
Fluss: 10 ml/min
LM 34 HPLC TBME/Hexan 80:20 @=16mm | LM34.1 0,1 mg
7,3mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LM 3.4.2 04 mg
Fluss: 10 ml/min LM 3.4.3L10 2,0 mg
LM 4 SC Pentan (600 ml) Z=35cm | LM4.1 20,9 mg
45¢ Kieselgel | Pentan/Et;O 7:3 (600 ml) | L =60 cm LM 4.2 85,4 mg
Pentan/Et;O 1:1 (600 ml) LM 4.3 27,7 mg
Pentan/Et,O 3:7 (600 ml) LM 4.4 24,4 mg
Et,O (600 ml) LM 45 80,7 mg
EtOAc (600 ml) LM 4.6 97,2 mg
MeOH (600 ml) LM 4.7 198,3 mg
LM 4.8 60,4 mg
LM 4.9 76,8 mg
LM 4.10 56,3 mg
LM 4.1 HPLC TBME/Hexan 30:70 g=4mm | LM411 0,5mg
20,9 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LM 4.1.2124 0,3 mg
Fluss: 1 ml/min ILM4.1.3 34mg
LM4.14 2,0mg
LM4.151L1 0,5mg
LM 4.2 HPLC TBME /Hexan 30:70 g=16mm | LM4.2.1 32mg
85,4 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm IM4221L5 2,5mg
Fluss: 10 ml/min IM4.23 44 mg
LM 424 7,0 mg

Fortsetzung ndchste Seite
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Fortsetzung
Eingesetzte Methode | Flieffmittel Trenn- Erhaltene
Fraktion parameter | Fraktionen
LM 4.2.5L2 16,9 mg
LM 43 HPLC TBME @=16mm | LM43.1 0,1 mg
27,7 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LM 4.3.2 1,1mg
Fluss: 10 ml/min LM 4.3.3 8,5 mg
LM 434 0,2 mg
LM 435 0,8 mg
LM 435 HPLC TBME/Hexan 70:30 @=4mm |LM4351L2 0,4 mg
0,8 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LM 4.3.5.2L12 0,3 mg
Fluss: 1 ml/min LM 4.353L11 0,2 mg
LM 4.3.54 0,2 mg
LM 4.4 HPLC TBME/Hexan 60:40 g=4mm |LM441 31mg
244 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LM 4.4.2 0,7 mg
Fluss: 1 ml/min LM4.4.3 0,2 mg
ILM44411 0,4 mg
LM 4.4.5 0,8mg
LM 4.4.6 0,5mg
LM 44.7 1,8 mg
LM 4.4.8 0,7 mg
LM 4.4.9 1,0 mg
LM 4.4.10L12 0,5mg
LM 44.11 0,6 mg
LM 4.5 HPLC TBME/Hexan 10:90 @=16mm | LM45.1 18,5 mg
80,7 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LM 4.5.2 1,2 mg
Fluss: 10 ml/min LM 4.5.3 2,0mg
LM 454 1,5mg
LM 4.5.5 0,6 mg
LM 4.5.6 6,4 mg
LM 4.5.7 8,0 mg
LM 453 HPLC TBME/Hexan 50:50 @=4mm | LM4531 0,2 mg
2,0 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LM 4.53.2 0,4 mg
Fluss: 1 ml/min
LM 454 HPLC TBME/Hexan 60:40 @=4mm |LM4541 0,2 mg
1,5mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LM 4.54.2 0,2 mg
Fluss: 1 ml/min LM 4543 0,2 mg
LM 4544 0,2 mg
LM 4.5.6 HPLC TBME/Hexan 50:50 @g=4mm | LM456.1 21mg
6,4 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LM 4.5.6.2 20mg
Fluss: 1 ml/min
LM 45.7 HPLC TBME/Hexan 50:50 g=4mm |LM4571 0,5mg
8,0 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LM 4.5.7.2 24mg
Fluss: 1 ml/min LM 4573 0,5 mg
LM 4.6 HPLC TBME/Hexan 10:90 @=16mm | LM4.6.1 20,6 mg
97,2mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LM4.6.2 24 mg
Fluss: 10 ml/min LM 4.6.3 53 mg
LM 4.6.4 8,5mg
LM 4.6.5 16,1 mg
LM 4.6.6 L6 10,3 mg
LM 4.6.2 HPLC TBME/Hexan 50:50 @=4mm | LM46.21 0,1 mg
24 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LM 4.6.2.2 1,3mg
Fluss: 1 ml/min ILM4.6.2.3 0,3 mg
LM 4.6.3 HPLC TBME/Hexan 50:50 @=4mm | LM4.6.31 1,1 mg
53 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LM 4.6.3.2 0,1 mg
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140 Kapitel 3. Experimenteller Teil
Fortsetzung
Eingesetzte Methode | Flieffmittel Trenn- Erhaltene
Fraktion parameter | Fraktionen
Fluss: 1 ml/min LM 4.6.3.3 1,1 mg
LM 4.6.34 0,2 mg
LM 4.6.3.5 0,6 mg
LM 4.6.3.6 2,0mg
LM 4.6.4 HPLC TBME /Hexan 50:50 g =4 mm LM 4.6.4.1 0,4 mg
8,5 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LM 4.6.4.2 0,6 mg
Fluss: 1 ml/min IM4643L3 3,5mg
LM 4.6.4.4 0,3 mg
LM 4.7 HPLC TBME /Hexan 80:20 g=16mm | LM4.7.1 2,5mg
198,3 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LM4.72 8,1 mg
Fluss: 10 ml/min IM4.7.3 2,5mg
LM 4.7.4 2,0mg
ILM4.7.5 30,0 mg
LM 4.7.6 16,5 mg
LM 477 2,3 mg
LM 4.7.2 HPLC TBME /Hexan 40:60 2 =4 mm LM 4721 3,3mg
8,1 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LM 4.7.2.2 1,1 mg
Fluss: 1 ml/min
LM 4.8 HPLC TBME /Hexan 80:20 g=16mm | LM4.8.1 0,1 mg
60,4 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LM 4.8.2 4,3 mg
Fluss: 10 ml/min LM 4.8.3 0,9 mg
LM 48419 8,1 mg
LM 48,5121 4,1 mg
LM 4.9 HPLC TBME /Hexan 80:20 =16 mm | LM4.9.1 1,1 mg
76,8 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LM 492 0,2 mg
Fluss: 10 ml/min LM 49.3 2,3 mg
LM 49419 8,1 mg
LM 495 13,9 mg
LM 4.9.6 17,3 mg
Etherauszug SC Pentan/Et,O 7:3 (600ml) | @=35cm | LE1 1,5mg
1,76 g Kieselgel | Pentan/Et;O 1:1 (600 ml) | L =60 cm LE2 13,0 mg
Pentan/Et,O 3:7 (600 ml) LE3 10,4 mg
Et,O (600 ml) LE4 9,6 mg
EtOAc (600 ml) LE5 56,9 mg
MeOH (600 ml) LE6 87,8 mg
LE7 8,5 mg
LE S8 36,1 mg
LE9 183,9 mg
LE 10 172,1 mg
LE 11 167,9 mg
LE2 HPLC TBME /Hexan 80:20 2 =4 mm LE2.1 0,2 mg
13,0 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LE2.2 3,5mg
Fluss: 1 ml/min LE2.3 1,5mg
LE24 1,0 mg
LE 25 1,0 mg
LE2.6 3,0mg
LE2.711 2,5 mg
LE2.3 HPLC TBME /Hexan 85:15 g =4 mm LE23.1 0,3mg
1,5mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LE23.2 0,3 mg
Fluss: 1 ml/min LE23.3 0,3 mg
LE24 HPLC TBME /Hexan 85:15 =4 mm LE24.1 0,2 mg
1,0 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LE24.219 0,5 mg
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Fortsetzung
Eingesetzte Methode | Flieffmittel Trenn- Erhaltene
Fraktion parameter | Fraktionen
Fluss: 1 ml/min LE24.3 0,2mg
LE24.4 0,2 mg
LE25 HPLC TBME/Hexan 85:15 g=4mm | LE25.1 0,5mg
1,0 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LE25.2 0,5 mg
Fluss: 1 ml/min
LE2.6 HPLC TBME/Hexan 85:15 g=4mm | LE26.1L20 2,5mg
3,0mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LE2.6.2 0,5 mg
Fluss: 1 ml/min
LE3 HPLC TBME /Hexan 80:20 =4 mm LE 3.1 0,2mg
10,4 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LE3.2 0,2mg
Fluss: 1 ml/min LE3.31L1 0,5 mg
LE34 0,8 mg
LE3.5 0,7 mg
LE 3.6 0,1 mg
LE 3.7 L2 1,1 mg
LE34 HPLC TBME/Hexan 85:15 g=4mm | LE341 0,1 mg
0,8 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LE3.4.2 0,1 mg
Fluss: 1 ml/min LE3.4.3 0,2mg
LE3.5 HPLC TBME/Hexan 70:30 g=4mm | LE3.5.1 0,1 mg
0,7 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LE3.5.2 0,2 mg
Fluss: 1 ml/min
LE 4 HPLC TBME/Hexan 75:25 g=4mm | LE4.1 1,5mg
9,6 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LE421L2 2,0 mg
Fluss: 1 ml/min LE4.3 0,7 mg
LE44 0,1 mg
LE45 0,2 mg
LE 4.6 L4 0,4 mg
LE4.7 L2 0,8 mg
LE 4.8 0,5 mg
LE4.1 HPLC TBME/Hexan 70:30 g=4mm | LE4.1.1 0,7 mg
1,5mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LE4.121L2 0,2 mg
Fluss: 1 ml/min
LE5 HPLC TBME/Hexan 40:60 g=16mm | LE5.1 20mg
56,9 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LE5.2 2,0mg
Fluss: 10 ml/min LE5.3L7 41 mg
LE5.4 11,0 mg
LE5.5 0,5mg
LE5.1 HPLC TBME/Hexan 30:70 g=4mm | LE5.1.1L22 0,9 mg
2,0 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LE5.1.21L23 1,2mg
Fluss: 10 ml/min
LE5.2 HPLC TBME/Hexan 70:30 g=4mm | LE5.21 1,5mg
20mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LE5.2.2 0,2mg
Fluss: 1 ml/min
LM3 (acetyliert) | SC Pentan/Et,O 1:1 (600 ml) | @ =25cm | LMA 3.6 41 mg
15¢ Kieselgel | Pentan/Et;O 3:7 (600 ml) | L =60 cm LMA 3.7 93,4 mg
Et,O 3:7 (600 ml) LMA 3.8 55,2 mg
EtOAc (600 ml) LMA 3.9 12,1 mg
MeOH (600 ml) LMA 3.10 36,5 mg
LMA 3.11 56,6 mg
LMA 3.12 34,8 mg
LMA 3.13 43,5 mg
LMA 3.14 87,4 mg
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Fortsetzung
Eingesetzte Methode | Flieffmittel Trenn- Erhaltene
Fraktion parameter | Fraktionen
LMA 3.15 52,1 mg
LMA 3.16 371,6 mg
LMA 3.17 492,4 mg
LMA 3.6 HPLC TBME/Hexan 50:50 @=16mm | LMA3.6.1 2,6 mg
41,0 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LMA 3.6.2 2,8mg
Fluss: 10 ml/min LMA 3.6.3 0,1 mg
LMA 3.6.4 0,5mg
LMA 3.7 HPLC TBME/Hexan 50:50 @=16mm | LMA3.71L7 11,1 mg
93,4 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LMA 3.7.2 L8 32,8 mg
Fluss: 10 ml/min LMA3.7.3 9mg
LMA 3.7.3 HPLC TBME/Hexan 50:50 g=4mm |LMA3731L7 0,7 mg
9mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LMA 3.7.32 1,8 mg
Fluss: 1 ml/min
LMA 3.10 HPLC TBME/Hexan 80:20 @ =16 mm | LMA 3.10.1 7,4 mg
36,5 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm
Fluss: 10 ml/min
LMA 3.10.1 HPLC MeOH/H;0 70:30 g=4mm | LMA3.10.1.1 0,7 mg
7,4 mg RP-18 UV: A =210nm L=25cm LMA 3.10.1.2 L14 1,4 mg
Fluss: 1 ml/min LMA 3.10.1.3 L15 2,6 mg
LMA 3.11 HPLC TBME/Hexan 80:20 @=16mm | LMA3.11.1L13 14,1 mg
56,6 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LMA 3.11.2 11,2 mg
Fluss: 10 ml/min
LMA 3.11.2 HPLC MeOH/H;0 75:25 @=4mm | LMA3.11.2.1L16 2,3mg
11,2 mg RP-18 UV: A =210nm L=25cm LMA 3.11.22 114 22mg
Fluss: 1 ml/min LMA 3.11.2.3 1,6 mg
LMA 3.12 HPLC TBME/Hexan 80:20 @=16mm | LMA3.12.1 45mg
34,8 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LMA 3.12.2 4,8 mg
Fluss: 10 ml/min LMA 3.12.3 3,6 mg
LMA 3.12.4 32mg
LMA 3.12.5 47 mg
LMA 3.12.2 HPLC MeOH/H;0 75:25 g=4mm | LMA31221 1,1 mg
4,8 mg RP-18 UV: A =210nm L=25cm LMA 3.12.2.2 117 1,7 mg
Fluss: 1 ml/min LMA 3.12.2.3 2,6 mg
LMA 3.14 HPLC TBME/Hexan 90:10 @=16mm | LMA3.14.1 2,0mg
874 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LMA 3.14.2 8,7mg
Fluss: 10 ml/min LMA 3.14.3 9,6 mg
LMA 3.14.4 28,7 mg
LMA 3.14.5 9,8 mg
LMA 3.14.6 44 mg
LMA 3.14.7 3,0mg
LMA 3.14.2 HPLC TBME/Hexan 90:10 g=4mm | LMA3.1421 1,1 mg
8,7 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LMA 3.14.2.2 L19 51mg
Fluss: 1 ml/min LMA 3.14.2.3 0,6 mg
LMA 3.16 HPLC TBME /Hexan 90:10 g=16mm | LMA 3.16.1 4,5mg
371,6 mg Kieselgel | UV: A =210 nm L=25cm LMA 3.16.2 27,7 mg
Fluss: 10 ml/min LMA 3.16.3 L18 9,6 mg
LMA 3.16.4 32,1 mg
LMA 3.16.5 57,5 mg
LMA 3.16.6 25,6 mg
LMA 3.16.7 359 mg
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3.3 Physikalisch-chemische Beschreibung der Ver-
bindungen

3.3.1 Aus Wein isolierte und synthetisierte Verbindungen

(6RS)(2E)-6-Hydroxy-2,6-dimethyl-2,7-octadiensdure- 3-D-Glucopyranoseester
als Tetraacetat = E-8-Carboxylinalool Glucoseester = W1

OAc
OAc
Herkunft: Rieslingwein 3.3.2.1 (<1,0 mg)
Rieslingwein 3.3.3.1 (0,9 mg)
DCI-MS (NHj3): 532 [M+NH4]"; M(Co4H34012)=514

IH-NMR (360 MHz, CDCls, ppm): & 1,30 (3H, s, CH3-C6); 1,65 (2H, m, H5ab); 1,81
(3H, br s, CH3-C2); 2,00-2,05 (4x3H, 4 5, 4 Ac); 2,23 (2H, m, H4ab); 3,87 (1H, ddd,
J1=10Hz, J,=4,5Hz, J5=2,5Hz, H5); 4,12 (1H, dd, J;=12,5Hz, J,=2,5Hz, Héa’);
430 (1H, dd, J;=12,5Hz, J,=4,5Hz, Héb’); 5,10 (1H, dd, [;=10,5Hz, J,=1,5Hz,
H8a); 5,14 (1H, dd, J;=],=9,5 Hz, H4’); 5,21 (1H, dd, J;=9,5 Hz, J,=8 Hz, H2’); 5,23
(1H, dd, [,=17,5Hz, J,=1,5Hz, H8b); 5,28 (1H, dd, J;=/,=9,5 Hz, H3"); 5,74 (1H,
d, J;=8Hz, H1’); 5,90 (1H, dd, J1=17,5Hz, J,=10,5Hz, H7); 6,86 (1H, tq, J;=7 Hz,
J»=1,5Hz, H3)

IH-NMR (360 MHz, C¢Dg, ppm): & 0,96 (3H, s, CH5-C6); 1,22 (2H, m, H5ab);1,63—
1,67 (4x3H, 4 s, 4 Ac); 1,77 (3H, br s, CH3-C2); 1,96 (2H, m, H4ab); 3,23 (1H, ddd,
11=9,5Hz, J,=4,0Hz, J3=2,0Hz, H5); 3,93 (1H, dd, J;=12,5Hz, J,=2Hz, Héa');
423 (1H, dd, J;=12,5Hz, J,=4,0Hz, Héb’); 4,89 (1H, dd, [;=10,5Hz, J,=1,5Hz,
H8a); 5,10 (1H, dd, J;=17,5Hz, J,=1,5Hz, H8b); 5,33 (1H, dd, J;=],=9,5 Hz, H4');
543 (1H, dd, J1=],=9,5Hz, H3"); 5,54 (1H, dd, J;=9,5Hz, ],=8,5Hz, H2'); 5,55
(1H, dd, J;=17,5Hz, J,=10,5Hz, H7); 5,96 (1H, d, [;=8,5Hz, H1’); 7,03 (1H, tq,
J1=7,5Hz, J,=1,5Hz, H3)

I3C-NMR (90 MHz, C4Dg, ppm): 6 11,6 (CH3-C2); 20,5-20,5 (4 CH3-COO); 23,3
(C4); 27,5 (CH3-C6); 40,7 (C5); 60,8 (C6"); 67,7 (C4’); 70,5 (C2'); 72,3 (C6); 72,5
(C5); 72,9 (C3’); 92,1 (C1’); 111,3 (C8); 126,5 (C2); 144,8 (C7); 145,5 (C3); 165,7
(C1); 169,3-171,0 (4 CH3-COO).
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(2E)-6-Hydroxy-2,6-dimethyl-2,7-octadiensduremethylester = W1dacdglc

Herkunft: Rieslingwein 3.3.2.1 (<1,0 mg)
wurden nach Standardmethode
deacetyliert und hydrolysiert

RI (DB5): 1401

RI (CW): 1887

EI-MS (70eV): m/z (rel. Int.[%]): 43(100); 55(30); 71(85); 80(10); 93(10); 97(19);
112(8); 117(15); 138(6); 148(2); 165(1); 180(<1,[M] ™).

(6RS)(2E)-6-Acetoxy-2,6-dimethyl-2,7-octadienol = E-8-Hydroxylinalyl-
acetat = W2

Synthese nach Standardvorschrift 6 mit 9,8 g (0,05 mol) 6-Acetoxy-2,6-dimethyl-
2,7-octadien (Linalylacetat, racemisch, Fluka) (siehe Kapitel 3.1.4).

Ausbeute: 1,7 g (20%) gelbliches Ol
RI (DB5): 1490
RI (CW): 2333

EI-MS (70eV): m/z (rel. Int. [%]): 43(100); 55(20); 67(25); 71(26); 79(29); 80(32);
84(18); 93(38); 97(15); 105(10); 109(10); 119(20); 121(21); 134(10); 137(5); 152(4);
170(<1,[M-OAc]*); 195(3); 212(<1,[M] ™).
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(6RS)-(2E)-6-Acetoxy-2,6-dimethyl-2,7-octadienal = E-8-Oxolinalylacetat
= W3

1) sieche W2. Neben dem Alkohol entstanden bis zu 30% Oxolinalylacetat W3.

2) Alternativ wurde 1 g des ganzen Ansatzes W2 mit 11,5 g Braunstein (Mangan-
dioxid, aktiviert, Fluka) in 160 ml Hexan unter Eiskiihlung fiir 30 min gertihrt.
Nach Filtration wurde das Losungsmittel abgezogen.

Ausbeute: 50% E-8-Oxolinalylacetat bezogen auf die eingesetzte Menge Linalyl-
acetat.

UV(Ether): Amax 271,313 nm
RI (DB5): 1483
RI (CW): 2110

IR (KBr): 1737(-CH-); 1688(-CH-); 1645(-CH-); 1369(Ac); 1250; 1020; 927

EI-MS (70eV): m/z (rel. Int.[%]): 43(100); 55(38); 67(20); 71(64); 82(50); 93(27);
95(28); 107(23); 121(23); 129(19); 135(17); 140(3); 150(28); 168(8,[M-OAc]*);
210(<1,[M]*).

IH-NMR (360 MHz, CDCls, ppm): 6 1,59 (3H, s, CH3-C6); 1,74 (3H, br s, CH3-C2);
1,92 (1H, ddd, ;=14 Hz, [,=9 Hz, J5=7,5 Hz, H5a); 2,02 (3H, s, Ac); 2,10 (1H, ddd,
J1=14Hz, [,=9 Hz, ;=7 Hz, H5b); 2,38 (2H, br m, H4ab); 5,18 (1H, dd, J;=10,5Hz,
Jo=1Hz, H8a); 5,20 (1H, dd, J; =17,5Hz, J,=1Hz, H8b); 5,97 (1H, dd, J;=17,5Hz,
J,=10,5Hz, H7); 6,48 (1H, tq, J;=7,5Hz, J,=1,5Hz, H3); 9,31 (1H, s, H1).

I3C-NMR (90 MHz, CDCl;, ppm): & 9,1 (CH3-C2); 22,0 (CH3-COO); 23,5(C4);
23,7(CH;-C6); 38,0 (C5); 82,3 (C6); 113,7 (C8); 139,4 (C2); 141,1 (C7); 153,7 (C3);
169,8 (CH3-COO0); 195,0 (C1).
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(3R)-(6E)-(-)-3-Acetoxy-3,7-dimethyl-1,6-octadien = (R)-(-)-Linalylacetat
= Wa3a

0,6 g (3,9 mmol) R(-)-Linalool wurden mit 0,3 g N,N-Diethylanilin (2 mmol) und
0,15 g (1,9 mmol) Acetylchlorid in 20 ml Chloroform 48 Stunden bei Raumtempe-
ratur geriihrt. Nach Ansduern wurde mit Ether extrahiert, gewaschen und tiber
Natriumsulfat getrocknet.

Ausbeute: 0,38 g (52%) farbloses Ol

7,7 g (50 mmol) R(-)-Linalool wurden mit 7,6 g (75 mmol) Dimethylaminopyridin
und 7,65 g (83 mmol) Acetanhydrid in 10 ml Triethylamin 14 Stunden bei Raum-
temperatur stehen gelassen. Uberschiissiges Acetanhydrid wurde durch Was-
serzugabe zerstort, der Riickstand in Ether aufgenommen und mit HCIl-Lésung
(10 %) und NaHCOj3 (gesittigt) gewaschen. Eine Reinigung erfolgte durch Sau-
lenchromatographie an Kieselgel mit Pentan/Diethylether (5/1).

Ausbeute: 6,37 g (65%) farbloses Ol

Herkunft: Lavendelol (Roth, Opt. Drehung: -11 —-3)
Saulenchromatographie an Kieselgel
Pentan/Ether (9/1)

RI (DB5): 1223

RI (CW): 1553

MDGC: (Slave Cyclodex 3-3P)keine Trennung moglich
EI-MS (70eV): m/z (rel.Int.[%]): 43(60); 55(11); 69(29); 71(12); 80(38); 93(100);
107(8); 121(27); 136(7); 154(1, [M-OAc]™); 169(1); 196(<1, [M] ™).

(6R)-(2E)-(-)-2,6-Dimethyl-2,7-octadien-1,6-diol = E-8-Hydroxylinalool =
w4
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9,24 g (0,06 mol) R(-)-Linalool wurden in 150 ml Ethanol mit 6,6 g (0,06 mol) SeO,
tiir 40 min unter Riickfluss erhitzt. Nach Filtration wurde einrotiert und der Riick-
stand in 40 ml Ether aufgenommen. Diese Losung tropfte man langsam unter Eis-
kithlung zu 3,3 g LiAlH,4 gelost in 50 ml Ether. Nach 45 min Riihren unter Raum-
temperatur wurde durch Auffiillen mit Wasser auf 250 ml {iberschiissiges LiAlHy
zerstort. Es wurde 5 mal mit je 80 ml Ether extrahiert und eingeengt. Die Konzen-
trate wurden an einer Kieselgelsdule mit Hexan/EE (1/1) gereinigt.

Ausbeute: 2,8 g (28%) farbloses Ol
([ap])(MeOH): -5,98°

RI (DB5): 1369

RI (CW): 2308

EI-MS (70eV): m/z (rel. Int. [%]): 43(100); 55(30); 67(51); 71 (67); 82 (15); 84(10);
93(12); 96(10); 110(10); 119(9); 123(4); 134(2); 137(7); 152(1); 170(<1, [M] ™).

(6R)-(2E)-(-)-6-Hydroxy-2,6-dimethyl-2,7-octadienal = E-8-Linaloolaldehyd
= W5

Es wurden 150mg (1,35mmol) Selendioxid mit 4,8 ml (40 mmol) tert-Butyl-
hydroperoxid (70%ig, Fluka) in 25ml CH,Cl, gelost. Unter Rithren wurden zu
dieser Losung bei 15°C eine Losung von 2,05 g (13,3 mmol) R-(-)Linalool in 10 ml
CH,Cl;, tropfenweise zugegeben. Nach dreistiindigem Riithren unter Raumtem-
peratur wurde mit 100 ml Ether verdiinnt und gewaschen. Die Reinigung erfolgte
an einer Kieselgelsdule mit Ether/Ethylacetat-Gradienten.

Ausbeute: bei mehreren Anséitzen stark schwankend,
ca. 50% farbloses Ol

UV(MeOH): Amax 272, 316 nm

RI (DB5): 1361

RI (CW): 2139

IR (KBr): 2713(CH-); 1737(-CH-); 1688(-CH-); 1369(Ac); 926

EI-MS (70eV): m/z (rel. Int. [%]): 43(100); 55(38); 71 (100); 82(28); 87(26); 95(12);
98(18); 110(10); 111(9); 121(4); 135(8); 150(4); 168(<1, [M]™).
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Oxidation von E-8-Hydroxylinalool und 6-Acetoxy-2,6-dimethyl-2,7-
octadienal mit Jones-Reagenz

In zwei Ansdtzen wurden 150mg (0,88 mmol) 8-Hydroxylinalool und 38 mg
(0,18 mmol) 6-Acetoxy-2,6-dimethyl-2,7-octadienal in 2ml Aceton unter Kiihlen
gelost und langsam mit 1 ml Chromschwefelsaurelosung (2,79 mg CrO3; und
2,3ml konz. HySO4 ad 10 ml mit HyO) versetzt. Nach Abziehen des Losungs-
mittels wurde 1 Stunde mit 1 bzw. 5ml 10%iger KOH-Losung (in Ethanol) am
Riickfluss verseift.

Ausbeute: keine 6-Hydroxy-2,6-dimethyl-2,7-
-octadiensdure detektierbar

Oxidation von 6-Acetoxy-2,6-dimethyl-2,7-octadienal mit alkalischem Silber-
oxid (AgO)

21,6 mg (0,10 mmol) 6-Acetoxy-2,6-dimethyl-2,7-octadienal wurden mit 26 mg
(0,5 mmol) NaCN und 124 mg (1 mmol) AgO fiir 2 Stunden in trockenem Me-
thanol bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieffend mit Ether extrahiert. Das
aktive Silberoxid wurde aus 3,4 g AgNO3 in 20 ml Wasser durch Zugabe von 6,4 g
KMnOy in 100ml und anschliefendem Alkalisieren mit 10%iger KOH-Losung
gewonnen. Der gebildete Niederschlag wurde permanganatfrei gewaschen und
3 Stunden bei 110°C aktiviert.

Ausbeute: keine 6-Hydroxy-2,6-dimethyl-2,7-
-octadiensiure detektierbar

Oxidation von 6-Acetoxy-2,6-dimethyl-2,7-octadienal mit Silbernitrat im Al-
kalischen

25,5mg (0,12mmol) 6-Acetoxy-2,6-dimethyl-2,7-octadienal wurden in 0,4ml
Ethanol gelost. 21,1 mg (0,12 mmol) AgNO3 und 0,2 ml Wasser wurden zugege-
ben. Tropfenweise wurde eine Losung von 93 mg NaOH in 4 ml Wasser eingetra-
gen und nach dreistiindigem Riihren bei Raumtemperatur mit Ether extrahiert.
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Ausbeute: Spuren (GC-MS)
RI (DB5): 1572
RI (CW): 2798

EI-MS (70eV): m/z (rel. Int. [%]): 43(100); 53(18); 67(16); 71(16); 80(18); 93(26);
105(21); 114(13); 121(12); 138(5) 155(3); 166(2); 184(<1,[M] ™).

(2E)-6-Acetoxy-2,6-dimethyl-2,7-octadiensduremethylester = W6

350 mg (1,67 mmol) 6-Acetoxy-2,6-dimethyl-2,7-octadienal wurden in 100 ml Me-
thanol geldst, mit 220 mg konz. Essigsdure angesduert und mit 4,2 g (0,05 mol)
aktiviertem Braunstein (geféllt, aktiv, Merck) versetzt. Nach Zugabe von 600 mg
(12,25 mmol) NaCN wurde tiber Nacht geriihrt. Nach Abziehen des Losungsmit-
tels und Aufnehmen in Wasser wurde mit Ether extrahiert und an einer Kiesel-
gelsdaule mit Pentan/TBME (8/2) gereinigt.

Ausbeute: 220 mg (55%) farbloses Ol
UV(MeOH): Amax 272,293 nm

RI (DB5): 1682

RI (CW): 2173

MDGC: (Slave Cyclodex 3-3P)keine Trennung moglich

IR (KBr): 2951(CH-); 1735(-CH-); 1717(-CH-); 1457(-CH-); 1436(-CH-); 1369(Ac);
926

EI-MS (70eV, ITDS): m/z (rel.Int.[%]): 43(100); 53(18); 67(16); 71(16); 80(18);
93(26); 105(21); 121(50); 148(14); 166(5); 181(18); 198(1); 240(<1,[M]*).

ELI-MS (70 eV, SSQ710): m/z (rel. Int. [%]): 43(100); 53(18); 71(27); 80(23); 93(20);
105(12); 121(30); 138(4); 139(4); 148(8); 151(2); 165(3); 166(5); 180(2); 198(1);
240(<1,[M]*).

IH-NMR (250 MHz, CDCl3, ppm): 6 1,58 (3H, s, CH5-C6); 1,83 (3H, br s, CH3-C2);
1,85 (1H, m, H5a); 2,00 (1H, m, H5b); 2,01 (3H, s, Ac); 2,19 (2H, br m, H4ab); 3,73
(3H, s, OCHa); 5,15 (1H, dd, J;=11Hz, J,=1Hz, H8a); 5,17 (1H, dd, J;=17,5Hz,
J,=1Hz, H8b); 5,96 (1H, dd, [;=17,5Hz, J,=11Hz, H?); 6,75 (1H, tq, J;=7,5Hz,
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J»=1,5Hz, H3)

I3C-NMR (62,5 MHz, CDCl3, ppm): § 12,3 (CH3-C2); 22,1 (CH3-COO); 23,2 (C4);
23,7 (CH;3-C6); 38,3 (C5); 82,5 (C6); 113,6 (C8); 127,8 (C2); 141,3 (C3); 141,6(C7);
168,5 (C1); 169,8 (CH;3-COO).

(2E)-6-Hydroxy-2,6-dimethyl-2,7-octadiensdure = W7

120mg (0,52mmol) 6-Acetoxy-2,6-dimethyl-2,7-octadiensduremethylester wur-
den mit 20 ml Citratpuffer pH = 7 nach nach McILLVAINE (siehe 3.1.2) und 50 ul
PLE (Sigma, 19 mg Protein/ml, 210 units/mg Protein) versetzt. Nach 72 Stunden
unter Rithren bei 35°C wurde auf pH = 1 gebracht und mit Ether extrahiert. Die
Reinigung erfolgte mit prap. HPLC (FliefSmittel: MeOH /Wasser 75/25).

Ausbeute: 75% farbloses Ol
UV(MeOH): Amax 296 nm

RI (DB5): 1572

RI (CW): 2798

IR (KBr): 3420(0H); 1686(CH-); 1646(CH-); 1418(-CH-); 1373(-CH-); 1251; 1174;
996; 924

EI-MS (70eV): m/z (rel. Int. [%]): 43(79); 55(28); 71(100); 95(18); 103(21); 111(17);
114(17); 121(17); 138(7); 139(4); 151(4); 166(2); 184(<1,[M]™).

TH-NMR (360 MHz, CDCl3, ppm): & 1,32 (3H, s, CH3-C6); 1,67 (2H, m, H5ab);
1,84 (3H, br s, CH5-C2); 2,00 (IH, m, H5b); 2,25 (2H, m, H4ab); 5,10 (1H, dd,
J1i=11Hz, J,=1,5Hz, H8a); 5,24 (1H, dd, J;=17,5Hz, J,=1,5Hz, H8b); 592 (1H,
dd, J;=17,5Hz, J,=11Hz, H7); 6,88 (1H, tq, J1=7,5Hz, J,=1,5Hz, H3).

I3C-NMR (62,5 MHz, CDCl3, ppm): 6 12,0 (CH3-C2); 23,6 (C4); 28,0 (CH3-C6);
40,5 (C5); 73,0 (C6); 112,3 (C8); 127,0 (C2); 144,4 (C3); 144,6 (C7); 171,7 (C1).
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(6R)-(2E)-(-)-6-Hydroxy-2,6-dimethyl-2,7-octadiensdure = W7R

1¢g (5,95 mmol) (R)-6-Hydroxy-2,6-dimethyl-2,7-octadienal wurden in 45 ml tert-
Butanol und 13 ml Wasser gelést und mit 2 g 2-Methyl-2-buten versetzt. Uber
15 Minuten wurde tropfenweise eine Losung aus 2 g Natriumchlorit und 09¢g
Natriumdihydrogenphosphat in 10 ml Wasser zugegeben. Die Losung wurde fiir
12 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Ansduern mit 5%iger HCl wurde
mehrmals mit CH,Cl; extrahiert und tiber Na,SO4 getrocknet.

Ausbeute: 90% farbloses Ol
Daten: sieche W7

(2E)-6-Acetoxy-2,6-dimethyl-2,7-octadiensdure = W7a

750g (3,57 mmol) 6-Acetoxy-2,6-dimethyl-2,7-octadienal wurden in 32ml tert-
Butanol und 8 ml Wasser gelost und mit 1,25 g 2-Methyl-2-buten versetzt. Inner-
halb von 15 Minuten wurde tropfenweise eine Losung aus 1,5 g Natriumchlorit
und 0,7 g Natriumdihydrogenphosphat in 10 ml Wasser zugegeben. Die Losung
wurde fiir 12 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Ansduern mit 5%iger
HCI wurde mehrmals mit CH,Cl, extrahiert und iiber Nap;SOy4 getrocknet. Die
Reinigung erfolgte durch Sdulenchromatographie an Kieselgel mit Pentan/Ether-
Gradienten.

Ausbeute: 60% farbloses Ol
RI (DB5): 1672
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RI (CW): >2800

EI-MS (70eV): m/z (rel. Int.[%]): 43(100); 55(10); 71(35); 80(22); 93(28); 98(24);
105(8); 111(23); 121(31); 138(6); 148(4); 151(4); 166(8); 184(<1,[M-OAc]*).

(2E)-6-Acetoxy-2,6-dimethyl-2,7-octadiensdure [3-D-Glucopyranoseester als
Tetraacetat = W8

OAc
Acof““f"\'ZOAc
OAc

226 mg (1 mmol) 6-Acetoxy-2,6-dimethyl-2,7-octadiensdure (W7a) wurden in 2 ml
Dioxan gelost. Langsam wurden 1,25 ml Ethanol (absolut) und 3,25 ml Wasser zu-
gegeben. Der gelben Losung wurden 326 mg Casiumcarbonat (Fluka, p.a.) hin-
zugefiigt und der pH-Wert der Losung durch Zugabe von W7 auf pH = 7 ein-
gestellt. Nach Riithren (30 min) wurde das Volumen der Losung auf die Halfte
eingeengt und 5ml Ethanol und 5ml Benzol zugegeben. AnschlieSend wurde
bis zur Trockne eingeengt, die doppelte Menge Ethanol und Benzol zugegeben
und bis auf ein Drittel eingeengt. Danach wurden noch drei mal je 15ml Etha-
nol und Benzol zugegeben, und beim letzten Schritt die Losungsmittel vollstan-
dig abgezogen. Getrocknet wurde im Exsikkator tiber P,Os. Das Produkt wurde
in 1 ml trockenem DMF gel6st und mit 415 mg a-D-Acetobromglucosetetraacetat
(Succhard) in 0,75 ml DMF versetzt. Nach 12-stiindigem Riihren wird {iber eine
Kieselgelsdule mit Ether /Pentan- Gradienten gereinigt.

Ausbeute: 91 mg (35%)
ESI-MS (pOS. Mode): 579 [M+Na]+; M(C26H36013)=556
ESI-MS/MS 579 (pos. Mode): 519 [M-OAc+Na] ™"

353 [Glc(Ac)4+Na]+

TH-NMR (300 MHz, CDCl3, ppm): 6 1,51 (3H, s, CH3-Cé6); 1,76 (3H, br s, CH3-C2);
1,81 (2H, m, H5ab); 1,95-2,03 (5x3H, 5 5, 5 Ac); 2,15 (2H, m, H4ab); 3,83 (1H, ddd,
J1=10Hz, J,=4,5Hz, J3=2Hz, H5'); 4,05 (1H, dd, J;=12,5Hz, J,=2 Hz, H6a’); 4,24
(1H, dd, J;=12,5Hz, J,=4,5Hz, H6b’,); 5,05 (3H, m, H8a,H8b,H2"); 5,21 (1H, dd,
J1=J,=9,5Hz, H4); 5,24 (1H, dd, J;=),=9,5Hz, H3"); 5,70 (1H, d, J;=8 Hz, H1");
5,88 (1H, dd, J1=17,5Hz, ],=10,5Hz, HY); 6,78 (1H, tq, J;=7 Hz, J,=1,5Hz, H3)
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(6R)-((2E)-6-Hydroxy-2,6-dimethyl-2,7-octadiensdure [3-D-Glucopyranose-
ester als Tetraacetat = W9

OAcC

O\:/O

OAcC

184 mg (1 mmol) R-Linaloolsdure (W7R) wurden in 3ml Aceton geldst und
mit 140 ul Triethylamin versetzt. Nach Zugabe von 411mg (1mmol) «-D-
Acetobromglucose wurde vermischt und fiir 20 Stunden bei Raumtemperatur be-
lassen. Nach Einengen, Aufnehmen in Ethylacetat und Abfiltrieren vom Nieder-
schlag (Triethylammoniumbromid) wurde {iiberschiissige Linaloolsdure durch
Waschen mit NaHCO3-Losung entfernt, mit Wasser gewaschen und das orga-
nische Losungsmittel entfernt. Die Reinigung erfolgte iiber eine Kieselgelsaule
mit Ether /Pentan-Gradienten und anschlieffende prap. HPLC mit TBME/Hexan
(3/7).

Ausbeute: 3mg
([p])(MeOH): -5,63°

TH-NMR (300 MHz, CDCl3, ppm): & 1,29 (3H, s, CH3-C6); 1,64 (2H, m, H5ab);
1,80 3H, br s, CH5-C2); 1,98-2,07 (4x3H, 4 s, 4 Ac); 2,23 (2H, m, H4ab); 3,86 (1H,
ddd, [;=10Hz, J,=4,5Hz, [3=2Hz, H5'); 4,10 (1H, dd, ];=12,5Hz, [,=2 Hz, Héa’);
428 (1H, dd, J;=12,5Hz, J,=4,5Hz, Héb’); 5,07 (1H, dd, [;=10,5Hz, J,=1,5Hz,
H8a); 5,13 (1H, dd, J;=10Hz, [,=9,5Hz, H4); 5,19 (1H, dd, J; =9,5Hz, [,=8,5Hz,
H2'); 5,22 (1H, dd, [;=17,5Hz, J,=1,5Hz, H8b); 5,27 (1H, dd, J;=),=9,5 Hz, H3');
5,73 (1H, d, J;=8 Hz, H1); 5,89 (1H, dd, J;=17,5Hz, J,=10,5Hz, H7); 6,85 (1H, tq,
J1=7Hz, J,=1,5Hz, H3)
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(3S,3aS,7aR)/(3R,3aR,7aS)-3a,4,5,7a-Tetrahydro-3,6-dimethyl-(3H)-
benzofuran-2-on) (Weinlacton und sein Enantiomeres) = W10

Mit 92 mg (0,5 mmol) Linaloolsdure (W7) wurde eine SDE (siehe Standardmetho-
de 3.1.3) bei pH = 3,5 durchgefiihrt. Der erhaltene Extrakt wurde mit prap. HPLC
an RP18-Material mit Methanol/Wasser (2/1) getrennt.

Ausbeute: 1 mg Weinlacton (Enantiomerenpaar)
RI (DB5): 1470
RI (CW): 2208

EI-MS (70eV): m/z (rel. Int. [%]): 43(100); 55(31); 77(24); 68(31); 79(39); 93(74);
107(32); 123(16); 138(11); 151(100); 166(37,[M] ).

MDGC: (siehe Kapitel 3.1.1)
Master: Saule: DB-Wax
Cut: 38-38,7 min (entsprechend RI 2200-2261)

Slave: Saule: 3-3P Temperatur: 145°C
racemisches Gemisch:
Peak 1: RT : 63,45 min Flacheneinheiten: 34120
Peak 2: RT : 64,05 min Flacheneinheiten: 34654

2-Methyl-6-methylen-2,7-octadienol (3-Myrcenol) = W11
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Synthese nach Standardvorschrift 6 mit 5 g (37 mmol) 3-Myrcen (Sigma, GC: 90%)
(siehe Kapitel 3.1.4). Abweichend von der Standardvorschrift wurde Ethanol als
Losungsmittel verwendet.

Ausbeute: 3,3 g (62%)
RI (DB5): 1248
RI (CW): 1918

ELI-MS (70eV): m/z (rel. Int. [%]): 43(100); 59(100); 68(31); 79(33); 81(27); 93(27);
107(4); 121(10); 136(6, [M-H,O]+).

2-Methyl-6-methylen-2,7-octadienal (3-Myrcenal) = W12

Synthese siehe W11

Ausbeute: 549 mg (10%)
RI (DB5): 1228

RI (CW): 1677

EI-MS (70eV): m/z (rel. Int. [%]): 41(100); 55(40); 79(46); 92(72); 107(11); 121(10);
135(10); 150(7,[M] ™).

2-Methyl-6-methylen-2,7-octadiensdure ([3-Myrcensdure) = W13

OH
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1,4g einer Mischung von W11 und W12 wurden mit einer Losung von 2,8¢g
AgNOj in 41 ml Wasser versetzt und mit Natronlauge (1,32 g NaOH in 25ml
H,O) alkalisiert. Es wurde fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, mit
Schwefelsdure angesduert und mit Ether extrahiert.

Ausbeute: n.b.
RI (DB5): 1385
RI (CW): 2407

EI-MS (70eV): m/z (rel. Int. [%]): 41(100); 55(27); 67(58); 79(59); 93(100); 105(46);
111(17) ;121(87); 148(17); 166(4,[M] ).

2,6-Dimethyl-2,5,7-octatrienol (3-Ocimenol) = W14

CH,OH
1

Herkunft: Synthese nach Standardvorschrift 6 mit 200mg (1,5 mmol) 3-trans-
Ocimene (siehe Kapitel 3.1.4). Abweichend von der Standardvorschrift wurde
Ethanol als Losungsmittel verwendet.

Ausbeute: n.b.
RI (DB5): 1241
RI (CW): 1918

EI-MS (70eV): m/z (rel. Int.[%]): 43(100); 55(47); 67(21); 77(20); 95(65); 111(9);
123(30); 137(5); 151 (3,[M-H]*).

2,6-Dimethyl-2,5,7-octatrienal (3-Ocimenal) = W15
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Synthese siehe W14. Es wurde eine Mischung erhalten.

Ausbeute: 80% (GC)
RI (DB5): 1190
RI (CW): 1732

EI-MS (70eV): m/z (rel. Int. [%]): 41(27); 51(31); 65(28); 79(53); 91(100); 105(50);
121(28); 133(18); 135(18); 150(31,[M]*).

IH-NMR (360 MHz, CDCls, ppm): 6 1,80 (6H, br s, CH3-C6, CH3-C2); 3,22 (2H, t,
J1=7 Hz, H4ab); 5,20 (1H, d, J;=11 Hz, H8a); 5,28 (1H, d, J;=17 Hz, H8b); 5,40 (1H,
dd, [1=J,=7Hz, H5); 6,49 (1H, t, J;=7 Hz, H3); 6,73 (1H, dd, J;=17Hz, J,=11Hz,
H7); 9,39 (1H, s, H1)

8-Acetoxy-2,6-dimethyl-2,6-octadienal (Geranylacetat-Aldehyd) = W16

Standardvorschrift 6 ausgehend von 1g (5,1 mmol) Geranylacetat (siehe Kapitel
3.1.4). Die Aufreinigung erfolgte durch Sdulenchromatographie an Kieselgel mit
Hexan/Aceton 4:1.

Ausbeute: ca. 70% (GC)
RI (CW): 2362

EI-MS (70eV, ITDS): m/z (rel.Int.[%]): 53(20); 81(68); 93(52); 95(40);
107(28); 109(29); 123(100); 133(55,[M-OAc-H,0+H]"); 151(63,[M-OAc+H]");
211(2,[M+H] ).

EI-MS (70 eV, SSQ710): m/z (rel. Int. [%]): 55(43); 67(23); 84(100); 93(37); 121(27);
135(20); 150(38); 168(35); 181(5); 210(3,[M] ).
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8-Acetoxy-2,6-dimethyl-2,6-octadiensiure (Geranylacetat-Sdure) = W17

Standardvorschrift 6 ausgehend von 1g (5,1 mmol) Geranylacetat (siehe Kapitel
3.1.4). Die Oxidation lieferte neben dem Aldehyd die Saure.

Ausbeute: ca. 25% (GC)
RI (CW): >2800

ELI-MS (70eV, ITDS): m/z (rel. Int. [%]): 55(30); 83(100); 95(15); 107(38); 109(25);
121(50); 149(43,[M-OAc-H,0+H]*); 167(18,[M-OAc+H]*); 209(32,[M-H,0+H]*),
226( [M]*<1).

8-Hydroxy-2,6-dimethyl-2,6-octadiensdure (8-Hydroxygeraniolsdure) = W18

370mg (1,5mmol) des gereinigten Aldehyds W16 wurden mit einer Losung von
0,5g AgNO3 in 1 ml Wasser und 1,5 ml Ethanol versetzt und mit 2N Natronlauge
alkalisiert. Es wurde fiir 3 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, mit Schwefel-
sdure angesduert (pH = 1) und mit TBME extrahiert.

Ausbeute: ca. 80% (GC)
RI (DB5): 1520
RI (CW): 2491

EI-MS (70eV, ITDS): m/z (rel.Int.[%]): 41(80); 55(35); 84(100); 95(18); 107(20);
121(32); 135(41); 150(12); 184(<1,[M]™).
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(E)-2,6-Dimethyl-2-octen-1,8-diol = W19

Standardvorschrift 6 ausgehend von 1g (6,4mmol) Citronellol (siehe Kapitel
3.1.4). Die Aufreinigung erfolgte durch Sdulenchromatographie an Kieselgel mit
Pentan/Diethylether 4:1 und ergab W19 und W20.

Ausbeute: 110 mg (10%)
RI (DB5): 1495
RI (CW): 2384

EI-MS (70eV, ITDS): m/z (rel.Int.[%]): 41(75); 43(100); 55(73); 69(49); 71(41);
81(52); 84(30); 97(18); 109(22); 121(32); 139(11); 154(1,[M]*+-H—20); 172(<1,[M]*).

(E)-8-Hydroxy-2,6-dimethyl-2-octenal = W20

sieche W19.

Ausbeute: 198 mg (20%)
RI (DB5): 1550

RI (CW): 2542

EI-MS (70 eV, ITDS): m/z (rel. Int. [%]): 41(88); 43(55); 55(65); 67(52); 71(35); 81(45);
84(47); 97(100); 109(18); 123(18); 137(11); 152(1,[M]*-H—20); 170(<1,[M] ).
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2-(4-methylphenyl)propan-2-ol) = W21

3 5
2 6
1
HO—J.
3 1

In Anlehnung an Standardvorschrift 6 wurde 1 g (7,35 mmol) Terpinolen in Etha-
nol oxidiert (siehe Kapitel 3.1.4). Die Aufreinigung erfolgte durch Saulenchroma-
tographie an Kieselgel mit Pentan/Diethylether 4:1 und ergab eine Mischung von
W21 (30%) und W22 (70%).

Ausbeute: 140 mg (8%)
RI (DB5): 1174
RI (CW): 1849

EI-MS (70eV): m/z (rel.Int.[%]): 43(100); 65(13);67(12); 77(11); 91(25); 105(7);
113(7); 117(5); 119(5); 135(70) 150(15,[M] ).

1-(1-ethoxy-1-methylethyl)-4-methylbenzol = W22

Hauptprodukt bei Synthese fiir W21.

Ausbeute: 350mg (27%)
RI (DB5): 1219
RI (CW): 1547

EI-MS (70eV): m/z (rel. Int. [%]): 43(91); 77(9); 91(19); 105(21); 115(13); 117(13);
119(13);133(48); 135(51); 163(100,[M]*-CHj); 178(3,IM] ™).
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3.3.2 Aus Dill isolierte Verbindungen

(2E,6 E)-8-Hydroxy-3,7-dimethyl-2,6-octadienyl-1-O- 3-D-Glucopyranosid als
Pentaacetat = 8-Hydroxygeraniol-1-O-Glucosid als Pentaacetat = D1

AcO

5
(@) 6
OAc

¥ OAc *

Herkunft: Dill 3.7.2.1 (1,0 mg)
Dill 3.6.3.3.1 (6,0 mg)
ESI-MS (pos. Mode): kein eindeutiges Signal

ESI-MS/MS 565 (pos. Mode): 565 [M+Na] ™"
505 [M+Na-OAc]™
371

TH-NMR (360 MHz, CDCl3, ppm): & 1,66 (6H, br s, H3C-C3, H3C-C7); 2,00-2,08
(5%3H, 55,5 Ac); 2,08 (2H, m, H5ab); 2,17 (2H, m, H4ab); 3,67 (1H, ddd, J1=10 Hz,
»=2,5Hz, [5=5Hz, H5’); 4,15 (1H, dd, J1=12Hz, J,=2,5Hz, Hé6a"); 4,23 (1H, dd,
Hz; [1=12Hz, [,=5Hz, Hla); 4,25 (1H, dd, J1=12Hz, J,=5Hz, Hé6b’); 4,28 (1H,
dd, J1=12Hz, J,=6Hz H1b); 4,46 (2H, s, H8); 4,54 (1H, d, [;=8Hz, H1’); 4,99
(1H, dd, J;=8Hz, J,=9,5Hz, H2); 5,08 (1H, dd, J1=],=9,5Hz, H4’); 5,21 (1H, dd,
J1=]>=9,5Hz, H3"); 5,28 (1H, ddd, J;=9,5Hz, J,=6Hz, [3=1Hz, H2); 5,44 (1H, tq,
J1=7Hz, J,=1Hz, H6)

Sdurekatalysierter Abbau von 8-Hydroxygeraniol

Durchfithrung: 70,0mg 8-Hydroxygeraniol (Aldrich) wurden in Mclllvaine-
Puffer bei pH = 2,5 einer SDE in einer Apparatur nach Likens-Nickerson un-
terzogen. Als organisches Losungsmittel diente ein Gemisch aus gleichen Tei-
len Pentan und Diethylether. Die organische Phase wurde schonend an einer
Vigreux-Kolonne eingeengt und mit GC-MS auf zwei unterschiedlichen Phasen
analysiert. Mittels Massenspektrum und Retentionsindex nach Kovats konnten
folgende Substanzen nachgewiesen werden:

E-Anhydrolinalooloxide (furanoid):
RI (DB5): 992

EI-MS (70eV): m/z (rel. Int.[%]): 43(48); 55(52); 67(100); 68(65); 82(24); 96(25);
110(22); 119(2); 123(10); 137(13); 152(8,[M] ).

Z-Anhydrolinalooloxide (furanoid):
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RI (DB5): 1007

EI-MS (70eV): m/z (rel.Int.[%]): 43(43); 55(69); 67(100); 68(66); 82(26); 96(22);
110(19); 119(4); 123(6); 137(17); 152(7,[M]™).

p-Menthenal (Isomer 1):
RI (DB5): 1177

EI-MS (70 eV): m/z (rel. Int. [%]): 41(8); 53(4);55 (4); 79(45); 94(100); 105(3); 119(3);
137(1); 152(4,[M] ).

3,9-Epoxy-p-menth-1-en (Isomer 1):
RI (DB5): 1185

EI-MS (70 eV): m/z (rel. Int. [%]): 39(11); 41(17); 53(6); 55(15); 67(17); 69(31); 71(3);
79(17); 81(12); 91(14); 93(13); 95(12); 109(37); 119(3); 137(100); 152(6,[M] ™).

3,9-Epoxy-p-menth-1-en (Isomer 2):
RI (DB5): 1189

EI-MS (70eV): m/z (rel. Int.[%]): 43(100); 53(12); 55(25); 67(69); 71(33); 79(24);
81(25); 82(21); 93(21); 109(79); 119(5); 123(13); 137(53); 152(17,[M] ™).

p-Menth-1-enal (Isomer 2):
RI (DB5): 1222

EI-MS (70eV): m/z (rel.Int. [%]): 39(10); 41(11); 53(8); 55(10); 79(66); 94(100);
105(1); 119(1); 152(4,[M] ).

3-Myrcenol:
RI (DB5): 1252

EI-MS (70eV): m/z (rel.Int.[%]): 39(28); 41(50); 43(99); 53(16); 55(16); 65(10);
67(25); 77( 23); 79(47); 93(100); 105(15); 119(25); 134(17); 152(1); 170(1,[M] ™).

p-Menth-1-en-8,9-diol (Uroterpenol):
RI (DB5): 1266

EI-MS (70eV): m/z (rel.Int.[%]): 39(10); 41(16); 43(100); 55(12); 57(5); 67(13);
71(19); 79(18); 93(21); 95(28); 121(12); 139(68); 152(14); 170(1,[M]*)

p-Mentha-1,8-dien-10-ol (Limonen-10-o0l):

RI (DB5): 1295

EI-MS (70eV): m/z (rel. Int.[%]): 39(40); 41(52); 43(17); 53(39); 55(51); 67(100);
77(45); 79(95); 84(37); 91(79); 93(72); 105(41); 106(84); 119(90); 121(19); 134(44);
152(11,[M] ).

all-trans allo-Ocimenol:

RI (DB5): 1302

EI-MS (70eV): m/z (rel.Int. [%]): 39(30); 41(40); 43(34); 53(22); 55(28); 67(30);
77(47); 79(100); 84(22); 91(60); 93(90); 94(75); 105(22); 119(25); 121(18); 134(4);
137(1); 152(1,[M] ).
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trans-cis Ocimenol:
RI (DB5): 1316
EI-MS (70eV): m/z (rel.Int.[%]): 39(30); 41(40); 43(38); 53(23); 55(30); 67(33);

77(45); 79(100); 80(52); 84(13); 91(55); 93(83); 94(42); 105(21); 119(26); 121(26);
134(7); 137(1); 152(2,[M] ).

3,4-Epoxy-4-[(1E)-3-hydroxybuten-1-yl]-3,5,5-trimethylcyclohexenyl-1-O- 3-
D-Glucosid als Pentaacetat = 3-O-j3-D-Glucopyranosyl-5,6-epoxy-3-oxy-3-
jonol als Pentaacetat = D2

Herkunft: Dill 3.7.2.2 (2,0 mg)
ESI-MS (pos. Mode): 621 [M+Na]™; M(Co9Hy4,013)=598

IH-NMR (300 MHz, CDCl3, ppm): 6 0,94 (3H, s, H3C-C1); 1,07 (3H, s, H3C-
C1); 1,17 (3H, s, H3C-C5); 1,31 (3H, d, J1=6,5Hz, H3C-C9); 1,33 (1H, verdeckt,
H2a); 1,62 (1H, dd, J1=14Hz, [,=8 Hz, H4a); 1,70 (1H, ddd, /;=13,5Hz, |,=3,5Hz,
J5=1,5Hz, H2b); 2,00-2,07 (5x3H, 5s, 5 Ac); 2,27 (1H, ddd, J1=14Hz, J,=5Hz,
J5=1,5Hz H4b); 3,67 (1H, ddd, [y=10Hz, [,=5,5Hz, [3=2,5 H5’); 3,81 (1H, m,
H3); 4,12 (1H, dd, J;=12Hz, [,=2,5Hz, H6a’); 4,23 (1H, dd, /y=12Hz, J,=5,5
H6b’,); 4,53 (1H, d, ;=8 Hz, H1"); 4,93 (1H, dd, ];=9,5 Hz, J,=8 Hz, H2'); 5,04 (1H,
dd, 1=J,=9,5Hz, H4"); 5,18 (1H, dd, J1=/,=9,5Hz H3’); 5,36 (1H, ddq, J1=1Hz,
J»=6Hz, J3=6,5Hz, H9); 5,63 (1H, dd, J1=15,5Hz, [,=6Hz, H8); 5,89 (1H, dd,
J1=15,5Hz, [,=1Hz, H?).

13C-NMR und DEPT (90°/135°)-NMR (75 MHz, CDCl3, ppm): & 20,6-21,2 (CH3,
5 Ac); 21,2 (CH3-C9); 24,8 (CH3-C5); 29,0 (CH3-C1); 29,7 (CH3-C1); 34,7 (C, C1);
37,7 (CH,, C4); 44,2 (CH,, C2); 62,3 (CH,, C6"); 66,0 (C, C5); 68,7 (CH, C4’); 69,6
(C,C6); 70,5 (CH, C9); 71,6 (CH, C5"); 71,8 (CH, C2’); 72,9 (CH, C3); 73,1 (CH, C3);
99,9 (CH, C1’); 127,1 (CH, C7); 133,5 (CH, C8); 169,2-170,6 (5 C, 5 CH3-COO).
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4-(3-Acetoxy-1-butenyl)-3,5,5-trimethyl-2-cyclohexenyl-acetat = 3-Acetoxy-
a-jonol-acetat = D3

Herkunft: Dill 3.3.2.3 (3,0 mg)
RI (DB5): 1805 / 1837

EL-MS (70eV): m/z (rel. Int. [%]): 43(100); 55(19); 69(10); 83(17); 91(21); 93(22);
108(19); 121(29); 136(60); 159(29); 174(4); 177(22); 192(72); 234 (6); 252(<1, [M-
Ac]™).

'H-NMR/COSY (360 MHz, CDCl;, ppm): 6 0,84 (3H, s, H3C-C1); 0,97 (3H, s,
H3C-C1); 1,31 (3H, d, J1=6,5Hz, H3C-C9); 1,43 (1H, dd, /=13 Hz, J,=7Hz, H2a,);
1,46 (1H, dd, [1=13Hz, J,=7Hz, H2a) 1,63 (3H, s, H3C-C5); 1,80 (1H, J;=13Hz,
J»=6Hz, H2b); 2,03 (2x3H, 2 s, 2 Ac); 2,10 (1H, d, J1=7,5Hz, H61); 2,30 (1H, d,
J1=7,5Hz, H6,); 5,29 (1H, m, H9); 5,32 (1H, m, H3); 5,43 (1H, m, HS8); 5,47 (1H,
s, H4); 5,48 (1H, dd, J1=16Hz, ],=7,5Hz, H7;); 5,49 (1H, dd, J1=16Hz, [,=7,5Hz,
H7,).

Die Signale der Isomeren sind mit 1 und , gekennzeichnet.

13C-NMR (75 MHz, CDClz, ppm): & 16,4-17,5 (CH3, 2 Ac); 21,7 (CH3-C9); 22,9
(CH3-C5); 27,3 (CH3-C1); 31,7 (CH3-C1); 34,4 (C, C1); 39,7 (CH,, C2); 54,3 (CH,
Ce); 66,2 (CH, C3); 73,1 (CH, C9).

Aufgrund der geringen Substanzmenge konnten fiir die schwerer anregbaren
quarterndren C-Atome keine Signale erhalten werden.

Quercetin-3-0-3-glucuronsduremethylester als Triacetat = D4

.OAc ,.

3 “
\o—0 COOMe

OH O v .

Herkunft: Dill 2.2.4.7.3 (3,2mg)
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UV(MeOH): Amax 264, 358 nm
ESI-MS (pOS. Mode): 641 [M+Na]+; M(C28H26016)=618
TSP-MS (pos. Mode): 619 [M+H]™; 303 [Agl+H] T

TH-NMR (300 MHz, CD;0D, ppm): & 2,10-2,35 (3x3H, 3's, 3 Ac); 3,81 (3H, brs,
OMe); 4,41 (1H, d, J;=10Hz, H5"); 5,34 (1H, dd, J;=/,=9,5 Hz, H3"); 5,40 (1H, dd,
J1=9,5Hz, [,=8Hz, H2"); 5,59 (1H, dd, J;=],=10Hz, H4"); 5,79 (1H, d, ;=8 Hz,
H1"); 6,38 (1H, d, J;=2 Hz, H6); 6,57 (1H, d, [;=2Hz, H8); 7,09 (1H, d, [;=8,5Hz,
H5'); 7,72 (1H, d, J;=8,5Hz, H6'); 7,75 (1H, br s, H2).

IH-NMR (300 MHz, DMSO, ppm): 4 1,95-2,20 (3x3H, 3 s, 3 Ac); 3,6 (3H, verdeckt
von H,O, OMe); 4,51 (1H, d, J;=10Hz, H5"); 5,14 (1H, dd, J;=/,=9,5 Hz, H3");
5,15 (1H, dd, [1=9,5Hz, [, =8 Hz, H2"); 5,50 (1H, dd, J;=/>,=10Hz, H4"); 5,79 (1H,
d, 1=8Hz, H1"); 6,28 (1H, s, H6); 6,43 (1H, s, H8); 7,10 (1H, d, J1=8,5Hz, H5');
7,75 (1H, d, [1=8,5Hz, H6"); 7,85 (1H, s, H2").

13C-NMR und DEPT (90°/135°)(75 MHz, DMSO, ppm): é 20,1-20,4 (CH3, 3 Ac);
52,2 (OMe an C6”); 68,9 (CH, C5”); 70,9 (CH, C2”); 71,1 (CH, C3”); 71,2 (CH, C4");
93,6 (CH, C8); 98,6 (CH, Cé6); 103,7 (CH, C1”); 115,2 (CH, C5'); 116,2 (CH, C2’);
120,3 (CH, C1’); 121,3 (CH, C6"); 132,7 (CH, C3); 144,8 (CH, C3’) 148,8 (CH, C4’);
156,2 (C, C2 und C8a); 161,1 (C, C5); 166,8 (C, C7); 169,0-169,3 (3 C, 3 CH3-COO,);
176,4 (C, COOMe,); 179,3 (C, C4). C4a nicht detektierbar.

5-Caffeoyl-Chinasaure als Triacetat = Chlorogensiure als Triacetat = D5

Herkunft: Dill 2.2.4.3.1 (40 mg)

Dill 2.2.4.4.2 (28,2 mg)

und weitere polare Fraktionen aus Dill 2.2.4
ESI-MS (neg. Mode): 479 [M-H]f,' M(C22H24012)=480

317 [Chinasaure-H]~; M(C13H1809)=318
TSP-MS (pos. Mode): 498 [M+NH4] "

TH-NMR und H,H-COSY (300 MHz, CD;0D, ppm): 5 1,99 (1H, dd J;=13,5Hz,
J,=11Hz, Héb); 243 (1H, dd, J;=16Hz, [,=3,5Hz, H2b); 2,30 (1H, ddd,
J1=13,5Hz, [,=4,5Hz,];=3 Hz, H6a); 2,82 (1H, ddd, J;=16 Hz, ],=5,5Hz, [3=3Hz,
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H2a); 5,11 (1H, dd, [;=10Hz, [,=3 Hz, H4); 5,53 (1H, ddd, J;=5,5Hz, J,=3,5Hz,
Js=3Hz, H3); 557 (1H, ddd, J;=11Hz, J,=10Hz, J3=4,5Hz, H5); 6,22 (1H,
J1=16Hz, HY7"); 6,77 (1H, d, J;=2Hz, H5'); 6,95 (1H, dd, J;=8 Hz, J,=2Hz, H6');
7,04 (1H, d, ;=2 Hz, H2"); 7,54 (1H, d, J;=16 Hz, HS").

13C-NMR und DEPT (90°/135°)(75 MHz, CD;0D, ppm): § 20,7-21,9 (CH3, 3 Ac),
33,3 (CH2, C2); 39,2 (CH2, Cé6); 68,4 (CH, C3); 70,4 (CH, C5); 74,2 (CH, C4); 114,6
(CH, C2’); 115,1 (CH, C8’); 116,5 (CH, C5’); 123,1 (CH, C¢’); 127,6 (C, C1’); 146,8
(C3"); 147,5 (C7’); 149,8 (C4'); 168,2 (C9). 171,9-172,0 (3C, 3 CH3-COO). Fiir die
quaterndren C-Atome C1 und COOH konnten keine Signale erhalten werden.

Herkunft: Chlorogensaure (5-Caffeoylchinasdure)
Qualitdt: purum (Fluka 25700)
RI (DB5): 1805 / 1837

EL-MS (70eV): m/z (rel. Int. [%]): 43(100); 55(19); 69(10); 83(17); 91(21); 93(22);
108(19); 121(29); 136(60); 159(29); 174(4); 177(22); 192(72); 234 (6); 252(<1,[M-
Ac]™).

'H-NMR (300 MHz, CD;OD, ppm): & 2,04 (1H, ddd J;=14Hz, J,=55Hz,
J5=1,5Hz, H2a); 2,08 (1H, dd, J1=13,5Hz, ],=9,5Hz, Hé6b); 2,18 (1H, dd, [;=14 Hz,
J>»=3,5Hz, H2b); 2,20 (1H, ddd, J;=13,5Hz, |,=4,5Hz, J3=1,5Hz, H6a); 3,72 (1H,
dd, 1=8,5Hz, [,=3Hz, H4); 4,16 (1H, ddd, J,=5,5Hz, ],=3,5Hz, [3=3Hz, H3);
5,33 (1H, ddd, J;=9,5Hz, ],=8,5Hz, [3=4,5Hz, H5); 6,26 (1H, d, [y;=16 Hz, H7’);
6,78 (1H, d, J1=8Hz, H5"); 6,95 (1H, dd, J1=8Hz, [,=2Hz, H6’); 7,05 (1H, d,
J1i=2Hz, H2); 7,56 (1H, d, ]1=16 Hz, HY’).

I3C-NMR (75 MHz, CD;0D, ppm): & 38,6 (C2); 39,2 (C6); 71,7 (C3); 72,4 (C5); 73,9
(C4); 76,6 (C1); 115,6 (C27/C8); 115,7 (C5’); 123,4 (C6'); 128,2 (C1’); 147,2 (C3’);
147,5 (C7’); 150,0 (C4’); 169,1 (C9’); 177,4 ( C1-COO).

Die Verbindung wurde nach Standardvorschrift (siehe Seite 125) acetyliert und
Vergleichsspektren zur isolierten Verbindung D5 aufgenommen.
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X
0 (Ac),O/Pyridin A o
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OH OH OH OAc OAc

TH-NMR (300 MHz, CD30D, ppm): & 1,99 (1H, verdeckt Héb); 2,47 (1H, m, H2b);
2,59 (1H, m, H6a); 2,65 (1H, m, H2a); 5,40 (1H, dd, ]1=9,5Hz, J,=3,5Hz, H4); 5,78
(1H, ddd, J;=7Hz, [,=3,5Hz, J3=3Hz, H3); 5,73 (1H, ddd, J;=10,5Hz, J,=9,5Hz,
J3=4,5Hz, H5); 6,70 (1H, [;=16 Hz, H7’); 7,47 (1H, d, [;=8 Hz, H5); 7,73 (1H, dd,
J1=8Hz, [,=2Hz, H6'); 7,72 (1H, br s, H2"); 7,88 (1H, d, [;=16 Hz, HY).

I3C-NMR (75 MHz, CD;0D, ppm): § 20,3-21,3 (5 Ac), 32,6 (C2); 37,7 (C6); 68,4
(C5); 69,5 (C3); 70,1 (C4); 72,9 (C1);119,4 (C8'); 122 (C2’); 123 (C5’); 127,5 (CH');
134,3 (C, C1’); 144,1 (C4); 145,4 (C3"); 145,4 (C7"); 167,0 (C9"). 169,6-171,7 (3C, 5
CH3-COO0); 172,8 (C1-COO).

2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure = Linaloolsdure = D6

Herkunft: Dill 3.4.2.1 (1,1 mg)
Dill 3.4.2.3 (1,2mg)

RI (DB5): 1575

RI (CW): 2798

EI-MS (70eV): m/z (rel.Int.[%]): 43(100); 53(18); 67(16); 71(16); 80(18); 93(26);
105(21); 114(13); 121(12); 138(5) 155(3); 166(2); 184(<1,[M]*).

IH-NMR (360 MHz, CDCls, ppm): 5 1,32 (1H, s, CH5-C9); 1,65 (2H, m, H5ab);
1,84 (3H, s, CH;-C10); 2,2 (2H, m, H4ab); 5,11 (1H, dd, J;=10Hz, J,=1Hz, H8a);
5,25 (1H, dd, J;=17 Hz, J,=1Hz, H8b); 5,92 (1H, dd, J;=17 Hz, J,=10 Hz, H7); 6,88
(1H, dd, J;=7Hz, J,=1Hz, H3).
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9-0O-3-D-Glucopyranosyloxy-Piperiton als Tetraacetat = 3-Oxo-p-menth-1-
enyl-9-O-3-D-Glucopyranosid als Tetraacetat = D7

» AcO
3 o r S
07 * % AcO OAc
OAc
Herkuntft: Dill 4.6.4 90,7 mg)
Dill 4.7.1 (2mg)

UV(MeOH): Amax 228 nm (aus HPLC-Lauf)
ESI-MS (pOS. Mode): 499 [M+H]+,' M(C24H34011)=498

ESI-MS/MS 499 (pos. Mode): 331 [Glc(Ac)4-O+H]™; M(C14H1509)=330
271 [Glc(Ac)4-O-Ac+H] T
211 [Glc(Ac)4-O-20Ac+H] T
151 [Gle(Ac)4-O-30Ac+H] T
169 [Glc(Ac)4-O-20Ac-Ac+H]*

HR-MS (Peak Matching): 498,20998 [M]"; M(Cp4H34011)=498,21011
(Mittelwert aus 5 Bestimmungen)
331,10338; M(C14H1909)=331,10291
169,05035; M(CgHgO4)=169,05008
(Mittelwerte aus 3 Bestimmungen)

'H-NMR und H,H-COSY (360 MHz, CDCl3, ppm): 6 0,79 (3H, d J;=7 Hz, CH;-
C8); 1,74 (1H, m, H5a); 1,91 (8H, br s, CH3-C1); 1,94 (1H, m, H5b); 1,99-2,08
(4x3H, 45,4 Ac); 2,30 (2H, m, Hé6ab); 2,32 (1H, m, H4); 2,57 (1H, dddd, J:=8,5Hz,
J»=7Hz, [5=6Hz, J,=4,5Hz, HS); 3,41 (1H, dd, [;=10Hz, [, =6 Hz, H9a); 3,67 (1H,
ddd, J1=10Hz, J,=4,5Hz, [5=2,5Hz, H5"); 3,73 (1H, dd, J1=10Hz, |,=8,5Hz, H9b);
4,12 (1H, dd, J1=12Hz, J,=2,5Hz, H6a"); 4,26 (1H, dd, J]1=12Hz, J,=4,5Hz, H6b’);
4,50 (1H, d, J1=8Hz, H1"); 4,96 (1H, dd, /1=9,5Hz, [,=8 Hz, H2"); 5,07 (1H, dd,
J1=10Hz, [,=9,5Hz, H4"); 5,18 (1H, dd, J1=],=9,5Hz, H3’); 5,83 (1H, br s, H2).

13C-NMR und DEPT (90°/135°)(90 MHz, CDCl3, ppm): 6 12,7 (CHj3, C10); 20,5-
20,7 (4xCHj, 4 Ac), 22,6 (CH,, C5); 24,1 (CH3, C7); 30,6 (CH,, C6); 30,9 (CH, C8);
46,1 (CH, C4); 62,0 (CH,, C6"); 68,5 (CH, C4'); 71,3 (CH, C2"); 71,7 (CH, C5’); 72,5
(CH,, C9); 72,8 (CH, C3’); 100,8 (CH, C1’); 126,8 (CH, C2); 160,4 (C, C1); 169,2—
170,6 (4C, 4 CH3-COO); 200,5 (C, C3).
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NaBH,/MeOH/RT
AcO
OH AcO
o LiAIH,/EE/Rickfluss o o
OAc AcO OAC
OAc OAC
o HO NaBH4/MeOH/50C
OH HO
© o)
HO OH
HO
OH OH
OH
D7dac \_ D7dacred -
Herkunft: Deacetylierung und Reduktion

von Dill 4.6.4 (ca. 4mg)

Nach Deacetylierung von 5 mg D7 (siehe Seite 125) wurde das Produkt (D7dac)
ohne weitere Aufreinigung in 5 ml Methanol gelost und mit ca. 2mg NaBHjy ver-
setzt und fiir 12 Stunden auf 50°C erwirmt. Uberschiissiges NaBH, wurde durch
Zugabe von Essigsdure zerstort und der Ansatz gefriergetrocknet (D7dacred).

Daten D7dac:

ESI-MS (pos. Mode): 357 [M+Na]™; M(CyH3007)=334
ESI-MS/MS 357 (pos. Mode): 219
207

191 [Agl+Na] ™
151 [Agl-H,O+H]

TH-NMR (360 MHz, CDCl3, ppm): 5 0,81 (3H, d J;=7 Hz, CH3-C8); 1,75 (1H, ddd,
J1=13Hz, J,=5,5Hz, J3=2,5Hz, H5a); 1,97 (3H, br s, CH;-C1); 2,07 (1H, ddd,
J1=13Hz, J,=8 Hz, [3=3,5Hz, H5b); 2,39 (2H, m, Héab); 2,58 (1H, m, H4); 2,57
(1H, dddd, J;=8,5Hz, [,=7Hz, [3=6Hz, J,=4,5Hz, H8); 3,41 (1H, dd, J;=10Hz,
J»=6Hz, H9); 3,67 (1H, ddd, [=9,8 Hz, J,=4,5Hz, J5=2,5Hz, H5'); 3,73 (1H, dd,
J1=10Hz, J,=8,5Hz, H9b); 4,12 (1H, dd, ;=12 Hz, J,=2,5Hz, Hé6a’); 4,26 (1H, dd,
J1=12Hz, J,=4,5Hz, H6b"); 4,50 (1H, d, J;=8Hz, H1"); 4,96 (1H, dd, J;=9,5Hz,
J,=8 Hz, H2'); 5,07 (1H, dd, J=9,8 Hz, ],=9,5 Hz, H4'); 5,18 (1H, dd, J;=],=9,5 Hz,
H3'); 5,83 (1H, br s, H2).

Daten D7dacred:
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ESI-MS (pos. Mode): 355 [M+Na]™; M(C16H,307)=332
ESI-MS/MS 355 (pos. Mode): 337 [M-H,O+Na]™*; M(C16H06)=314
203 [Glc+Na] ™+

6-Hydroxy-p-menth-2-enyl-1-O-3-D-Glucopyranosid als Pentaacetat = D8

AcO
5
O 6
OAc
2 ¥OAc *
Herkuntft: Dill 4.5.1 (1,7 mg)
ESI-MS (pOS. Mode): 565 [M+Na]+; M(C26H38012)=54Z

ESI-MS/MS 565 (pos. Mode): 505 [M+Na-OAc] ™
445 [M+Na-20Ac]*
235 [Agl(Ac)+Na]+; M(C12H2003)=212

TH-NMR und H,H-COSY (300 MHz, CDCl3, ppm): 6 0,89 (3H, d, J1=7Hz, CH;3-
C7); 091 (3H, d J1=7Hz, CH3-C?7); 1,51 (3H, s, CH3-C1); 1,68 (1H, m, H?7); 1,74
(1H, m, H5a); 1,80 (1H, m, H5a); 1,98 (1H, verdeckt, H4); 1,93-2,08 (5x3H, 5, 5
Ac); 3,68 (1H, ddd, J1=10Hz, |,=4,5Hz, J3=2,5Hz, H5’); 4,11 (1H, verdeckt, H6);
4,15 (1H, dd, J1=12Hz, J,=2,5Hz, H6a’); 4,25 (1H, dd, [1=12Hz, |,=4,5Hz, H6b');
4,58 (1H, d, [y=8Hz, H1"); 4,95 (1H, dd, J1=9,5Hz, J,=8 Hz, H2"); 5,08 (1H, dd,
J1=10Hz, ],=9,5Hz, H4"); 5,21 (1H, dd, ]1=]>=9,5Hz, H3"); 5,68 (1H, dd, ];=10Hz,
J»=3Hz, H2); 5,95 (1H, dd, J1=10Hz, J,=2Hz, H3).

I3C-NMR und DEPT (90°/135°)(90 MHz, CDCl;, ppm): & 19,4 (CH;, CH3-C7);
19,6 (CHj3, CH;3-C7); 20,5-21,5 (5xCHj3, 5 Ac); 22,1 (CH;, CH;3-C1); 24,9 (CH,,
C5); 31,4 (CH, C7); 37,8 (CH, C4); 62,1 (CH,, C6); 68,8 (CH, C4’); 71,6 (CH, C2’);
71,9 (CH, C5’); 73,0 (CH, C3’); 76,9 (CH, C6); 79,0 (C, C1); 98,8 (CH, C1’); 129,1
(CH, C2); 132,4 (CH, C3); 168,8-170,9 (5C, 5 CH3-COO).

(Z)-3-Hexenyl-3-D-Glucopyranosid als Tetraacetat = D9
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Herkunft: Dill 449 (1,2mg)
Dill 4.4.10 (0,3 mg)
ESI-MS (pos. Mode): 453 [M+Na]™; M(CyoH3¢010)=430

ESI-MS/MS 453 (pos. Mode): 393 [M+Na-OAc] "
333 [M+Na-20Ac] ™
291 [M+Na]™

IH-NMR und H,H-COSY (300MHz, CDCls, ppm): 6 096 (3H, t J;=7,5Hz,
CH;-C5); 2,06 (2H, verdeckt, H5ab); 2,00-2,08 (4x3H, 4 s, 4 Ac); 2,32 (2H, dt,
J1=J,=7 Hz, H2ab); 3,48 (1H, dt,J;=9,5 Hz, ],=7 Hz, H1a); 3,68 (1H, ddd, J;=10 Hz,
J,=5Hz, J5=2,5Hz, H5); 3,87 (1H, dt,J;=9,5Hz, J,=7Hz, H1b); 4,13 (1H, dd,
J1=12Hz, J,=2,5Hz, H6a’); 4,27 (1H, dd, [;=12Hz, J,=5Hz, H6b"); 4,52 (1H, d,
J1=8Hz, H1’); 498 (1H, dd, J;=9,5Hz, J,=8Hz, H2'); 5,08 (1H, dd, J;=10Hz,
J»=9,5Hz, H4); 5,20 (1H, dd, J;=],=9,5 Hz, H3"); 5,29 (1H, dtt, J;=11Hz, J,=7 Hz,
Js=1,5Hz, H3); 5,46 (1H, dtt, [;=11 Hz, ,=7 Hz, J5=1,5 Hz, H4).

2(4-Hydroxyphenyl)-ethanol (Tyrosol) als Diacetat = D10

AcO—; T
s 5 ,—OAc
Herkunft: Dill 4.2.2 (2mg)
RI (DB5): 1685

EI-MS (70 eV): m /z (rel. Int. [%]): 43(100); 77(10); 91(9); 107(18); 120(48); 162(17,[M-
OAc] ™).

IH-NMR (300 MHz, CDCls, ppm): & 2,04 3H, s, Ac); 2,32 (3H, s, Ac); 2,93 (2H,
t, ;=7 Hz, H2ab); 4,27 (2H, t, J;=7 Hz, Hlab); 7,02 (2H, m, H3/H5); 7,22 (2H, m,
H2/H6).

3.3.3 Aus Lindenbliiten isolierte Verbindungen

2-Phenylethanol = L1
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Herkuntft: Linde (Etherextrakt) 2.7 (2,5 mg)
Linde (Etherextrakt) 3.3 (0,5 mg)
Linde (XAD-Extrakt) 4.4.4 (0,4 mg)
Linde (XAD-Extrakt) 4.1.5 (0,5 mg)

RI (DB5): 1116

RI (CW): 1907

EI-MS (70 eV): m /z (rel. Int. [%]): 65(35); 91(100); 105(45); 122(35,[M] ).

IH-NMR (300MHz, CDCl3, ppm): 4 2,88 (2H, t, J;=6,5Hz, H2ab); 3,87 (2H,
t,J]1=6,5Hz, Hlab); 7,23 (3H, m, H5, H6, H7); 7,32 (2H, m, H4, HS).

I3C-NMR (75 MHz, CDCl3, ppm): 6 39,2 (C2); 63,7 (C1); 126,5 (C6); 128,6 (C4/C8);
129,0 (C5/C7); 138,1 (C1).

2-(4-Methoxy-phenyl)-ethanol = L2

Herkunft: Linde (Etherextrakt) 3.7 (1,1 mg)
Linde (Etherextrakt) 4.2 (2,0 mg)
Linde (Etherextrakt) 4.7 (0,8 mg)
Linde (Etherextrakt) 4.1.2 (0,2 mg)
Linde (XAD-Extrakt) 4.2.5 (16,9 mg)
Linde (XAD-Extrakt) 4.3.5.1 (0,4 mg)

RI (DB5): 1114

RI (CW): 2316

EI-MS (70eV): m/z (rel.Int.[%]): 77(8); 91(8); 105(3); 121(100); 135(12);
152(23,[M] ™).

TH-NMR (300 MHz, CDCl3, ppm): & 1,34 (1H, br s, OH) 2,81 (2H, t, J;=6,5Hz,
H2ab); 3,79 (3H, s, CH;0); 3,83 (2H, t, J;=6,5 Hz, H1ab); 6,86 (2H, m, H3’, H5');
7,14 (2H, m, H2', H6').

I3C-NMR (75MHz, CDClz, ppm und DEPT (90 °/135°): § 38,3 (CH,, C2); 55,3
(CH3, OMe); 63,8 (CH,, C1); 114,1 (2CH, C3’/C5"); 130,0 (2CH, C2’/Cé6’); 130,9
(C, C4"); 158,4 (C, C1").
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6RS-(E)-2,6-Dimethyl-2,7-octadien-1,6-diol = L3

Herkunft: Linde (XAD-Extrakt) 4.6.4.3 (3,5mg)
RI (DB5): 1366
RI (CW): 2316

ELI-MS (70eV): m/z (rel. Int. [%]): 67(100); 71(64); 79(59); 94(64); 109(12); 119(20);
121(10); 134(10); 137(12); 152(8,[M-H,O] ).

IH-NMR (300 MHz, CDCls, ppm): & 1,29 (3H, s, CH3-C6) 1,60 (2H, m, H5ab);
1,66 (3H, s, CH3-C2); 2,09 (2H, m, H4ab); 3,99 (2H, br s, Hlab); 5,07 (1H, dd,
J1=10,5Hz, J,=1,5Hz, H8b); 522 (1H, dd, J;=17Hz, J,=1,5Hz, H8a); 541 (1H,
ddd, J;=7,0Hz, J,=1,5Hz, J3=1,5Hz, H3); 5,92 (1H, dd, ;=17 Hz, ],=10,5 Hz, H7)

13C-NMR (75 MHz, CDCls, ppm): & 13,6 (CH3-C2); 22,3 (C4); 27,9 (CH3-C6); 41,8
(C5); 68,9 (C1); 72,5 (C6); 111,8 (C8); 126,0 (C3); 135,1 (C2); 145,0 (C7).

4-Methoxy-benzylalkohol = L4

Herkunft: Linde (Ether-Extrakt) 4.6 (0,4 mg)
RI (CW): 2267

EI-MS (70eV): m/z (rel.Int.[%]): 65(40); 77(82); 94(50); 109(100) ;121(55);
138(62,[M] ).
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2,6-Dimethyl-3,7-octadien-2,6-diol = L5

Herkunft: Linde (XAD-Extrakt) 4.2.2 (2,5mg)
RI (DBb5): 1201
RI (CW): 1950

EI-MS (70eV, ITDS): m/z (rel.Int.[%]): 43(100); 55(23); 67(75); 71(72); 82(73);
98(21); 109(5); 170(<1,[M] ™).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3, ppm): & 1,25 (6H, s, 2CH3-C2); 1,27 (3H, s, CH;-
C6); 2,30 (2H, m, H5ab); 5,06 (1H, dd, J;=11Hz, J,=1,5Hz, H8a); 5,21 (1H, dd,
h=17Hz, J,=1,5Hz, H8b); 5,51 (1H, d, J;=16Hz, H3); 5,55 (1H, dd, [;=16Hz,
J,=6 Hz, H4); 5,93 (1H, dd, ;=17 Hz, J,=11 Hz, H7).

I3C-NMR (75 MHz, CDCl3, ppm): 6 27,5 (CH3-C6); 30,1 (2CH;3-C2); 45,4 (C5); 72,7
(C2); 74,5 (C6); 112,0 (C8); 124,8 (C4); 139,9 (C3); 144,8 (C7).

Erkennung durch Enantiomeres bzw. Isomeres (Hotrienol) erschwert.

2-Hydroxy-phenylethanol = L6

Herkuntft: Linde (XAD-Extrakt) 4.6.6 (10,3 mg)
ESI-MS (pos. Mode): 313 [M+unknown]™; M(CgH1¢0,)=138
ESI-MS/MS 313 (pos. Mode): 161 [M+Na]™*

TH-NMR (300 MHz, CDCl3, ppm): 5 3,51 (1H, dd, J;=11Hz, J,=8 Hz, Hla); 3,71
(1H, dd, ;=11Hz, J,=3,5Hz, H1b); 4,81 (1H, dd, [;=8 Hz, J,=3,5Hz, H2); 7,20—
7,40 (5H, m, H4/H5/H6/H7 /H8).
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13C-NMR (75 MHz, CDCl3, ppm): 6 68,1 (C1); 74,7 (C2); 126,1 (C4/C8); 126,6 (C3);
128,7 (C6); 129,3 (C5/C7).

2-Phenylethanol-1-O-3-D-Glucopyranosid als Tetraacetat = L7

AcO

7 8 1 O 1 O 2 6
AcO
6®3_2/7 mz' - OAC; i OAc
5 4
Herkunft: Linde (XAD-Extrakt, acetyliert) 3.7.1 (11,1 mg)
Linde (XAD-Extrakt, acetyliert) 3.7.3.1 (0,7 mg)
ESI-MS (pos. Mode): 475 [M+Na]™; M(CpoHyg010)=452

ESI-MS/MS 475 (pos. Mode): 415 [M+Na-OAc] ™
355 [M+Na-20Ac]*+
313 [M+Na-20Ac-Ac]t

IH-NMR (300 MHz, CDCls, ppm): 5 1,89-2,09 (4x3H, 4 s, 4 Ac); 2,88 (2H, br d,
J1=6,5Hz, H2ab); 3,67 (1H, ddd, [;=9,5Hz, ,=5Hz, [3=2,5Hz, H5); 3,69 (1H,
m, H1b); 4,11 (1H, m, Hla); 4,13 (1H, dd, ;=12 Hz, J,=2,5Hz, H6b"); 4,25 (1H,
dd, [;=12Hz, [,=5Hz, Héa’); 4,48 (1H, d, [;=8 Hz, H1’); 4,98 (1H, dd, J;=9,5 Hz,
J,=8 Hz, H2"); 5,07 (1H, dd, J;=],=9,5 Hz, H4); 5,17 (1H, dd, J;=],=9,5Hz, H3');
7,15-7,31 (5H, m, H4/H5/H6/H7 /H8).

I3C-NMR (75 MHz, CDCl3, ppm): 6 20,5-20,7 (4x CH3, CH3-COO); 36,0 (C2); 62,0
(C6'); 68,5 (C4'); 70,6 (C1); 71,2 (C2’); 71,9 (C5'); 72,9 (C3’); 100,8 (C1’); 126,3 (C6);
128,3 (C4/C8); 128,9 (C5/C7); 138,5 (C3); 169,2-170,6 (4 x C, CH3-COO).

Benzylalkohol-1-O-3-D-Glucopyranosid als Tetraacetat = L8

AcO
.
O v O ®
! AcO OAcC
2 2 ¥ OAc *
7 3
6 4
5
Herkunft: Linde (XAD-Extrakt, acetyliert) 3.7.2 (32,8 mg)
ESI-MS (pOS. Mode): 461 [M+Na]+; M(C21H26010)=438

ESI-MS/MS 461 (pos. Mode): 401 [M+Na-OAc]™
341 [M+Na-20Ac]*+
299 [M+Na-20Ac-Ac]™



176 Kapitel 3. Experimenteller Teil

IH-NMR (300 MHz, CDCls, ppm): 5 1,98-2,08 (4x3H, 4 s, 4 Ac); 3,67 (1H, ddd,
J1=9,5Hz, [,=5Hz, [3=2,5Hz, H>); 4,17 (1H, dd, ;=12 Hz, [,=2,5 Hz, Héb'); 4,27
(1H, dd, J;=12 Hz, J,=5Hz, H6a’); 4,55 (1H, d, J;=8 Hz, H1"); 4,90 (1H, d, J;=12 Hz,
Hib); 4,11 (1H, d, ;=12Hz, Hla); 5,06 (1H, dd, J;=9,5Hz, J,=8 Hz, H2'); 5,10
(1H, dd, J;=],=9,5Hz, H4"); 5,17 (1H, dd, J;=],=9,5Hz, H3"); 7,18-7,38 (5H, m,
H3/H4/H5/H6/H?7).

I3C-NMR (75 MHz, CDCl3, ppm): 6 20,5-20,7 (4 x CH3, CH3-CO0); 62,0 (C6’); 68,5
(C4'); 70,8 (C1); 71,4 (C2’); 71,9 (C5'); 72,9 (C3'); 99,3 (C1’); 127,8 (C3/C7); 128,0
(C5); 128,5 (C4/C6); 136,7 (C2); 169,4-170,6 (4xC, CH3-COO).

Scopoletin (7-Hydroxy-6-methoxy-2H-1-benzopyran-2-on) = L9

Herkunft: Linde (XAD-Extrakt) 4.9.4 (8,1 mg)
Linde (XAD-Extrakt) 4.8.4 (8,1 mg)
Linde (Ether-Extrakt) 2.4.2 (0,5mg)

RI (DB5): 1821

RI (CW): >2800

ESI-MS (pos. Mode): 407 [M+M+Na]™; M(C;oHgO4)=192
ESI-MS/MS 407 (pos. Mode): 215 [M+Na] ™"

ESI-MS (neg. Mode): 191 [M-H]~; M(C19HgO4)=192

ESI-MS/MS 191 (neg. Mode): 176 [M-CHj3]~
148 [M-CH;-CO]~
120 [M-CH;-CO-CO]~
104 [M-CH;-CO-CO-O]~

EI-MS (70 eV): m / z (rel. Int. [%]): 51(18); 69(37); 79(18); 81(8); 92(5); 105(2); 121(23);
149(48); 164(35); 192(100,[M] ™).

'H-NMR (300MHz, CD3;0D, ppm): § 391 (3H, s, OCH;-Cé6); 6,20 (1H, d,
J1=9,5Hz, H3); 6,78 (1H, s, H5); 7,11 (1H, s, H8); 7,85 (1H, d, [;=9,5 Hz, H4).
13C-NMR (75 MHz, CD30D, ppm): 6 56,9 (OCH3-C6); 104,0 (C8); 110,0 (C5); 112,6
(C10); 112,7 (C3); 145,7 (C4); 146,0 (C6); 150,2 (C7); 153,8 (C9); 164,0 (C2).



3.3. Physikalisch-chemische Beschreibung der Verbindungen 177

Protocatechusdure (3,4-Dihydroxybenzoesdure) = L10

1 COOH
"¢ "oH
OH

Herkunft: Linde (XAD-Extrakt) 3.3.2 (9,1 mg)

Linde (XAD-Extrakt) 3.4.3 (2mg)
RI (DB5): 1740
RI (CW): 2669
ESI-MS (neg. Mode): 307 [M+M-H]~; M(C;yHgO4)=154

ESI-MS/MS 307 (neg. Mode): 153 [M-H]~
109 [M-CO,-H]~

EI-MS (70 eV): m /z (rel. Int. [%]): 73(6); 81(8); 109(18); 137(92); 154(100,[M] ).

IH-NMR (300 MHz, CD;0D, ppm): & 6,80 (1H, d, J;=8,5Hz, Hé); 7,42 (1H, dd,
1=8,5Hz, J,=2 Hz, H7); 7,44 (1H, d, J;=2 Hz, H3).

13C-NMR (75 MHz, CD30D, ppm und DEPT (90 °/135°): 5 115,8 (CH, C6); ; 117,8
(CH, C7); 123,2 (C, C2); 123,9 (CH, C3); 146,1 (C, C4); 151,5 (C, C5); 170,2 (C, C1).

3-Hydroxy-f3-damascon = L11

Herkunft: Linde (XAD-Extrakt) 4.3.5.3 (0,2 mg)

RI (DB1): 1368

RI (DB5): 1342

RI (CW): 2556

ESI-MS (pos. Mode): 231 [M+Na]™; M(Cy3H,¢0,)=208
209 [M+H]"

193 [M-CH3+H]*

EI-MS (40 eV): m/z (rel. Int. [%]): 69(100); 79(10); 91(12); 105(25); 121(72); 149(23);
175(65); 193(32); 208(32,[M]*).
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IH-NMR (300 MHz, CD;0D, ppm): 6 0,96 (3H, s, CH3-C1); 1,13 (3H, s, CHs-
C1); 1,53 (3H, br s, CH3-C5); 1,94 (3H, dd, J;=7 Hz, J,=1,5 Hz, CH3-C9); 1,85-2,05
(2H, m, H2ab); 2,33 (2H, dd, J;=17 Hz, J,=6 Hz, Hdab); 3,99 (1H, dddd, J;=12 Hz,
J2=9,5Hz, [3=6Hz, [4,=4Hz, H3); 6,15 (1H, dq, J1=16 Hz, ],=1,5Hz, H8); 6,83 (1H,
dq, J1=16 Hz, J,=7 Hz, H9).

p-Menth-7-en-1,2-diol = L12

Herkunft: Linde (XAD-Extrakt) 4.3.5.2 (0,3 mg)
Linde (XAD-Extrakt) 4.4.10 (2,4 mg)

RI (DB1): ca. 1100

RI (DB5): 1341

RI (CW): 2273

EI-MS (40eV): m/z (rel. Int. [%]): 43(52); 67(42); 71(100); 82(32); 93(23); 108(41);
137(17); 152(31,[M-H,O] ™).

TH-NMR (300 MHz, CDCl;, ppm): 6 1,26 (3H, s, CH3-C1); 1,74 (3H, s, CH3-C7);
1,56 (2H, m, Hé6ab, verdeckt); 1,92 (2H, m, H5ab); 2,04 (2H, m, H3ab); 2,32 (1H, br
s,H4);3,64 (1H, d, ;=11 Hz, H2*); 3,79 (1H, d, J1=11 Hz, H2*); 4,75 (2H, s, H8ab).

*: wahrscheinlich liegen beide Isomere vor, cis/trans

2-(4-Methoxyphenyl)-ethanol-1-O-3-D-glucopyranosid als Tetraacetat = L13
MeO .« 2 .
1
t@\/\

Herkuntft: Linde (XAD-Extrakt, acetyliert) 3.11.1.1. (14,1 mg)
ESI-MS (pOS. Mode): 505 [M+Na]+; M(C23H30011)=482
ESI-MS/MS 505 (pos. Mode): 445 [M-OAc+Na] ™"

385 [M-20Ac+Na]*

343 [M-20Ac-Ac+Na]™
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283 [M-30Ac+Na]*t

TH-NMR (300 MHz, CDCl3, ppm): 5 1,90-2,23 (4x3H, 4 s, 4 Ac); 2,83 (2H, br d,
J1=6,5Hz, H2ab); 3,64 (1H, m, H1a); 3,67 (1H, ddd, J;=9,5Hz, J,=5Hz, J;=2,5Hz,
H5"); 3,80 (3H, s, OCHs); 4,11 (1H, m, H1b); 4,13 (1H, dd, J;=12Hz, J,=2,5Hz,
Hé6a”); 4,26 (1H, dd, J;=12Hz, J,=5Hz, H6b"); 4,48 (1H, d, ;=8 Hz, H1”); 4,98
(1H, dd, [1=9,5Hz, J,=8 Hz, H2"); 5,07 (1H, dd, J;=],=9,5 Hz, H4"); 5,17 (1H, dd,
J1=J,=9,5Hz, H3"); 6,82 (2H, m, H3' /H5'); 7,10 (2H, m, H2’ /H6).

Benzyl-3-D-apiofuranosyl-(1—6)-O-3-D-glucopyranosid als Hexaacetat =
L14

Herkunft: Linde (XAD-Extrakt, acetyliert) 3.10.1.2 (1,4 mg)
Linde (XAD-Extrakt, acetyliert) 3.11.2.2 (2,2 mg)
ESI-MS (pos. Mode): 677 [M+Na]™; M(C30H35016)=654

ESI-MS/MS 677 (pos. Mode): 617 [M-OAc+Na] "
557 [M-20Ac+Na] ™
515 [M-20Ac-Ac+Na]™

'H-NMR (300 MHz, CD30D, ppm): & 1,90-2,23 (6x3H, 6 s, 6 Ac); 3,63 (1H,
dd, 1=12Hz, [,=6Hz, H6a’); 3,79 (1H, ddd, [1=9,5Hz, J,=6 Hz, [3=2,5Hz, HY');
3,81 (1H, dd, J1=12Hz, [,=2,5Hz, H6b’); 4,11 (1H, d, J1=10,5Hz, H4a"”); 4,28
(1H, d, J1=10,5Hz, H4b"); 4,64 (1H, d, [y=12Hz, H5a"); 4,75 (2H, verd., Hlab);
4,84 (1H, d, [1=12Hz, H5b”); 4,89 (1H, d, J1=8Hz, H1") 4,95 (1H, dd, J1=9,5Hz,
J»=8Hz, H2"); 5,05 (1H, dd, J:=/,=9,5Hz, H4’); 5,05 (1H, s, H2”); 5,21 (1H, dd,
Ji=]»=9,5Hz, H3); 5,33 (1H, s, H1”); 7,4 (5H, m, H3/H4/H5/H6/H?7).

IBC-NMR (75 MHz, CD;0D, ppm): § 20,5-20,6 (6 x CH3-COO); 63,2 (C5”); 66,8
(C6'); 69,3 (C4'); 70,5 (C1); 71,3 (C2’); 72,5 (C4”); 72,9 (C5); 73,3 (C3’); 76,1 (C2”);
86 (C3”); 101,3 (C1’); 107 (C1”); 126,2 (C5); 128,3 (C3/C7); 129,0 (C4/C6); 169,4—
170,6 (6 x CH3-COO).
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2-Phenylethanol-3-D-apiofuranosyl-(1—6)-O-3-D-glucopyranosid als Hexaa-
cetat = L15

6 4
7 3 -
8 2
Herkunft: Linde (XAD-Extrakt, acetyliert) 3.10.1.3 (2,6 mg)
ESI-MS (pos. Mode): 691 [M+Na]™; M(C31H40O16)=668

ESI-MS/MS 691 (pos. Mode): 631 [M-OAc+Na] ™"
571 [M-20Ac+Na] ™
529 [M-20Ac-Ac+Na]™
469 [M-30Ac-Ac+Na]™

TH-NMR (300MHz, CDCls, ppm): & 1,90-2,23 (6x3H, 6 s, 6 Ac); 2,95 (2H,
d, J;=6,5Hz, H2ab); 3,62 (1H, dd, [;=12Hz, J,=6Hz, Héa’); 3,63 (1H, verd.;
Hila); 3,65 (1H, ddd, J;=9,5Hz, J,=6Hz, J3=2,5Hz, H5); 3,70 (1H, dd, ;=12 Hz,
J,=2,5Hz, H6b'); 4,09 (1H, m, H1b); 4,14 (1H, d, J;=10,5Hz, H4a”); 4,22 (1H, d,
J1=10,5Hz, H4b"); 447 (1H, d, [;=8 Hz, H1’); 4,58 (1H, d, J;=12Hz, H5a"); 4,75
(1H, d, [;=12Hz, H5b"); 4,93 (1H, dd, J;=9,5Hz, J,=8Hz, H2'); 4,95 (1H, dd,
J1=]>,=9,5 Hz, H4"); 5,02 (1H, s, H2"); 5,18 (1H, dd, J;=/,=9,5 Hz, H3"); 5,33 (1H, s,
H1”); 7,25 (5H, m, H4/H5/H6/H7/HS).

BC-NMR (75MHz, CDCls, ppm): 5 20,5-20,6 (6xCH3-COO); 36,0 (C2); 63,2
(C5”); 66,7 (C6'); 69,3 (C4’); 70,4 (C1); 71,3 (C2'); 72,5 (C4”); 72,9 (C5'); 73,3 (C3');
76,1 (C2”); 83,9 (C3”); 100,6 (C1’); 106,1 (C1”); 126,2 (C6); 128,3 (C5/C7); 129,0
(C4/C8); 147 (C3); 169,4-170,6 (6 x CH3-COO).

(2E)-6-Hydroxy-2,6-dimethyl-2,7-octadiensidure- 3-D-Glucopyranoseester als
Tetraacetat = L16

OAC

AcO?““i‘ZOAc

OAcC
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Herkunft: Linde (XAD-Extrakt, acetyliert) 3.11.2.1 (2,3 mg)
ESI-MS (pOS. Mode): 537 [M+Na]+; M(C24H34012)=514
523 [M-CH,+Na] ™"

IH-NMR-Daten: siehe W1 (Seite 143)

I3C-NMR (75 MHz, CDCl3, ppm): § 12,1 (CH3-C2); 20,5-20,7 (4 CH3-COO); 23,7
(C4); 28,1 (CH3-C6); 40,4 (C5); 61,6 (C6'); 68,0 (C4"); 70,3 (C2"); 72,7 (C6); 72,8
(C5); 73,0 (C3’); 92,1 (C1’); 112,3 (C8); 126,3 (C2); 144,5 (C7); 145,6 (C3); 165,7
(C1); 169,2-170,6 (4 CH3-COO).

Eugenol-3-D-apiofuranosyl-(1—6)-0-3-D-glucopyranosid als Hexaacetat =
L17

') o

N < GH0AC .
3 2

OAc OAc

OACO OAcC
_0 ’ OAc *
Herkunft: Linde (XAD-Extrakt, acetyliert) 3.12.2.2 (1,7 mg)
ESI-MS (pos. Mode): 733 [M+Na]*; M(C33H4,017)=710

ESI-MS/MS 733 (pos. Mode): 673 [M-OAc+Na] "
613 [M-20Ac+Na]™
571 [M-20Ac-Ac+Na]™

TH-NMR (300 MHz, CD3D, ppm): 6 1,90-2,13 (6 x3H, 6 s, 6 Ac); 3,34 (2H, verd.,
H7ab); 3,62 (1H, dd, J1=12Hz, [,=6 Hz, H6a"); 3,78 (1H, dd, J;=12Hz, [,=2,5Hz,
He6b’%); 3,80 (3H, s, CH30); 3,87 (1H, ddd, J1=9,5Hz, [,=6 Hz,]3=2,5Hz, H5"); 4,08
(1H, d, J1=10,5Hz, H4a"); 4,20 (1H, d, J1=10,5Hz, H4b"); 4,55 (1H, d, J]1=8Hz,
H1’); 4,65 (1H, verd., H5a"); 4,75 (1H, verd., H5b”); 5,01 (1H, J;=10Hz, J,=2Hz,
H9a); 5,02 (1H, dd, J:=],=9,5Hz, H4"); 5,06 (1H, J]1=17 Hz, [, =2 Hz, H9b); 5,10 (1H,
s, H1”); 5,15 (1H, dd, J1=9,5Hz, J,=8 Hz, H2’); 5,33 (1H, dd, J1=/>=9,5Hz, H3");
5,33 (1H, d, J1=1,5Hz, H2”); 5,94 (1H, /=17 Hz, [,=10Hz, [3=2Hz, H8); 6,70 (1H,
dd [1=8 Hz, J,=1Hz, H5); 6,80 (1H, br s, H3); 7,05 (1H, d, [;=8 Hz, H6).

TH-NMR und H,H-COSY (300 MHz, CDCls, ppm): & 2,00-2,13 (6x3H, 6 s, 6
Ac); 3,34 (2H, ddd, [;=7 Hz, J,=]3=1Hz, H7ab); 3,65 (1H, dd, [;=12Hz, J,=6 Hz,
Hé6a’); 3,72 (1H, ddd, [1=9,5Hz, J,=6 Hz,]3=2,5Hz, H5); 3,73 (1H, dd, J;=12Hz,
J»=2,5Hz, H6b’); 3,80 (3H, s, CH;0); 4,12 (1H, d, J;=10,5Hz, H4a"); 4,16 (1H,
d, [;=10,5Hz, H4b”); 4,48 (1H, d, ;=12 Hz, H5a"); 4,78 (1H, d, J;=12 Hz, H5b”");
4,90 (1H, d, J;=8Hz, H1"); 5,01 (1H, J;=10Hz, J,=2Hz, H9%); 5,02 (1H, s, H1");
5,05 (1H, dd, J;=],=9,5Hz, H4’); 5,08 (1H, J;=17 Hz, J,=2Hz, H9b); 5,15 (1H, dd,
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11=9,5Hz, [,=8 Hz, H2'); 5,33 (1H, dd, J;=],=9,5Hz, H3'); 5,33 (1H, s, H2"); 5,94
(1H, ;=17Hz, J,=10Hz, [;=2Hz, H8); 6,79 (1H, dd J;=8 Hz, J,=1Hz, H5); 6,30
(1H, br s, H3); 7,05 (1H, d, J;=8 Hz, H6).

BC.NMR (75MHz, CDCls, ppm): 5 20,6-21,1 (6 CH3-COO); 39,9 (C7); 56,1
(Ch;0); 63,0 (C5”); 66,5 (C6'); 69,1 (C4); 71,4 (C2); 72,4 (CA”); 72,8 (C3'); 73,3
(C5); 76,1 (C2”); 84,1 (C3”); 100,1 (C1’); 105,9 (C1”); 113,2 (C3); 115,9 (C9); 120,0
(C6); 120,9 (C5); 136,6 (C4); 137,9 (C8); 144,6 (C1); 150,4 (C2); 169,1-170.3 (6 CHs-
COO).

Kampferol-3-O-3-D-glucopyranosid als Pentaacetat = L18

OAc

Herkunft: Linde (XAD-Extrakt, acetyliert) 3.16.3 (9,6 mg)
ESI-MS (pOS. Mode): 681 [M+Na]+; M(C31H30016)=658
659 [M+H]"

TH-NMR (300 MHz, CDCl3, ppm): 6 1,90-2,25 (4x3H, 4 s, 4 Ac); 2,35 (3H, 1
s, 1 Ac); 3,63 (1H, d, [1=10Hz, [,=4Hz, [3=2,5Hz, H5”); 4,01 (1H, d, [;=12Hz,
J»=2,5Hz, H6a"); 4,02 (1H, d, [;=10Hz, ],=2,5Hz, H6b"); 5,09 (1H, dd, J1=9,5Hz,
J»=8Hz, H2"); 5,19 (1H, dd, ],=/,=9,5Hz, H4"); 5,27 (1H, dd, J1=J,=9,5Hz, H3”);
5,61 (1H, d, 1=8Hz, H1”); 6,27 (1H, d, [y=2Hz, H6); 6,37 (1H, d, ]1=2Hz, HS);
7,22 (2H, m, H3’/H5’); 8,05 (2H, m, H2'/H#¢’).

I3C-NMR (75 MHz, CDCl3, ppm): 6 20,5-21,2 (5 CH3-COO); 62,1 (C6”); 68,2 (C4”);
71,5 (C2”); 71,6 (C5”); 74,8 (C3”); 77,3 (C2”); 94,5 (C8); 99,8 (C1”); 105,8 (C4a); 109,4
(C6); 121,8 (C3’/C5’); 128,4 (C1"); 130,7 (C2'/6’); 134,0 (C3); 150,1 (C5); 152,1 (C4');
157,1 (C2); 157,3 (C8a); 162,7 (C7); 169,1-170.3 (6 CH3-COO0), 176,1 (C4).

Die Bindungsstelle ist nicht durch HMBC oder 3J-C-H-Korrelationen abgesichert,
doch sind Kdmpferol-3-O-glycoside in Linden bekannt (Pietta et al., 1993) und die
NMR-Daten sind in guter Ubereinstimmung.
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Kampferol-3-O-3-D-glucopyranosid als Hexaacetat = L19

OAcC

Herkunft: Linde (XAD-Extrakt, acetyliert) 3.14.2.2 (5,1 mg)
ESI-MS (pos. Mode): 723 [M+Na]*; M(C33H3,017)=700
ESI-MS/MS 723 (pos. Mode): 663 [M-OAc+Na] "

352 [Glc(Ac)s+Na]™

293 [Glc(Ac)4-OAc+Na]™

251 [Glc(Ac)4-OAc-Ac+Na] ™t

IH-NMR (300 MHz, CDCls, ppm): 5 1,90-2,25 (4x3H, 4 s, 4 Ac); 2,35 (2x3H,
s, 2 Ac); 3,63 (1H, d, J;=10Hz, J,=4Hz, J3=2,5Hz, H5"); 4,01 (1H, d, J;=12Hz,
J»=2,5Hz, H6a”); 4,02 (1H, d, [;=10Hz, [,=2,5Hz, H6b"); 5,09 (1H, dd, J;=9,5 Hz,
J,=8 Hz, H2"); 5,19 (1H, dd, J1=],=9,5 Hz, H4"); 5,27 (1H, dd, J1=],=9,5 Hz, H3");
5,61 (1H, d, [;=8 Hz, H1”); 6,53 (1H, d, J;=2Hz, H8); 6,83 (1H, d, J;=2Hz, H6);
7,22 (2H, m, H3'/H5"); 8,05 (2H, m, H2' /H6').

13C-NMR (75 MHz, CDCl3, ppm): 6 20,5-21,2 (5 CH3-COO); 62,1 (C6”); 68,2 (C4”);
71,5 (C2”); 71,6 (C5”); 74,8 (C3”); 77,3 (C2”); 94,5 (C8); 99,8 (C1”); 105,8 (C4a); 109,4
(C6); 121,8 (C3’/C5’); 128,4 (C1"); 130,7 (C2’/6’); 134,0 (C3); 150,1 (C5); 152,1 (C4');
157,1 (C2); 157,3 (C8a); 162,7 (C7); 169,1-170.3 (6 CH3-COO), 172,1 (C4).

Die Bindungsstelle ist nicht durch HMBC oder 3J-C-H-Korrelationen abgesi-
chert, doch sind Kampferol-3-O-glycoside in Linden literaturbekannt (Pietta
etal.,, 1993). Die Actetatsignale sind austauschbar, jedoch ist Position 5 aufgrund
des Acetylierungsschiftes definitiv acetyliert.

t 5 OH
5 3

4

Benzylalkohol = L20

Herkunft: Linde (Ether-Extrakt) 2.6.1 (2,5 mg)
Linde (XAD-Extrakt) 4.1.4 (1,0 mg)
RI(DB5): 1040

RI (CW): 1870
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EI-MS (70eV): m/z (rel.Int.[%]): 51(32); 77(60); 79(100); 91(18); 107(39);
108(59,[M] ™).

IH-NMR (300MHz, CDCl3, ppm): 6 4,71 (2H, s, Hlab); 7,18-7,38 (5H, m,
H3/H4/H5/H6/H?7)).

Vomifoliol (Blumenol A) ((4S,3'RS)-(E)-4- Hydroxy-4-(3-hydroxy-1-but-
enyl)-3,5,5-trimethyl-2-cyclohexen-1-on) = L21

Herkunft: Linde (XAD-Extrakt) 4.8.5 (4,1 mg)
RI (DB5): 1800

RI (CW): 2800

ESI-MS (neg. Mode): 223 [M-H"]~; M(C13H903)=224

ESI-MS/MS 223 (neg. Mode): 205 [M-H;O "]~
179 [M-H;0*-C2H2]~

EI-MS (70 eV): m /z (rel. Int. [%]): 55(7); 69(5); 79(9); 111(8); 124 (100); 135(6); 150(6);
168(10); 224(<1,[M]*).

'H-NMR (300 MHz, CDCl;, ppm): & 1,00 (3H, s, CH3-C1); 1,07 (3H, s, CH3-C1);
1,33 (3H, d, J1=6,5Hz, CH3-C9); 1,90 (3H, d, J;=1Hz, CH3-C5); 2,24 (1H, dd,
J1=17Hz, J,=1Hz, H2a); 2,38 (1H, dd, J1=17 Hz, J,=1Hz, H2b); 4,42 (1H, m, H9);
5,78 (1H, d, J1=15,5Hz, H7); 5,88 (1H, dd, J1=15,5Hz, [,=5Hz, H8); 5,92 (1H, brs,
H4).

'H-NMR (300MHz, CD;D, ppm): & 1,02 (3H, s, CH3-C1); 1,05 (3H, s, CHj-
C1); 1,23 (3H, d, J1=6,5Hz, CH3-C9); 1,90 (3H, d, J1=1Hz, CH3-C5); 2,18 (1H,
d, 1=17Hz, H2a); 2,48 (1H, d, /;=17Hz, H2b); 4,33 (1H, m, H9); 5,80 (2H, m,
H7/HS8); 5,85 (1H, br s, H4).

13C-NMR (75 MHz, CDCl3, ppm): 6 18,8 (CH3-C5); 22,9 (CH3-C9, CH3-C1); 23,8
(CH3-C1); 41,1 (C1); 49,7 (C2); 68,0 (C9); 127,0 (C4); 129,0 (C7); 135,8 (C8). Fiir C1
als quarterndres C-Atom war kein Signal zu erhalten.

Benzoesaure = L22
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Herkunft: Linde (Ether-Extrakt) 5.1.1 (0,9 mg)
RI (DB5): 1181
RI (CW): 2417

EI-MS (70 eV): m/z (rel. Int. [%]): 51(55); 74(18); 78(100); 105(82); 122(70,[M] ).

TH-NMR (300 MHz, CDCl3, ppm): 6 7,47 (2H, m,Hz, H3/H5); 7,63 (1H, m, H5);
8,10 (2H, m, H3/HY).

Phenylessigsdure = L23

7 8 1

COOH
Herkunft: Linde (Ether-Extrakt) 5.1.2 (1,2 mg)
RI (DB5): 1275
RI (CW): 2544

EI-MS (70 eV): m /z (rel. Int. [%]): 51(10); 65(20); 91(100); 92(17); 136(22,[M]+).

IH-NMR (300 MHz, CDCl;, ppm): & 7,47 (2H, s, H2ab); 7,28-7,37 (5H, m,
H3/H4/H5/H6/H?7).

Dihydroactinidolid (4,4,7a-Trimethyl-5,6,7,7a-tetrahydro-2(4H)-benzofuranon)
= L24

Herkunft: Linde (XAD-Extrakt) 4.1.2 (0,3 mg)
RI (DB5): 1534
RI (CW): 2333

ELI-MS (70eV): m/z (rel. Int.[%]): 51(8); 55(12); 67(43); 69(20); 109(47); 111(100);
124(8); 137(36); 152(5); 180(32,[M] ™).

EI-MS (70eV, ITDS): m/z (rel.Int. [%]): 43(100); 67(50); 95(20); 109(50); 111(85);
124(10); 137(40); 152(12); 181(20,[M+H]*).
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TH-NMR (300 MHz, CDCl;, ppm): 6 1,25 (3H, s, CH3-C1); 1,25 (1H, m, H2a);
1,28 (3H, s, CH3-C1); 1,46 (1H, m, H2b); 1,56 (3H, s, CH3-C5); 1,62-1,75 (3H, m,
H3ab/H4a); 2,25 (1H, dtr, [{=12Hz, [,=2,5Hz, H4b); 5,66 (1H, s, H?7).

Daten waren in guter Ubereinstimmung zu Yao etal. (1998).



4 Zusammenfassung

Die typischen Aromastoffe (character impact compounds) von Lindenbliiten,
Dillkraut und Weifswein (Varietdt Scheurebe und Gewdlirztraminer) haben ein
Tetra- bzw. Hexahydrobenzofuran-Grundgeriist gemeinsam. Ihre niedrigen Ge-
ruchsschwellen und ihr angenehm siifier, kokosnuss-artiger 1, dill-typischer 2
bzw. minzig-blumiger Geruch 3 liefien die Isolierung ihrer natiirlichen Vorlaufer-
verbindungen aus den pflanzlichen Materialien lohnenswert erscheinen. Denn
erst die Kenntniss ihrer Bildungswege erlaubt durch Beeinflussung z.B. der
Verarbeitungs- oder Lagerbedingungen eine gezielte Verstarkung.

@) \ @)

2 3
3a,4,5,7a-Tetrahydro- ~ 2,3,3a,4,5,7a-Hexa-  2,4,5,7a-Tetrahydro-
3,6-dimethyl-2(3H)- hydro-3,6-dimethyl-  3,6-dimethyl-benzo-
benzofuranon benzofuran furan

Abbildung 4.1: Struktur der charakteristischen Aromastoffe von Wein der Trau-
bensorte Scheurebe (Weinlacton 1), von Dillkraut (Dillether 2) und Lindenbliiten
(Lindenether 3)

Im ersten Teil der Arbeit wurde aus einem Festphasen-Extrakt von Rieslingwein
der Glucoseester der 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure isoliert. Einge-
setzt wurden dazu die Trenntechniken der fliissig-fliissig Verteilungschromato-
graphie (MLCCC), der Sdulenchromatographie an Kieselgel nach Acetylierung,
sowie HPLC-Trennungen auf verschiedenen Normal- und Reversed-Phase (RP)
Materialien. Die Auswahl der Fraktionen stiitzte sich auf gaschromatographisch-
massenspektrometrisches (GC-MS) Screening nach Umsetzung der Vorstufe zum
freien Aromastoff 1 unter erhohter Temperatur. Die Strukturaufkldrung gelang
durch massenspektrometrische (DCI-MS) und ein- und mehrdimensionale kern-
spektroskopische (1ID-NMR und 2D-NMR) Verfahren.

Aus Albarifiowein gelang die Isolierung dieser Monoterpensédure in ihrer frei-
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en Form, die durch GC-MS Untersuchungen sowie ebenfalls durch gekoppelte
NMR-Techniken charakterisiert werden konnte.

Die Synthese des Prakursors gelang ausgehend von Linaool durch mehrstufige
Oxidation. Es konnte sowohl die freie Verbindung sowie der Glucoseester in en-
antiomerenreiner Form erhalten werden. Durch allylische Oxidation mittels Se-
lendioxid gelang die Einfiithrung der Sauerstofffunktion, die in einem zweiten
Schritt tiber ein Cyanhydrin zum Ester bzw. mit Natriumchlorit zur freien Saure
oxidiert werden konnte. Die Veresterung gelang basenkatalysiert in Triethylamin
mit a-Brom-acetoglucose.

MnO L/CN- GIu(Ac)4Br
N CIO
| OGiIc(Ac
COOH (A0,
W8 0

R:H Linalool W5
R:Ac Linalylacetat W3a w3 W7a

Abbildung 4.2: Syntheseschema des aus Rieslingwein isolierten Glucoseesters
der 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure W1 = W8 und der freien Sdure
W7 aus Albarifiowein

Durch sdurekatalysierte Umlagerung (pH 2) der freien Terpensdure W7 bei 100°C
konnte eine Zyklisierung zu Weinlacton nachgewiesen werden. Als Nebenpro-
dukte entstanden Dehydratisierungsprodukte von 7. Von diesen konnte die Sdu-
re des 3-Myrcens durch Synthese der authentischen Referenzverbindung W13
bestdtigt werden. Bei den anderen beiden Produkten handelt es sich nach den
Infrarot-Spektren (IR) und den MS-Daten um die Sdureanalogen der Terpene [3-
Ocimen 9ab und Terpinolen 10ab.

Um die Entstehung des Weinlactons aus dem isolierten Prakursor wahrend der
Phasen der Weinbereitung zu untersuchen, wurde 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-
octadiensdure in tartratgepuffertem Modellwein (pH 3,2) bei erhohter Tempera-
tur gelagert. Wahrend dieser beschleunigten Reifung des Weines zeigte sich eine
stetige Zunahme der relativen Gehalte an Weinlacton iiber 48 Monate.

Die Bildung widrend der Fermentation wurde durch Zusatz der Vorlduferver-
bindung zu verschiedenen bei der Weinbereitung auftretenden Hefen in unter-
schiedlichen Wachstumsstadien untersucht. Es war keine Transformation der 2,6-
Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure durch die Hefen zu erkennen.

Hiermit konnte gezeigt werden, dass der von anderen Arbeitsgruppen be-
obachtete Anstieg der Weinlactongehalte wahrend der Lagerung des Weines auf
eine Zyklisierung der Sdure 7 bzw. ihres Glucoseesters 8 zurtickzufiihren ist (vgl.
Abbildung 4.3).
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COOH B COOH H

Abbildung 4.3: Zyklisierung der 2,6-Dimethyl-6-hydroxy-2,7-octadiensdure 7
zu Weinlacton

Im zweiten Teil der Arbeit konnten aus einem polaren Dillkrautextrakt aus 5,6 kg
frischem Dill, nach Festphasenextraktion und chromatographischer Fraktionie-
rung, neben weiteren glycosidischen Aromavorstufen, 100 mg eines bisher nicht
beschriebenen Glucosids D7 isoliert werden (aus 5,6 kg frischem Dill). Die Struk-
tur wurde durch heteronukleare Korrelation (HMQC), Fernkorrelation (HMBC)
und hochauflosende Massenspektrometrie (HRMS) bestétigt. Durch Reduktion
dieser Verbindung mit Natriumborhydrid (50°C) konnte das Glucosid der als
synthetischer Vorstufe des Dillethers bekannten Verbindung 15 erhalten werden.
Nach Abspaltung der Glucose konnte eine Zyklisierung der diolischen Vorstu-
fe zum Dillether festgestellt werden, wie sie auch von anderen Arbeitsgruppen
berichtet wurde. Auch das nicht reduzierte Aglykon selbst zyklisierte im heifsen
Injektor bei GC-MS Untersuchungen unter Halbacetalbildung und konnte nur
nach Erniedrigung der Injektortemperatur charakterisiert werden.

Reduktion spontane
_ —_ >
Zuckerabspalt isi
o Zuckerabspaltung OH Zyklisierung 5
OGilc OH
D7 15 2

Abbildung 4.4: Isolierte mogliche Vorstufe D7 des Dillethers 2

Biosynthetisch konnte die Verbindung durch Oxidation von Limonen, der men-
genmafligen Hauptkomponente des Dillols, entstehen. Die Isolierung von Ver-
bindung D7 l4fit somit im Gegensatz zur kiirzlich erschienenen Dissertation von
Reichert (2000) eine allylische Oxidation von Limonen, wie sie auch unter Einwir-
kung von Luftsauerstoff beschrieben ist (McGraw etal., 1999), als ersten Schritt
der Biogenese von Dillether wahrscheinlich erscheinen (vergleiche Abbildung
4.5). Nach Hydroxylierung der terminalen Doppelbindung kénnte das Gluco-
sid eine Speicherform darstellen. Die Entstehung des Dillethers kann man sich
entsprechend Abbildung 4.4 durch Abspaltung der Glucose, Reduktion und Zy-
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klisierung zur cis-ring-verkniipften Verbindung 2 vorstellen.

Oxidation Hydratisierung
o Glucosidierung o
OGilc
Limonen Isopiperitenon D7

Abbildung 4.5: Mogliche Bildung von D7 aus Limonen in der Dillpflanze

Mit 8-Hydroxygeranylglucosid D1 konnte eine weitere Verbindung isoliert wer-
den, aus der Dillether entstehen kann. Chemisch konnte eine Umsetzung un-
ter Sdureeinwirkung bei erhohter Temperatur erreicht werden. In Modellabbau-
studien konnten Strauss etal. (1988) ebenfalls Geruch nach Dill wahrnehmen, je-
doch entsteht Dillether bei dieser chemischen Umsetzung als Racemat. In der
Natur liegt aber enantiomerenrein nur das Isomere 2a vor.

Im dritten Teil wurden aus Lindenbliiten polare Aromavorldufer isoliert. Schon
Blank etal. (1989), die Lindenether 3 erstmals in Spuren aus Lindenbliitenho-
nig isolieren konnten, postulierten in Analogie zur Entstehung der anderen
Benzofuran-Derivate 2 und 3 eine diolische Vorstufe fiir 3. Da 3 als natiirliches Ra-
cemat in der Natur auftritt, kam eine direkte chemische Bildung in Betracht (siehe
Abbildung 4.6). Aus der synthetisch hergestellten Vorstufe 44 kann Lindenether
in hohen Ausbeuten erhalten werden.

(o
% P %
44 3

Abbildung 4.6: Postulierte nattirliche Vorstufe 44 und Bildung von Lindenether
unter synthetischen Bedingungen

Aus Extrakten verschiedener Polaritdt (Diethyletherextrakt, Methanolextrakt
nach Festphasenadsorption) aus frischen und getrockneten Lindenbliiten war es
jedoch nicht moglich, die postulierte Vorstufe zu isolieren. Dagegen gelang die
Isolierung und Charakterisierung strukturell verwandter Monoterpendiole wie
auch labiler Cy3-norisoprenoider Aromavorldufer. Die Hauptmenge stellten je-
doch Glycoside des Phenylpropanstoffwechsels dar.
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